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RESUMO

FERREIRA, Renata Cristina, M.S., Universidade Federal de Vigosa, mar¢co de
2001. Separacgao de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina de proteinas de
soro de queijo por adsor¢ao em colunas de leito fixo. Orientador: Luis
Antonio Minim. Conselheiros: Jane Sélia dos Reis Coimbra e José Antonio
Marques Pereira.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em escala preparativa
ou de processo, tem tido importante papel na produgdo de substancias com
elevado grau de pureza. Tendo em vista que a CLAE tem custo relativamente
elevado e, ao mesmo tempo, € uma etapa de alta resolucdo e seletividade, um
conhecimento abrangente de sua dinamica ¢ essencial aos propdsitos de projeto e
de operagdo de equipamentos. Embora existam muitos estudos sobre o processo
de adsorcao de proteinas puras em varios adsorventes, poucas pesquisas t€ém sido
feitas para sistemas multicomponentes mais realisticos, como ¢ o caso das
proteinas a-lactoalbumina e [3-lactoglobulina presentes no soro de queijo. Estas
representam mais de 50% das proteinas do soro e 20% das proteinas totais do
leite e possuem elevado valor nutricional e propriedades funcionais que permitem
o seu uso como ingredientes alimenticios com capacidade para substituir outros
mais caros. Neste trabalho foram analisadas, por meio de dados experimentais e

de modelagem matemadtica, as caracteristicas de transferéncia de massa no
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processo de separagdo de proteinas de soro de queijo em colunas de leito fixo.
Inicialmente, foram determinadas as condi¢des 6timas de adsor¢do, em relacao
aos parametros de pH e forca idnica, utilizando a resina Accel Plus QMA", em
que se verificou que o processo de adsor¢do ¢ mais sensivel aos valores de forca
16nica mais elevados para as duas proteinas. Em seguida, a partir dos dados de
cinética de adsor¢cdo em tanques agitados, foi calculada a difusividade intra-
particula das duas proteinas. Foram determinadas as isotermas de adsor¢ao no
sistema estudado. Os valores dos parametros q,, € kq foram calculados por meio
de regressao nao-linear, utilizando o modelo de isoterma nao-competitiva de
Langmuir. Com base nos dados experimentais de adsor¢do em colunas, foram
determinados os valores de Pe e Nu, por meio de regressao nao-linear. O modelo
de transferéncia de massa com dispersdo axial (pseudo-homogéneo) descreveu,

adequadamente, o processo de adsorcao.
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ABSTRACT

FERREIRA, Renata Cristina, M.S., Universidade Federal de Vicosa, March
2001. Separation of a-lactoalbumin e B-lactoglobulin of whey proteins for
adsorption in fixed bed columns. Advisor: Luis Antonio Minim. Committee
members:: Jane Sélia dos Reis Coimbra e Jos¢ Antonio Marques Pereira.

Preparative and process-scale high-performance liquid chromatography
(HPLC) has had an important role in the production of highly purified
substances. Since HPLC is a relatively expensive process, and at the same time
it’s a very high resolution and selective step, an adequate understanding of its
dynamics is essential to the project and the equipments operation. There are a lot
of published studies of pure proteins adsorption to several adsorbents. However,
a few studies has been reported using more realistic multicomponent systems, as
a-lactoalbumin and [-lactoglobulin proteins present in the cheese whey. These
proteins represent over 50% of the proteins of the serum and 20% of the total
protein of the milk, and they have a high nutritional value and functional
properties that allows its use on food to substitute some other high cost
ingredients. In this work the characteristics of mass transfer in the separation
process of whey proteins in fixed bed columns were analysed by experimental
data and mathematical modelling. Initially, the optimum conditions of adsorption
in terms of the pH and ionic force parameters were determined using the Accel

Plus QMA" resin where the adsorptive process is more sensitive to higher values
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of ionic strength for both proteins. Then, the intraparticle difusivity of the two
proteins was calculated by the data of adsorption kinetics in agitated tanks. The
adsorption isotherms were determined in the studied system. The values of the
parameters q,, and kq were calculated by non-linear regression, using the non-
competitive model of Langmuir isotherm. Based in the experimental data of
adsorption in columns, the values of Pe and Nu were adjusted by non-linear
regression. The mass transfer model with axial dispersion (pseudo-homogeneous)

described, appropriately, the adsorption process.
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1.INTRODUCAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em escala preparativa
ou de processo, tem importante papel na produg¢do de substancias com elevado
grau de pureza. A adsorc¢ao de proteinas em interfaces solido-liquidas tem sido
relatada desde o inicio do século passado, quando foi demonstrada a capacidade
de varios suportes inorganicos em adsorver proteinas do soro de cavalo (HUANG
e HORVATH, 1987). A industria de biotecnologia vem usando a cromatografia
de troca idnica, como uma das principais técnicas para concentracdo e
purificagdo de proteinas, em cerca de 75% dos esquemas preparativos (CHANG
e CASE, 1996; PEREIRA, 1999).

Tendo em vista que a CLAE ¢ um processo de custo relativamente
elevado e, a0 mesmo tempo, uma etapa de alta resolucdo e seletividade, um
entendimento abrangente de sua dinamica € essencial aos propositos de projeto e
operagdo de equipamentos. A modelagem ¢, portanto, uma ferramenta muito util
para o desenvolvimento amplo do conhecimento das etapas cromatograficas,
assim como a sua otimizagao.

Um elemento-chave na modelagem precisa desse processo € o
conhecimento dos dados que descrevem o equilibrio de adsorcdo de cada
componente no sistema, constituido do material a ser analisado e dos

componentes da fase movel. Nenhuma predi¢do do comportamento da coluna



pode ser feito sem que sejam conhecidas as isotermas de adsor¢do para cada um
dos compostos a serem analisados. Ha muitos estudos publicados sobre o
processo de adsorcdo de proteinas puras em varios adsorventes; no entanto, em
poucas pesquisas t€m sido usados sistemas multicomponentes mais realisticos
(SKIDMORE e CHASE, 1990), como ¢ o caso das proteinas O-lactoalbumina e
B-lactoglobulina presentes no soro de queijo.

O soro de queijo ¢ um importante subproduto da industria de laticinios.
Consiste de 80% a 90% do volume de leite usado no processo de produgdo de
queijos e contém, em média, 50%, dos nutrientes do leite original (WIT, 1998).
A demanda bioquimica de oxigénio do soro ¢ considerada cerca de cem vezes
mais poluente do que o esgoto doméstico, sendo a lactose, principal componente,
responsavel por 80% da poluicdo causada pelo soro, contra 20% da fragdo
protéica (FERRAT, 1980).

O conteudo de proteinas no soro de queijo ¢ de, aproximadamente, 6 g/L a
9 g/L, o que representa um grande potencial disponivel. Dentre essas proteinas
destacam-se a O-lactoalbumina e a [3-lactoglobulina, que representam mais de
50% das proteinas do soro e 20% da proteina total do leite. A a-lactoalbumina e
a B-lactoglobulina sdao bons agentes espumantes e emulsificantes, consideradas
como potenciais ingredientes alimenticios com capacidade para substituir outros
mais caros, como, por exemplo, proteinas de ovo, em produtos a base de carnes,
em panificagdo e na fortificagdao de cereais (MORR e HA, 1993).

Esta pesquisa objetivou avaliar o processo de adsorcdo das proteinas de
soro de queijo (O-lactoalbumina e [-lactoglobulina), em colunas de leito fixo.
Especificamente, dividiu-se o estudo em seis etapas, que consistiram em:

* Determinagdo das condi¢des 6timas de adsorcdo, em relagdo aos parametros
pH e forga i6nica, utilizando a resina Accel Plus QMA®;

* Desenvolvimento de uma metodologia para quantificagdo de a-lactoalbumina
e B-lactoglobulina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

* Determinagdo do coeficiente de difusividade na particula a partir das curvas

cinéticas de adsorcdo das proteinas para a resina Accel Plus QMA®™;



Determinagdo das isotermas de adsorcao das proteinas de soro de queijo para

a resina Accel Plus QMA"®;
Determinagao das curvas de ruptura; e

Modelagem e analise matematica do processo de adsor¢cao em coluna de leito

fixo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Soro de queijo

O soro de queijo ¢ um subproduto derivado da elaboragdo do queijo
(MADRID et al., 1995). Possui cor amarelo-esverdeada e sabor ligeiramente
acido ou doce, dependendo do tipo de queijo do qual foi originado.

A composi¢do desse subproduto varia com a qualidade do leite utilizado e
com o tipo de queijo produzido. A concentra¢do de vitaminas lipossoliiveis no
soro ¢ muito baixa em relacdo aos outros componentes, sendo praticamente
insignificante. Os Quadros 2.1 e 2.2 mostram a composi¢ao média dos dois tipos
de soro e a concentracao de proteinas presentes no soro, respectivamente.

A produgdo mundial de soro de queijo estd estimada em torno de 120
milhdes de toneladas/ano (ANUALPEC, 1999). Em virtude de sua composigao,
tem elevada Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), que pode variar de
40.000 ppm a 60.000 ppm (BEM-HASSAN e GHALY, 1994). Dado o modo
como ¢ descartado pelos laticinios em leitos de rios e solo, o soro de queijo
tornou-se um potencial agente de poluicao ambiental.

Diante desse fato, uma série de produtos tem sido desenvolvida para o
aproveitamento do soro, tais como soro em pd, concentrados protéicos para

alimentagdo humana, soro desmineralizado, bebidas lacteas especiais e outros.
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Quadro 2.1 - Composicao média de soros doce e acido

Soro Doce (%) Soro Acido (%)
Umidade 93-94 94 -95
Gorduras 0,3-0,5 0,3-0,6
Proteinas 0,8-1,0 0,8-1,0
Lactose 4,5-50 3,8-4,2
Minerais 0,5-0,7 0,7-0.8
Acido lactico e outros 0,1 0,1-0.8

Fonte: MADRID et al., 1995.

Quadro 2.2 - Concentragdo das proteinas no soro de queijo

Proteina Concentracao (g/L) % da proteina total do leite
B-lactoglobulina 2-4 9
a-lactoalbumina 1-1,5 4

Protease - peptonas 0,6 -1,8 4
Albumina do soro 0,1-04 1
Imunoglobulinas 0,6-1,0 2

Fonte: FENNEMA, 1993.

O conteudo de proteinas no soro de queijo ¢ de, aproximadamente, 6 g/L.
a 9 g/L, o que representa um grande potencial disponivel. Essas proteinas sdao
muito conhecidas pelo seu elevado valor nutricional e por suas propriedades
funcionais nos produtos alimentares. Nas ultimas décadas, tem havido crescente
interesse pela utilizacdo das proteinas do soro em formulagdes de produtos da
industria de alimentos destinados a criangas, diabéticos e consumidores de
produtos enriquecidos (WIT, 1998).

Segundo a avaliacdo da “Protein Digestibility-Corrected Amino Acid

Scoring”, as proteinas do soro alcangam o valor bioldgico de 1,0 (em uma escala



de 0 a 1), dada sua excelente digestibilidade e pelo fato de fornecer ou superar a

quantidade recomendada de cada aminoacido essencial (USDEC NEWS, 1999).

2.1.1. Alfa-lactoalbumina

A d-lactoalbumina (0-la) ¢ uma proteina globular que contém 123
residuos de aminoacidos e possui uma massa molar de 14200 Da. O aminoacido
triptofano ¢ o mais abundante nessa proteina, representando, aproximadamente,
6%. E apropriada para a preparagdo de alimentos infantis e possui um custo
relativamente baixo (BRAMAUD et al., 1997). O ponto isoelétrico ¢ de 5,1,
sendo facilmente desnaturada em pH 6,7, a temperatura de 65,2 °C (MORR e
HA, 1993). A partir da a-la s3o obtidos peptidios que contém triptofano,
precursores da serotonina, uma substincia que regula a vigilia e o sonho

(GRASSELLI et al., 1997).

2.1.2. Beta-lactoglobulina

A B-lactoglobulina (-1g) representa cerca do 50% do total das proteinas
do soro, ¢ constituida de 162 residuos de aminoacidos e possui uma massa molar
de, aproximadamente, 32000 Da. Tem ponto isoelétrico 5,3, ¢ termolabil e
apresenta mudangas conformacionais reversiveis a temperaturas inferiores a 70
°C. Temperaturas elevadas podem provocar a desnaturacdo e a polimerizacao
irreversivel desta proteina, que € considerada um 6timo agente de gelatinizacao
(MORR e HA, 1993).

A B-lg pode ser usada para fortificagdo de bebidas e sucos de frutas, em
razao de sua grande solubilidade, de sua estabilidade e de seu valor nutritivo.
Preparados enzimadticos hidrolizados sdo empregados como suplemento na
alimentacdo de convalescentes, ja que muitos peptidios da B-lg podem ser
absorvidos diretamente pelo intestino. A partir de hidrolizados de [-lg sdo
também preparados leites com baixo conteudo de fenilalanina, usados na

alimentagdo de lactantes com fenilcetonuria (GRASSELLI et al., 1997).
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A aplicacdo direta do soro em leites infantis ndo deve ser feita, pois eleva
o conteado de B-lg, quando comparado com o leite materno, que apresenta
apenas residuos desta proteina. A [3-lg é conhecida como o principal componente
alergénico do leite bovino, razdo por que um dos objetivos do processamento das
proteinas do soro ¢ a reducao do seu conteudo, a0 mesmo tempo que sao retidas
as outras proteinas (COIMBRA, 1995; MAKINEN-KILJUNEN e SORVA,
1993).

2.2. Processos cromatograficos

A cromatografia liquida pode ser definida como um processo de migragao,
visto que os componentes de uma amostra sao seletivamente retidos pela fase
estacionaria, que pode ser de material solido ativo, liquido imobilizado ou gas
(COLLINS et al., 1990).

Os processos cromatograficos sdo, freqlientemente, utilizados na
purificagdo de macromoléculas, mas exibem baixa produtividade quando
comparados com técnicas tradicionais usadas na industria quimica e
farmacéutica. O grande sucesso das separacdes cromatograficas de proteinas €,
contudo, devido a sua capacidade em atingir elevado grau de pureza a partir de
misturas complexas com reduzidas concentragdes de tais compostos
(BOSCHETTI e COFFMAN, 1998).

