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RESUMO

SIERRA, Omar Andrés Pérez, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2007. Adsorcao de glicomacropeptideo por interacdo hidrofébica em leito
expandido. Orientador: Luis Antonio Minim. Co-Orientadores: Jane Sélia dos
Reis Coimbra e Luis Henrique Mendes da Silva.

Neste trabalho, foi estudado o processo de adsor¢cdo da proteina
glicomacropeptideo (GMP) proveniente do soro de queijo, em cromatografia de
interacdo hidrofdbica, variando-se as condi¢fes de temperatura e a concentracao de
sal. Foi usada a calorimetria de titulacdo para conduzir uma analise termodinamica
do processo. Obtiveram-se as curvas de ruptura a partir do comportamento
hidrodinamico em leito expandido. Também foi estudada a cinética de adsorcdo do
GMP na resina hidrofobica (Streamline Phenyl). A partir dos resultados obtidos por
meio do estudo de GMP na adsorcao da resina hidrofébica foi possivel observar que
este processo é dependente da concentracao de sal e da temperatura. Verificou-se por
meio da calorimetria, que 0 processo é espontaneo e entropicamente dirigido. Pode-
se observar que o0 aumento da velocidade linear e, consequentemente, o do grau de
expansdo associado com a elevacdo da concentracdo de proteina diminuiu a
eficiéncia da coluna ao adsorver o GMP, a0 mesmo tempo em que apresentou uma
fluidodinamica estavel. No modelo cinético, verificou-se que o incremento da
temperatura e da concentracdo do sal sulfato de s6dio acarretou pequena variacao no
tempo de equilibrio. O modelo de transferéncia de massa aplicado se ajustou bem a

cinética de adsorcdo da proteina sob as condi¢6es estudadas.
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ABSTRACT

SIERRA, Omar Andrés Pérez, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December of
2007. Adsorption of the glicomacropeptide by hydrophobic interaction in
expanded bed. Adviser: Luis Antonio Minim. Co-Advisers: Jane Sélia dos Reis
Coimbra and Luis Henrique Mendes da Silva.

In this work was studied the adsorption process of glicomacropeptide, protein
obtained from the cheese whey protein, with hydrophobic iteration chromatography,
modifying the temperature and salt concentration conditions. The titillation
calorimetric was used to develop a thermodynamic analysis of the process. The
rupture curves were obtained starting from the hydrodynamic behaviour of expanded
bed, and also was studied the adsorption kinetics of the GMP in the hydrophobic
resin. With these results, and studying the GMP in the adsorption of the hydrophobic
resin (Streamline Phenil), was possible to observe that this process is dependent of
the temperature and salt concentration, verified by calorimetry that the process is
spontaneous and entropically developed. The increase of the lineal speed and
consequently, the expansion degree associated with the increase of the protein
concentration decreases the efficiency of the column to adsorve the GMP, presenting
a stable fluid dynamics. In the kinetic model was found that with the increase of the
temperature and the increase of the concentration of the sodium sulphate presents a

little variation in the equilibrium time. The model of mass transference applied was

properly adjusted to the adsorption Kinetics of the protein in the studied conditions.
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INTRODUCAO GERAL

A purificacdo de proteinas pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia é uma das areas que mais tem se desenvolvido nas ciéncias farmacéuticas e
biotecnoldgicas, nas Gltimas décadas, dada a necessidade de obtencdo de produtos de
elevado grau de pureza, com condi¢des de trabalho n&o-agressivas para que 0S

compostos ndo percam sua atividade bioldgica (SHIOSAKI et al., 1994).

A técnica de cromatografia destaca-se como método de trabalho em escala
preparativa, por seu elevado poder de purificacdo na obtencdo de produtos em larga
escala. Nos processos de purificacdo de proteinas, a cromatografia de interacdo
hidrofébica é uma das metodologias de cromatografia mais utilizada, devido a
rapidez de separacdo com baixa degradacdo do produto e pequena quantidade de

solvente, conduzindo a um elevado grau de purificag&o.

O glicomacropepitideo (GMP) é um dos peptideos bioativos do soro de
queijo, derivado da caseina e resultante da producdo de queijos pela via da renina,
com concentracdo estimada de 1,2 a 1,5 g/L. Este valor corresponde a cerca de 15%

a 25% do total das proteinas presentes no soro de queijo doce.

O interesse na recuperacdo, purificacdo e comercializacdo de GMP de soro de
queijo doce tem origem tanto no seu elevado valor nutricional e funcional, quanto no
potencial de aplicagdes médicas e terapéuticas as quais se adequa. Adicionalmente,
pode-se reforgar a necessidade de desenvolvimento de técnicas de separagdo para o

reaproveitamento das proteinas do soro de queijo.



O objetivo da revisdo bibliografica da primeira parte deste trabalho foi
explicar o mecanismo basico da cromatografia de leito expandido, e a transferéncia
de massa liquido-solido.

Na segunda parte deste trabalho, foi estudado o efeito da temperatura (283.15
K, 298.15 K, 308.15 K e 318.15 K) e da concentracdo de sulfato de sédio (0,05 M;
0,3M; 0,6 M; e 0,8 M) sobre a adsor¢do do GMP em uma coluna de leito expandido,
com resina de intera¢do hidrofobica, determinando-se as isotermas de adsor¢do para
a proteina GMP. Verificou-se o0 ajuste do modelo de isoterma de Laguimiur e,
através de analises calorimétricas foram determinados os parametros termodinamicos
do processo (entalpia, entropia e energia livre de Gibbs), que possibilitaram a melhor
compreenséo do fenémeno.

Na terceira parte foi estudada a cinética de adsorcdo do GMP na resina
hidrofobica, usando-se tanques agitados.

Na quarta e Gltima parte, foram determinadas as curvas de ruptura, usando-se
anélise frontal.

Este trabalho é uma importante contribuicdo para uma melhor compreensédo
dos fendbmenos envolvidos na cromatografia hidrofébica em leito expandido, e
espera-se que as informacgdes aqui apresentadas auxiliem no desenvolvimento de

novos processos e em trabalhos futuros.



|. RECUPERACAO DE G~LICOMACROPEPTI'DEO (GMP)
USANDO ADSORCAO EM LEITO EXPANDIDO

RESUMO
O glicomacropepitideo (GMP) é um dos peptideos bioativos do soro de queijo,

derivado da caseina e resultante da producdo de queijos pela via da renina. O
crescente interesse na purificacdo de glicomacropepitideo do soro de queijo tem sua
origem tanto no seu elevado valor nutricional e funcional, quanto no potencial de
aplicacfes médico-terapéuticas as quais se adequa. Uma das técnicas de separagdo de
interesse nos ultimos anos é a cromatografia de leito expandido, que usada em
colunas, reduz o nimero de etapas de separacdo e é de grande interesse na area de
bioprocessos, uma vez que os metodos tradicionais (leito fixo) aumentam os custos

do processo de recuperacdo de um bioproduto.

1. INTRODUCAO

O glicomacropepitideo (GMP) é um dos peptideos bioativos do soro de
queijo, derivado da caseina e resultante da producdo de queijos pela via da renina
com concentracdo estimada de 1,2 a 1,5 g/L. Este valor corresponde a cerca de 15%
a 25% do total das proteinas presentes no soro de queijo doce (DZIUBA,
MINKIEWICZ, 1996).

Algumas atividades biologicas e fisioldgicas potenciais relacionadas ao GMP
contribuem para: a) reduzir desordens estomacais ao possibilitar a regulacdo de
respostas imunoldgicas, bem como na prevencgdo da azia, por levar a diminuicdo da
secrecao gastrica (EL-SALAM et. al., 1996; IDOTA et al., 1994); b) minorar o risco
de ataques cardiacos ao induzir a inibicio da agregacdo de plaquetas
(WHEYPROTEIN, 2005; EL-SALAN et al., 1996; DZIUBA; MINKIEWICZ, 1996);
c¢) diminuir o apetite ao estimular a liberacdo de colecistoquinina, um hormdnio que
promove a sensacdo de saciedade (YVON et al., 1994); d) inibir a adesdo de
microrganismos em polimeros, sugerindo o uso do GMP como inibidor de placas

bacterianas e de céries dentarias (NEESER et al., 2000).
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Devido as fungbes biologicas, grande atencdo tem sido dada as técnicas de
isolamento e purificacdo do GMP. Esta proteina é considerada um ingrediente com
potencial para o desenvolvimento de alimentos funcionais. Como o GMP contém
residuos dos aminoacidos 106-169 ndo apresenta aminoacidos aromaticos, também
pode ser utilizado em alimentos para o tratamento da fenilcetoniria (NAKANO;
OZIMEK, 1998).

A adsorcdo em leito expandido tem sido usada com a finalidade de eliminar
operagdes como clarificagdo e filtragdo, comumente usadas nas etapas iniciais de
muitas estratégias de purificacdo de biomoléculas, principalmente quando a fase
fluida apresenta materiais particulados. Uma vez que o leito opera na forma
expandida, o problema do blogueio da coluna pelas particulas em suspensdo nédo

ocorre.

No presente capitulo, é apresentada uma revisdao sobre o GMP e sobre a

técnica de separacao em coluna de leito expandido.

2. SORO DE LEITE

O soro de leite, ou soro de queijo, é um subproduto da industria de queijos, de
cor amarelo-esverdeada, obtido pela coagulacdo do leite. Seu sabor, ligeiramente
acido ou doce, e a sua composicao dependem, respectivamente, do tipo e do processo
de fabricacdo do queijo. A composicdo do soro é de aproximadamente 93% de agua,
5% de lactose, 0,9% de proteinas, 0,3% de gordura, 0,2% de &cido lactico e pequenas
quantidades de vitaminas (BEM-HASSAN; GHALY, 1994).

Segundo 0 ANUARIO MILKBIZZ (2005), o Brasil produziu 480 mil
toneladas de queijo durante o ano 2005, ficando atras somente da Unido Européia e

dos Estados Unidos.

As proteinas do soro correspondem a 20% das proteinas do leite, sendo que a
a-lactoalbumina, a B-lactoglobulina e 0 GMP representam cerca de 90% do total das
proteinas do soro. No soro sdo encontradas também a albumina de soro bovino,
imunoglobulinas, protease-petonas, lactoferrina, lactoperoxidase e outras enzimas
[10]. A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas

presentes no soro de queijo.



Sd0, na maioria, proteinas globulares que contém muitas das suas
propriedades funcionais. Algumas de suas funcdes bioldgicas estdo identificadas,

outras emergem e outras, porém ainda estdo por ser descobertas.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas do soro de queijo

Proteina Concentracdo  Massa Molar Ponto
(/L) (KDa) Isoelétrico

B-lactoglobulina 2,0-4,0 18,3 5,2
o-lactoalbumina 10-15 14,2 42-51
Imunoglobulinas 04-1,0 146,0 — 900,0 55-83
Albumina do soro 0,3-0,6 66,0 — 69,0 4,7-4,9
Protease-peptona 0,5 4,0-20,0 -
Lactoferrina 0,05 78,0-92,0 8,0-9,0
Lactoperoxidase 0,06 78,0-89,0 9,6
Glicomacropeptideo 12-15 6,8-94 4,3

*Modificado de MORR e HA [41], McCKENZEY [39], TOLKACH e KULOZIK [55]

O Glicomacropeptideo (GMP) é um peptideo formado por 64 aminoécidos,
sendo cerca de 10% de sua massa, sacarideos. E inexistente no soro &cido e
representa cerca de 15% a 25% das proteinas do soro doce. Por ndo conter
fenilalanina, € uma fonte desejavel de nitrogénio nas dietas especiais formuladas para
pacientes com fenilcetondria (BURRINGTON, 2002). BRODY (2000) destaca as
propriedades biologicas do GMP como protecdo contra toxinas, bactérias, virus e a
regulacdo do sistema imunoldgico como as areas mais promissoras no estudo deste

peptideo.



3. GLICOMACROPEPTIDEO (GMP)

O glicomacropepitideo é um peptideo derivado da caseina que corresponde a
cerca de 10 a 20% do total de proteinas do soro de queijo doce. Quando o leite é
submetido ao tratamento com a enzima quimosima durante a fabricacdo de queijo, a
proteina k-caseina é hidrolisada em dois peptideos. A clivagem ocorre entre 0s
aminoacidos 105 (Phe) e 106 (Met), liberando um peptideo C-terminal soltvel de 7
kDa, que é o0 GMP, e um peptideo insoltvel, denominado para-k-caseina N-terminal
de 12271 Dalton (DZIUBA; MINKIEWICZ, 1996; EL-SALAM et al., 1996). A

Figura 1 representa o local da acdo da quimosina na k-caseina.

1 2 3 103 104 105 106 107 108 167 168 169
Glu-Glu-GIn----Leu-Ser-Phe Met-Ala-lle----Thr-Ala-Val

| IT\ |

v quimosina v

para-k-caseina glicomacropeptideo

Fonte: FENNEMA (2000)
Figura 1. Local da acdo da quimosina na k-caseina.

A literatura reporta que a massa molecular tedrica de GMP esta entre 7 e 8
kDa. Alguns autores sugerem que o GMP tem a habilidade de associar-se e dissociar-
se a determinadas condic¢des de pH. KAWASAKI et al. (1993a) propdem que a k-
caseina GMP de massa molecular 9 kDa €é obtida em pH igual a 4, e o polimero de k-

caseina GMP de massa molecular entre 45-50 kDa € obtido em pH acima de 4.

Nakano e Ozimek (1998) estudaram como a variacdo de pH influencia na
massa molecular de GMP, utilizando cromatografia em gel de Sephacryl S-200 e
coletando fragcBes que foram monitoradas em acido sialico. Os resultados sugeriram
que o GMP compreende um agregado de trés mondmeros, sendo que a massa

molecular ndo ¢ afetada pela mudanca do pH.

Mikkelsen et al. (2005) demonstram em seus estudos que a massa molecular
experimental do GMP é maior que a teorica, devido a agregacdo de monémeros de
GMP de massa molecular de 7 kDa. Os autores sugerem que: 0 GMP pode agregar

até 4 mondmeros que sdo resistentes a mudanca de pH; a formacéo e a conformacéo



destes agregados sdo influenciadas por propriedades do GMP na k-caseina e que o

GMP ligado a k-caseina € reversivelmente influenciada pelo pH.