Este ¢ um poderoso método de separagdo, pois pode promover, facilmente,
a retirada individual de varios componentes de uma mistura, sob condi¢des
experimentais, em que as duas fases de um sistema estdo sempre proximas do
equilibrio, dada a répida transferéncia de massa entre as duas fases. O poder de
separacao de uma coluna ¢ funcao direta da taxa de transferéncia de massa e do
coeficiente de dispersdo axial. O fendmeno de transferéncia de massa em uma
coluna cromatografica engloba os efeitos da difusdo, da resisténcia a
transferéncia de massa, da viscosidade e das cinéticas de adsor¢do e dessorcao

(GUIOCHON et al., 1994).



A cromatografia frontal ¢ o primeiro passo em muitos processos de
purificagdo de biocompostos que envolvem eluicdo diferencial. O método pode
ser aplicado quando o produto a ser purificado tem pequena afinidade com a fase
estacionaria, em relacdo a dos outros componentes presentes, €, portanto, tem o
ponto de ruptura antecipado em relacdo aos demais (JACOBSON et al., 1984).

A cromatografia sélido-liquida ou adsor¢do estd relacionada com a
interacao polar-polar dos grupos funcionais das particulas da fase estaciondria e
do soluto. O soluto ¢ adsorvido pela superficie das particulas solidas, e a sua
separagdo ocorre pelo equilibrio entre a quantidade de composto adsorvido e a
fase liquida (GUIOCHON et al., 1994).

A escolha da fase estacionaria (adsorvente) ¢ realizada para permitir a
interagdo diferencial dos componentes da amostra a serem separados. O
mecanismo proposto para explicar a adsor¢cao baseia-se na competi¢ao entre as
moléculas do soluto e do solvente pelos sitios ativos presentes na superficie do
adsorvente. Assim, com o aumento relativo da adsorcdo da fase movel, a
adsor¢do do soluto diminui. Os solventes podem ser, entdo, classificados de
acordo com a sua forca de atracao pelo adsorvente (GUIOCHON et al., 1994).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) mostra-se eficiente na
quantificacdo de proteinas, por apresentar alta resolugdo em seus cromatogramas.
Essa eficiéncia ¢ dada pelo uso de resinas com diminutos tamanhos de particula
(5 nm a 10 pum), o que torna necessario o emprego de altas pressdes, 5 MPa a 30
MPa, para deslocar a fase movel através da fase estacionaria (ARAUJO, 1999).

Mais de 70% de todas as separagdes por CLAE usam fase reversa, em que
a fase estacionaria € apolar, e a fase movel, polar. Em geral, a superficie das
particulas so6lidas € polar, razao por que ndo sdo uteis na separagao de compostos
apolares. Na solugdo desse problema ¢ utilizada a fase reversa. A superficie
reativa das particulas € alterada pela reacdo com compostos apolares, que sao
quimicamente ligados aos seus grupos polares.

A cromatografia de fase reversa ¢ empregada para separar amostras com

baixa solubilidade em agua. A ordem de eluicdo dos solutos ¢ o inverso da



observada na fase normal, ou seja, compostos polares sdo os primeiros a serem
eluidos e os solutos apolares, os ltimos (ARAUJO, 1999).

A cada dia, o uso de técnicas cromatograficas analiticas, como CLAE,
vem tornando-se mais intenso, em razao do desenvolvimento de novos
equipamentos que permitem a realizacdo de andlises cada vez mais rapidas e
precisas.

PEARCE (1983), ao aplicar CLAE na analise de proteinas de soro de
queijo, utilizou uma pequena coluna de fase reversa, Spherisorb S5 C6, com um
gradiente que envolvia uma solugdo salina acidificada (NaCl 0,15 M pH 2,1) e
acetonitrila (100%), em um fluxo de 1 mL/min e temperatura de 30 °C. O
resultado mostrou completa resolucdo das proteinas BSA (albumina de soro
bovino), B-lg e a- la, em 30 min de analise. Por meio dessa metodologia também
foi possivel obter uma boa resolugao entre as variagdes genéticas A ¢ B, da (3-lg.

HOLLAR et al. (1991), na separagdo de variantes genéticas da [3-caseina,
utilizaram um gradiente ndo-linear, com tampao de acetato de uréia, pH 2,
contendo 1 M de NaCl, e um cromatégrafo liquido FPLC (Pharmacia), com uma

coluna cromatografica de troca catidnica Mono S HRS5/5.

2.3. Adsorcao

O conhecimento de que um solido poroso pode acumular grandes volumes
de um gés condensavel data de 1777, quando Fontana observou que carvao
recém-calcinado era capaz de reter quantidades expressivas de diferentes gases.
A literatura da época relatou que o volume retido depende do carvao e do tipo de
gas testado e que a eficiéncia do processo ¢ uma funcdo da area exposta e da
porosidade do material. O termo adsor¢ao foi introduzido por Kayser, em 1881,
para denominar o fendmeno de condensacao de gases em superficies e salientar
sua diferenca com a absor¢do, em que as moléculas do gas penetram no interior
do solido. A adsorcao €, atualmente, definida como o enriquecimento de um ou
de mais componentes em uma regido interfacial. Usualmente, embora a adsor¢ao

seja empregada para denominar o fendmeno conjunto de adsor¢ao e condensacao
9



capilar nos poros de um solido, o correto, nesses casos, deveria ser o emprego do
termo sor¢ao (ADAMSON, 1990).

A importancia do uso das técnicas de adsor¢cdo, em escala comercial,
reside na disponibilidade de equipamentos ja desenvolvidos, cujo desempenho ¢é,
ao menos em parte, conhecido. No entanto, o projeto desses equipamentos
baseia-se em estudos realizados com sistemas petroquimicos em colunas de
adsor¢do ou, mais recentemente, em equipamentos que envolvem a integragdo
adsorcao e cromatografia (COIMBRA, 1995; WANKAT, 1986). Portanto, ha
necessidade de estudos que possam aprimorar o emprego dessas técnicas e
equipamentos na separagdo e na purificagdo de substancias de uso corrente, em

industrias farmacéuticas e de alimentos.

2.3.1. Aspectos gerais dos processos de adsor¢ao

A maior parte dos processos de recuperacdo de biocompostos emprega
etapas cromatograficas, entre outros métodos convencionais de separacao, com
vistas em atingir niveis de pureza de acordo com regulamentagdes, especialmente
proteinas terapéuticas. A cromatografia ¢, geralmente, sofisticada e de alto custo,
o que faz com que seja necessario o desenvolvimento de estudos mais efetivos
para melhorar a produtividade dessa técnica para dado sistema adsorvente-
adsorvato (GUIOCHON et al., 1994).

O processo de separagdo por cromatografia pode ser brevemente descrito,
considerando o escoamento de um fluido que contém o soluto entre os espagos
vazios externos das particulas adsorventes. O soluto ¢ transportado, por meio de
difusdo, através de um filme externo, sendo adsorvido na superficie exterior da
particula ou dentro de seus poros. A adsor¢ao ocorre em um sitio desocupado,
em razao das forgas elétricas, fisicas ou reagdes quimicas. Determinada molécula
pode ser adsorvida e dessorvida varias vezes, enquanto permanecer dentro de
uma unica particula. Apds a dessor¢do, atravessa o filme externo, atingindo a

camada de fluido em movimento, até que, novamente, seja transportada, por
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difusdo, para o interior de outra particula, repetindo todo o processo (WOLF,
1971).

Os estudos sobre adsor¢do vém abrangendo uma éarea de pesquisa muito
extensa, pois o que era quase que exclusivamente voltado para a industria
petroquimica tem-se, atualmente, tornado de grande interesse nas etapas de
separacao e purificacdo dos processos biotecnoldégicos. WANG e SWAISGOOD
(1993) imobilizaram trans-retinal em Celite, que foi aplicado, como uma matriz
seletiva de adsorc¢do, na remog¢ao de [-lg de soro de queijo. No fracionamento
foram usados soros 4cido e doce e um isolado de proteina de soro de queijo. A
seletividade da coluna de adsor¢do foi escalonada para tratar 1,0 L de soro, ou
similar quantidade de isolado de proteina de soro de queijo. A B-lg foi adsorvida
na matriz com 0,05 M de solucado tampao fosfato, pH 5,14. A cromatografia de
exclusdo por tamanho, com Superose 12, foi utilizada na determinacdo da
quantidade de (-Ig e a-la, em varias fragdes. Durante o estagio de adsor¢do, uma
fragdo enriquecida com Q-la foi obtida. Em seguida, [-lg foi dessorvida em
solugdo tampao fosfato 0,4 M, pH 7,0. Aproximadamente 2,0 g de B-lg foram
obtidos nos estdgios de adsor¢do e dessor¢do para a coluna de 500 mL. A
imobilizagdo e a protonagdo quimica do trans-retinal, para avaliar a afinidade de
ligagdo, foi examinada por Ressonancia Nuclear Magnética.

O soro de queijo bovino também foi investigado como uma fonte de
fatores estimulantes de crescimento. A cromatografia de troca cationica foi
considerada como um processo de enriquecimento desses fatores de crescimento,
visto que, em contraste com a maioria das proteinas do soro, tem pontos
isoelétricos basicos. A adsorc¢ao e a eluigdo, em resina Sepharose Fast Flow-S,
produziram um extrato que continha 1% a 2% de proteinas do soro, mas rico em
fatores que possuem atividade promotora de crescimento em células BALB/C
3T3, L6 mioblastos e fibroblastos da pele humana. Esses resultados sugerem que
o enriquecimento dos fatores de crescimento, por cromatografia de troca
cationica, oferece um método pratico para isolamento, em larga escala, de um
extrato de compostos provenientes do soro de queijo, os quais estimulam o

crescimento celular (FRANCIS et al., 1995).
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As proteinas de soro de queijo foram separadas por cromatografia de
deslocamento por troca idnica, mediante o uso de acido poliacrilico (PAA) como
agente deslocador. O soro continha, inicialmente, 3,45 g/L de a-lae 12,65 g/L de
B-lg, juntamente com outros compostos UV-ativos. O soro pdde ser aplicado,
diretamente, em uma coluna de troca anidnica (BIO-SCALE, 7/52 mm), sem
nenhum processamento prévio. A concentracdo final das proteinas, quando
comparada com a da alimentacao, foi trés vezes superior. As purezas de a-la e 3-
lg foram de 78% e 92%, respectivamente (VOGT e FREIGAT, 1997).

HEDDLESON et. al. (1997) utilizaram uma coluna de bioafinidade
imobilizada com trans-retinal em Celite, capaz de isolar B-lg de soro de queijo
bovino 4cido com elevado grau de pureza (94,5%). Foram investigadas
condigdes de pH e forga idnica que poderiam produzir reducdo do fator
hipoalergénico ([3-1g) do soro de queijo. A aplicagdo de um eluente com pH 5,1
na elui¢do das proteinas da coluna resultou em um grau de purificagdo de 87%
para O-la. Verificou-se que a pureza da (3-Ig era ligeiramente menor em tampao
de eluicao com forga i6nica menor que 0,4 M de fosfato de s6dio. A dessor¢ao
com baixa concentracdo de fosfato foi melhorada quando o pH se tornou
elevado. Esses resultados sugerem que a matriz de retinal tem grande aplicagao
no processamento de produtos para pacientes hipoalergénicos e,
conseqiientemente, no isolamento de 3-1g com alto grau de pureza.

Diante desses fatos, observa-se que o uso de técnicas cromatograficas vem
adquirindo, cada vez mais, espaco entre os processos de separacdo, em que O
produto desejado possui propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas sensiveis
(ex: temperatura, pH), razdo da necessidade de um método de separagdo que

mantenha essas propriedades intactas.

2.3.2. Caracteristicas dos adsorventes

E usual o emprego de adsorventes altamente porosos € com grande area
superficial nas operagdes de sorcdo, como adsor¢do, cromatografia, troca idnica

e exclusdo de ions, entre outros. As particulas dos adsorventes, normalmente, t€ém
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formas e tamanhos diferentes e apresentam porosidade média entre particulas, a
qual, em decorréncia de um empacotamento adequado, sera constante ao longo
do leito. Cada particula apresenta uma porosidade, definida como a fracdo da
particula correspondente aos espacos vazios. Considera-se que, em um
empacotamento uniforme, a porosidade seja a mesma para todas as particulas.
Somente 2% da area superficial adequada a separag¢do corresponde a superficie
externa do empacotamento, o que indica que o processo de separagdo ocorre,
efetivamente, no interior das particulas (SOMORJAI, 1994).

Tendo em vista que os poros ndo possuem tamanho uniforme, moléculas
grandes, como proteinas ou polimeros sintéticos, podem ser estericamente
separadas em algum deles. A fracdo de volumes de poros que uma molécula pode
atingir ¢ denominada Ky. Moléculas muito pequenas podem adentrar todos os
poros; entdo, Ky serd igual a 1, enquanto moléculas muito grandes ndo podem
adentra-los, razdo por que K, serd igual a zero. As separagdes que utilizam a
exclusdo por tamanho, como permeacao e filtragdo por gel, sdo fundamentadas
em diferengas de K4 (ADAMSON, 1990).

Segundo SOMORIJAI (1994), os adsorventes podem ser divididos em trés
classes, de acordo com a sua natureza:

I- Sem ions ou grupos com capacidade de polarizagdo, por exemplo, o carbono
grafitizado empregado na adsor¢do de gases nobres, hidrocarbonetos saturados.
II- Com cargas concentradas positivas, por exemplo, os ions H' em grupos OH
de oxidos hidroxilados, utilizados na adsor¢do de esteres, aminas, compostos
com cargas negativas e positivas concentradas.

III- Com cargas concentradas negativas, como, por exemplo, =0 , =CO usadas na
adsor¢cdo de compostos de cargas positivas e negativas concentradas e de
compostos com grupos funcionais com pares de elétrons nao-compartilhados.

Algumas variedades de adsorventes, como carvao ativado e resinas de
troca i0nica, exibem diferentes tipos de poros, macroporos e microporos, com
duas porosidades internas. Moléculas pequenas permeariam todos os poros; as
grandes permeariam somente 0s macroporos; € as muito grandes permaneceriam

no volume vazio externo.
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2.3.3. Adsorc¢iao em colunas

No método de separagdo soélido-liquido, freqiientemente utilizado nas
operagdes de separagdo e purificacdo, o liquido que contém o soluto a ser
adsorvido pode entrar em contato com o solido em tanques agitados ou em
colunas que sdo usados para acomodar as particulas do adsorvente. A adsor¢ao
em colunas pode ser realizada com leitos fixos, expandidos e fluidizados
(HJORTH et al., 1998).

A adsorgao ¢ analisada com base no equilibrio entre as fases envolvidas e
nos balangos de massa por meio de isotermas de adsorgdo (ARAUJO, 1996). No
estudo de equilibrio, a isoterma de adsorcao representa o equilibrio sélido-liquido
de um soluto adsorvido, em dada massa de fase estacionaria, em contato com
uma solug¢do que contém o soluto. Atualmente, os modelos de isotermas mais
empregados para representar o equilibrio s6lido-liquido sdo o de Langmuir e o de
Freundlich. Essas isotermas tém permitido correta descrigdo dos dados
experimentais em varios estudos sobre solucdes diluidas de um componente
(GUIOCHON et al., 1994).

Este estudo ¢ de fundamental importancia para a modelagem precisa de
um processo cromatografico, pois um dos principais termos dos modelos
matematicos sdo os dados que descrevem o equilibrio na adsorcdo de cada
componente (presentes na alimentagdo e na fase movel) do sistema. No entanto,
pesquisas para determinacdo de isotermas de adsor¢do, em sistemas
multicomponentes, ndo tém sido feitas com freqiiéncia (JACOBSON e FRENZ,
1990).

2.3.3.1. Isoterma de Langmuir
O modelo de isoterma de LANGMUIR (1916), Equacdo 1, aparece para

explicar, de forma favoravel, os dados de adsor¢dao obtidos em baixas ou em

moderadas concentragoes.
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C
g=-1 (1)

em que q ¢ a quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa ou por

volume do adsorvente (mg/g ou mg/mL); g, ¢ a quantidade méaxima de soluto

adsorvida na fase sélida (mg/g); ¢ € a concentragdo do soluto na fase liquida, no
equilibrio (mg/mL); k4 € a constante de dissociagao que descreve o equilibrio da
adsor¢ao (mg/mL).

O modelo de isoterma de Langmuir pode ser considerado como a base da
maioria dos tratamentos teodricos do fenomeno de adsorcao. Essa isoterma
corresponde a um modelo de adsor¢do altamente idealizado, baseado nas
seguintes hipodteses:

1- Moléculas da fase fluida sdo adsorvidas em sitios discretos da superficie,
denominados sitios de adsorcdo, em que cada sitio pode acomodar apenas
uma unica espécie;

2- A energia de cada sitio de adsor¢do da superficie ¢ igual e independente da
populagdo de espécies adsorvidas. Portanto, todos os sitios tém a mesma
entalpia de adsorcao e independem do grau de cobertura da superficie;

3- A quantidade maxima da espécie adsorvida corresponde a formagao da
monocamada,;

4- A adsor¢do ¢ localizada e ocorre pela colisdo das moléculas da fase fluida
com sitios vagos da superficie;

5- A velocidade de dessor¢do depende apenas da quantidade de material
adsorvido na superficie.

Essas condi¢des podem ndo ser validas na adsor¢cdo em sistemas solido-
liquidos, especialmente em altas concentragdes.

Na pratica, os dados experimentais de adsor¢cdo concordam com a
isoterma de Langmuir, em uma faixa relativamente extensa de concentracoes.
Assim, o modelo de Langmuir aparece como a primeira escolha de equagdo
tedrica para ajustes de resultados experimentais em que se considera a adsor¢ao

de um componente (GUIOCHON et al., 1994).
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Em experimentos que envolvem a adsor¢dao de BSA e lisozima puras
utilizou-se a resina S Sepharose FF. Os resultados de equilibrio ajustaram-se ao
modelo de Langmuir, comportamento que pode ser explicado por uma adsor¢ao
da proteina por troca idnica, em que a proteina desloca o contra-ion associado ao
grupo carregado do trocador (SKIDMORE e CHASE, 1990).

JAMES (1994) comparou a adsor¢dao de lactoferrina e lactoperoxidade
puras em trés resinas fortemente anidnicas, na presenca de 50 mM de tampao
fosfato, em diferentes pH. Nas analises dos dados de equilibrio usou-se regressao
ndo-linear, e os parametros ajustados foram determinados pelo modelo de
Langmuir. As curvas ajustadas demonstraram que todos os dados da isoterma
podiam ser aproximados, com boa concordancia, ao modelo de Langmuir. A
inclinagdo inicial das curvas indicou forte adsor¢ao e rapida saturagdo, um
comportamento tipico de biocompostos em troca idonica. Observou-se que a
capacidade méaxima de adsor¢cdo das resinas, para as duas proteinas, diminuia
com o aumento do pH e que a capacidade méaxima das resinas, para a
lactoferrina, era sempre maior. A elevagdo do pH acarretou, também, redugdo da

inclinagdo inicial das curvas.

2.3.3.2. Isoterma de Freundlich

O modelo de isoterma empirica, proposta por Boedeker em 1885, que ¢ a
base da isoterma de Freundlich (Equagdo 2), descreve a adsor¢do de
componentes polares em adsorventes polares ou de compostos fortemente polares

em solventes cuja polaridade ¢ baixa ou média:

qzacl/n , (2)

em que o expoente //n ¢ menor que a unidade (nos resultados de Boedeker era
0,5). O modelo de Freundlich parece proprio para avaliar a adsor¢dao de certas
proteinas em cromatografia de troca i6nica (GUIOCHON et al., 1994) e tem a
principal desvantagem de violar o modelo da isoterma de Gibbs, ja que ndo ¢
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termodinamicamente consistente. Do ponto de vista pratico, o limite, em baixa
concentragdo, da razdo ¢/C nao ¢ finito, o que significa que o tempo de retengao,

sob condicdes analiticas, € infinito (GUIOCHON et al., 1994).

2.3.3.3. Isotermas competitivas

Na maioria dos casos de importancia pratica, a cromatografia liquida ¢é
empregada em misturas. Nesse caso, ha grande dificuldade na obtengdo de
resultados, dada a possivel competi¢do entre os diferentes compostos pela fase
estacionaria. Observa-se, nesses casos, que as isotermas de adsor¢do dos varios
componentes da solu¢do sdo nao-lineares. As isotermas ndo sao totalmente
independentes quando a alimentagdo ndo ¢ muito diluida. Em uma solucao de
concentragdo conhecida, a quantidade de um composto adsorvido no equilibrio ¢
uma funcdo da sua propria concentracdo e também da de todos os outros
componentes presentes na solucdo, os quais sdao adsorvidos pela fase
estacionaria. Adicionalmente, a quantidade de uma substancia adsorvida em
equilibrio com a solu¢do quase sempre diminui, quando a concentracao de outro
composto adsorvido ¢ elevada. Isto ilustra a caracteristica competitiva da
adsor¢do. Por essa razdo, isotermas de multicomponentes sdo consideradas, na
maioria dos casos, isotermas competitivas (GUIOCHON et al., 1994).

O estudo das isotermas competitivas € recente, quando comparado ao
estudo dos processos de adsor¢do. Os mecanismos de competi¢do por acesso a
superficie de adsor¢do, o envolvimento no processo de retengdo entre varios
componentes ¢ a modelagem desse fendmeno ainda necessitam de muitos
estudos para serem compreendidos, em decorréncia das dificuldades
experimentais encontradas na medida de isotermas competitivas, nos métodos
tradicionais. Dado o desenvolvimento da cromatografia e de técnicas
convenientes que permitem rapida aquisi¢do de dados, essa area de pesquisa tem
tido expressivo desenvolvimento, permitindo maior entendimento do fendmeno
de competi¢do existente em muitos processos de adsor¢do multicomponente

(GUIOCHON et al., 1994).
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BELLOT e CONDORET (1993) avaliaram a influéncia de modelos
utilizados na descricdo das interagdes competitivas entre a fase estaciondria e os
solutos e na simulacdo da cromatografia de deslocamento em fase reversa. Dados
experimentais de separacdo de misturas de catecol e resorcinol, usando fenol
como deslocador, foram comparados com simulagdes numéricas. O modelo
competitivo de Langmuir, o de LeVan-Vermeulen e o quadratico foram usados
para descrever o equilibrio de adsor¢do competitiva. Verifica-se que as equacdes
de isotermas competitivas, com parametros ajustados numericamente, nao
fornecem uma descricdo do processo de separagdao por deslocamento. Por outro
lado, a isoterma de LeVan-Vermeulen, com pardmetros de Langmuir nao-
competitivos, ajustou-se aos dados experimentais obtidos.

LISEC et al. (2001) empregaram andlise frontal para determinar isotermas
de adsorcao de trés componentes, como solutos simples e em misturas bindrias e
terndrias, em um sistema de fase reversa. Os dados de equilibrio foram
correlacionados com o modelo de isoterma competitiva de Langmuir, com o
modelo Bi-Langmuir, com a teoria de solugdo ideal adsorvida e com a teoria de
solu¢do real adsorvida. Nao ocorreu mudanga apreciavel nos resultados, quando
os valores preditos foram obtidos por meio de modelos mais complexos e nao
pelo de Langmuir.

O modelo de isoterma de equilibrio de Langmuir pode ser estendido para
sistemas multicomponentes. Quando muitos compostos estiverem presentes em
uma solucdo, a quantidade adsorvida de cada um deles, no equilibrio, podera ser
menor que se aquele componente estivesse sozinho, pois os outros elementos
interferem na sua adsorc¢ao.

Para o i-ésimo composto de um sistema multicomponente, a isoterma

competitiva ¢ dada pela Equagao 3, a seguir.

4miCi

e ——— €)
1+3" kg C,

q;

em que n € o numero de componentes do sistema; ¢; ¢ a quantidade de soluto

adsorvido; C; ¢ a quantidade de soluto no equilibrio e q,,; € ky; s3o os coeficientes
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da isoterma de equilibrio de Langmuir de um componente para o elemento i. A
isoterma competitiva de Langmuir apresenta uma propriedade importante, qual
seja, o fator de separacdo ¢ constante, independente da composicdo relativa da
mistura. Como conseqiiéncia, este modelo ndo oferece nenhuma possibilidade de
explicar uma inversdo na ordem de eluicdo de dois componentes com o aumento
da concentracdo. Ao contrario, resultados experimentais mostram que, dessa
maneira, uma inversdo € possivel, e isto ndo ¢ raro quando a capacidade de
saturacdo de dois compostos, calculada a partir de isotermas de um componente,
¢ muito diferente. Por ser um modelo simples, deve-se considerar a isoterma
competitiva de Langmuir como uma aproximagdo aceitdvel de um modelo de
primeira ordem, em grande variedade de casos. Além disso, a facilidade com que
os seus parametros podem ser determinados ¢ muito atrativa. Entretanto, a
predicdo quantitativa do comportamento da isoterma competitiva para
componentes de misturas bindrias ndo sera possivel, quando a diferenca entre as
capacidades de saturacdo da coluna para os dois componentes exceder 10%.
Melhores resultados, nesse caso, sao obtidos de modelos mais complexos, como,
por exemplo, a isoterma de LeVan-Vermeulen. Finalmente, a isoterma
multicomponente competitiva de Langmuir ndo satisfara a equagdo de Gibbs-
Duhem, quando as capacidades de saturagdo da coluna forem diferentes para os
compostos envolvidos (GUIOCHON et al., 1994).

Em decorréncia dos resultados insatisfatorios obtidos por meio do modelo
de isoterma competitiva de Langmuir, muitas equacgdes empiricas tém sido
sugeridas, baseadas em hibridos de modelos comuns. Uma equa¢do que combina

aspectos convencionais das isotermas, de Langmuir e de Freundlich, ¢ dada por

pi,0
_ a;,C;

a n pij
C.+ j=1ai,JCi

q; 4

em que ¢; ¢ a quantidade de soluto adsorvido; C; ¢ a quantidade de soluto no
equilibrio e a; € a;; sdo os coeficientes da isoterma de equilibrio para o elemento
L.
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Esta equagdo ndo descreve bem os dados de adsor¢do experimentais, em
que sdo empregados adsorventes que promovem a eluicdo de bandas finais
infinitas. Conseqiientemente, dificultam as separagdes e tornam as purifica¢des
praticamente impossiveis de serem concluidas, devido ao fato de o limite do

tempo de retencao de cada banda ser infinito (GUIOCHON et al., 1994).

2.3.3.4. Adsorc¢ao em leito fixo

A adsorgao em leito fixo caracteriza-se pela passagem de um fluido, que
contém o soluto a ser adsorvido, por um tubo cilindrico no qual o adsorvente se
encontra empacotado. Inicialmente, a concentracao do soluto na saida da coluna
¢ muito baixa, dada a alta taxa de adsor¢ao ocorrida. Com o tempo, as particulas
do adsorvente tendem a ficar saturadas, ocorrendo, conseqiientemente, aumento
da concentracdao do soluto no efluente (inicio da ruptura). Quando a capacidade
maxima do adsorvente for atingida, a concentracdo de equilibrio do soluto no
afluente e no efluente sera igual (CHASE, 1984).

Diversos modelos que descrevem o equilibrio em colunas cromatograficas
tém sido desenvolvidos ¢ utilizados nos estudos do fendmeno de adsorcao.
NEVES (1995) citou que o modelo de equilibrio, descrito por Devault, em 1934,
previa mudancas, do tipo degrau, na concentracdo de alimentacdo da coluna.
Adicionalmente, este modelo foi usado por Balzli et al. e por Aroa, em 1978 e
1990, respectivamente, que admitiram que o equilibrio entre as fases solida e
liquida era atingido em todos os pontos do leito. Nessa formulagdo, o leito era
dividido em zonas de composi¢do constante que se expandiam para baixo no
leito, & medida que o adsorvato era acumulado no adsorvente. Como era um
método aproximado, era empregado, em geral, apenas para calculos preliminares
de colunas de adsorcdo, dando uma idéia do limite superior do desempenho de
um sistema conhecido ou, no caso de projeto de um sistema novo, da quantidade
minima de adsorvente requerida.

O fenémeno de adsor¢do torna-se mais dificil de ser entendido e descrito

quando envolve misturas, nas quais, em geral, ocorre competicdo entre oS
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componentes e, ou, deslocamento fisico ou quimico destes. CRITTENDEN et al.
(1987) desenvolveram um modelo de equilibrio para avaliar a separagdo de
substancias em sistemas multicomponentes. Os resultados mostraram
desempenho satisfatorio do modelo na predicdo da ordem de eluigdo dos
componentes, o que indicou ser este uma boa ferramenta para os calculos
preliminares de colunas de adsorcao.