Diferentes abreviacdes sdo usadas para identificar o GMP derivado da -
caseina, mas todas se referem a mesma molécula encontrada no soro. CMP é a
abreviacdo para caseinomacropeptideo, enquanto CGMP é usada para uma
designagio mais descritiva de caseinoglicomacropeptideo. E também referida como
CDP (peptideo derivado de caseina) ou CGP (caseinoglicopeptideo) (DAVISCO,
2005). E também chamada de CDP (peptideo derivado da caseina) (EL-SALAM et.
al, 1996).

O interesse na purificacdo de glicomacropepitideo do soro de queijo tem sua
origem tanto no seu elevado valor nutricional e funcional, quanto no potencial de
aplicacbes medico-terapéuticas as quais se adequa. Entre as aplicagcdes bioldgicas
potenciais do GMP, estdo: 1) o auxilio na inibicdo de céries dentérias; 2) a promocao
de crescimento de bifidobactérias, por alteracbes na secrecdo gastrica; e, 3) a
modificacdo do crescimento da bactéria do acido latico (EL-SALAM et al., 1996).
Tema de vérias pesquisas cientificas, o caseinomacropeptideo (CMP) tem provado
seu valor, em dietas especiais, em produtos de higiene oral e no controle de peso.

Estudos de sua habilidade para nutrir a microflora intestinal saudavel
apontam o ingrediente para uso como prebiotico em alimentos (IDOTA et al., 1994).
Propriedades anticariogénicas inibem a adesdo de bactérias cariogénicas, como
Streptococcus mutans, S. sanguis e S. sobrinus, tornando a microbiota dental mais
favoravel (NEESER et. al, 2000, 1994; SCHUPBACH et. al, 1996). Estudos
adicionais tém mostrado que o GMP reduz o apetite, fazendo dele um componente
apropriado em produtos utilizados no controle de peso (YVON et al., 1994).
TAKAHASHI et al. (1992) relatam a obtencdo de um alimento hipoalergéncio a base
de GMP, com elevado valor nutritivo, facilmente absorvido, digerido e com acéo

anti-inflamatoria.

O GMP tem sido também um dos parametros mais utilizados na detec¢éo de
soro de queijo adicionado fraudulentamente ao leite, devido & presenca do &cido
sidlico (DRACZ, 1996).

O desenvolvimento de alimentos inovadores com adicdo de componentes

benéficos a saude € um dos alvos do processamento para a industria alimenticia. As
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caracteristicas do CMP prometem ndo somente aplica¢cdes medicinal e dietética, mas
também apresentam um potencial elevado no uso como um agente estrutural do
alimento, pois a sua estrutura glicosidica confere propriedades emulsificante e
espumante (KULOZIK; GUILMINEAU, 2003).

Por outro lado, MARTIN-DIANA, FRIAS E FONTECHA (2005) estudaram
CMPs de trés espécies (bovino, ovino e caprino) e concluiram que os CMPs
mostraram atividades emulsificantes mais estaveis a variacdo de pH em relacdo ao
concentrado protéico de soro, sugerindo a possibilidade de utilizacdo de CMP como
emulsificante em alimentos que sofrem grande variagdo de pH durante o

processamento, como por exemplo em produtos lacteos fermentados.

Diferentes métodos para separacdo de GMP sdo descritos na literatura, sendo
que a maior parte foi desenvolvida em escala de laboratdrio ou encontra-se protegida
por patentes. Ultimamente, esforcos tém sido empregados em processos para
producdo de GMP em grande escala para que suas propriedades nutricionais e
bioldgicas ndo sejam perdidas. Entre estes métodos, que podem obter o GMP do soro
de leite ou de concentrado protéico do soro, estdo os que utilizam resinas trocadoras
de anion ou ultrafiltragdo (CASAL et al., 2005).

Entre os diferentes métodos para isolamento e purificacdo de GMP e que séo
utilizados de forma isolada ou combinada encontram-se:

a) Precipitacdo seletiva induzida por ajuste das propriedades fisicas da solucao
(aquecimento, precipitacdo alcodlica, precipitacdo com acido trifluracético,
precipitacdo com acido acético).

b) Filtracdo por membrana baseada principalmente em diferencas de tamanho e
carga (dialise, ultrafiltracdo, microfiltracdo, osmose inversa, eletrodiélise).

c) Adsorcao seletiva (cromatografia de troca idnica e interacdo hidrofobica), que

pode ser em coluna de leito fixo ou em leito expandido.

4. ADSORCAO EM LEITO EXPANDIDO

Em meados do século XX, os processos que utilizavam a fluidizacdo sélido-
liguido vinham sendo usados em muitas areas de quimica industrial como, por

exemplo, no tratamento de aguas residuais, através do processo de adsor¢do por troca



ibnica (DOS SANTOS, 2001). Segundo GOPAL (1993), a partir da década de
sessenta, essa técnica comecou a ser utilizada sem muito sucesso em processos
bioldgicos, devido as limitacGes de propriedades fisicas, como a pequena diferenca
de densidade entre a particula solida empregada como adsorvente e o liquido, e as
complexidades inerentes aos fluidos usados em processos bioldgicos.

Apesar dos problemas mencionados, o leito fluidizado para a purificacdo de
biomoléculas continuou sendo empregado pela industria de biotecnologia visando a
reducdo do numero de operagBes unitarias usadas nos processos de purificacao.
Principalmente, em substituicdo as operacdes unitéarias de centrifugacdo e filtracdo,
uma vez que as proteinas podem estar presentes em meio liquido contendo particulas
solidas em suspensdo (fragmentos de células) ou em meio liquido complexo, como é
0 caso do soro de leite provocando a colmatagem de leitos fixos (BASCOUL et. al.,
1993; CARRERE, 1993; JAMES, 1994). Como conseqiéncia da redugdo do numero
de etapas na recuperacao e na purificacdo de biomoléculas, os custos na obtencdo da

proteina de interesse com elevado grau de pureza S0 menores.

Esta técnica vem sendo de crescente interesse, dos anos noventa em adiante,
para os pesquisadores, CHASE, 1994; CHASE; DRAEGER, 1992; CHANG et al.,
1993; DASARI et al., 1993; DE LUCA et. al., 1994; McCREATH et al., 1995; FREJ
et al., 1994; BATT et. al., 1995; CHANG; CHASE, 1996 (a); FREJ et. al., 1997,
LEVISON et. al., 2000; SANTOS et. al.,, 2000; TONG et. al.,2003; e CHEN et.
al.,2003, para recuperar e purificar proteinas de solu¢des contendo ou ndo material

particulado.

A Figura 2 ilustra o principio de funcionamento de um processo de adsorcao
em leito fixo e expandido. Pode-se observar que operando em leito fixo, o material
particulado blogqueia a coluna (Figura 2a). Entretanto, ao ser operado de forma
expandida, o material particulado passa pelo leito sem haver a obstru¢do da coluna
(Figura 2b).

BUIJS e WESSELINGH (1980) tentaram estabilizar o leito num processo
tipo “cascata”. Nesse estudo, o leito foi dividido em um ndmero de pequenos
compartimentos, cada um trabalhando como um leito fluidizado. Quando estes
compartimentos foram considerados juntos, houve um aumento na eficiéncia global
do leito. Outras técnicas de estabilizacdo de leito sdo encontradas na literatura, sendo
que a maior parte baseia-se no uso de particulas adsorventes levemente magnetizadas
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(CHETTY; BURNS, 1991; TERRANOVA; BURNS, 1991) havendo, porém,

dificuldades para o aumento de escala pelo uso de equipamentos caros (HJORTH et.

al., 1995).
Mlaterial particulade __, ]
que passa pelo

letto

5 Particulas
adsorventes \‘

e T'orta de células
] {+—Flido contendo Patticulas

{8) LEITO FIXO (b3 LEITO EXPANDIDO

Figura 2. Processos de adsorcdo: (a) leito fixo (b) leito expandido (CHASE e
DRAEGER, 1992).

O emprego da fluidizacdo do leito com os adsorventes convencionais
utilizados na adsorcdo em leito fixo provoca elevada mistura entre o liquido e o
adsorvente, gerando uma dispersdo axial elevada, diferindo do comportamento
desejavel do escoamento tubular apresentado pelo leito fixo, e aproximando-se
indesejavelmente do comportamento de tanque agitado. Neste caso, a existéncia de
apenas um estagio de equilibrio compromete a eficiéncia do processo de separagédo
por adsor¢do. Algumas alternativas foram criadas para limitar o grau de mistura
existente no leito fluidizado. BUIJS e WESSELINGH (1980) desenvolveram uma
coluna com bandejas providas de distribuidores de fluxos que serviam como suporte
para o adsorvente sélido. Entretanto, a reducdo do grau de mistura ndo foi suficiente
para a melhoria da eficiéncia da coluna e do processo, se comparada com o leito fixo.

TERRANOVA; BURS (1991), CHETTY; BURNS (1991) desenvolveram
uma coluna de leito fluidizado estabilizado magneticamente usando adsorventes de

afinidade ndo magnetizados, misturados com particulas de material magnetizado
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inerte em relacdo a adsor¢do. Com esse procedimento, obtiveram baixa mistura no
leito. Porém, devido a complexidade do equipamento, ndo houve um favorecimento

no que diz respeito ao aumento de escala para uso industrial.

CHASE e DRAEGER (1992) desenvolveram uma coluna cromatografica
provida de um distribuidor de fluxo que permitia uma fluidizacdo estavel do leito
com escoamento tubular, mesmo utilizando adsorventes a base de agarose,
convencionalmente utilizados em adsorcdo em leito fixo. Essa fluidizacdo estavel s6
era conseguida quando baixas velocidades de fluxos eram utilizadas, provocando
baixa produtividade no processo de purificacdo de biomoléculas a partir de meios
complexos. Estes pesquisadores perceberam a necessidade de serem desenvolvidos
adsorventes com alta velocidade de sedimentacdo. Surgiu, entdo, a necessidade de
desenvolver adsorventes capazes de exibir caracteristicas fisicas e adsortivas
desejaveis para que a técnica de fluidizacdo solido-liquido pudesse ser usada na
separacdo de biomoléculas apresentando as mesmas caracteristicas encontradas em

leito fixo.

Em 1993, a Pharmacia Biotech introduziu no mercado novos tipos de
adsorventes e colunas denominadas STREAMLINE, designados especialmente para
a tecnologia de leito expandido. Altas velocidades de fluxos podem ser usadas
durante a aplicacdo da amostra, devido as particulas de adsorventes possuirem altas
velocidades de sedimentacdo conseguida atravées da inclusdo de um nucleo de cristal
de quartzo na matriz de agarose. Tém sido desenvolvidos novos tipos de adsorventes,
mantendo-se as caracteristicas de alta densidade, oriundos de varios tipos de
materiais RICHARDSON; ZAKI, 1954; SANTOS, GUIRARDELLO; FRANCO,
2000.

A principal vantagem da utilizagdo da adsorcdo em leito expandido sobre a
cromatografica convencional em leito fixo é que a coluna pode ser alimentada com
uma solucédo contendo células ou residuos celulares em suspensdo, sem a necessidade
de remogdo prévia das mesmas; reduzindo, assim, a etapa do processo referente a
filtracdo ou a centrifugacdo; ou seja, reduzindo o nimero de etapas no processo e

evitando a perda da atividade da biomolécula alvo.

As particulas adsorventes utilizadas na adsor¢do em leito expandido possuem
uma distribuigdo de tamanho e de densidade. Essa distribui¢do provoca o fendmeno

de segregacdo no leito, que nada mais é do que um gradiente de concentracdo dentro
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da coluna, com as particulas menores ou menos densas posicionando-se na parte
superior do leito, e as maiores ou mais densas, na parte inferior. Dessa forma, o leito
expandido pode ser considerado como composto por diversos leitos fixos agrupados
formando o leito total. E esse comportamento que da estabilidade ao leito e faz com
que na adsorcdo em leito expandido o fluido apresente um comportamento mais

proximo de regime empistonado do que o de completamente misturado.

4.1. PRINCIPIOS E OPERACAO

A adsorcdo em leito expandido baseia-se na fluidizacdo. Dessa forma,
partindo-se de um leito fixo, e aumentando-se a vazdo do fluido, atinge-se uma
velocidade na qual a forca de arraste se iguala ao peso das particulas, ou seja, a forca
de arraste fica igual a queda de pressdao em uma determinada area transversal. Ent&o,
um leito fluidizado estavel é formado quando as particulas adsorventes sdo suspensas
devido ao equilibrio entre a velocidade de sedimentacdo e a velocidade do fluido
ascendente. Diferente da técnica de fluidizagcdo convencional, que é caracterizada
principalmente pela ocorréncia da mistura resultando, assim, em uma baixa
eficiéncia de ligacdo adsorvente-proteina, essa técnica opera em condicgdes “suaves”
de fluidizacdo, ocasionado pela segregacdo das particulas adsorventes e caracterizado
por um baixo Re, (Reynolds da particula), da ordem de 0,5-1, aumentando, entéo, a
eficiéncia da ligacdo adsorvente-proteina.

O equipamento utilizado na adsorcdo em leito expandido consiste
basicamente de uma coluna com um distribuidor e um pistdo, que permitem a
mudanca de posicionamento durante o processo, além dos acessorios comuns aos
processos cromatograficos como bombas, registradores, etc.

O modo de operacdo da adsorcdo em leito expandido difere um pouco dos
processos cromatograficos convencionais (leito fixo), uma vez que se opera com uma
maior porosidade, da ordem de 0,7 a 0,8 para velocidade linear (na ordem de 300,0
cm/h a 400,0 cm/h), quando comparado com os processos em leito fixo, cujos
valores tipicos de porosidade do leito sdo de aproximadamente 0,4. E baseado nesse
fato que se utiliza o leito expandido como alternativa para 0s processos
biotecnoldgicos que contém material particulado, uma vez que as células rompidas

ou néo, podem passar pelo leito sem obstruir a coluna.
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Na adsorcédo em leito expandido, o equilibrio entre o sistema tamponante e o
adsorvente é realizado com o fluxo ascendente e com o leito na forma expandida. Ou
seja, nessa etapa o pistdo € posicionado na parte superior da coluna permitindo assim
a expansdo de leito. Ap6s a etapa de equilibrio, segue-se a etapa de aplicacdo de
material. Essa etapa também é realizada com fluxo ascendente e com o leito na forma
expandida, ou seja, com uma maior porosidade do leito. Aplicada a amostra, realiza-
se a lavagem, também com fluxo ascendente para se retirar do leito o material
fracamente ligado ao adsorvente, tais como células residuais, outros tipos de
materiais particulados e moléculas ndo adsorvidas.