Segundo NEVES (1995), Liapis e Rippin, em 1978, ao desenvolverem um
modelo geral para adsor¢cao de dois componentes em uma coluna de leito fixo,
consideraram os efeitos de resisténcia a transferéncia de massa externa e
internamente na particula e ainda a difusdo axial no fluido. O modelo nao
continha nenhuma simplificagdo quanto ao perfil de concentragdes no interior da
particula de adsorvente e sua solucdo envolvia um sistema de equacdes
parabdlicas conjugadas, em que a concentracdo de cada componente era funcao
do tempo, da posi¢ao axial no leito e da posi¢do radial no interior da particula.

ARVES e LIAPIS (1987) apresentaram um modelo matematico que
descrevia a dinamica do estdgio de eluicdo da adsor¢do bioespecifica em leitos
fixos. O modelo considerava a eluigdo especifica e ndo-especifica do adsorvato e
também a resisténcia a transferéncia de massa, por difusdo, no filme de liquido
na superficie do adsorvente, assim como a taxa de reag¢do entre o adsorvato e o
adsorvente. A curva de equilibrio, obtida entre o adsorvente e o adsorvato, era
representada pelo modelo de Langmuir.

A adsorcado e a eluigdo de tripsina, em leito fixo, foram estudadas por meio
de um modelo que possuia um coeficiente de transferéncia de massa global para
avaliar os efeitos de ndo-equilibrio. A transferéncia de massa e a dessor¢ao foram
consideradas em uma Unica constante, enquanto o coeficiente de transferéncia,
que pode ser dependente da taxa de escoamento do liquido no leito e, portanto,
deve ser determinado para cada sistema de adsorcdo bioespecifica,
separadamente (KATOH et al., 1978).

ARNOLD et al. (1985a) apresentaram um modelo para a elui¢do
(dessor¢do) em colunas e em sistemas em batelada, em que a taxa de dessorcao

foi considerada um parametro agrupado em todos os sistemas, exceto naqueles
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em que a taxa de dessor¢do foi muito menor que as taxas de difusdo no fluido, no
interior da particula, e no filme de liquido, ao redor das particulas adsorventes.
SKUDDER (1985) estudou a influéncia dos pardmetros pH e da forca
16nica na adsor¢do, em leito fixo, de proteinas do soro. Nas condi¢des Gtimas
determinadas, foi obtida uma solugdo protéica constituida de 91,7% de B-lg,
1,3% de a-la e 7% das demais proteinas do soro. A capacidade de adsor¢do da

resina foi de 79 mg de proteinas totais fixas, por grama de resina.

2.3.3.5. Adsor¢ao em leitos expandidos e fluidizados

Adsor¢ao em leitos fluidizados tem sido empregada como uma tecnologia
para redugdo das etapas iniciais dos processos de separacdo e purificacdo de
compostos. Em um leito fluidizado, as particulas do adsorvente, no interior da
coluna, sdo movimentadas por meio de um fluxo ascendente na coluna,
formando, dessa maneira, uma suspensdo de uma mistura de particulas. O estado
fluidizado promove aumento da porosidade do leito, evitando que o material
particulado contaminante provoque a colmatagem (obstru¢do do meio poroso)
(HJORTH et al., 1998). Dessa forma, tem-se redu¢do de uma operagao unitaria
preliminar para separacdo dos contaminantes particulados, tais como a filtragao
ou a centrifugacao.

Por meio da escolha adequada das particulas adsorventes ¢ possivel,
simultaneamente, recuperar os compostos desejados e remover as células e seus
fragmentos de um meio fermentado. Isto torna o uso de leitos fluidizados muito
atrativo na separagdo de varios biocompostos. No entanto, até hoje, poucas
aplicacdes, em nivel industrial, foram apresentadas, na maioria das vezes devido
a falta de adsorventes adequados. BARTLES et al. (1958) apresentaram um dos
primeiros processos, em larga escala, que consistia na recuperacdo de
estreptomicina de uma suspensao de células, sem filtracao prévia, utilizando uma
resina trocadora de cations.

Apesar do sucesso do uso de leitos fluidizados na recuperagdo direta de
compostos de baixa massa molar, até recentemente esta técnica nao tinha sido
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empregada na recuperacdo de proteinas produzidas por organismos
recombinantes, dada a falta de adsorventes com afinidade operacional (faixa de
pH de trabalho semelhante) com as proteinas, os quais poderiam ser utilizados
eficientemente em leitos fluidizados. Os adsorventes cromatograficos
tradicionais, projetados para o uso em leitos empacotados, sdo compativeis com
as proteinas, mas a grande parte destes ndo possui as propriedades fisicas
necessarias, tais como densidade e uniformidade de tamanho, para trabalhar
eficientemente em leitos fluidizados. Um fator adicional que limita o uso de
leitos fluidizados para recuperagdo de proteinas € o elevado grau de mistura das
particulas de adsorvente, que reduz a eficiéncia do processo de adsor¢ao (BUIJS
e WESSELINGH, 1980).

A técnica de adsorgdo em leito fluidizado foi empregada, por CARRERE
(1993), DRAEGER e CHASE (1990) e HORSTMANN e CHASE (1989), para
concentragdo e purificagdo de proteinas presentes em solugdes que continham
impurezas particuladas. Nos estudos foram utilizadas resinas anionicas, sendo, no
primeiro trabalho, usada uma solugdo multicomponente (proteinas de soro de
queijo), e, no segundo e no terceiro, proteinas puras, BSA e imunoglobulina G,
respectivamente.

Em muitas aplicagdes, sistemas de leitos fluidizados sdo operados apenas
em escala laboratorial e ndo ha conhecimento de uso em escala piloto ou de
produgcdo, em razdo, principalmente, da necessidade de equipamentos
relativamente complexos (HIORTH et al., 1998).

Muitas estratégias visaram diminuir o grau de mistura das particulas de
adsorvente. Uma delas, denominada de leito expandido, que ¢ baseada na
manutengao das particulas de adsorvente em uma posi¢ao fixa no leito, de forma
semelhante a um leito empacotado mas com a vantagem de possuir uma
porosidade mais elevada, despertou grande interesse. Em termos gerais, um leito
expandido ¢ um sistema cuja porosidade ¢ maior que a do leito empacotado ou
sedimentado. Leitos expandidos sdo, algumas vezes, considerados parte

integrante do campo de trabalho da tecnologia de leitos fluidizados, razdo por
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que alguns autores ndo diferem essas duas expressoes (CHASE e DRAEGER,
1992).

Grande numero de diferentes tipos de adsorventes tem sido testado, quanto
a sua estabilidade quimica, sedimentagdo e compatibilidade biologica, entre
outros, para uso em adsor¢ao com leitos expandidos. As particulas de adsorvente
devem possuir densidade maior que as utilizadas em leitos fixos, para que sejam
mantidas em suspensao durante todo o processo. A homogeneidade do tamanho
das particulas, além de promover boa distribuicao destas no leito, também reduz
o risco de sedimentagdo. Adsorventes convencionais de agarose nao possuem
propriedades de sedimentacdo em um processo eficiente, em termos de
produtividade, embora sejam apropriados para recuperacao de proteinas. Material
com silica amorfa ndo pode ser utilizado, dada a sua limitada estabilidade sob
severas condicoes de limpeza e sanitizagdo, nos processos de purificagdo
(UGER, 1979).

O desenvolvimento de adsorventes tem, no entanto, sido fator crucial no
sucesso da implementacdo da adsor¢do em leito expandido em processos de
purificagdo. A partir de uma combinacdo entre agarose e quartzo cristalino foi
possivel obter um adsorvente com propriedades de sedimentacdao e estabilidade
quimica, e a biocompatibilidade adequou-se, eficientemente, ao processo de
adsorcao em leito expandido (FREJ et al., 1997).

Segundo CHASE (1994), a adsor¢do em leitos expandidos mostrou-se
adequada para purificacio de proteinas provenientes de uma solugcdo que
continha impurezas na forma particulada, resultante de processos de fermentacao
e producdo de biocompostos a partir de organismos recombinantes. Com o
aumento da porosidade do leito, uma etapa de filtracio prévia tornou-se

desnecessaria para evitar a colmatagem.

2.4. Modelagem matematica aplicada ao processo de adsorciao

O uso de modelos matematicos para descrever fendmenos existentes em

engenharia objetiva reducdo de custos e aumento da rapidez de obtencdo dos
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resultados. Os modelos matematicos podem ser classificados em teodricos ou
empiricos. Em geral, modelos empiricos possuem as mesmas caracteristicas dos
teoricos, embora estes ultimos possam ser utilizados, de forma mais racional,
principalmente no caso de extrapolagdes. Os modelos ainda podem ser
classificados em dindmicos ou estaciondrios e em parametros concentrados
(agrupados) ou distribuidos.

O emprego de métodos matematicos para simulacdo e analise de processos
¢ uma técnica de potencial reconhecido, mas s6 recentemente despertou maior
interesse, devido ao aparecimento de métodos matematicos mais sofisticados e,
principalmente, ao desenvolvimento de computadores que permitem a solucao de

problemas em tempo relativamente curto.

2.4.1. Modelagem em tanques agitados

ARAUIJO (1996) ¢ CARRERE (1993) utilizaram um modelo, similar ao
proposto por HORSTMANN e CHASE (1989), no estudo da adsorcdo de
proteinas em resinas trocadoras de ions. Este modelo, que inclui a transferéncia
de massa na particula, a difusdo nos poros e a taxa de reacdo na superficie da

particula, foi empregado neste trabalho.

2.4.1.1. Balanco de massa na particula

No desenvolvimento do modelo utilizado considerou-se que as particulas
eram esféricas e de diametro uniforme, que a difusdo ocorria apenas no sentido
radial da particula e que o processo era isotérmico. Diante dessas consideragoes,
aplicaram-se balangos diferenciais de massa na particula e no tanque, dada a

Equacgao 5:

aC . p0C dq.
g,—=-=D nd L+ = ’”H—pp(l-ep)i, (5)



em que €, ¢ a porosidade da particula; C, a concentra¢do de proteina no interior
da particula (mg/mL); q; a concentragdo de proteina na fase solida (mg/g); p,, a
densidade da particula (g/mL); t, a varidvel temporal (s); e r, a variavel espacial
(m).

As condigdes inicial e de contorno (no centro e na superficie da particula)

sdo, respectivamente,

t=0 c, =0, Or (6)
i aC,
[1=0 =0
/0 E or
oC k
=R 7 :_f(Cb_CP) (7)
o D,

em que C, ¢ a concentracdo de proteina no interior da particula (mg/mL); C,,
concentragdo de proteina na fase liquida (mg/mL); k¢, coeficiente de transferéncia
de massa (m/s); Dy, coeficiente de difusdo intraparticula (mz/s); R (m), raio da
particula; t, variavel temporal (s); e r, variavel espacial (m).

A cinética de adsor¢ao sobre a superficie dos poros pode ser escrita como

(CARRERE, 1993):

94;
ot

=kC,(q, ~4;)~k»q;, (®)
em que k; e k, representam as constantes cinéticas de adsor¢ao e dessor¢ao. No

equilibrio, a derivada na Equacdo 8 ¢ zero, levando ao modelo da isoterma de

LANGMUIR (1916).

q.,C

= r_ 9
q; K, C, )
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em que a constante k, ¢ dada por

k, =22 (10)

Segundo HORSTMANN e CHASE (1989), o balango de massa para
adsor¢do e dessor¢do, em um tanque que fornece a taxa de variagdo da

concentragdo global de proteina (C}), ¢ dado por

dc, 3ka
i c, -C. ), 11
dt RV ( b ”) (1)

em que v (mL) ¢ o volume de adsorvente; V (mL), volume de liquido da fase
externa; R (m), raio da particula; e kg, coeficiente de transferéncia de massa
(m/s). A condigdo inicial € dada por

t=0 C,=C, em r=R. (12)

Os modelos adimensionais para a fase liquida e para a particula sao,

respectivamente,

dc; 3V % *

—=-—B(C, -C 13
o =BG =Ch) (13)
T=0 C; =1 (14)
Cr 4 ukafPr o B7Cr 2 0C, o (15)
0T § (ks +CoCp)*F Bor® r o [

=0 Cp,=0 Or" (16)
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0. oC;
B» =0 5:0
>0 0 ar* (17)
* oC . .
o= L=B(C; ~Cp)
r
* C * C * tDe k. R 1—-¢€
emque C,=—t; Ch=—t;=1; 1= zf; B=—__,F="""F
C, C, R R €,D, Ep

2.4.2. Modelagem da coluna cromatografica

Dada a complexidade de alguns modelos usados para retratar
determinados fenomenos fisicos, algumas consideragdes com vistas em reduzir
esta complexidade e focalizar os efeitos fisicos e fenomenologicos mais
importantes, serdo feitas abaixo. Naturalmente, as suposi¢oes de um caso nao sao
justificaveis em outros, razao por que devem ser tratadas com prudéncia. No caso
de modelagem em coluna cromatografica, admite-se, geralmente, que todos os
componentes tenham coeficiente de atividade unitario, sendo nao-idealidades
negligenciadas (SPIEKER et al., 1998).

a- Leito empacotado. A coluna ¢ modelada como um sistema unidimensional,
espacialmente distribuido, consistindo de um leito homogéneo de particulas
esféricas porosas, em que a porosidade do leito € constante em toda a coluna.
Todos os parametros do modelo e as condi¢des de contorno sdo considerados
constantes em uma intersecao da coluna. As concentragdes no seio do liquido
sdao funcdes do tempo e da coordenada z (comprimento da coluna). A
dispersdo axial descreve desvios provenientes de escoamentos puramente
convectivos (HEITMANEK e SCHNEIDER, 1993), de maior influéncia que
os efeitos difusivos no liquido, os quais, por esta razao, sao desprezados;

b- Fase liquida. A compressibilidade do fluido ¢ negligenciada; uma vez que o
solvente esta em excesso, o volume molar e a densidade da mistura podem ser
considerados como constantes pela coluna. A operagdo ¢ considerada

1sotérmica;
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c- Particulas de adsorvente. As particulas sdo consideradas de tamanho
uniforme e pequeno, quando comparadas com o didmetro e com o
comprimento da coluna, existindo, assim, simetria esférica das particulas,
cujos poros sao de tamanho uniforme. Quando as particulas sdo modeladas
como sistemas distribuidos, considera-se que o transporte de massa dentro
delas ocorra somente por meio da difusdo no liquido, € ndo por meio da
convecc¢ao ou da difusdo na superficie;

d- Processo de adsorcao. O solvente nao ¢ adsorvido, razao por que o balanco
de massa do solvente ndo ¢ considerado. As cinéticas de adsor¢do sdo muito

rapidas e podem ser representadas por uma isoterma de equilibrio.

2.4.2.1. Estrutura dos modelos

O modelo mais complexo, freqiientemente usado, considera um volume de
fase liquida, uma fase liquida no interior do poro € uma massa adsorvida. A
transferéncia de massa no filme, entre o seio da fase liquida e a superficie da
particula, e a difusdo dentro das particulas também fazem parte do modelo, que
pode ser denominado modelo 1+1d de transferéncia de massa. Nesse caso, 1+1d
significa distribui¢do axial, em uma dimensado da coluna, e distribui¢ao radial, em
cada particula.

Se as moléculas forem pequenas, a difusdo dentro da particula sera rapida,
podendo ser considerada como um sistema concentrado, o que leva ao modelo de
transferéncia de massa 1d. No entanto, se a transferéncia de massa entre o seio do
fluido e fluido do poro for rapida, o filme poderd ser eliminado, e as duas

concentragdes tornar-se-ao iguais.

a. Balanco de massa no liquido extraparticula

Considerando rapida difusao no interior da particula, rapida transferéncia

de massa no fluido no exterior e no interior da particula, e, ainda, cada particula
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como um sistema concentrado, tem-se o0 modelo de transferéncia de massa 1d,

que ¢ dado pela Equacao 18:

a9C,;
&y Adz —

z+dz)_a}4dzjf,i9 (18)

z+dz )+ EbA(/e,i

= EbA(/c,i z _jc,i z _je,i
em que o termo da esquerda ¢ de acuimulo de massa; o primeiro termo do lado

direito, convectivo; o segundo, dispersivo; e o terceiro, de transferéncia de massa

no filme.
Na Equagao 18, g, ¢ a porosidade do leito, A, a area transversal na coluna
(m?), e w, a 4rea superficial da particula por unidade de volume (m™). Como as

particulas sdo consideradas esferas de raio R (m), w ¢ dado por

_3(i-¢,)
== (19)

Dividindo a Equagdo 18 por (4dz) e expandindo j ;|.... © Jj.i|..q. pOT
séries de Taylor, tem-se o limite de dz - 0, qual seja,

aCjb,i _ ajc,i aje,i

€y —, ~ ¢ 3z _5b¥_@f,i- (20)

Os termos de fluxo da Equacao 20 podem ser descritos como:
Termo convectivo: a fase fluida entra na coluna com uma velocidade efetiva no
interior da particula v,, (m/s), dada por v, =0/(4€,), em que 4 (m®) ¢ a 4rea da
secdo transversal da coluna. O fluxo convectivo do componente i ¢, entdo,

descrito por

jc,i :Vme,i‘ (21)
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Termo dispersivo: Os varios efeitos complexos originam-se no escoamento do
fluido pelo leito empacotado, de modo que o ‘“back-mixing” (a influéncia da
mistura retroativa) e os volumes mortos sdo incorporados na dispersao (BIRD et
al., 1960). Em contraste com os efeitos difusivos, os dispersivos agem,
igualmente, em todas as espécies. O coeficiente de dispersdo aparente D,, ¢,
portanto, o mesmo para todos os componentes, o qual, analogamente a lei de

Fick para difusdo, ¢ obtido de

(22)

Transferéncia de massa no filme: Os modelos mais utilizados consideram que
o fluxo difusivo no filme estagnado ¢ quase estacionario, o que significa que o
acumulo de massa na pelicula ¢ negligenciado. O fluxo de massa no filme, para
cada componente, ¢ determinado pelo coeficiente de transferéncia de massa kg; e
a diferenga de concentragdo entre o seio da fase liquida e a fase liquida nos poros

na superficie da particula é

Jriz0) =k, (Cp =Cp)). (23)

b. Balanc¢o de massa na particula

O balango de massa na particula, na posi¢ao axial z, é

4 sH 9Cp,; aC,; 2.
—TIR ~+(l-¢ ~E=ATR ) 24
3 %P o ( P) o E: Jri ( )

em que R ¢ o raio da particula, C, concentragdo na particula, t varidvel temporal
e, €, porosidade da particula.

Como w¢ definido na Equagdo 19, a Equagao 24 pode ser escrita como
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OCPi aCAl- 3
~+(1—-¢€ > — o, 25
%P ot ( P) ot %Rjj,l ( )

em que
~=p —, 26
ot P ot (26)
0Cp,
a_q — qud P ) (27)
ot (k . +C, )2 ot
Substituindo as Equagdes 26 ¢ 27 na Equagao 25, tem-se
0Cp,; _3k;, dnks  9Cp,
£ —=——(C,; —-Cp;,)—(-¢ = . 28

Y R (Cy, pi) ~( PP, (kd +Cp,~)2 Y (28)

O modelo de transferéncia de massa 1d na coluna ¢, portanto, dado pelas

Equacodes 28 e 29:

ac. . aC. . 0°C,. k,, 3(1-¢
b,i =y bi o D,, zb,z i (Cpi =Cp.) ( b). (29)
ot 0z 0z & R

Na modelagem do fendmeno fisico de adsor¢do, em colunas, aplicam-se
as condi¢des de contorno, de Dancwerts (1953), e a condig¢ao inicial:

1. Condic¢ao inicial: concentragcdo uniforme e constante igual a zero:

t=0, Oz O Gy, =0 . (30)
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2. Condig¢des de contorno:

O aC,
EZ:OD V,,Co =v,,Cp,; =D, 3 ’ .
a) t>0 [ = (31)
acb’i
p=in Ty
0z

O modelo com equacdes adimensionais, no qual Pe ¢ o nimero de Peclet, e

Nu, o de Nussel, para a fase liquida e para a particula, respectivamente, ¢:

*

oC, ac, 9°C,

=—Pe—2 +——2 —3NuF,(C, - C,) 32
P o o »(Cp =Cp (32)
oC; - gk, Bac;
v =W e —ch) - F,p, O dnte 0Tk (33)
or g, E(kd + CpCo) g or
* C * 1—-¢ 1-¢
em que Cb=—b;CP=&;Fb= b, F,=—2%,
C, C, £, £,
. Dt L k. L?
=2 1= > Pe= Ymo Ny =L
L L w» RD,,
e as condi¢des de contorno e inicial, para a fase liquida externa, sdo
O . :
=00 %o = pe(c) -1)
a) T>0 [ 0z (34)
Ez*=1 O %o~
0z
b) T=0 Oz' 0 C,=0. (35)
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A condig¢do inicial para a particula €
1T=0 C,=0. (36)

Em alguns casos, correlagdes empiricas sdo utilizadas na estimagdo de
parametros que calculem a dispersao, a difusdo e a resisténcia a transferéncia de
massa. Essas correlagdes sdo, geralmente, expressas pelos numeros
adimensionais. O coeficiente de dispersdo axial pode ser determinado por
experimentos ou por correlagdes empiricas, como as apresentadas por Chung e
Wen, em 1968, citados por SPIEKER (1998). A equacdo ¢ amplamente aplicada

a leito fixo e fluidizado. O ntimero de Peclet (Pe) ¢ calculado por

Pe=t =L (02+0,011Re"*), (37)
D 2Re,

em que o numero de Reynolds (Re) ¢ igual a

Re = 2Re,vp .
n

(38)

em que v ¢ a velocidade do fluido (m/s), R o raio da coluna (m), L o
comprimento da coluna (m), §, a porosidade do leito, p a densidade do fluido
(g/em’) e, N a viscosidade do fluido (Pa*s).

A resisténcia a transferéncia de massa, decorrente da consideracao de um
filme hipotético em torno da particula, ¢ apresentada por um coeficiente (k;),
para cada componente. Freqiientemente, as correlagdes fornecem uma expressao

para k;; (m/s) ou para o nimero de Sherwood, Sh, como na equagdo a seguir

(TRUEI et al., 1992).

k, 2R
Sh = g =2+1,45Re"? 8¢, (39)
o
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em que o numero de Schmidt (Sc) ¢ dado por

Se=—1_, (40)

em que D¢ é 0 coeficiente de difusividade (m?/s).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Adsorvente

Nos experimentos foi utilizado um adsorvente anidnico, cujo grupo de

troca idnica ¢ 0 amino quaternario.

A resina Accel Plus QMA (Waters[]) ¢ preparada por um processo de

polimerizagdo, no qual a base rigida (silica) é encapsulada com um ligante

hidrofilico e um ligante reticulado altamente estavel. Esta resina fornece

excelente recuperacdo e alta resolucdo de materiais de origem biologica e ¢

adequada ao isolamento e a purificagcdo de proteinas, entre outros biocompostos,

devido a sua estrutura rigida e incompressivel (ARAUJO, 1996). De acordo com

o fabricante, as caracteristicas deste adsorvente sdo:

1.

Faixa de tamanho das particulas: 37 pm a 55 pm;

2. Tamanho dos poros: 500 A;
3.
4

Massa especifica das particulas secas a 22 °C: 2,32 g/em’; e

. Massa especifica das particulas ap6és embebi¢do no tampao: 1,16

g/em’.
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3.2. Adsorvato

As proteinas usadas como adsorvato foram a 0-lactoalbumina (a-la) e a [3-
lactoglobulina (3-1g), presentes em uma solugdo de isolado protéico de soro de
queijo em po, fornecido pela Davisco”.

Para os experimentos de selecdo de pH e forga idnica, foi preparada uma

solugdo com fragdao em peso 5%, a partir do isolado protéico de soro de queijo.

3.3. Experimentos para selecao do pH e forca ionica na adsorcao

A capacidade de um adsorvente depende da massa molar da proteina, das
condicdes de adsor¢dao (pH, forga idnica () e temperatura) e da natureza da
amostra. O pH ¢ responsavel pelo controle do grau de interagdo iOnica entre a
proteina e o adsorvente, favorecendo, assim, sua adsorcao e, ou, sua dissociacao.
A forca idnica ¢ o fator que pode controlar o equilibrio da distribuicao da
proteina entre as fases movel e estacionaria, promovendo a adsor¢do e a eluicao.

Na determinagdo das condi¢des 6timas de adsorcao, para as varidveis pH e
forca i0nica, foi utilizada a técnica de superficie de resposta, que se baseia no
ajuste de um modelo por meio de uma regressao multipla, em cuja representagao
geométrica figuram duas ou mais variaveis independentes (GOMES, 1990 e
BOX e DRAPER, 1987). Inicialmente, foi realizado um ensaio fatorial 2x2, com
um ponto central, e, a partir dos resultados obtidos, foram inseridas novas
combinagdes de pH e forga i6nica. No Quadro 3.1 encontram-se os valores de pH

e forga i0nica utilizados nos experimentos.
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Quadro 3.1 — Valores analisados das variaveis pH e for¢a ionica

pH B (M)

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
7,0 * *
7,2 X X
7,4 % D %
7,6 X X
7,8 * *

* Preparo das solu¢des-tampao

Nos ensaios descritos no item 3.3 foram utilizadas solugdes-tampao de
Tris-HCI. Exemplificando, para preparar uma solucdo de Tris-HCI com [ igual a
0,02 M, foram pesados 0,2423 g de Tris (Tris-hidroximetil-aminometano;
Merckl]- Massa Molar = 121,14 g), em balanga analitica. Essa quantia foi
solubilizada em, aproximadamente, 80 mL de 4gua destilada, com auxilio de
agitadores magnéticos. Em seguida, o pH foi ajustado, com HCIl 6,0 N, aos
valores desejados, com posterior complementacio do volume, com agua
deionizada, até 100 mL.

Nas solugdes-tampao de Tris-HCI, com U diferentes, foi empregado o
mesmo procedimento, porém com quantidades de Tris apropriadas. Foi preparada
ainda uma solu¢do-tampao de Tris-HCI, com [ igual a 0,1 M e pH 7,5, para o

precondicionamento da resina usada.

* Experimentos de adsorc¢ao

Nos experimentos de adsorcdo, o adsorvente foi preparado a partir da
pesagem de 50 mg da resina (Accel Plus QMA") em um filtro-seringa, seguida
da adicao de, aproximadamente, 1 mL de solucao-tampao de Tris-HCI 0,1 M pH

7,5 e agitacdo por 30 minutos, etapa de condicionamento da resina. Na Figura 3.1
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encontra-se o esquema do equipamento usado para manter os filtros-seringa sob
agitacdo. Apos essa etapa, o tampao foi retirado, pressionando-se o émbolo da
seringa. Esse procedimento foi repetido duas vezes consecutivas. A seguir,
colocaram-se 500 YL do tampdo, com pH e forca idnica desejados, em cada
filtro-seringa, os quais ficaram sob agitacdo por um periodo de dez a doze horas.
Apos esse periodo, 500 pL da solugdo de soro de queijo foram adicionados ao
sistema, que permaneceu, sob agitacao, por mais trés horas. Decorrido o intervalo
de tempo estabelecido, os émbolos dos filtros-seringa foram pressionados,

enquanto os filtrados foram recolhidos para posterior analise.
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Figura 3.1 - Esquema do equipamento usado para manter os filtros-seringa sob agitacdo
(PEREIRA, 1999).
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3.4. Analise de proteinas

Nas analises por CLAE, para quantificacdao simultanea das proteinas 0-la e
B-lg, foi usada uma coluna de fase reversa (CLC-ODSM/C-18, 25 cm) em um
cromatografo Shimadzu”, equipado com um sistema de auto-inje¢do (SIL-
10ADVP), duas bombas analiticas dosadoras (LC-10ADVP), forno para
aquecimento (CTO-10AVP) e controlador (SCL-10AVP). Antes das analises,
filtraram-se as amostras em filtro de membrana de acetato de celulose, de 0,2

um (DURAPOR).
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A metodologia utilizada na analise das proteinas consistiu na inje¢ao de 20
ML da solucdo protéica, com uma vazao de fase movel de 1,0 mL/min, que foi
formada por um gradiente contendo uma solugdo A (solugdo de cloreto de sédio
0,15 M e pH 2,5) e uma solucdo B (acetonitrila 100%). O gradiente foi
programado da seguinte forma:

e 100% A, 0% B - 64% A, 36% B, em 3 minutos;

* 64% A,36%B - 45% A, 55% B, em 18 minutos;
e 45% A, 55% B - 45% A, 55% B, em 2 minutos; e
e 45% A, 55% B - 100% A, 0% B, em 10 minutos.