Em seguida, o fluxo de solugdo tamponante para o leito € interrompido,
espera-se a sedimentacdo do adsorvente, e o0 pistdo € abaixado até a superficie do
adsorvente. Nessa etapa, o sentido do fluxo € invertido e a elui¢do é realizada com o
sentido do fluxo descendente com o leito fixo. Pode-se utilizar a elui¢do da proteina
alvo com o leito expandido, porém, o volume de eluicdo é menor diluindo-se a
proteina alvo na solucdo, o que ndo € interessante. Apds a eluicdo, a regeneracdo do
adsorvente é realizada in situ. Como na elui¢do, o procedimento de limpeza, pode ser
realizado tanto na forma expandida como em leito fixo; sendo que o modo fixo é

mais comum. A Figura 3 ilustra as etapas usadas na adsorcdo em leito expandido.

0. Adsorvente 1. Equilibriec 2. Aplicagio de 3. Lavagem 4. Eluigdo 5. Regeneragio
Sedimentado (expandido) amostra (expandido) (leito (leito empacotado)
(expandido)} empacotade)

Fonte: THOMES et al. (1994)
Figura 3. Representacdo esquematica dos passos na adsorc¢ao em leito expandido
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4.2. HIDRODINAMICA DO LEITO EXPANDIDO

O conhecimento do comportamento do leito em funcdo das propriedades
fisicas das particulas e do fluido é de fundamental importancia para as operacdes
usando leito expandido. Essa caracterizacdo ocorre principalmente medindo-se a
expansdo do leito em funcdo da velocidade do fluido, ou observando-se a influéncia
de outros fatores como distribui¢do de tamanho de particulas, viscosidade do fluido e
presenca de células.

CHASE e DRAEGER (1992) mencionaram gue 0 sucesso da purificacdo de
proteinas usando a adsorcdo em leito expandido depende crucialmente da habilidade
do sistema em produzir um leito com expanséo estavel. Essa condi¢do é fundamental
para que se possa realizar um aumento de escala, partindo-se de resultados obtidos
em pequena escala em laboratorio.

Uma das formas de conhecer o comportamento de um leito fluidizado em
funcdo das propriedades fisicas das particulas e do fluido € através da correlacdo de
RICHARDSON e ZAKI (1954). Para particulas rigidas, os autores propuseram que a
relacdo entre a velocidade superficial do liquido (U) e a velocidade de equilibrio (Uy)
fosse dada por:

U_ s (1)

Em que ¢ é a porosidade do leito e n é o coeficiente de Richardson e Zaki.
A porosidade do leito expandido é determinada por uma relacdo do grau de
expansdo do leito. O grau de expansdo do leito fornece a relacdo entre a altura final

do leito apos a expansédo (H) e a altura do leito sedimentado (H,,).
H
e=1-(1-¢g)—>
(L-&0) @)

Sendo &, a porosidade do leito fixo.

Atraves da linearizacdo da equacdo (2), pode-se determinar a velocidade de
equilibrio de uma particula e o coeficiente de Richardson e Zaki experimentais, se a
porosidade do leito for conhecida. A equacao (4) representa a forma linearizada de

Richardson e Zaki.

14



InU =InU, +nlng 3)

O valor de n é dado em fungdo do nimero de Reynolds terminal (Re;) e da
relagdo entre o didmetro da particula (d) e da coluna (D).

n=4,65+20(d / D) (Re, <0,2) 4)
nN=4,40+18(d/ D)Re:** (0,2,<Re, <10) (5)
nN=4,40+18(d/D)Re;** (L0 < Re, < 200) (6)
n = 4,40Re** (200 < Re, < 500) @)
n= 2,40 (Re, > 500) (8)

Em que Re, é dado pela expressao:

v,pd
Ret=7I (9)

Em que d é o didametro da particula, p a densidade do liquido, g a
viscosidade do liquido e U, a velocidade terminal ou de Stokes apresentada na
equacao (11):

_d%

Vt
184,

(ps—p) (10)
Sendo p, a densidade do sélido.
Existem trés modos de se avaliar a estabilidade do leito.

4.2.1. Observacdo visual

A observacdo visual da estabilidade do leito € mais usada como um carater
confirmativo, por ser esta rapida e ndo dispendiosa. Um fato desfavoravel para o uso
desse modo é que ele ndo garante a reprodutibilidade dos resultados (DOS SANTOS,
2001).

4.2.2. Grau de expansao (H/Ho)

Este € o modo mais pratico e utilizado na caracterizacdo de um leito

expandido. O grau de expansao € um numero adimensional, que consiste na medida
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relativa da altura do leito expandido, para uma determinada vazdo, com a do leito
fixo do adsorvente (CHANG; CHASE, 1996(a); KARAU et al., 1997).

4.2.3 Distribuicao do tempo de residéncia (DTR)

A distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) € obtida utilizando-se uma
técnica de estimulo e resposta que caracteriza o tipo de escoamento dentro da coluna.
O conhecimento do tipo de escoamento existente, ou seja, saber se 0 mesmo €
empistonado ou misturado, é de fundamental importdncia, pois as diferentes
caracteristicas destes influenciam a cinética de adsorcao proteina-adsorvente.

Dentre as técnicas de estimulo e resposta existentes, as técnicas conhecidas
como pulso e analise frontal sdo aplicadas no estudo da expansdo do leito. A analise
frontal com sinal negativo relaciona o coeficiente de dispersdo axial (Daxi) € 0
numero de pratos tedricos (N) pela relagéo:

N = UH
26D,

(11)

(U) a velocidade do fluido, (D..) 0 coeficiente de disperséo axial da fase
liquida, (N) o nimero de pratos tedricos, (H) a altura do leito expandido e (&) a
porosidade do leito dada pela equacao (3).

O tampdo (fosfato 20 mM, pH 7,0) € bombeado pelo leito até a obtencao de
uma resposta estavel. O pistdo movel da coluna é movido até a superficie do leito e o
escoamento permanece até a estabilizacdo da leitura no detector. Em seguida, a fase
maovel contendo o tampdo fosfato e 1% (v/v) de acetona foi escoada pela coluna até a
estabilizacdo da leitura da absorbancia méaxima (etapa do sinal positivo).

Neste instante, troca-se a fase movel por uma isenta de acetona e estabelece-
se este como tempo zero. O escoamento é mantido até que se verifique o registro da
absorbancia como zero. Define-se entdo o tempo de residéncia médio como o tempo
gasto para que a absorbancia seja igual a 50% de seu valor maximo. O desvio padréo
é dado como a metade do intervalo de tempo entre os valores respectivos a 15,85 % e
84,15 % da absorbancia maxima. O nimero de pratos tedricos (N) é determinado

pela técnica de sinal negativa por:
t? (12)
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A relagéo entre o coeficiente de dispersao do liquido (D) e N é dada pela
equacao (12).
A Figura 4 mostra um esquema da utilizacdo da técnica frontal na

determinacédo do tempo de residéncia (DTR).

glnal negativo

OV-8inal

Fonte: EBA HANDBOOK, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH (1997)
Figura 4. Determinacédo do tempo de residéncia (DTR)

4.3. TRANSPORTE DE MASSA NO FLUIDO

Antes de se difundir para a superficie interna dos poros, a proteina deve ser
transferida da solucdo para a superficie do adsorvente. Dessa forma, € comum
expressar o coeficiente de transferéncia de massa (k) em termos do nimero de
Reynolds e do nimero de Schmidt, que se baseia na existéncia de um filme de
liquido estagnado na superficie externa da particula. Para os processos com leito
fluidizado é importante considerar o efeito de expansdo do leito que, por sua vez, é
funcdo da velocidade. THOMMES (1997) apresenta uma correlagdo para o calculo
de coeficiente de transferéncia de massa na fase liquida, que considera o efeito da

expansdo do leito, na forma:

k¢ = [()jAB L+ (@s(a-)Re, 7502 (13)

p

O valor de &y pode variar de acordo com os parametros de operagdo dos

processos, tais como: vazao, viscosidade da fase liquida e tamanho das particulas.
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4.4. TRANSPORTE DE MASSA NA PARTICULA

Na adsorcdo de proteinas os adsorventes sdo porosos com sitios ativos na sua
superficie interna. Sabe-se que a adsorcao de proteinas em colunas cromatograficas é
um processo cuja taxa de difusdo para os poros dos adsorventes € um fator limitante.
HJORTH et al. (1995) determinaram a capacidade de adsorcdo da resina Streamline
SP, usando leito expandido, para as proteinas lizosima e da albumina de soro bovino
(BSA). Estes pesquisadores observaram uma reducdo da capacidade de adsor¢do com
0 aumento da velocidade, sendo o efeito para a BSA maior do que o da lizosima
devido ao seu maior tamanho. Entdo, os parametros que influem na cromatografia
usando leito fixo também influem na adsorcdo usando o leito expandido. Entre estes

se destacam a difusividade efetiva e o0 tamanho da particula.

4.5 APLICACOES

A adsorcdo em leito expandido pode ser usada para processar praticamente
todos os tipos de materiais como, por exemplo, proteina recombinate de
homegenados de bactérias (FREJ et al., 1994; HANSSON et al., 1994), purificacdo
de anticorpos monoclonais (THOMMES et al., 1995b; THOMMES et al., 1996;
BORN et al., 1996), caldos de fermentacdo ndo clarificados de bactérias e leveduras
(CHANG; CHASE, 1996b; McCREATH et al., 1995), extracdo de proteinas de leite
(NOPPE et al., 1996) e extrato de tecido animal (GARG et al., 1996).

5. CONCLUSOES

O crescente interesse na purificacao de glicomacropepitideo do soro de queijo
tem sua origem tanto no seu elevado valor nutricional e funcional, quanto no
potencial de aplicagbes médico-terapéuticas as quais se adequa. Entre as aplicacfes
biologicas potenciais do GMP, estdo a inibigdo de caries dentérias, os efeitos na
secrecdo gastrica promovendo a atividade de crescimento da bifidobactéria, a
modificacdo do crescimento da bactéria do acido latico, entre outras.

Esforcos tém sido empregados em processos para a producdo de GMP em
grande escala onde as propriedades nutricionais e bioldgicas ndo sejam perdidas.

Dentre estes métodos que podem obter o GMP do soro de leite ou concentrado
18



protéico do soro, estdo os que utilizam resinas de troca de ions e hidrofobicas em
leito fixo, leito expandido ou ultrafiltracédo.

A técnica de separacdo de leito expandido com resina em coluna por
cromatografia reduz o nimero de etapas de separacdo, e € de grande interesse na area
de bioprocessos, uma vez que os métodos tradicionais (leito fixo) podem
comprometer em até 80% do custo do processo de recuperacdo de um bioproduto.

A principal vantagem da utilizacdo da adsorcdo em leito expandido sobre a
técnica cromatografica convencional em leito fixo é que a coluna pode ser
alimentada com solu¢do contendo particulas sem necessidade de remocéo prévia das
mesmas reduzindo, assim, a etapa do processo referente a filtracdo e/ou

centrifugacdo, fazendo com que o processo seja mais econémico.

6. NOMENCLATURA

Simbolo Descricéo

d Diametro da particula

D Diametro de coluna

Daxi Coeficiente de dispersdo axial da fase
liquida

Das Coeficiente difuséo livre no fluido

g Aceleracdo de gravidade

Ho Altura do leito sedimentado

H Altura final do leito apds a expansdo

K¢ Coeficiente de transferéncia de massa

n Coeficiente de Richardson e Zaki

N Numero de pratos tedricos

Re; Numero de Reynolds

Rep Reynolds particula

t Tempo

Sc Numero de Schmidt

U Velocidade superficial do liquido

Ui Velocidade de equilibrio

Vi Velocidade terminal
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Simbolos Gregos Descricéo

ol Densidade do solido

P Densidade do liquido

& Porosidade do leito

& Porosidade de leito fixo
o Desvio padrao

m Viscosidade do liquido
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1. ESTUDO DO EFEITO DA TEMPERATURA E DA
CONCENTRACAO DO SAL NA ADSORCAO DE
GLICOMACROPEPTIDEO (GMP) POR CROMATOGRAFIA DE
INTERACAO HIDROFOBICA: ANALISE TERMODINAMICA

RESUMO

O comportamento adsortivo do glicomacropeptido em adsorvente hidrofobico foi
estudado para quatro temperaturas (283,15 K; 298,15 K; 308,15 K e 318,15 K) e
quatro concentrac6es de sal (0,05 M; 0,3 M; 0,6 M; 0.8 M). Os dados experimentais
foram ajustados pelo modelo de Langmuir, observando-se que com o aumento da
concentracdo de sal e da temperatura tem-se um incremento na capacidade de
adsorcdo da resina. A analise termodindmica de processo adsortivo usando a
microcalorimetria de titulacdo, mostrou que o processo adsortivo de proteina é

entropicamente dirigido e espontaneo.

1. INTRODUCAO

A cromatografia de interacéo hidrofébica (CIH) é uma técnica muito utilizada
para a separacdo de proteinas, baseada na interacdo reversivel entre as zonas
hidrofébicas da superficie da proteina e o ligante hidrofobico de uma resina
cromatografica (MAHN et al., 2005). A CIH alcanca separa¢Ges rapidas com
pequenas degradacdes do produto, baixas exigéncias de solventes e niveis de
purificacdo muito bons (QUIERIOZ et al.,, 2001). O mecanismo de interacédo
hidrofobica entre solutos e liquidos foi estudado devido a sua importancia na
precipitacdo das proteinas por salting-out (CHEN; SUN, 2003). A CIH é
amplamente influenciada pelo tipo e concentragdo de sal. Nos sistemas por CIH, as
proteinas sdo adsorvidas na presenca de altas concentracdes de sal e sdo eluidas com

reducdo da concentracdo de sal (CHEN et al, 2007).

A temperatura é outro fator que afeta a CIH. Em geral, pode-se afirmar que a
elevacdo da temperatura aumenta a retencdo de proteinas enquanto que a sua

diminuicdo promove a eluicdo da proteina. HIERTEN et al. (1974), GOHEEN e
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ENGELHORN (1984), HEINITZ et al. (1988) e INGRAHAM et al. (1985)
demonstraram que o tempo de retencdo da proteina geralmente aumenta com a
temperatura. Para o estudo da interacdo entre a proteina e a superficie hidrofobica
solida, os pesquisadores tém desenvolvido tradicionalmente analises termodinamicas
baseadas na dependéncia de Van’t Hoff (BOYSEN et al., 1999) e, na ultima década,

esta se usando a calorimetria.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento da adsorcdo do
glicomacropeptideo (GMP) na resina de interacdo hidrofébica Streamline Phenyl, em
quatro diferentes concentracfes de sulfato de sédio e em quatro diferentes

temperaturas. Os parametros termodinamicos ( A, H, A,S, A,G ) foram

ads

determinados através da microcalorimetria de titulag&o.