Durante as andlises, a absorbancia foi medida, a 210 nm, por um detector
de feixes de diodo, mantida a coluna a 40 °C.

Para quantificar as proteinas nas amostras, construiu-se uma curva de
calibragdo utilizando as proteinas a-la e B-lg puras (Sigma"), para a faixa de
0,005 mg a 3 mg de proteina por mL de solug¢do. A relacdo entre as areas dos
picos e a concentracdo de proteinas foi expressa por uma equagdo de primeiro

grau ajustada, aos dados experimentais.

3.5. Cinéticas de adsorcao

Os testes para determinagao da cinética de adsor¢cao foram conduzidos em
tanques agitados, utilizando-se os valores de pH e for¢a idnica previamente
selecionados. Foram colocados 40 mL de solug@o do isolado protéico (fragdo em
peso 1%), previamente analisada por CLAE, em um béquer de 100 mL, e
deixada sob agitacdo por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados ao
sistema 30 mL de solu¢ao tampao contendo 3 g de adsorvente, previamente
condicionados. Em seguida, foram coletadas aliquotas de 0,5 mL, em intervalos
de tempos preestabelecidos. As aliquotas foram analisadas por CLAE, de acordo
com a metodologia descrita anteriormente. Os experimentos foram realizados em
duplicatas, de forma que fosse possivel a construcdo de curvas cinéticas de

adsorg¢do para as proteinas O-la e B-1g, separadamente.
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3.6. Isotermas de adsorcao

Para determinagdo da isoterma de adsor¢do das proteinas O-la e B-1g no
soro de queijo foi empregado o método de andlise frontal. Esta metodologia
parte da andlise de diferentes valores de q (quantidade de soluto adsorvido) e das
concentragdes do soluto no equilibrio correspondente (C).

Os dados necessarios ao calculo de q foram determinados por meio de
ensaios, realizados a temperatura de 25 °C, nos quais se utilizaram cinco solugdes
protéicas de diferentes concentragdes iniciais, preparadas a partir do isolado
protéico e solucao tampao Tris/HCI 0,05M e pH 7,6. No Quadro 3.2 sdo

apresentados os valores das concentragdes iniciais de 0-la e [3-1g.

Quadro 3.2 — Concentragdes iniciais das solu¢des protéicas para determinagao
das isotermas de adsor¢do por andlise frontal

Co (mg/mL)
o-la 1,01 1,99 2,68 3,10 3,53
B-lg 2,07 3,66 6,62 7,25 7,94

As amostras utilizadas na determinacdo dos pontos necessarios a
constru¢do das curvas de ruptura das duas proteinas, separadamente, foram
obtidas da coleta de fragcdes do eluente, em intervalos de tempo preestabelecidos,
seguida da analise por CLAE. A Figura 3.2 representa a montagem experimental
utilizada nos experimentos. A coluna utilizada foi a HR 5/5 (Pharmacia "),
empacotada com, aproximadamente, 0,35 g de resina Accel Plus, embebida em
solucao tampao Tris/HCI 0,05 M, pH 7,6, por aproximadamente 8 h, a qual foi
adicionada a coluna por meio de uma seringa, resultando em um leito de 3 cm de

altura e 5 mm de diametro.
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Figura 3.2 - Esquema basico do FPLC utilizado (PEREIRA, 1999).

Um modelo empirico (sigmoidal) foi ajustado as curvas de ruptura; por
meio de integracdo numérica, utilizando um programa computacional em
linguagem Fortran, calculou-se a area sob a curva de ruptura (Figura 3.3).

Posteriormente, calculou-se o valor de q, por meio da seguinte equagao:

i EL 0
CO*Q*tf_ ydtH y1+y2§
q= : (41)
mads
em que
y= = s 1 =Co*Ar*L¥*e, , », =Cy*Ap *L*(1-gy)*e,, (42)

sendo a, b e t, parametros da equacao calculados por meio do ajuste e da analise
de regressdo; C, (mg/mL), concentracdo inicial da solucdo; Ar (m?), area da
se¢do transversal da coluna; L (m), comprimento da coluna; €, € €, porosidade

do leito e da particula, respectivamente.
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Os termos y; . ¥, representam as quantidades de soluto ndo-adsorvido mas
presentes na coluna nos espagos externo e interno a particula, respectivamente,
no instante em que o processo foi interrompido.

A partir dos valores calculados pode-se construir a curva de equilibrio
entre a massa de proteina adsorvida, q (mg de proteina por g de resina), € a
quantidade de proteina no equilibrio, C (mg/mL). O modelo de LANGMUIR
(1916) foi ajustado aos dados de g, em funcao de C, por meio de um programa de
regressao nao-linear; dessa forma, os parametros ky € ., do modelo, foram

determinados.

(kS T

1} -
i t

Figura 3.3 — Curva de ruptura utilizada na determinagdo do equilibrio, por analise frontal. C ¢
a concentracao, € t, tempo.

3.7. Caracterizacao do leito

O estudo da caracterizacdo do leito baseou-se na metodologia do
escoamento de um tracador e na andlise da distribui¢ao de idade de saida (E) ou
distribui¢do de tempo de residéncia (DTR) do fluido. O termo idade, nesse caso,
¢ usado para representar o intervalo de tempo que um elemento da corrente de

fluido permaneceu dentro da coluna.
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A avaliacdo da DTR, quando se faz a caracterizacdo do grau de ndo-
idealidade do escoamento por meio da fun¢do de distribuicao de idade de saida, é
feita por meio de diversos métodos experimentais, denominados de técnicas de
estimulo e resposta. Essas metodologias consistem na perturbagcdo do sistema,
por meio da aplicacdo de um tracador no fluido que entra na coluna
cromatografica, € na andlise de sua resposta, na saida da coluna. Qualquer
material que possa ser detectado e que ndo perturbe o escoamento no sistema
pode ser usado como tragador.

A funcdo DTR pode ser caracterizada, em termos de parametros, como
tempo médio de distribuicdo e dispersdao do tempo médio, dentre outros, por
técnicas de ponderacao de residuos.

Dentre as diversas metodologias existentes, FURUSAWA et al. (1976) e
PEREIRA (1999) empregaram a técnica dos momentos, que ¢ o método mais
antigo utilizado na estimacdo de pardmetros, cujas principais vantagens sao
(GRAYBILL, 1961):

1. Geralmente, levam a procedimentos que sdo faceis de computar e sdo,
portanto, valiosos na estimag¢ao preliminar de parametros;

2. Se o tamanho amostral for grande, as estimativas estardo proximas do valor a
ser estimado, isto €, levarao a predi¢des consistentes.

O movimento do adsorvato através da coluna ¢ descrito por uma equagao
diferencial obtida da consideracdo da conservacdo de massa no leito, do
equilibrio entre o adsorvente e o adsorvato e dos efeitos de ndo-equilibrio da
dispersao axial, difusdo na direcdo axial e transferéncia de massa dentro da
particula. A solucdo da equacao ¢ obtida do dominio da transformada de Laplace,
para um pulso na entrada da coluna. E possivel obter da solu¢do da transformada
expressdoes para os momentos estatisticos de um pico de saida. O primeiro
momento ¢ determinado pelo tempo de retencao do pico, € o segundo, momento
central, pela difusdo do pico, causada por perturbagdes no equilibrio. Quando o
pico de saida ¢ Gaussiano, o segundo momento € igual a variancia. Em geral, no

entanto, o pico ¢ ndo-Gaussiano, € o segundo momento deve ser determinado por
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integracdo numérica ou por andlise de Fourier dos dados experimentais
(ARNOLD et al., 1985).

Portanto, para a DTR, os momentos sdo definidos por
M, = [t*E(t)dt, (43)
0

em que k ¢ a ordem do momento; para k=1, tem-se o tempo de retencdo médio,

tz; € para k=2, tem-se a variancia para 0 momento centrado em relacdo ao tempo

~ y qe 2 . . ,
de reteng@o médio, 0”. Dessa forma, o primeiro momento € representado por

[tC()dt
My =tp=0—— (44)
[C()dt
0
e o segundo, por
ofﬂC(t)dt
o’=t— -1, (45)
[C(t)dt
0

2 7 ‘A . , . ;. .
em que 0~ ¢€ a variancia, que ¢ particularmente util quando se pretende ajustar as
curvas experimentais a uma familia de curvas tedricas.

As Equacgdes 44 e 45 podem ser representadas, na forma discretizada, por

t,C.

Y (46)
C.At,
Z ti CiAti

2 5 2
0" U=——-1;. (47)
.,

2
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Na caracterizacdo da porosidade do leito de particulas foi utilizado o
método de duas medidas. A aplicagdo desse método se fundamenta na
determinacdo dos momentos de primeira ordem e de segunda ordem para curvas
C(t), obtidas da coluna sem leito de adsorvente e com leito, respectivamente.

Foram usados como tragadores a acetona (1%) e o azul de dextrana (1%).
Tendo em vista que o azul de dextrana ¢ uma molécula grande (massa molar
=2000 KDa), esta ndo penetra em nenhum dos poros da resina, enquanto a
acetona (molécula pequena) penetra em todos os poros da resina. A solugdo
tampdo foi selecionada nos ensaios descritos anteriormente. Os testes foram
realizados em cromatdgrafo AKTA Purifier (Pharmacia®), em uma coluna HR
5/5. Foram feitos experimentos com a coluna vazia e, posteriormente, com a
coluna empacotada com a resina Accel Plus QMA".

Foram coletados dados de absorbancia, no comprimento de onda de 265
nm e 595 nm, para acetona e azul de dextrana, respectivamente. As vazdes
utilizadas variaram de 0,25 mL/min a 2 mL/min, perfazendo um total de seis
ensaios (em duplicata).

A partir da Equagdo 46, considerando-se At; constante e C; proporcional a
absorbancia (Abs), o primeiro momento para o sistema sem resina (M'y,) foi

calculado pela expressao

N

t; Abs
My ==

| , (43)
Abs

Ms= |&

1

11
—_

em que ¢; ¢ o tempo no qual se mediu a Abs do tragador na saida da coluna. O
primeiro momento, para o sistema com leito empacotado (M), foi obtido da

Equagdo 48. Nesse caso, a Equacao 48 modificada ¢ apresentada por

[V — (49)
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O balanco de massa do tracador na fase movel para o modelo de
escoamento com dispersdo, considerando a particula do adsorvente esférica e a
ndo-interagdo especifica entre o soluto e o adsorvente, resulta em (ARNOLD et

al., 1985):

“Zb—¢e D - 1-¢, \C
ot b~ ap 622 " 9z ( b)(

g, (50)

em que C, ¢ a concentracdo de tracador na fase liquida externa a particula
(mg/mL); C, concentra¢do do tracador no interior da particula (mg/mL); k¢
coeficiente de transferéncia de massa (m/s).

De acordo com FURUSAWA et al. (1976), o balango de massa na

particula € expresso por

EPC 26CH_
EP " ‘ffHaz rarH ‘af D

or ,
em que o termo P, a—p estd relacionado com a taxa de adsor¢do, que estd
t

restrita a condicao de cinética de adsor¢do reversivel de primeira ordem, de

acordo com

ar I_p
p. Sl =p,k, Eﬁ —K—% (52)

em que k, ¢ a constante que representa a taxa de adsorcdo (mL/g.min); K,,
constante de equilibrio na adsor¢dao (mL/g); ps, densidade aparente da particula
de adsorvente (g/mL); e I',, concentra¢do do soluto na resina (mg/g).

As condigdes iniciais e de contorno, nas equagdes anteriores, sao:
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>0 c, =0
£=0 & ’ (53)
720 C,=0
U
0 aC,
g:O =
0 or
>0 H=r  klc,-c) . =p,HFr 54
t E%" o TS e TP g, (54)
EF_O D <i<i C, =C,
0 g t>1% C, =

Na resolugdo das equagdes acima aplica-se a transformada de Laplace
(ARNOLD et al., 1985; FURUSAWA et al., 1976). As derivadas de primeira ¢
segunda ordem da solu¢do, de acordo o teorema de Van Der Laan, representam

os momentos de primeira e segunda ordem,

) = (=D kG(”E . (55)
ls=0

ds*

De acordo com FURUSAWA et al. (1976) e ARNOLD et al. (1985), a

solugdo, para os momentos, € representada pelas seguintes expressoes:

— 0
YR PR N N (56)
va & 8 £p @ 2

0.2

; (57)

\%

doe, (P K2, 2£PE+—PK0§ ui%ﬁ
2hHE Hs k, 15 £, v kR QJ,ﬁ

U

U

|

1% D 12
D _
Mﬂ+l £ 5:1,E+&I<Q%L2

&

96, § & ,

em que t, € o tempo de inje¢ao do tragador (s).
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A aplicacdo de um tragador que nao seja adsorvido, ou seja, K, = 0,

conduz a simplificacdo das equacdes 56 e 57, resultando em

h t
M, :;[£b+(1_£b)£p]+?oﬂ (58)
2
0?2 e (e, )e, P (59)
v Qv 0 12

Segundo ARNOLD et al. (1985) e FURUSAWA et al. (1976), citados por
PEREIRA (1999), o primeiro momento para o leito, M OL , considerando o modelo

de escoamento com dispersdao e usando o método das duas medidas, pode ser

obtido pela expressao:

S v t h
Mé :Mol—Mol—?():—[eb+(l—£b)8p], (60)

\%

em que h € a altura do leito (m); v, velocidade superficial (m/s); &, porosidade do
leito; €, porosidade da particula; e t, tempo de injec¢édo do tragador (s).