2. TEORIA
2.1. ADSORCAO EM TANQUES AGITADOS

Um sistema de adsorcdo em batelada, equipado com um dispositivo de
agitacdo, constitui um tanque agitado. O volume total do tanque é V (mL). Neste
tanque, um volume de adsorvente v (mL) pode ser colocado em contato com um
volume de solucdo protéica de concentragdo C, (mg.mL™) em permanente agitacAo.
A concentracdo de proteina na fase liquida diminui com o tempo e, apos um periodo,
é estabelecido um equilibrio entre a concentracao da proteina na fase liquida (solucao
protéica) e na fase solida (adsorvente). Para um intervalo de tempo At (min) medido
a partir do tempo t =0, a concentracdo de adsorvato (proteina) no adsorvente (q) é

calculada através de um balanco de massa no tanque, o qual resulta:
\%
9="(Cy=Cy) ¢

Em que C, (mg.mL™) é a concentracio de adsorvato em solucéo no final do
intervalo de tempo considerado (MARQUES, 1999).

Os parametros experimentais foram ajustados pelo modelo de Langmuir, o

qual foi proposto em 1916, para um sistema de adsorcdo gas-solido. Ele assumiu
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como constante o calor de adsorcéo e, como finito, 0 nimero de sitios de adsorcao.
Com estas consideracfes, 0 maximo de adsorcdo é obtido quando ha formacéao de
uma monocamada saturada de moléculas de soluto na superficie dos adsorventes
(LANGMUIR, 1916; JACOBSON et al., 1984). Este modelo é escrito da seguinte

forma:

bC

_ B 2
% =9n 1, pc (2)

Neste modelo, ¢g; é a capacidade de saturacdo da monocamada, » é a
constante de equilibrio de adsorcdo, C € a concentracdo de proteina no equilibrio e Q

é a quantidade de proteina adsorvida.

2.2. CALCULO DOS PARAMETROS TERMODINAMICOS

Os parametros do modelo das isotermas de adsorcdo de Langmuir podem ser
determinados por regressdo ndo linear e os parametros termodinamicos, calculados
pela medida direta da energia de adsorcao pela calorimetria de titulagdo, usando-se a

equacao (3) para obter a entalpia de adsorgéo A, H.

Qads = Vquads H (3)

Em que Q.. € a energia livre atribuida a interacdo entre a proteina e o

ads
adsorvente hidrofdbico, V; € o volume de absorvente na ampola, ¢ é a quantidade de
proteina adsorvida e é determinada pela correspondente isoterma de equilibrio.

A entropia é determinada pela equagéo (4).

AadsG = Aads H - TAads S (4)

Em que A, S € a variagdo da entropia de adsorgdo, A, G € a variacdo da

energia de Gibbs de adsor¢édo, que pode ser determinada pela equacéo (5).
A,.G =-RTInk, (5)

Em que kd é o parametro da equacéo de Langmuir.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

O GMP foi adquirido da Davisco, Foods International, Inc (Minnesota, EUA)
e a resina Streamline Phenyl da Amershan Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia). A

densidade e o didmetro da resina foram de 1.2 g/mL e 100-300 g m,

respectivamente. Agua ultrapura (MilliQ system, Millipore Inc., USA) e reagentes

guimicos de grau cromatografico foram usados nos experimentos.

3.2. EXPERIMENTO DE ADSORCAO

Os dados de equilibrio de adsorcdo do GMP foram determinados seguindo a
metodologia para a adsor¢do descrita na literatura (CHEN; SUN, 2003; ZHANG;
SUN, 2002). Assim, para equilibrar a resina Streamline Phenyl, 0.1 g do adsorvente
foram adicionados a 10 mL de tampéo fosfato (20 mM e pH 7,0) contendo o sal
avaliado (Na,;SO,) em concentracBes de pré-definidas (0,05 M; 0,3 M; 0,6 M; e 0,8
M) . Ap6s 12 horas, a solucdo tampdo foi separada da resina e, na mesma, foram
adicionadas 10 mL da solucdo protéica nas concentracdes conhecidas. A faixa de
concentracdo da proteina em solucdo variou entre (0 a 80) mg/mL. A mistura foi
agitada por 12 horas (CHEN; SUN, 2003), e mantidas a 10, 25, 35 e 45 °C,
respectivamente, em uma estufa (DBO Mod.101M\3Eletrolab, Brasil), utilizando-se
o0 dispositivo para simular um tanque agitado proposto por FERREIRA (2001) e
PEREIRA (1999). A seguir, a concentracdo de proteina do sobrenadante foi
determinada usando-se um espectrofotdmetro (Varian, Austrdlia) a 210 nm. A
quantidade de proteina adsorvida na resina foi calculada por um balango de massa.

3.3. MEDIDAS DE ENTALPIA DE ADSORCAO

As entalpias de adsorcao foram medidas em um microcalorimetro de titulagdo
isotérmica, CSC, modelo ITC 4200 (EUA). Foram tituladas dispersfes contendo o
tampdo e 0,045 g de resina. Nestas titulacfes, aliquotas de 10 pL da solucdo de

proteina (70 mg/mL™) foram adicionadas & 1,8 mL da dispersdo resina/tamp&o.
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Aliquotas da solucdo de proteina também foram adicionadas ao tamp&o puro para
descontar a energia de diluicdo da proteina, e assim obter a energia de adsorcéo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAL NAS ISOTERMAS
ADSORCAO DE EQUILIBRIO

Os experimentos de adsorcdo foram realizados em quatro concentragcOes de
sulfato sodio, nas seguintes temperaturas: 283,15 K; 298,15 K; 308,15 K e 318,15 K.
As representacOes graficas de Q (mg de proteina adsorvida/g de resina), versus C,
(concentracdo de proteina na fase liquida, mg proteina/mL) sdo mostradas nas
Figuras 1-4. Observa-se que a adsorcdo de GMP na resina aumenta com o0
incremento da concentracdo de sulfato de sédio. Estes resultados sdo consistentes
com dados de CHEN et al. (2003) e ARAKAWA (1986) para a interacdo de
proteinas em colunas hidrofobicas de octil-sepharose e polissacarideo,
respectivamente, em solugdo tampdo de sulfato de amoénio. E também com os
resultados de FERREIRA (2005) para a interacéo de proteinas em resina hidrofobica
Streamline Phenyl em coluna empacotada de leito fixo e uma solucdo tampéo com

fosfato de sédio.
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Figura 2. Isotermas de GMP a diferentes concentracdes de Na,SO, e temperatura de
25°C.
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Pode-se explicar o aumento das interacfes hidrofébicas quando o processo
adsortivo ocorre em altas concentracdes de sal, levando-se em consideracdo a
distribuicdo de moléculas e cargas elétricas (ions) na interface da proteina e no
interior da solucdo. No pH igual a 7, a proteina encontra-se carregada negativamente
(pl=4,3), tendo ao seu redor uma distribuicdo de ions de mesmo sinal e de sinal
contrario a carga da superficie da proteina. Além disso, moléculas de H,O também se
distribuem e se reorientam nas proximidades da interface proteina/solucdo. A
distribuicdo destes ions gera uma diferenca de potencial elétrico entre a interface da
proteina e um ponto qualquer na solucdo. Por sua vez, esta diferenca de potencial
elétrico também influencia a distribuicdo destes ions. A regido descrita acima €
conhecida como dupla camada elétrica.

A interacdo dos ions e das moléculas de 4gua com a interface da proteina é
regida por trés fatores termodinamicos que, no equilibrio, permanecem constantes
(equacéo 6).

U’ +RTInx, +z,eApN = constante (6)

Em que u° € o potencial da espécie quimica que estd interagindo
molecularmente com a superficie da proteina. Assim, quanto maior for a interacédo
molecular, maior serd a adsorcdo da espécie i na interface da proteina. Em nosso
sistema sdo as moléculas de &gua que estdo em maior concentracdo na interface
proteina/solucdo. Estas moléculas estdo orientadas tendo, por isto, uma baixa
entropia configuracional, quando comparada as moléculas do interior da solucéo.

O termo RT Inx, expressa a contribui¢éo da entropia configuracional sobre a

distribuicdo dos ions. Quanto mais simétrica em termos de cargas elétricas for a

distribuicdo dos ions, maior sera a entropia configuracional. Ja o termo z,eApN

expressa a contribuicdo das interacOes eletrostaticas na distribuicdo idnica da dupla
camada elétrica. Quanto maior for a carga elétrica da proteina, maior serd o valor de
Ag e, conseqilientemente, mais assimétrica sera a distribuicdo dos ions, ou seja,
maior nimero de céations estardo proximos a interface da proteina, engquanto os
anions estardo concentrados longe da interface.

Em resumo, podemos afirmar que existem basicamente duas regides ao redor
da proteina. A primeira, bem préxima a interface, dominada por interacGes

moleculares fortes, é formada por moléculas e ions orientados, com uma forte
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diminuicdo da entropia configuracional. Esta camada é chamada de regido interna da
dupla camada elétrica. A segunda é formada por espécies quimicas que interagem
preferencialmente por interacdo eletrostatica e sdo também dominadas por aspectos

entrépicos. Esta regido € denominada de camada difusa.

A funcéo do sal sulfato de sodio € modificar as interagdes intermoleculares
provenientes da dupla camada elétrica, alterando, assim, a distribuicdo molecular e
ibnica desta regido. Em baixas concentracGes de sulfato de sodio, € a regido difusa a
primeira a mudar a distribui¢do de ions pois, aumentando-se a concentragdo de cation
(Na") e anions (SO™) nesta regido, diminui-se a diferenca de densidade de carga,

reduzindo assim o valor de Ag e, conseqlientemente, a interacdo dos ions com a

proteina. Este efeito geralmente é denominado blindagem eletrostatica da regido
difusa da dupla camada elétrica. Aumentando-se ainda mais a concentragdo do sal,

podera ocorrer a interagdo de seus ions com as moléculas de &gua presentes na

camada interna dessolvatando a interface da proteina, isto é, alterando s .

O processo de adsorcdo da proteina pode ser esquematizado nas seguintes
etapas: primeiramente ocorre a deionizacdo da camada difusa da proteina e, em
seguida, a dessolvatacdo da interface protéica, permitindo, assim, a exposi¢do das
regides hidrofébicas. Finalmente, ocorre a interacdo proteina-substrato. Desta forma,
0 aumento da interacdo hidrofobica verificada com o aumento da concentracdo do
eletrolito, pode ser atribuido a um menor custo energético para deionizar e
dessolvatar a proteina durante o processo de adsor¢do. Entretanto, para dar maior
suporte termodinamico a este modelo é necessario determinar as contribuices

entalpicas e entrdpicas para o processo de adsorcao.

4.2. EFEITO DA TEMPERATURA NA ADSORCAO

As Figuras 5-8 mostram as isotermas de adsor¢ao de onde se observa o efeito
da temperatura na interacdo entre 0 GMP e a resina Streamline Phenyl nas mesmas
concentracdes de Na,SO;.

A estrutura dobrada da proteina pode ser parcialmente destruida a
temperaturas altas, expondo a hidrofobicidade contida em seu nucleo interno,
aumentando a interacdo hidrofébica com a resina. Também, o incremento da
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interacdo hidrofdbica entre a proteina e o ligante hidrofébico pode induzir inativacéo
térmica irreversivel (DILL, 1987).

Pode-se explicar também a influéncia da temperatura sobre a adsor¢édo
hidrofébica em uma determinada concentragdo de sal. Pode-se considerar que a
proteina encontra-se carregada e rodeada de uma camada de &gua que esta sob o
efeito do campo elétrico gerado pela proteina (camada de Sterr), por existir uma
camada de ions positivos e negativos da solucdo na vizinhanca (camada difusa) que

também esté influenciada pela carga da proteina.
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Figura 5. Isotermas de GMP a diferentes temperaturas e concentracao de 0,05 M
Na,SO,.
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Figura 8. Isotermas de GMP a diferentes temperaturas e concentragédo 0,8 M de
Na,SO,.

O aumento da temperatura provoca uma maior mobilidade dos constituintes
da solucéo e, por sua vez, uma maior energia cinética, como a da camada difusa, que
é constituida por ions, afastando-se da proteina, do mesmo modo que as moléculas de
agua (camada de Sterr), permitindo assim a desidratacdo da proteina. Assim, as zonas
hidrofébicas da proteina podem ser gradualmente expostas com o incremento da
temperatura, fortalecendo a interacdo hidrofobica entre a proteina e a superficie do
adsorvente.

Nas Figuras 7 e 8, pode-se observar que as curvas a 10°C e 25°C ndo
apresentam uma diferenca aprecidvel, indicando que a afinidade de ligacdo da
adsorcdo da proteina é quase inalterada em baixas temperaturas e em altas
concentracOes de sal. Em contraste, a afinidade da ligacéo entre a proteina e a matriz
para a temperatura de 35°C acarreta uma elevacdo na adsorcdo, sugerindo que a
reducdo da polaridade da solucdo e a diminuigdo da estabilidade da estrutura protéica
aumentam a exposicdo dos residuos hidrofébicos do interior da proteina nesta
temperatura. Em outras palavras, a transformacdo da proteina contribuiu para a

diminuicdo da energia potencial de sua estrutura e aumentou a afinidade de ligacao
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de adsorcdo da proteina CHEN et al. (2003). A andlise termodinadmica explica este
fendmeno.

4.3. ANALISE TERMODINAMICA

O comportamento da retencdo da proteina GMP na resina Streamlene Phenyl
foi investigado em funcdo da concentracdo de sal e da temperatura. As isotermas de
equilibrio foram determinadas a partir de medidas realizadas para quatro
concentracfes de sal (Na,SO,) e quatro temperaturas. Este estudo usou a
microcalorimetria de titulacdo isotérmica para determinar a quantidade de energia
entalpica associada ao processo de adsorcdo, e contribuir para a analise dos
resultados encontrados pela adsor¢do em batelada.