A porosidade do leito, &, foi calculada pela inclinacdo da reta da Equacao

4 I3 h 4 ’ .
60, que ¢é representada pelo grafico M versus —. E possivel determinar a
‘ v

porosidade do leito a partir dos dados coletados com o tragador azul de dextrana,
uma vez que, nesse caso, &, ¢ igual a zero, como mostra a Equagdo 61. A
porosidade da particula ¢ obtida dos dados do tragador acetona, por meio da

substituicdo do valor de €, na expressao lab +(-¢, )£pJ, que corresponde a

T , h
inclinacdo da reta do grafico M| versus — .
' %

4
My =M; -M; —3():%%- (61)
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3.8. Determinacio da difusividade na particula

O modelo de adsor¢do em tanques agitados, em conjunto com as
respectivas condigdes iniciais e condi¢des de contorno (Equagdes 13 a 17), foi
reduzido a um sistema de equagdes algébricas, utilizando-se o método de
diferengas finitas centradas no espago € um passo a frente no tempo. Esse sistema
de equacdes foi resolvido pelo método de Gauss-Sidel. Os valores 6timos de k¢ e
D.s, para as curvas cinéticas, foram obtidos por regressdo nao-linear, usando o
método de NCM (“Nonlinearly Constrained Minimization™), da rotina DNCONF
(disponivel na biblioteca do programa computacional Fortran Power Station,
versao 4.0). Os dois procedimentos citados foram implementados num programa
em linguagem FORTRAN, e os dados usados para regressdao do modelo foram

obtidos conforme descrito no item 3.5.

3.9. Determinaciao dos parametros de transferéncia de massa e dispersao

axial na coluna

Os testes de adsorc¢ao foram conduzidos em colunas de leito fixo, em um
sistema de cromatografia AKTA Purifier (Pharmacia®). Os pardmetros de
transferéncia de massa (ky) e dispersao axial (D,,), para adsor¢do das proteinas do
soro de queijo O-la e B-1g, foram obtidos pelo método de analise frontal.

Os dados necessarios a construcdo das curvas de ruptura foram
determinados por meio da coleta de fracdes da solu¢do protéica na saida da
coluna, em intervalos de tempo preestabelecidos. Essas amostras foram
analisadas por CLAE, para que fossem construidas as curvas de ruptura para as
duas proteinas, separadamente.

Foram realizados duplos ensaios, variando-se a concentragdao do soro em
cinco niveis e a vazdo da fase movel em trés niveis, na analise dos efeitos dessas

variaveis sobre os coeficientes estudados.
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Os dados experimentais foram utilizados na regressdo nao-linear, pelo
método NCM, implementado na rotina DNCONF, tendo como modelo do

processo de adsorcao as Equagdes 32 a 36.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo discutidos os resultados experimentais € as expres-
sOes matematicas apresentadas no decorrer do texto, caso ainda ndo tenham sido

introduzidas nos capitulos anteriores.

4.1. Curvas de calibragao das proteinas a-la e [3-lg

Para determinar a concentragdo de O-la e [B-Ig em amostras de isolado
protéico (antes e depois do processo de adsor¢do), foram obtidos pontos experi-
mentais da area dos picos em funcdo da concentragdo de proteinas, de acordo
com o item 3.4. A partir da analise de regressao linear desses dados, baseada na
dispersao dos residuos e no valor do coeficiente de determinagdo, foram determi-
nadas as curvas apresentadas nas Figuras 4.1 ¢ 4.2.

A metodologia utilizada na quantificacao das proteinas foi eficiente na se-
paragdo dos picos (inclusive na separagdo das variantes A ¢ B da [3-1g), como
pode ser observado nas Figuras 4.3 a 4.5. Essa técnica apresentou um tempo de
analise relativamente curto (33 min), quando comparada com a metodologia em-
pregada por MANIJI et al. (1985), cujo tempo de analise foi de, aproximadamen-

te, 60 min. Esses autores usaram uma coluna de troca idénica (Mono Q — Pharma-
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cia), com pressao em torno de 3,5 MPa a 4 MPa, vazao de 2 mL/min e absorban-

cia medida a 280 nm.

0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0
C (mg/mL)

Figura 4.1 - Curva de calibragdo da a-lactoalbumina.
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Figura 4.2 - Curva de calibragdo da [3-lactoglobulina.
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Figura 4.3 - Cromatograma tipico do padrdo de d-la.
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Figura 4.4 - Cromatograma tipico do padrio de (3-lg.
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Figura 4.5 - Cromatograma de uma solugao de isolado protéico de soro de queijo.

4.2. Seleciao do pH e forg¢a ionica para adsorcao

A avaliagdo do efeito do pH e da forca idnica () na capacidade de adsor-
¢do das proteinas do soro de queijo, pela resina Accel Plus QMA", visou deter-
minar uma condi¢do 6tima para o processo.

Para modelagem do processo de adsor¢ao foi realizada uma analise de re-
gressdao multipla, a partir dos resultados experimentais obtidos no item 3.3. Nesta
analise foi utilizado o pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc., 1989), procedi-
mentos RSREG e REG. Foram feitos os testes de falta de ajuste e significancia
dos parametros e andlise de residuos e do coeficiente de determinagdo para es-
colha do melhor modelo.

Nos Quadros 4.1 e 4.2 sdo apresentados a andlise de variancia da regres-
sdo com o teste de falta de ajuste para os modelos determinados e os valores do

coeficiente de variacao.
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Quadro 4.1 - Andalise de variancia da regressdo para o modelo da a-

lactoalbumina
Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio F catculado
Regressio 4 474,48 23,06
Residuo da regressao 11 20,57
Falta de ajuste 3 38,33 2,75™
Residuo puro 8 13,91
Total 15
CV=275%

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
ns — Nao-significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 4.2 - Andlise de varidncia da regressio para o modelo da [-

lactoglobulina
Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio  F aicutado
Regressio 4 521,63 15,01
Residuo da regressao 11 34,75
Falta de ajuste 3 27,65 0,74"
Residuo puro 8 37,41
Total 15
CV =0,87%

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
ns — Nao-significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Inicialmente, de acordo com os resultados obtidos em testes preliminares,
onde previu-se uma regido de curvatura, foi testado o modelo quadratico com-
pleto, em que se observou que o coeficiente do produto cruzado, entre pH e for-
¢a ionica, foi ndo-significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t. O modelo foi
reavaliado, retirando-se o parametro citado, e obteve-se um modelo simplificado,
no qual todos os parametros foram significativos a 5% de probabilidade, pelo
teste t. Os modelos determinados para Q-la e [-lg sdo apresentados nas Equa-

coes 62 e 63, respectivamente.
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C, =-2343,52 + 653,47P +974,1411 - 42,82P> -10350u% , R*=89,35 (62)

C, =-2658,14 +872,08P +1442,131 — 57,46 P> —14670u>, R*=84,51 (63)
em que C,¢ a capacidade de adsor¢do da resina (mg de proteina por g de resina);
M, forca i0nica da solugdo tampao (M); e P, pH da solugdo tampao.

De acordo com os resultados experimentais, determinou-se que as melho-
res condigdes de trabalho, dentro da faixa estudada, para adsorcdo das proteinas
a-la e B-lg, pela resina Accel Plus QMA", foram pH e i iguais a 7,6 ¢ 0,05M,
respectivamente. Essas condigdes proporcionaram maior interagdo das proteinas
e adsorvente, elevando sua capacidade de adsor¢cao. PEREIRA (1999), ao estudar
a adsorcdo de [3-galactosidase, e CRUZ (1997), ao estudar insulina na resina Ac-
cel Plus QMAD, selecionaram valores 6timos de pH em torno de 7,5 e 8,0, para |
iguais a 0,03 e 0,05M, enquanto CRUZ (1997) avaliou apenas o efeito da varia-
¢do do pH, para dada L.

As Figuras 4.6 e 4.7 mostram a capacidade de adsor¢do da resina de troca
iénica Accel Plus QMA", para os valores de pH e [ utilizados nas proteinas o-la
e B-lg, respectivamente. Observa-se que esse processo ¢ sensivel as variagdes de
H, sendo mais acentuado para O-la do que para B-lg. Em ambos os casos, obteve-
se reducao da capacidade de adsor¢do da resina com aumento de Y. Segundo
LEAVER et al. (1996), quanto maior a for¢a idnica do tampao, menor serd a
quantidade de substancia adsorvida, em virtude da competicao existente entre as
proteinas e os ions presentes na solucao tampao pelo sitio de adsor¢do da resina.

ARAUIJO (1996), ao estudar a adsor¢do de BSA pela resina Accel Plus
QMAD, fixou o pH em 7,0 e W iguais a 0,02 M, 0,03 M e 0,05 M. A adsor¢ao da
proteina pela resina foi maior em solugdo tampao com menor valor de Y, 0,02
M. Os resultados desta pesquisa e os da literatura demonstram que a resina Accel

Plus possui ampla faixa de trabalho, em relagdo a J e pH.
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4.3. Determinacio da difusividade na particula

Estudou-se o comportamento cinético da adsor¢cdo nas concentragdes ini-
ciais de O-la e B-lg iguais a 3,05 mg/mL e 9,47 mg/mL, respectivamente. O tem-
po de duragdo de cada experimento foi de 50 min. A Figura 4.8 mostra as curvas
cinéticas de adsorc¢do obtidas para as proteinas a-la e 3-1g. Nesta Figura, obser-
va-se que, apds 5 minutos do inicio do processo de adsor¢do, as concentracdes
das proteinas em solugdo praticamente ndo variaram, o que demonstra elevada
taxa de adsor¢cao do adsorvato pelo adsorvente. Esse mesmo comportamento foi
observado em curvas de cinética de adsorcdo de [-galactosidase (PEREIRA,
1999), insulina (CRUZ, 1997) ¢ BSA (ARAUJO, 1996), quando se utilizou a
resina Accel Plus QMA". No primeiro caso, o adsorvato foi proveniente de fer-
mentacgdo, nos demais, de proteinas puras dissolvidas em solugdo tampao.

A solugdo numérica do modelo matematico, Equacdes 13 e 15, usando as
condi¢des iniciais e contorno, Equagdes 14, 16 e 17, foi obtida da discretizacao
das equagdes diferenciais pelo método de diferengas finitas centradas no espago e
um passo a frente no tempo. O sistema de equagdes algébricas nao-lineares obti-
do ¢ dado pelas Equacdes 64 a 67.

Para o tanque,
C;kﬂ B + 3vBAT H: C;k + EVBAT &,;}6; ' (64)
U VO g Vv 0O

Para a particula,

e paraj=1,
U U U
CHG 4 dwkqsFPp + 6AT o_ %AT CHH Lotk G dwkqsFPp (65)
P 0 ( & )2 Ar2 O 2 P(j+1) P ( ” )2
0 Wa+CrnCo 0 0 W *CpCo
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e paran<j<I,

*k+1%+ q.k,1Pp 2ATB s OAT ATD ok OAT ATD

Cpii+
P(]) ( "‘C;]E,)C)Z AI”ZD P(j 1)%5 rArE P(] 1)%& rArE

: (66)
*k kadep B
P(/) q ( )2 |:|
D k Cp(/)co 0
* paraj=n,
U
Chin % LB Pr s 212? + 280 2BATC=Cpily AT Hy o éz%m ¥ ZBATE
0k, +CtCo) A 0 o2 O
O O
+ C;IEn) % + kad*pr _ B
O (kd +CP(n>C0) 0
(67)

No Quadro 4.3 sdo apresentados os parametros de transferéncia de massa
ki € Der. A ordem de grandeza do valor estimado para D, € maior que aquele
obtido por ARAUJO (1996), para BSA (D¢;= 3,72x10"" m*/seg), talvez devido a
diferenga de massa molar (BSA = 66 KDa) entre as proteinas e também a estrutu-
ra elipsdide do BSA, que pode dificultar a penetracao e a difusdo do composto

nos poros da particula.

Quadro 4.3 - Valores calculados para os coeficientes de transferéncia de massa
no filme (k¢) e difusdo nos poros do adsorvente (D), referentes
aos ensaios de adsor¢ao em tanques agitados

Co ke D¢
(mg/mL) (m/s) (m?/s)
a-lactoalbumina 3,05 2.48x10° 1,67x107"°
B-lactoglobulina 9,47 7,90x10°° 3,37x107"°
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Figura 4.8 - Adsorcio de a-la e B-Ig na resina Accel Plus QMA": comparacdo entre os valores
experimentais e calculados pelo modelo (¢ — B-lge o - a-la).

4.4. Isotermas de adsorc¢io de proteinas obtidas por analise frontal

O objetivo da construg¢ao de isotermas de adsorcao ¢ a determinagdo dos
parametros q, (capacidade maxima de adsor¢do) e k4 (constante de dissociacdo),
que caracterizam os sistemas estudados em termos da capacidade maxima e velo-
cidade com a qual o equilibrio ¢ atingido, respectivamente (CRUZ, 1997). Se-
gundo DRAEGER e CHASE (1990), a isoterma de Langmuir ajusta-se bem aos
dados experimentais de adsor¢ao de proteinas em resinas de troca idnica. Na Fi-
gura 4.9 encontram-se as isotermas de adsor¢do de d-la ¢ B-lg, obtidas por anali-
se frontal.

O comportamento dos dados das isotermas para O-la e [-lg, mostrado na
Figura 4.9, ¢ semelhante. No entanto, observa-se que a capacidade de adsor¢ao
da proteina a-la ¢ menor do que a da [3-Ig. Pode-se supor que esse fato tenha sido,
possivelmente, decorrente da diferenga de carga liquida na superficie e, conse-
qiientemente, da solubilidade entre as proteinas. Apesar de ambas serem globula-
res e possuirem pontos isoelétricos proximos, a 0-la € mais hidrofébica do que [3-

lg, em conseqiiéncia da presenca de triptofano (principal aminoécido apolar —
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aproximadamente 6%). Nesse caso, entdo, o resultado encontrado para o proces-
so de adsor¢do da a-la pode ser decorrente da sua composi¢do, uma vez que a
maior quantidade de aminoacidos apolares na superficie reduz o nimero de car-
gas, que sdao necessarias para que haja interagdo adsorvato-adsorvente nesse

Pprocesso.
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Figura 4.9- Isoterma de adsor¢do de proteina (d-lactoalbumina e [B-lactoglobulina) — tampao
Tris/HC1 0,05M pH 7,6 — analise frontal (* - B-lge o — a-la). T =25 °C.