As Figuras 9-11 mostram a variacdo da entalpia de adsor¢cdo com a
concentracdo de sal, nas temperaturas 25°C, 35°C e 45°C, respectivamente.
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Figura 9. Variagéo da entalpia de adsorgéo para o sistema GMP-Streamline Phenyl a
diferentes concentragdes de Na,SO, e 25°C.
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A Figura 9 mostra que, a 25° C, o aumento da concentracdo do eletrélito torna
0 processo de adsorgdo mais endotérmico. Na concentragdo de 0,05 mol L™ de sal, o
processo de adsorcéo é exotérmico, enquanto que a 0,8 mol L™ necessita-se absorver
energia para que o0 GMP concentre-se na interface. Segundo o modelo que considera
o efeito do eletrdlito sobre a dupla camada elétrica das proteinas, este
comportamento pode ser explicado segundo as seguintes consideracdes: a
concentracdo de 0,05 mol L™ de Na,SO,, a regido difusa é enfraquecida diminuindo,
assim, o nimero de ions sob a influéncia da carga elétrica da proteina. Este processo
tem pouco efeito sobre as moléculas de H,O adsorvidas na interface da proteina.
Assim, durante a adsorcao é necessario um gasto energético para retirar as moléculas
de agua que estdo na interface da proteina e também remover alguns ions que ainda
se encontrem na regido difusa da dupla camada elétrica. Entretanto, quando a
concentracdo do eletrélito é aumentada para 0,8 mol L™ a regido difusa é
praticamente destruida, tornando as moléculas de H,O de solvatacdo da proteina
mais organizadas e interagindo mais fortemente com o biopolimero. E bem
conhecido que o sulfato de sddio é um sal que quebra a estrutura tridimensional de
agua (sal caotropico). Assim, para que ocorra a adsorcdo nesta concentragdo, €
necessario um maior gasto energético para retirar as moléculas de agua adsorvidas na
interface proteina/solucdo. E importante destacar que a 25°C as moléculas de agua
estdo interagindo fortemente com a proteina de tal forma que o sulfato de s6dio ndo
consegue retira-las.

Quando a temperatura é aumentada para 35°C (Figura 10), ocorre uma
diminuicdo nas interacGes H,O-proteina e nas interacdes eletrostatica ion-ion ou ion-
proteina existentes na dupla camada elétrica. Desta forma, o aumento da
concentracéo de sal de 0,05 para 0,6 mol L™ é suficiente para a destruicdo da regido
difusa da dupla camada elétrica, mas ndo o suficiente para retirar as moléculas de
solvatacdo. Assim, estas moléculas de agua interagem mais fortemente com a
proteina, o que leva ao aumento da energia de adsorcao tornando, assim, 0 processo
mais endotérmico. Mas o0 aumento da concentragdo do Na,SO, de 0,6 para 0,8 mol L
! foi suficiente para retirar parcialmente as moléculas de solvatacdo, tornando assim
desnecessario o fornecimento de energia para retird-las durante a adsorcdo, tendo
como conseqiiéncia uma liberacdo de energia durante a adsorcéo.

Na temperatura de 45°C (Figura 11), podemos observar o comportamento que

reforca 0 modelo proposto. Como demonstrado acima, a concentragdo de 0,05 mol L
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! de sulfato de sddio, tanto a regido difusa quanto a camada de solvatacdo sio
preservadas, lembrando que com a presenca dos ions na regido difusa, ocorre a
desestruturacdo das moléculas de agua de solvatacdo. Desta forma, a energia
necessaria para arrancar 0s ions e a &gua é menor, tornando o processo de adsorcao
exotérmico. Nesta temperatura, 0 incremento da concentracéo do sal para 0,3 mol L™
foi suficiente para retirar os ions da regido difusa e, com isto, organizar as moléculas
de agua proximas a interface da proteina tornando, assim, mais intensas as interacoes
H,O-proteina. Este efeito teve como conseqiiéncia uma maior gasto de energia para o
processo de dessolvatagdo, o que levou a necessidade de absorver energia para que
ocorresse a adsor¢do. Com o aumento da concentracdo do eletrolito (0,6 e 0,8 mol L
1), o processo de adsorcdo ficou menos endotérmico, o que demonstra que, 0
aumento da concentracdo de ions ao redor da proteina, tanto a regido difusa quanto a
camada mais interna sdo destruidas, necessitando, assim, de menos energia para que
ocorra a adsorcao.

O modelo descrito acima também se aplica para explicar o efeito da
temperatura sobre a entalpia de adsor¢do (Figuras 12, 13). Estas figuras mostram a

variagdo da entalpia de adsor¢cdo com a temperatura e a concentragdo de sal

constante.
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Figura 12. Variacdo da entalpia de adsorcdo para o sistema GMP-Streamline Phenyl
a diferentes temperaturas e concentracdo de 0,05 Na,SO,,
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Figura 14. Variacdo da entalpia de adsorcdo para o sistema GMP-Streamline Phenyl
a diferentes temperaturas e concentragéo de 0,8 Na,SOA4.

Nas Figuras 15-17 sdo apresentadas as variacdes da entropia de adsor¢do com
a concentracdo de sal a temperatura constante. A 25°C, o aumento da concentragdo
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do Na,SO, causa um aumento na entropia de adsorcdo. Esta entropia de adsor¢éo
estd associada ao aumento da entropia translacional das particulas (ions e moléculas
de 4gua) que solvatavam (dupla camada elétrica) a proteina e que, durante o processo
de adsorc¢do, foram liberadas; e a diminuicdo da entropia translacional das moléculas
de proteina que quando adsorvidas reduzem o seu grau de liberdade translacional.
Assim, como jé discutido anteriormente, a concentracdes de 0,05 mol L™ de sulfato
de sddio, a camada difusa € apenas parcialmente destruida, e ao redor da proteina
ficam moléculas de agua e ions interagindo mais fracamente. Por isto, quando ocorre
a adsorcdo, o numero de moléculas liberadas é pequeno, causando assim uma
reducdo na entropia. Entretanto, quando a concentracdo de eletrélito é aumentada
(0,8 mol L), as moléculas de 4gua aumentam sua interacdo com a proteina e, ao
ocorrer a adsor¢do, um nimero maior de moléculas de H,O é liberado o que aumenta
a entropia. E importante destacar que este comportamento estd coerente com a

variacdo da entalpia de adsorcao.
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Figura 15. Variacao da entropia de adsorcdo para o sistema GMP-Streamline Phenyl
a diferentes concentracdes de Na,SO, e 25°C.
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Figura 16. Variacao da entropia de adsorcdo para o sistema GMP-Streamline Phenyl
a diferentes concentracdes de Na,SOy, e 35°C.

100
A ® 0,05M Na,SO,
A 0,3MNa,SO,
80
m 0,6 MNa,SO,
A & 0,8 M Na,SO,
60 A ]
A
= ¢ - A
g 40- "
3
U)Ul
2 20 A
<
[
0 - ° O AR
°
o<
-20
<
'40 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Q (mg/g resina)

Figura 17. Variacdo da entropia de adsorcdo para o sistema GMP-Streamline Phenyl
a diferentes concentragdes de Na,SOy, e 45°C.
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Para a temperatura de 35°C, o aumento da concentracéo do eletrélito de 0,05
mol L™ para 0,6 mol L™ causa 0 mesmo processo descrito acima para 25°C. Quando
ocorre 0 aumento da concentracdo para 0,8 mol L?, a entropia de adsorcdo é
diminuida. Isto pode ser entendido considerando que a esta temperatura, a quantidade
de sal adicionada retira todas as particulas (H,O e ions) que cercam a proteina,
fazendo com que durante a adsorcdo poucas moléculas sejam liberadas e,
consequientemente, a entropia € reduzida porque a contribuicdo da diminuicdo da
liberdade translacional da proteina ancorada na superficie supera o pequeno ganho
entrépico vindo da liberacdo das moléculas de solvatacgéo.

Para a temperatura de 45°C, podemos afirmar que as concentracdes de 0,05 e
0,3 mol L™ fazem o mesmo efeito que 0,05 e 0,6 mol L™ a 35°C, mas o aumento da
concentracdo para 0,6 ou para 0,8 mol L™, nesta temperatura, acaba destruindo a
camada interna da dupla camada elétrica diminuindo, assim, a contribui¢cdo do
aumento entrépico advindo da liberacdo das moléculas de agua adsorvidas na
interface da proteina. Assim, com a adsorcdo da proteina, ocorre uma reducdo no
grau de liberdade translacional deste biopolimero e, consequentemente, uma reducao
na entropia de adsorcao.

A Tabela 1 lista os dados das variacOes de energia livre de Gibbs. Observa-se
que esta energia diminui com o aumento da temperatura para todos 0s casos, mas o
processo ndo é entropicamente dirigido para todas as condic¢des estudadas. Veriifca-
se que para algumas condicdes o0 processo é entalpicamente dirigido.

Tabela 1. Valores da energia livre de Gibbs de adsorcdo (A, G kymol) para
diferentes temperaturas.

Na;SO4 25°C 35°C 45°C
0,05 -5356,954 -7565,1502 -9649,7674
0,3 -7066,2840 -7701,6435 -9510,3158
0,6 -7946,4554 -7850,0000 -1173,6780
0,8 -8580,1663 -8890,5990 -7858,2345
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5. CONCLUSOES

Este trabalho avaliou as caracteristicas das ligacdes entre a proteina GMP e
um absorvente hidrofébico. Os resultados mostraram que 0s processos de adsorcao
do GMP na resina Streamline Phenyl s&o dependentes da concentragdo do sal e da

variagdo da temperatura. Os valores de A, H, A, S e A, G apresentados neste

estudo mostram que 0 processo é espontaneo e entalpicamente dirigido.

6. NOMENCLATURA

Simbolo Descricdo

B Constante de equilibrio de adsorcao

C Concentracdo de proteina no equilibrio

Co Concentracdo inicial de proteina

Co Concentracao final de proteina

A H Variagdo da entalpia de adsorgdo

A4S Variacdo da entropia de adsor¢do

A G Variagdo da energia livre de Gibbs

Kq Constante de dissociagédo

q Quantidade de proteina adsorvida

Om Quantidade méaxima de proteina
adsorvida

Qads Energia de adsor¢do

\Y Volume de proteina na alimentagdo

% Volume de resina no processo
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111. ADSORCAO DE INTERACAO HIDROFOBICA DA PROTEINA
GLICOMACROPEPTIDEO (GMP) EM TANQUES AGITADOS

RESUMO

Os dados de equilibrio de adsorcao hidrofobica para a proteina GMP foram obtidos
em um sistema batelada a trés temperaturas, trés velocidades de agitacdo e duas
concentragfes de sal (Na,SO,4), usando-se a resina Streamline Phenyl como
adsorvente. Pode-se observar que com o aumento da temperatura e 0 aumento da
concentracdo de sal ndo houve diferenca nos tempos em que se alcanca o equilibrio
da adsor¢do. O modelo de Langmuir ajustou-se bem as isotermas de adsor¢do de
GMP na resina Streamline Phenyl, e 0 modelo de transferéncia de massa aplicado se

ajusta bem a cinética de adsorcdo de proteina sob as condi¢des estudadas.

1. INTRODUCAO

O glicomacropepitideo (GMP) é um dos peptideos bioativos do soro de
queijo, derivado da caseina e resultante da producdo de queijos pela via da renina
com concentracdo estimada de 1,2 a 1,5 g/L. Este valor corresponde a cerca de 15%
a 25% do total das proteinas presentes no soro de queijo doce (DZIUBA;
MINKIEWICZ, 1996).

Algumas atividades bioldgicas e fisiologicas potenciais relacionadas ao GMP
contribuem para: a) reduzir desordens estomacais ao possibilitar a regulacdo de
respostas imunolégicas, bem como na prevencdo da azia, por levar a diminuicdo da
secrecdo gastrica [(EL-SALAM et al., 1996; IDOTA et al., 1994); b) minorar o risco
de ataques cardiacos ao induzir a inibicio da agregacdo de plaquetas
(WHEYPROTEIN, 2005; EL-SALAN et al., 1996; DZIUBA; MINKIEWICZ, 1996);
c¢) diminuir o apetite ao estimular a liberacdo de colecistoquina, um horménio que

promove a sensacdo de saciedade (YVON et al., 1994); d) inibir a adesdo de
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microrganismos em polimeros, sugerindo o uso do GMP como inibidor de placas
bacterianas e de caries dentarias (NEESER et al., 2000).

Devido as fungdes biologicas, grande atencdo tem sido dada as técnicas de
isolamento e purificagdo do GMP, sendo considerado um ingrediente potencial para
0 desenvolvimento de alimentos funcionais. Como o GMP contendo residuos de
aminoacidos 106-169 ndo contém aminoacidos aromaticos, também pode ser
utilizado em alimentos para o tratamento da fenilcetonuria, pois 0 GMP é uma das
Unicas proteinas naturais livres da fenilalanina (NAKANO; OZIMEK, 1998).

O GMP pode ser isolado por diferentes técnicas, como a de adsorcao
cromatografica usando leito fixo ou expandido fazendo desta uma técnica atrativa
para a separacdo molecular ou macromolecular, e a eliminacdo de contaminantes
indesejaveis.

Para realizar o desenho de processos de separacdo por adsor¢do em solidos
porosos mediante uma técnica determinada, & necessario conhecer a etapa de
transferéncia de massa que determina a velocidade do processo. Portanto, faz-se
necessario determinar os pardmetros cinéticos relacionados com 0s processos de
transporte de massa externa até as particulas adsorventes, e com 0s processos
difusionais e de equilibrio que ocorrem no interior dos poros. Os experimentos
baseados em tanques agitados em batelada permitem o estudo e a determinacgéo
destes parametros de forma simples ja que permitem eliminar o controle da

transferéncia de massa externa.

Neste trabalho, objetivou-se a determinacdo da cinética de adsorcdao do GMP
em resina de interacdo hidrofobica, empregando-se tanques agitados, sob diferentes
condigdes de temperatura, velocidades de agitacdo e concentracdo inicial de GMP,
permitindo a determinacéo dos parametros que descrevem 0 processo.

2. ADSORCAO EM TANQUES AGITADOS

Um sistema de adsorcdo em batelada equipado com um dispositivo de
agitacdo constitui um tanque agitado. O volume total do tanque é V (mL). Neste
tanque, um volume de adsorvente v (mL) pode ser colocado em contato com um

volume de solugdo protéica de concentracdo C, (mg.mL™). A concentracdo de
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proteina na fase liquida diminui com o tempo e, ap6s um periodo de tempo, sera
estabelecido um equilibrio entre a concentracdo de proteina na fase liquida (solucéo
protéica) e na fase sdlida (adsorvente). Para um intervalo de tempo At (min) medido
a partir do tempo t =0, a concentracdo de adsorvato (proteina) no adsorvente pode

ser calculada através de um balanco de massa no tanque, o qual resulta:
\Y
9="(C;~Cy) o

Em que C, (mg.mL™) é a concentracdo de adsorvato em solucéo no final do

intervalo de tempo considerado.