O modelo de Langmuir foi ajustado aos dados experimentais mostrados na
Figura 4.9, e os valores dos parametros ajustados estdo no Quadro 4.4. Observa-
se que o valor de g, para a (3-1g, ¢ maior que o obtido para 0-la e que os valores
das constantes de dissociagdo kg, das proteinas, sdo maiores que 1, o que indica
que o valor da constante de dissocia¢ao para o sistema ¢ maior que o de associa-
¢do. Esse fendmeno pode ser decorrente dos efeitos cinéticos existentes nos ex-
perimentos realizados em coluna e do elevado gradiente de concentracdo, que €
mantido durante o processo de adsorcao, devido ao fato de a entrada da solugdo

de alimentacdo ser continua.
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Quadro 4.4 - Parametros do Modelo de Langmuir

Proteina
o-lactoalbumina B-lactoglobulina
Qm 71,48 mg/g 179,23 mg/g
kq 1,08 mg/mL 3,71 mg/mL
R* =0,9411 R*=0,9186

Quando se realizam experimentos em colunas, a utilizagcdo de solugdes mais
concentradas dificulta a realizacdo dos trabalhos, principalmente na coleta de
amostras para determinagao dos pontos localizados entre o ponto de ruptura e o
de equilibrio da curva. Neste, quanto maior a concentragao de alimentacdo, me-
nor sera o intervalo de tempo entre estes dois marcos e mais dificil serd a obten-
¢do de amostras significativas para serem analisadas, razao pela qual ¢ mais con-
veniente trabalhar com solu¢des mais diluidas.

A cromatografia frontal foi de grande utilidade na determinacao de isoter-
mas de adsor¢do, uma vez que ¢ um método rapido e representa, de modo mais
realistico, os fendmenos que ocorrem em unidades onde o processo ¢ dindmico,
ou seja, consideram-se os efeitos cinéticos que podem aparecer durante a adsor-
¢do. O fendmeno do deslocamento de uma molécula por outra, quando se traba-
lha com misturas, pode também ser considerado na obten¢do dos parametros, que
sdo fundamentais para a determinagdo dos coeficientes de dispersdo axial e do

coeficiente de transferéncia de massa global em uma coluna cromatografica.

4.5. Determinacio da porosidade da particula e do leito de resina

As Figuras 4.10 e 4.11 representam os cromatogramas para os tragcadores

azul de dextrana e acetona, respectivamente, injetados a uma vazao de 0,25

mL/min. Os tempos de retencdo do azul de dextrana na coluna vazia e empacota-
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da foram de 56,7 s e 184,6 s, respectivamente. Para a acetona, os tempos obtidos
foram 52,2 s e 168,1 s. Nas outras vazdes, o comportamento foi similar.

A Figura 4.12 apresenta os resultados dos dois tragadores para os primei-
ros momentos relativos a coluna empacotada e as equagdes das retas ajustadas.

Para o tragador azul de dextrana, a equacao ajustada foi

M, 05336 (68)

Vs

sendo a inclinagdo g, = 0,5336 a porosidade do leito. Valores de €, mais elevados
sdo desejaveis, desde que nao haja formagao de canais preferenciais, pois, em um
leito com maior porosidade, reduz-se a possibilidade de ocorrer a colmatagem,
além de diminui¢do da perda de carga.

Para o tragador acetona, a equagao ajustada aos dados experimentais foi

M, = 08257 (69)

Vs

Da igualdade entre as Equagdes 60 e 69 obtém-se €, igual a 0,6263, que ¢
comparavel aos valores citados na literatura, como, por exemplo, em PEREIRA
(1999) e QUADRI et al. (1998), em que &, foi igual a 0,535 ¢ 0,60, respectiva-

mente.
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Figura 4.10 - Valor de Absorbancia (595 nm) coletado em fun¢do do tempo (segundos), com
coluna vazia e empacotada (h = 3,0 cm), usando como tragador Azul de dextra-

na e Q = 0,25 mL/min.
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Figura 4.11 — Valor de Absorbancia (280 nm) coletado em fungdo do tempo (segundos), com
coluna vazia e empacotada (h = 3,0 cm), usando como tragador acetona ¢ Q =

0,25 mL/min.
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Figura 4.12 - Dados experimentais e calculados para o primeiro momento do leito (¢ = Azul de
dextrana; o = Acetona).
4.6. Determinacido dos parametros de transferéncia de massa e dispersao

axial na coluna

A solucdo numérica do modelo matematico (Equacdes 32 e 33), junta-
mente com as condi¢des iniciais e de contorno, foi obtida pela discretizacdo das

equagdes diferenciais, mediante método de volumes finitos. O sistema de equa-

¢oes algébricas ndo-lineares ¢ dado pelas Equagdes 70 a 73:

Para a coluna:

e paraj=1,
x o AT PelAt - U Ar PeAT U
Gl =y, 0 P oA = 3NuF,ATO+ Cy jﬂ)a oA 0
3 () g i g (70)
+Cpg) 3NuF, AT
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e paran>j>1,

. 24 AT Pel
Cbé(;)l Cb(,) % ﬁ - 3NuFbAT H+ Cb(1+1) H T _Fedr H
D

0 Hao'f 28" B

+ O ] ac 4 Pelr B+ 3NuF, ATC}

TR

(71)

e paraj=n

0
At _PeAr 3NuF,,Ar ohClt % et §+ 3NuF,ATC’

e+l _
Cb(n) Cb(n) [] -

5oy o

p(n)

(72)
Para a fase solida,
C*k+151_+ pppH dmka % ch 51_ ppPH dmka H 3NuATB
e At He ek fH BT AT Hrcka )
+3NulATC,( )
(73)

As curvas de ruptura para 0-la, cujos resultados sdo experimentais e cal-
culados pelo modelo para trés vazdes e quatro concentragdes, sdo encontradas
nas Figuras 4.13 e 4.14. As Figuras 4.15 e 4.16 apresentam dados similares para
a proteina [3-1g. Observa-se, nas Figuras 4.13 a 4.16, que os dados simulados re-
presentam bem a primeira parte da curva, em que a concentracdo de saida ¢ pe-
quena em relacdo a de entrada, principalmente para vazdes e concentragdes mais

baixas. Entretanto, esse comportamento ndo ocorreu na segunda parte da curva.
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Figura 4.13 - Curvas de ruptura da a-la para trés vazdes de alimentacdo; comparagdo dos re-
sultados experimentais com os calculados por meio do modelo com dispersao
axial. Cy = 2,68 mg/mL.
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Figura 4.14 - Curvas de ruptura da a-la para quatro concentragdes de alimentacdo; comparacao
dos resultados experimentais com os calculados por meio do modelo com dis-
persdo axial. Q = 1 mL/min.
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Figura 4.15 - Curvas de ruptura de (-lg para trés vazdes de alimentacdo; comparagdo dos re-
sultados experimentais com os calculados por meio do modelo com dispersao
axial. Cy = 6,62 mL/min.
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Figura 4.16 - Curvas de ruptura de (3-lg para quatro concentra¢des de alimentacdo; comparagio
dos resultados experimentais com os calculados por meio do modelo com disper-
sdo axial. Q = 1 mL/min.
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A dificuldade do ajuste dos modelos para constru¢do de uma curva de

ruptura ¢ devida as delicadas manipula¢des que os algoritmos fazem com as de-

. d . . ~ " .
rivadas % ao longo da isoterma, ja que a solucdo numérica depende, direta-

mente, dessa derivada e, indiretamente, da fun¢do que representa a isoterma
(QUADRI et al., 1998). Em se tratando de dados experimentais de uma solugao
multicomponente, em que pode haver competi¢do pelo sitio de adsor¢do com
presenga do fendmeno de “roll up”, o ajuste torna-se mais complexo.

Nos experimentos nao foi constatada existéncia de competi¢ao entre as
duas proteinas estudadas, o que ocorre quando a concentracao no efluente de um
ou mais componentes da mistura ¢ maior que a concentracdo deste na alimenta-
¢do. Em ensaios preliminares, a concentracao de saida dos compostos foi acom-
panhada por um intervalo de tempo de 180 min, para verificar se havia ocorrén-
cia de competi¢do no sistema estudado.

A tendéncia representada pelas curvas das Figuras 4.13 a 4.16 condiz com
a encontrada por HANSEN e MOLLERUP (1998), que utilizaram, como adsor-
vato, a BSA e, como adsorvente, a resina Q HyperD 35. Esses autores avaliaram
a tendéncia de variacao das curvas em decorréncia da vazao e da concentracao da
alimentag¢do da coluna, sendo dois modelos ajustados aos dados experimentais.
Em todos os casos, o comportamento da primeira parte da curva apresentou mai-
or concordancia com os dados experimentais e simulados, do que o da segunda
parte. O ajuste, na primeira parte do grafico, ¢ muito importante, pois, geralmen-
te, € a partir dos dados obtidos nessa regido que sera determinado o ponto de in-
terrupgao do processo, com vistas em minimizar as perdas neste.

HEETER e LIAPIS (1997) estimaram o coeficiente de dispersao axial
(D,p) a partir de um modelo dindmico de adsor¢do ndo-linear, para adsor¢do de
BSA em colunas de leito fixo. Os valores preditos e experimentais apresentaram

boa concordancia entre ambos.
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Nos casos encontrados na literatura e neste trabalho foi utilizado o modelo
de isoterma de Langmuir, cujos parametros foram estimados por meio de andlise
frontal.

Os Quadros 4.5 ¢ 4.6 apresentam os valores de D,, ¢ k¢ calculados, con-

forme dados mostrados nas Figuras 4.13 a 4.16.

Quadro 4.5 - Valores calculados para k¢ e D,,, em coluna de leito fixo -
Coa = 2,68 mg/mL e Cgj, = 6,62 mg/mL

O-lactoalbumina B-lactoglobulina
Q Dap kf Q Dap kf
(mL/min) (m?%/s) (m/s) (mL/min) (m?%/s) (m/s)
0,5 2,64x10°  1,98x107 0,5 537x10°%  6,15x10°
1,0 6,45x10°  3,75x10° 1,0 3,93x10""  9,15x10°
1,5 3,70x107  3,02x10° 1,5 542x10°%  7,50x10™

Quadro 4.6 - Valores calculados para k¢ € D,,, em coluna de leito fixo - vazio
igual a 1 mL/min

O-lactoalbumina B-lactoglobulina
C() Dap kf CO Dap kf
(mg/mL) (m?/s) (m/s) (mg/mL) (m?/s) (m/s)
1,01 446x10°  4.81x107 2,05 2,47x10°  6,15x107
1,99 3,93x10°  2.22x107 3,66 2,46x10°  1,34x107
2,68 6,45x10°  3,75x10° 6,62 3,93x10"  9,15x10°®
3,53 4,53x10"°  4,68x10° 7,94 7.42x10°  6,72x10™

No Quadro 4.5 observa-se que os valores obtidos dos parametros decres-
cem com o aumento da vazdo, para d-la. No caso da B-lg, ha decréscimo dos
valores para Q = 1,0 mL/min em relacdo aqueles obtidos quando Q = 0,5
mL/min. Para Q = 1,5 mL/min, os valores das estimativas voltam a elevar-se.

Observa-se, no Quadro 4.6, que tanto D,, como k¢ diminuem a medida que
a concentragdo inicial aumenta, nas duas proteinas, com exce¢do da concentragao

mais elevada de B-lg. De acordo com HABBABA e ULGEN (1997), em baixas
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concentragdes iniciais de adsorvato, a adsor¢ao nao esta em niveis de capacidade
maxima do adsorvente, razdo pela qual o mecanismo de interacdo €, provavel-
mente, menos complexo (principalmente quando se trabalha com misturas). Em
concentragoes elevadas, os efeitos do nao-equilibrio, como a interagdo proteina-
proteina, e outros efeitos ndo-ideais, como impedimento estérico, podem ser
muito significativos, visto que podem provocar a redugdo de k; dado o aumento
da concentracao inicial.

Um dos principais objetivos da modelagem ¢ maximizar o nimero de in-
formagdes sobre certo processo com custo e tempo reduzidos. A partir de dados
experimentais e simulados, podem-se obter correlacdes que indiquem como de-
terminada variavel do processo se comporta em relagdo a outras, ou em relagdo a
perturbacdes que possam ocorrer durante o processamento.

Neste trabalho, a partir dos dados simulados, foram calculados os valores
de ponto de ruptura para quatro concentragdes de a-la e B-Ig distintas. De acordo
com McCABE (1993), o ponto de ruptura ¢ determinado quando o valor da con-
centragdo adimensional estd entre 0,05 e 0,1. Isto € uma indicagdo de ordem pra-
tica, pois 0 tempo para que a concentracao na saida seja igual ao da alimentagao
pode ser muito longo, e o ganho em produto adsorvido ¢, geralmente, muito pe-
queno. Neste trabalho, este termo foi fixado, para a concentragdo na saida da co-
luna, igual a 10% da concentragdo da alimentagdo. Observando-se a Figura 4.17,
nota-se que, para O-la, o ponto de ruptura foi mais sensivel a variacdo da con-
centracdo do que para B-lg. Os resultados obtidos concordam com o que se espe-
rava teoricamente, ou seja, quanto mais concentrada a solucdo de alimentagao,
mais rapido sera atingida a capacidade de adsorcao da coluna. Esta anélise ¢ im-
portante para reduzir as perdas durante o processamento, pois o instante no qual a
concentragdo do soluto na saida da coluna ¢ maior que zero indica que a coluna
esta proxima da saturagdo; nesse ponto, o processo deve ser interrompido para

que ndo haja perda significativa de material.
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Figura 4.17 - Variacao do ponto de ruptura com a concentracao de alimentagao.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se chegar as seguintes conclusoes:

. A resina de troca idnica Accel Plus QMA" foi adequada ao processo de ad-
sor¢do das proteinas de soro de queijo, na faixa estudada;

. As condicdes Otimas de pH e forga idnica ([L), para adsor¢ao das proteinas O-
lactoalbumina (0-1a) ¢ B-lactoglobulina (3-1g), foram pH 7,6 ¢ i 0,05 M;

. O coeficiente de difusdo nos poros (Def), (1,67 x 10" ¢ 3,37 x 107'%) m%/s
para O-la ¢ 3-1g, respectivamente, foi de ordem de grandeza maior que os ob-
servados para BSA, na mesma resina;

. O modelo nao-competitivo de Langmuir, para sistemas multicomponentes,
explicou as isotermas de adsor¢ao das proteinas obtidas por analise frontal;

. Os valores de q,, € kq foram 71,48 mg/g e 1,08 mg/mL, para a-la, e de 179,23
mg/g e 3,71 mg/mL, para [3-Ig.

. O modelo de transferéncia de massa com dispersao axial (pseudo-
homogéneo) representou, adequadamente, os resultados obtidos experimen-
talmente;

. Os valores do coeficiente de dispersdo axial (D,,) obtidos foram maiores que

os relatados na literatura, para outras proteinas do soro de queijo.
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