Arves e Liapis (1987) apresentaram um modelo geral para predizer o
comportamento dindmico da adsorcdo em tanques agitados. Este modelo leva em
consideracao a difusdo dentro dos poros da particula e a resisténcia a transferéncia de
massa no filme liquido na superficie da particula. Utilizaram um modelo similar para
a adsorcdo de proteinas com resinas trocadoras de ions. As equag¢bes do modelo
englobam um balanco de massa sobre a particula e um balanco de massa na fase
liquida externa a particula. As seguintes consideracdes basicas foram utilizadas para
a formulagdo do modelo (HORSTMANN; CHASE, 1989):

1. O processo de adsorc¢do é considerado isotérmico.
2. Os adsorventes porosos sdo esféricos e uniformes em relacdo ao tamanho.

3. Existe equilibrio local para cada componente entre a superficie do poro e o liquido

estagnado dentro dos poros.

4.0s coeficientes de difusdo e de transferéncia de massa sdo constantes e

independentes dos efeitos das misturas dos componentes.

Com essas consideracOes, as seguintes equacdes podem ser formuladas a
partir do balango de massa para cada componente nas fases extraparticula e

intraparticula, respectivamente.

Apresentamos as equacOes diferenciais parciais em forma adimensional dos

balancos de massa, com o0s términos adimensionais seguintes:
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Com as seguintes condicdes iniciais e de contorno adimensionalizadas:

7=0=>¢c, =1 4)
7=0=c,; =0 (5)
oc;
r=0=—"> 6
== (6)
oc;
r=1:a—;"= Bi(cbi _Cpi,r=1) (7

As Equagdes (2) e (7) sdo acopladas via C,;r-g, que € a concentragéo do
componente i na fase sélida do adsorvente com base na unidade de volume do solido,
excluindo os poros. Ela esta diretamente associada a isoterma de adsor¢do podendo

ser representada pelo modelo de Langmuir (equacéo 8)

bC (8)
1+bC

q4=0n

As concentragdes Cy e C,; sdo baseadas na unidade de volume da fase

movel.

O coeficiente de transferéncia de massa para o sistema de adsor¢do em
tanques agitados pode ser calculado pela seguinte equacéo:

2D -2/3 A 1/3
kf=—AB+o,31( £ ] (”f‘j ©)
d, PD e P
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O coeficiente de difusdo da proteina livre na solucdo, D4, foi obtido usando-
se a correlagdo de Polson, dada pela equacdo 10, em que D, (m?/s) é uma funcéo da

massa molecular da proteina.

1
D,; =2,74x107°(M,) 3 (10)

O modelo de difusdo do poro para adsor¢do em batelada dado pelas equacdes
(2) e (3) com as condic@es iniciais e de contorno, equacdes (4-7), foi reduzido a um
sistema de equacBes algébricas usando-se 0 método implicito de diferencas finitas
com um passo a frente. Estas equacdes algébricas e diferenciais foram resolvidas
simultaneamente pelo método de Gauss-Seidel (SARAIVA, 2003). O coeficiente de
difusividade no poro D,, foi estimado por ajuste dos dados experimentais para o

modelo de difusdo do poro.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL

O GMP foi adquirido da Davisco Foods International, Inc. (Minnesota,
EUA). O GMP tem uma massa molecular de 7000 Da e ponto isoelétrico (pl) de 4.3.
O solvente foi Streamline Phenyl adquirido de Amersham Biosciences (Uppsala,
Suécia), cuja densidade média de particula € 1,2 g/mL Possui tamanho médio de

particula de 200 g#m , porosidade de 0,60, forma esférica e matriz com ndcleo de

quartzo cristalino. O fosfato de sodio (monobaésico e dibasico) e sulfato de sodio
foram de grau analitico.

Os dados cinéticos de adsorcdo foram determinados empregando-se um
tanque de vidro encamisado (para o controle de temperatura) com capacidade para
300 mL, composto por chicanas para evitar a formacdo de vOrtex e aumentar a
turbuléncia das linhas de corrente de fluido. Utilizou-se um sistema de agitacdo
constituido por um controlador de agitacdo (Servodyne Eletronic Mixer, Modelo
KH-50003-30, Cole-Parmer) e impelido de agitacéo tipo turbina de quatro pas.
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3.2. PROCEDIMENTO

3.2.1 Determinacédo dos dados de equilibrio

Os dados de equilibrio de adsorcdo do GMP foram determinados seguindo a
metodologia para a adsorcdo descrita na literatura (TONG et al., 2003). Assim, para
equilibrar a resina Streamline Phenyl em um tubo de ensaio com 0,1 g do adsorvente,
foram adicionados 1,8 mL de tampéo fosfato (20 mM e pH 7,0) contendo Na,SO, em
concentracdes pré-definidas (0,05; 0,3; 0.6; e 0,8 M). Apds 12 h, a solucdo tampdao
foi separada da resina e, a mesma, foram adicionados 1,8 mL da solucéo protéica nas
concentracfes conhecidas. A faixa de concentracdo da proteina na solucdo variou de
0 a 80 mg/mL. A mistura foi agitada por 12 h (TONG et al., 2003) e mantida a 10°C,
25°C, 35°C e 45°C em uma estufa (DBO Mod.101M\3Eletrolab, Brasil). Em seguida,
as solucdes foram centrifugadas e a concentracdo de proteina do sobrenadante foi
determinada usando-se espectrofotometria (espectrofotémetro Cary 50 Probe Varian,
Austrélia) a 240 nm. A quantidade de proteina adsorvida na resina foi calculada por

um balango de massa.

3.2.2 Determinacao dos dados da cinética de adsorcéo

Mediu-se uma massa de 14,44 g (precisdo +10 mg) de resina semi-Umida.
Adicionou-se 300 mL de solucéo tampéo fosfato (20 mM e pH 7,0) contendo o GMP
e Na,SO, nas concentraces pre-determinadas. Quando a temperatura desejada foi
atingida, a resina foi adicionada ao sistema, iniciando-se a cronometragem do
processo.

Inicialmente, em intervalos de aproximadamente 2 min, coletou-se 5 mL da
solucdo sob agitacdo, usando uma seringa. Realizou-se a filtragdo da amostra
(didmetro de poro 5,0 um; Millex-SV, Syringe Driven Filter Unit, Millipore, Irlanda)
para retencdo da resina. Injetou-se a solucdo na cubeta do espectrofotometro e
determinou-se a concentracdo de GMP por analise espectrofotométrica (Cary 50
Probe, Varian, EUA) no comprimento de onda de 240 nm. Foi utilizada uma curva
analitica para correlacionar a absorbéncia neste comprimento de onda com a
concentracdo de proteina. Por fim, retornou-se com a solucéo e a resina retiradas

anteriormente para o tanque agitado.
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Apo6s 10 min de processo, recolheram-se as aliquotas para a determinacdo da
concentracdo de GMP em intervalos de tempos maiores (5 min) e, no decorrer do
experimento, estes intervalos foram aumentados uma vez que a variacdo da
concentragdo de GMP tornou-se menor. Cada um destes experimentos foi conduzido

por 2 h.

3.2.3 Determinagéo da viscosidade (x)

A viscosidade da fase movel foi determinada em um viscosimetro de tubo
capilar Cannon-Fenske (Schott-Gerate, Hofheim, Alemanha), para as temperaturas
de andlises, de acordo com a norma internacional ISSO/DIS 3105 (Modelos dos
viscosimetros: 513 01/75; 513 10/100; 513 20/200).

Antes de cada analise, o viscosimetro foi equilibrado por 30 min na fase
movel nas temperaturas de analises (288,15 K; 303,15 K; 318,15 K), em um banho
criostatico, com uma precisdo na temperatura de + 0,01 K. Em seguida, a
viscosidade foi medida segundo as normas referidas.

A massa especifica da fase fluida foi determinada utilizando-se o0 método de

picnémetro, empregando-se um picnémetro de 25 mL (Pirex, Brasil).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de adsorcdo foram conduzidos com quatro concentracGes de
sulfato de sddio as seguintes temperaturas: 283,15K; 298,15K; 308,15K e 318,15K.
As representagOes graficas de O (mg de proteina adsorvida/g de resina), versus C,
(concentracdo de proteina na fase liquida, mg proteina/mL) sdo mostradas nas

Figuras 1-4.

55



200

0.05 M Na,SO,
0.3 M Na,S0,
0.6 M Na,SO,
0.8 M Na,SO,

180 A

160 -

S mD> e

140

120 ~

100 ~

80

60

Q(mg proteinal/g resina)

40

20
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Figura 4. Isotermas de GMP a diferentes concentracdes de Na,SO, e
temperatura de 45°C.

A adsorcdo de GMP na resina aumenta com o incremento da concentracao de
sulfato de sddio. Estes resultados sdo consistentes com os encontrados, por Chen et al
57



(2003) e Arakawa (1986), na interacdo de proteina em colunas hidrofébicas de octil-
sepharose e polissacarideo, respectivamente, em solu¢do com sulfato de aménio, e
com os de Ferreira (2005), na interacdo de proteina com resina hidrofobica
Streamline Phenyl em coluna empacotada de leito fixo, em solucdo de fosfato de
sodio.

Algumas consideracfes podem ser feitas visando explicar as fortes interacdes
hidrofobicas em altas concentracdes de sal nos sistemas de interacdo hidrofobica. De
acordo com Lin et al. (2001), a agua ligada as proteinas impede que as mesmas
possam adsorver na superficie do ligante do adsorvente hidrofébico. Porém, na
presenca de sal, a proteina pode ser desidratada devido a influéncia das moléculas de
sal em sua vizinhangca. Assim, as zonas hidrofébicas da proteina podem ser
gradualmente expostas com o incremento da concentracdo de sal, fortalecendo a
interacdo hidrofébica entre a proteina e a superficie adsorvente.

Na Tabela 1, apresentam-se 0s parametros obtidos, coeficiente de dissociacdo
(kd) e capacidade maxima de adsor¢éo (g,,), de acordo com o modelo de isoterma de
Langmuir. As equacdes 11 (R*=0,90) e 12 (R?*=0,80) que correlacionam temperatura
e concentracdo de Na,SO, com o0s parametros g, € kd respectivamente, foram
ajustados com base nos dados experimentais obtidos, empregando-se o procedimento
REG do pacote estatistico SAS.

0, =—27950,6 +182,5T + 260,4C, — 0,2954T 2 —55,7991C2 + 0,0679TC,  (11)

k, = 3055,0 — 21,0450T + 46,5610C, + 0,0363T > — 44,6505C> — 0,0190TC, (12)

Em que 7 é a temperatura em kelvin e C, € a concentracdo molar de Na;SO,.
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Tabela 1. Valores do coeficiente de dissociacdo (kd) e capacidade méaxima de
adsorcao (gm).

T Cc Q
288,15 0,05 75,92
0,30 114,28
0,60 127,85
0,80 230,85
298,15 0,05 88,71
0,30 114,27
0,60 186,44
0,80 333,56
308,15 0,05 266,46
0,30 306,68
0,60 373,13
0,80 446,78
318,15 0,05 218,08
0,30 250,44
0,60 381,46

4.1. CINETICA DE ADSORCAO

A Figura 5 mostra os dados obtidos nos testes de velocidade de agitacéo, e
como a velocidade influencia na adsor¢do da proteina GMP na resina Streanline
Phenyl. Houve uma diferenca marcante entre a taxa de adsor¢cdo do GMP para as
velocidades de rotacéo de 400 rpm, 600 rpm, 800 rpm e 1000 rpm.

Na velocidade de 400 rpm, a adsorcdo foi um pouco mais lenta do que as
outras velocidades testadas, mas a velocidade de 1000 rpm teve a formacdo de
espuma e desnaturacdo da proteina, 0 que acarreta mudancas nas caracteristicas da
fase fluida podendo dificultar a transferéncia de massa; assim, a velocidade de 800
rpm foi selecionada para os experimentos de cinética de adsor¢do em tanques

agitados.
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Figura 5. Dados experimentais obtidos da adsor¢do nos testes de velocidade. C/C, €
a relacdo entre a concentracdo de GMP na fase fluida no tempo (s) e a
concentracéo inicial de GMP na mesma fase C,.

As curvas obtidas por simulagdo confirmam que o modelo de difusdo do poro

ajusta-se corretamente aos dados experimentais. Os dados cinéticos da adsorcdo
hidrofébica de GMP, as condicdes de 318,15 K, 2 mg/mL, 800 mM de Na,SO, e
318,15 K, 1 mg/mL, 800 mM de Na,SO, sdo mostrados nas Figuras 6 e 7,

respectivamente.

C/Co

1,00

0,80 4

0,60 1

0.40 1

0,20 4

0,00

Tempo (s)

Figura 6. Exemplo de modelo ajustado. Condigdes: 318,15 K, 2 mg/mL de GMP e
800 mM de Na,SO,. Dados experimentais (x); Modelo ajustado (-).
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Figura 7. Exemplo de modelo ajustado. Condicdes: 318,15 K, 1 mg/mL de GMP e
800 mM de Na,SO,. Dados experimentais (x); Modelo ajustado (-).

A Figura 8 apresenta os resultados obtidos para a cinética de adsor¢do nas

diferentes condicdes estudadas. Nota-se que a elevagdo da concentracdo de sulfato de

sodio ocasiona um aumento da quantidade de proteina adsorvida, estando assim de

acordo com os dados de Bonomo et al. (2006).
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Figura 8. Dados experimentais obtidos da cinética de adsorcdo do GMP.
Concentracdo de proteina 3 mg/mL, temperatura de 288,1 K e
concentracdo de Na,SO, de 50 e 800 mM

61



Na Figura 9 (A e B) pode ser observado que o aumento da temperatura ndo
tem influéncia na cinética de adsorcao, ja que o tempo no qual se alcanca o equilibrio
cinético é o mesmo. Pode-se falar que a velocidade de transferéncia de matéria é
maior a temperaturas maiores, no entanto, pode-se observar que com o aumento da
temperatura hd um aumento na adsorcdo do GMP na resina Streamline Phenyl. Este
fator pode ser atribuido a viscosidade da solucdo que diminui com o aumento da

temperatura.
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Figura 9. Dados experimentais obtidos da cinética de adsor¢do do GMP em
diferentes temperaturas e concentracdo de GMP de 3 mg/mL. A)
Concentracdo de Na,SO,4 de 800 mM. B) Concentracdo de Na,SO,de 50
mM.
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Na Figura 10 (A e B) pode ser observado que o aumento da concentragédo
inicial ndo influencia na cinética de adsorcao, ja que o tempo no qual se alcanca o
equilibrio cinético € o mesmo. Pode-se dizer que a velocidade de transferéncia de
massa € maior em menores concentragdes iniciais. Observa-se também o aumento da
concentragdo inicial acarreta um decréscimo na adsor¢do do GMP na resina

Streamline Phenyl.
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Figura 10. Dados experimentais obtidos da cinética de adsorcdo do GMP em
diferentes concentraces de proteina a 303,1 K e concentragdo de
Na,SO4. A) 800 mM; B) 50mM.
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Este fator pode ser atribuido ao aumento da viscosidade da solucdo, ja que
altas viscosidades podem levar a aglomeracdo das moléculas de proteina nos poros
das particulas do adsorvente, apresentando dificuldade na difusdo da proteina na
resina. Chang e Chase (1996a), Tong et al. (2003), GARCIA et al. (2006) descrevem
um comportamento similar da cinética de adsor¢do para lysozyme na resina
Streamline DEAE, BSA na resina Streamline SP e albumina, conalbumina e
lysozyme em resina Streamline Phenyl, respectivamente.

Os valores dos parametros D, e k, usados no modelo de transferéncia de
massa sdo mostrados na Tabela 2. Os valores de D, e ks para o estudo da proteina
GMP variam de 1,45x10™ a 1,96x10" m?/s e 4,85x10° a 19,9x10° mis,
respectivamente. Resultados similares nesta mesma faixa foram reportados na
literatura para particulas macroporosas por (WRIGHT e GLASSE, 2001; WRIGHT
et al., 1998; SPIEKER e KLOPPENBURG, 1998). De acordo com GUIOCHON et
al., (1994) e GARCIA et al.,, (2006), a espessura do filme e o coeficiente de
transferéncia de massa sdo determinados pelas condi¢des hidrodindmicas e
dependem do fluxo de liquido ao redor das particulas.

O ndmero de Biot (Bi) € usado em uma resina macroporosa para avaliar o
significado da transferéncia de massa da pelicula contra a resisténcia de transferéncia
de massa intraparticula [20]. O numero de Biot foi calculado pela equacdo 3 e 0s
resultados sdo fornecidos na Tabela 2.

LIS @
Dp

Os valores de Bi para a adsor¢do de GMP foram superiores a 45 na maioria
dos casos estudados, 0 que indica que a curva do uptake esteve dominada pela
resisténcia de transferéncia de massa intraparticula embora as resisténcias massicas
de transferéncia do filme ndo pudessem ser completamente desprezadas na
simulacdo. Para os casos nos quais foram inferiores a 45, a transferéncia de massa foi
dominada pelo filme, possivelmente, devido ao aumento da viscosidade com o
aumento da concentracdo de sal (WRIGTH et al.; 1999; ZHANG; SUN, 2002;
GARCIA et al., 2006).
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Tabela 2. Pardmetros de transferéncia de massa.

'\2‘;12?84 Co (mg/mL) T (K) D, (10Mm2s) ke (10° mis) Bi

50 1,00 288,1 1,70 7,92 46,60
303,1 1,83 8,12 44,40

318,1 1,96 9,32 47,50

2,00 288,1 1,69 5,20 30,80

303,1 181 6,84 37,80

318,1 193 778 40,30

3,00 288,1 1,68 4,85 28,90

303,1 181 5,54 30,61

318,1 1,03 8,07 41,80

800 1,00 288,1 146 12,3 84,20
303,1 156 16,5 105,80

318,1 1,66 19,9 119,90

2,00 288,1 1,46 9,23 63,20

303,1 156 11,9 76,30

318,1 1,66 13,1 78,90

3,00 288,1 145 7.45 51,40

303,1 155 9,48 61,20

318,1 1,65 12 72,70

5. CONCLUSOES

Os dados de equilibrio cinético do GMP em adsorcdo em batelada para
diferentes condicOes de temperatura e concentracdo de sal ndo apresentaram
variacfes nos tempos em que o equilibrio foi alcancado. No entanto, a adsor¢do de
GMP foi afetada pela elevacdo da concentracdo de sal no sistema observando-se que
0 incremento da concentracdo de sal aumentou a adsorcdo da proteina. O modelo de
Langmuir ajustou-se bem as isotermas de adsor¢cdo de GMP na resina Streamline
Phenyl. O modelo de transferéncia de massa aplicado ajustou-se bem a cinética de
adsorcdo da proteina sob as condi¢des usadas.
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6. NOMENCLATURA

Simbolo
Bij

Cbi

Coi

C:

pi

Chi

Descricéo
Numero de Biot de transferéncia de
massa para 0 componente i

Concentracdo do componente i na fase
extraparticula

Concentracdo inicial da fase liquida
Concentracdo do componente i na fase
liquida intraparticula

Concentragdo do componente i na fase
solida da particula

Concentracao adimensional do
componente i na fase liquida

Concentragéo adimensional do
componente i na fase liquida
intraparticula

Concentragéo adimensional do
componente i na fase sélida da particula
Coeficiente difuséo livre no fluido
Coeficiente de difusdo do componente i
Diametro da particula

Aceleragéo da gravidade

Constante na isoterma de Langmuir
Coeficiente de transferéncia de massa
para 0 componente i

Massa molecular da proteina

NUmero de nés em r

Quantidade de proteina adsorvida
Constante da isoterma de Langmuir
(adsorc¢do de proteina maxima)
Coordenada radial para a particula

Raio da particula

Coordenada radial adimensional para a
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Simbolos Gregos

67

particula

Tempo

Volume de liquido no tanque

Volume de adsorvente no tanque
Incremento na direcéo radial
Concentracdo inicial de proteina
Concentracdo final de proteina

Volume de proteina na alimentacdo
(isoterma)

Volume de resina no processo (isoterma)

Porosidade da particula
Tempo adimensional
Incremento de tempo adimensional

Densidade do sélido

Densidade do liquido
Viscosidade do liquido
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IV. ADSORCAO DE GLICOMACROPEPTIDEO (GMP) EM
LEITO EXPANDIDO POR CROMATOGRAFIA DE
INTERACAO HIDROFOBICA

RESUMO

Neste artigo analisou-se a aplicacdo da técnica de cromatografia de leito expandido,
em cromatografia preparativa, para obtencdo das condi¢bes de processo mais
adequadas a separacdo da proteina GMP do soro de queijo. Foram testadas trés
velocidades lineares e trés concentraces iniciais de GMP. Para os dados da curva de
ruptura em adsorcao hidrofébica de GMP usou-se a resina Streamline Phenyl como
adsorvente. A influéncia da concentracdo inicial de proteina e a velocidade linear do
processo foram avaliadas. O aumento da velocidade linear em associacdo com a
elevacdo da concentracdo inicial de proteina diminuiu a eficiéncia da coluna. O
comportamento hidrodindmico no interior da coluna foi aproximado ao de um fluxo
pistonado. O leito apresentou uma boa estabilidade e os resultados foram

comparados em termos de R?.

1. INTRODUCAO

A adsor¢do em leito expandido é uma técnica baseada na fluidizagdo. Embora
utilizada inicialmente na década de 70 como ferramenta para a recuperacdo de
proteinas, os leitos fluidizados ndo despertaram na época muito interesse,
principalmente, pelas dificuldades técnicas existentes como, por exemplo, a
limitag&o das propriedades fisicas das matrizes adsorventes (DASARI et al., 1993). E
notavel, porém, o crescente interesse recente dos pesquisadores CHASE (1994),
CHASE e DRAEGER (1992), CHANG et al. (1993), DASARI et al. (1993), DE
LUCA et al. (1994), McCREATH et al. (1995), FREJ et al. (1994), BATT et al.
(1995), CHANG e CHASE (1996a), FREJ et al. (1999), LEVISON et al. (2000),
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SANTOS et al. (2000), CONRADO (2003) e TONG et al. (2003) pela técnica de
adsorcdo em leito expandido para recuperar e purificar proteinas de solucGes

contendo ou ndo material particulado.

A técnica de adsor¢do em leito expandido (ALE) esta sendo usada em
processos com alimentacéo contendo células (material particulado) rompidas ou néo.
Desde que o leito opere na forma expandida, ndo existe um bloqueio da coluna pelo
material particulado em suspensdo, e esses passardo preferencialmente pelos espacos
vazios de leito.

O conhecimento do comportamento do leito em funcdo das propriedades
fisicas das particulas e do fluido é de fundamental importancia para as operacdes
usando leito expandido. Essa caracterizacdo ocorre, principalmente, medindo-se a
expansao do leito em funcdo da velocidade do fluido, ou observando-se a influéncia
de outros fatores, como a distribuicdo do tamanho das particulas e a viscosidade do
fluido. CHASE e DRAEGER (1992) mencionam que 0 sucesso da purificacdo de
proteinas usando a adsor¢do em leito expandido depende, principalmente, da
habilidade do sistema em produzir um leito com expanséao estavel. Essa condicéo é
fundamental para que se possa realizar um aumento de escala, partindo-se de

resultados obtidos em escala de laboratério.

A cromatografia de interacdo hidrofébica (CIH) é uma técnica muito utilizada
para a separacdo de proteinas, baseada na interacdo reversivel entre as zonas
hidrofébicas da superficie da proteina e o ligante hidrofébico de uma resina
cromatografica (MAHN et al., 2005). A CIH alcanca separacOes rapidas, com
pequenas degradacbes do produto, baixas exigéncias de solventes e niveis de
purificagdo muito bons (QUIERIOZ et al.,, 2001). O mecanismo de interagéo
hidrofdébica entre solutos pode ser estudado por causa da importancia na precipitacao
das proteinas por “salting-out” (CHEN; SUN, 2003). A CIH é fortemente

influenciada pela temperatura, tipo e concentracdo de sal.

A proteina aqui estudada é o glicomacropeptideo (GMP) que é um dos
peptideos bioativos do soro de queijo, derivado da caseina e resultante da producéo
de queijos pela via da renina com concentracdo estimada entre 1,2 a 1,5 g/L. Este
valor corresponde a cerca de 15% a 25% do total das proteinas presentes no soro de
queijo doce (DZIUBA; MINKIEWICZ, 1996).
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No presente trabalho, foram estudadas a hidrodinamica para determinar a
estabilidade do processo de adsor¢do em leito expandido, e também a adsorcdo da
proteina glicomacropeptido (GMP), usando-se uma resina hidrofobica (Streamline
Phenyl). Os experimentos em leito expandido foram conduzidos em diferentes
concentracles de proteinas e vazdo, estudando-se o comportamento da curva de

ruptura do glicomacropeptideo (GMP).

2. ADSORCAO EM LEITO EXPANDIDO

A necessidade de se usar uma solucdo clarificada em um processo
cromatografico ocorre, principalmente, para impedir o bloqueio da coluna pelo
material particulado em um processo tradicional, aumentando, assim, a queda de

presséo na coluna e acarretando interrupg¢ao do processo.

A técnica de adsorcdao em leito expandido (ALE) esta sendo usada com esse
intuito, podendo ser a mesma aplicada em processos com alimenta¢do contendo
material particulado. Desde que o leito opere na forma expandida, ndo existe um
bloqueio da coluna pelo material particulado em suspensdo, e esses passardo

preferencialmente pelos espagos vazios de leito.

A grande vantagem de se usar o leito expandido na estratégia de purificacao é
a diminuicdo do numero de operagBes unitarias usadas no processamento,
principalmente nas etapas iniciais de centrifugacdo e filtracdo (BASCOUL et al.
1993; CARRERE 1993; JAMES 1994; CONRADO 2003). Como consequéncia, 0s
custos na producdo e na obtencdo da proteina de interesse, com elevado grau de

pureza, sao diminuidos.

Para se conhecer o comportamento fluidodinamico do leito expandido devem-
se estudar o regime de escoamento do fluido, o grau de mistura do fluido na coluna e
a possibilidade de existéncia de uma regido estagnada entre o fluido e o adsorvente.
Deve-se ressaltar que a adsorcdo em leito expandido esta baseada no controle da
fluidizagdo estavel, na qual se combinam as propriedades fluidodindmicas do leito
fluidizado com as propriedades cromatograficas do leito fixo (CONRADO et al.,
2000).
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A porosidade do leito pode ser dada em termos do grau de expansédo do leito
(Ho/H) de acordo com a equacdo 1.

s=1-(1-5,) 0 )

Sendo ¢, a porosidade do leito fixo, Ho altura do leito sedimentado e H altura

final do leito apds a expansao.

Segundo Richardson e Zaki (1954), para particulas esféricas rigidas a relacdo

entre a velocidade linear (U) e a velocidade terminal (U;) é dada por:

InU =InU, +nlng 2)

O valor de n é funcdo do nimero de Reynolds terminal (Re;) e da relacdo

entre o diametro da particula (d) e da coluna (D), (equacbes de 3 a 7).

n=4,65+20(d /D) (Re, <0,2) (3)

n=4,40+18(d/ D)Re;*" (0,2,< Re, <1,0) (4)

n=4,40+18(d/ D)Re;** (1,0 < Re, < 200) (5)

n=4,40Re;*" (200 < Re, < 500) (6)

n=2,40 (Re, > 500) )
v,

Re==, (8)

Sendo d é o didmetro da particula, p a densidade do liquido, g, a
viscosidade do liquido e v, a velocidade terminal ou de Stokes apresentada na
seguinte equacao:

2

18y,

Vi = (p—p) (9)
|

Sendo p, a densidade do sélido.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

O GMP foi adquirido da Davisco Foods International Inc. (Minnesota, EUA).
O GMP tem uma massa molecular de 7000 Da e ponto isoelétrico (pl) de 4.3. O
adsorvente foi Streamline Phenyl, adquirido da Amersham Biosciences (Uppsala,
Suecia), cuja densidade média de particula é 1,2 g/mL. Possui tamanho de particula

entre 100 a 300 um, porosidade de 0,60, forma esférica e matriz com nucleo de

quartzo cristalino. Trata-se de um material empregado para a adsor¢do em leito
expandido, uma vez que é resistente a elevados fluxos de liquidos, e que foi
empacotado em uma coluna XK 16/20 com 1,6 cm de diametro da Pharmacia
Biotech. O fosfato de sddio (monobésico e dibasico) e sulfato de sédio foram de

grau analitico.

3.2. EQUIPAMENTO

Foi utilizado um cromatografo Akta (MOD 10X) de Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Sweden) com detector UV fixado a 210 nm. O equipamento foi
controlado usando-se o software Unicorn v.5.01 (Amersham Biosciences). O sistema
de temperatura foi controlado por um banho termostatico (Quimis, precisdo de 0.1
K).

3.3. PROCEDIMENTOS DOS EXPERIMENTOS

3.3.1 Determinagéo das curvas de rupturas

Uma coluna XK 16/20 foi empacotada de Streamline Phenyl e, inicialmente,
equilibrada com 5 volumes de colunas (VC) com tampéo fosfato 20 mM, pH 7,0
contendo sulfato de sédio a uma concentracéo de 0,45 M e temperatura de 27 'C. Em
seguida, a mesma fase mdvel contendo a proteina em diferentes concentracoes (10,0
12,5 e 15,0 mg/mL), foi bombeada para a coluna em diferentes vazdes (30, 60, 90
mL/min) até a obtencdo das curvas de rupturas, sendo que a absorbancia foi

registrada na faixa de UV (210 nm).
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Apo6s a obtencdo da curva de ruptura, foi realizada a limpeza do leito,
trocando-se a fase movel por outra isenta de proteina. Posteriormente, o escoamento
foi interrompido pela sedimentacdo do leito. O fluxo pela coluna foi invertido e a
eluicdo de proteina foi efetuada usando-se na fase movel tampéo fosfato a 20 mM e
pH 7,0. Os experimentos foram realizados com repeticfes, seguindo um
planejamento fatorial do tipo 3 x 3. No final de cada experimento, a coluna foi

regenerada com 25 VC de tampdo fosfato 20 mM, pH 7,0.

3.3.2 Distribuicao do tempo de residéncia (DTR)

Determinacgdes experimentais de DTR para o leito expandido foram levadas a
cabo para se determinar o coeficiente de dispersdo axial (D) do liquido para
diferentes fluxos usados neste trabalho. Acetona a 1% (v/v) em tampéo fosfato 20
mM, pH 7,0 a 25 °C, foi utilizada como tragador, usando-se a técnica frontal com
sinal negativo para se obter o nimero de pratos tedricos (N). A DTR foi determinada
pela metodologia proposta por Dos Santos et al., (2002), os quais relacionam o
namero de pratos tedricos da coluna (N) com a distribuicdo do tempo de residéncia.
O procedimento para determinar o DTR € descrito a seguir:

O tampao fosfato 20 mM e pH 7,0 foi bombeado pelo leito até a obtencao de
uma resposta estavel. O pistdo mdvel da coluna foi movido até a superficie do leito e
0 escoamento permaneceu até a estabilizacdo da medida do detector. Em seguida, a
fase mével contendo o tampéao fosfato e 1% (v/v) de acetona foi escoada pela coluna
até a estabilizacdo da leitura da absorbancia maxima (etapa do sinal positivo).

Neste instante, trocou-se a fase movel por uma isenta de acetona e
estabeleceu-se este como tempo zero. O escoamento foi mantido até que verificou-se
0 registro da absorbancia como zero. Definiu-se, entdo, o tempo de residéncia médio
como o tempo gasto para que a absorbancia fosse igual a 50% de seu valor maximo.
O desvio padrdo € dado como a metade do intervalo de tempo entre os valores
relativos a 15,85% e 84,15% da absorbancia maxima. O nimero de pratos tedricos

(N) é determinado pela técnica de sinal negativa por:

t2 (10)

Sendo ¢ é 0 desvio padréo e t é o tempo de residéncia na coluna.
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A relacdo entre o coeficiente de dispersdo do liquido (D,.;) e N é:
D, = (UH)/(2N¢) (11)

Sendo U ¢ a velocidade superficial, H é a altura do leito expandido, e ¢ é a

porosidade do leito, dado pela equacéo (1).
3.3.3 Determinagéo da viscosidade (x)

A viscosidade da fase movel foi determinada em um viscosimetro de tubo
capilar Cannon-Fenske (Schott-Gerate, Hofheim, Alemanha) para as temperaturas de
analises, de acordo com a norma internacional ISSO/DIS 3105 (Modelos dos
viscosimetros: 513 01/75; 513 10/100; 513 20/200).

Antes de cada analise, o viscosimetro foi equilibrado por 30 minutos, na fase
movel, nas temperaturas de analises (288,15 K; 303,15 K e 318,15 K), em um banho
criostatico com uma precisao na temperatura de + 0,01 K. Em seguida, a viscosidade
foi medida, segundo as normas referidas.

As massas especificas da fase fluida foi determinada utilizando-se 0 método
de picndmetro, empregando-se um picndmetro de 25 mL (Pirex, Brasil).

4. RESULTADOS E DISCUSAO

Em todos os experimentos realizados, os leitos apresentaram, visualmente,
uma boa estabilidade, sem que nenhum movimento caracteristico de turbilhdes fosse
observado. Ha uma relacdo linear entre o fator de expansao do leito e a velocidade
(R?>>0,98) para as duas curvas, (ver Figura 1). Esse comportamento indica que na
faixa de velocidade estudada a fluidizag&o do leito é estavel. Os experimentos foram
realizados com agua purificada (Milli-Q) e tampéo.
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Figura 1. Expansao de leito (Streamline fenhyl) em funcéo da velocidade.

4.1 ANALISES DA DISTRIBUICAO DO TEMPO DE RESIDENCIA (DTR)

A técnica de estimulo e resposta foi usada na analise da distribuicdo do tempo
de residéncia para determinar o parametro D,,; que caracteriza o tipo de escoamento
predominante na coluna (mistura ou empistonado). A acetona foi o tracador
empregado na coluna XK 16/20 contendo o leito de resina hidrofobica expandida
com tampéo.Observa-se na Figura 2, uma variacdo nos valores do coeficiente de
dispersdo axial ao mudar a velocidade da fase mével, tendo-se uma aproximacao a
uma linha reta (R?=0,989) que caracteriza o tipo de escoamento empistonado. Assim,
0 tipo de escoamento na coluna foi o empistonado e os valores de D,,; encontrados
estdo dentro do previsto na literatura para leito expandido.

Batt et al. (1995) encontraram valores de D,,; para uma série de experimentos
realizados com resinas Streamline iguais a 1,86 x 10° m?.s™, usando velocidades de
135 cm.h™ e altura de leito sedimentado de 8,6 cm. THOMMES et al. (1996)
encontraram valores de D,,; na faixa de 6 x 10° a 9 x 10® m%s™ em coluna com

altura de leito de 6,0 cm e velocidades lineares que variaram de 375 a 200 cm.h™.,
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TONG et al. (2003) pesquisaram o comportamento de dispersdo axial da fase
liquida (D.;) em leito expandido com resina Streamline DEAE em fungéo da vazéo,
e constataram que o valor de D.,; no leito aumentou com o incremento da vazao,
apresentando valores de D,,; entre 2,2 x 10° e 1,1 x 10> m%s™ para velocidades do
liquido de 60 a 470 cm.h™.

3,5e-6

3,0e-6 A

2,5e-6 A

2,0e-6 A

D, (cm?/s)

1,5e-6 A

1,0e-6

5,0e-7 A

0,0 T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

velocidade Linear (cm/min)

Figura 2. Coeficiente de dispersdo axial em funcdo da velocidade linear.

4.2 DETERMINACOES DOS PARAMETROS DE RICHARDSON E ZAKI

Para se determinar os parametros de Richardson e Zaki tem que se fazer uma
regressao linear da relagdo do logaritmo natural da velocidade linear pelo logaritmo
natural da porosidade do leito expandido. O pardmetro n estd relacionado com o
regime de fluxo do processo e U, com a velocidade terminal de equilibrio da equacéo

(2).
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Figura 3. Linearizacdo dos dados obtidos para velocidades lineares versus porosidade,
objetivando a obtencdo dos pardmetros de Richardson e Zaki.

A Tabela 1 mostra os valores calculados de U e & o0s resultados

experimentais.
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Tabela 1. Valores da porosidade e velocidade linear experimental

Agua Tampéo
& U & U
0,58 2,74 0,58 2,74
0,59 2,99 0,59 2,99
0,60 3,23 0,60 3,23
0,61 3,48 0,61 3,48
0,61 3,73 0,61 3,73
0,62 3,98 0,62 3,98
0,63 4,23 0,63 4,23
0,64 4,48 0,64 4,48
0,64 4,73 0,64 4,73
0,65 4,98 0,65 4,98
0,66 5,22 0,66 5,22
0,67 5,47 0,66 5,47
0,67 5,72 0,67 5,72
0,68 5,97 0,68 5,97
0,69 6,22 0,69 6,22
0,70 6,47 0,69 6,47
0,70 6,72 0,70 6,72
0,72 6,97 0,71 6,97
0,72 7,21 0,71 7,21
0,73 7,46 0,72 7,46
0,74 7,71 0,73 7,71
0,74 7,96 0,74 7,96

A Tabela 2 mostra os parametros de Richardson e Zaki calculados neste
trabalho. Os valores de n e U; foram obtidos, através dos dados experimentais,
aplicando-se a equacdo (2). O valor de n foi obtido através da equacdo (4) levando-
se em consideracdo o Reynolds terminal (Res) obtido com o valor da velocidade

terminal v,, calculado com as equacdes (8) e (9).

Tabela 2. Pardmetros de Richardson e Zaki para a expansdo da resina Streamline
Phenyl obtidos com a solucdo tampao fosfato 20 mM, pH 7,0 e &gua MQ,

T=25°C.
n Ut R2 Nts Vis Rets d M
(cm/min) (cm/min) (um)
4,5 33,2 0,99 4,6 16,3 0,6 200 0,96
4,8 384 0,99 4.4 29,8 1,1 200 0,89

Segundo Richardson e Zaki (1954), para 0,2<Re<500, o fluxo é laminar

quando os valores de n variam de 4,65 a 2,39. Jottran (1954) encontrou dados para n
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igual a 5,6 e, para Reynolds terminal, na faixa de 0,004 a 0,7 para particulas de

didmetro entre 20 e 130 um fluidizadas com &gua. Essa faixa de Rei € bem menor

do que a considerada por Richardson e Zaki, no entanto, o autor supde que o fluxo é
laminar.

THEODOSSIOU et al. (2002) comparam valores de n experimental, obtidos
para prototipos de adsorventes desenvolvidos em laboratério (até entdo néo
comerciais), com alta densidade, e didametro de particula pequena (em torno de 24 a

45,5 gm ) com o adsorvente comercial da linha Streamline (com diametro de
particula entre 70 a 260 um). O valor de n experimental, obtido para o adsorvente

ndo comercial variou entre 5,02 e 5,81; para valores de Re, entre 0,066 e 0,080. O
valor de n experimental, obtido para o adsorvente da linha Streamline foi de 6,55 e
0 Reynolds terminal foi de 0,76. No entanto, apesar dos altos valores de n, esses
autores consideram que o regime de fluxo é laminar.

Conrado (2003) encontrou valores para n igual a 4,9 e, para Reynolds
terminal, de 0,70 , para o adsorvente Streamline fenil os quais estdo dentro da faixa
prevista por Richardson e Zaki (1954), considerando fluxo laminar. Observa-se na
tabela 1 que os valores de ny sdo proximos e estdo dentro da faixa prevista por
Richardson e Zaki (1954), Jottran (1954), Theodossiou et al., (2002) e Conrado
(2003).

Desta forma, pode-se assegurar que na faixa de velocidade linear estudada,
neste trabalho, o fluxo foi laminar quando o leito € fluidizado com a solugdo tampéo
de fosfato de 20 mM e agua Milli-Q. O valor encontrado para U, € menor do que o
estabelecido pela equacdo de Stokes (v;), indicando gque a velocidade de equilibrio

ndo foi ultrapassada, ou seja, o leito possui uma fluidizacdo estavel.

4.3 ANALISES DAS CURVAS DE RUPTURA

Os ensaios de adsorcdo no leito expandido com a resina foram realizados em
condigcdes experimentais, de modo que a influéncia do grau de expansdo, a
concentracdo inicial de proteina alimentada a coluna e a interacdo entre ambas

pudessem ser evidenciadas sobre a eficiéncia da coluna. Portanto, neste trabalho, a
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eficiéncia é o principal fator em que se baseiam as analises comparativas entre as
varias condi¢des operacionais usadas para a obtencdo das curvas de rupturas.

A Tabela 4 apresenta as condi¢Ges de concentracdo inicial da proteina e vazao
em que foram obtidas as curvas de rupturas e 0s respectivos valores de eficiéncia da
coluna (E; definida pela equacéo 12) de leito expandido em adsorver a proteina
GMP.

12

E, = Nassret x 100 (12)
mads.apli.

Sendo M,y . & M . € @ quantidade de adsorbato retido e aplicado no

leito respectivamente.

A temperatura e a concentracdo de sulfato de s6dio usadas no processo de
adsorcdo em leito expandido foram de 300 K e 0,45 M, respectivamente,
empregando o programa SAS (Statistical Analysis System-SAS Institute Inc. North

Carolina, USA) com os dados de adsor¢do em tanques agitados.

Tabela 3. CondicGes operacionais das curvas de rupturas e os valores da eficiéncia

da coluna.

Ensaios CyProteina(mg/mL) Vazado (mL/min) Ef (%)
1 10,16234 1 19,21
2 12,92925 1 17,2
3 13,42178 1 17,85
4 15,40487 1 15,03
5 16,45991 1 16,06
6 11,29324 1 11,02
7 11,15894 2 16,02
8 11,2044 2 16,08
9 12,93278 2 14,12
10 13,41116 2 13,67
11 11,13404 3 14,15
12 12,53734 3 13,24
13 12,8805 3 13,59
14 15,42571 3 11,63
15 17,35495 3 13,08
16 16,28302 3 12,27
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A eficiéncia da coluna de adsorcdo é definida como o quociente da

quantidade de adsorbato retido no leito, e a quantidade de adsorbato aplicado, vezes

cem.
A Figura 4 (A e B) apresenta as curvas de ruptura nas condicGes de
concentragdo constante e variando a vazéo de alimentagéo, enquanto a Figura 5 (A e
B) apresenta as curvas de ruptura nas condigdes de vazdo constante e diferentes

concentragoes.
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Dados os valores da Tabela 3 e observando-se as Figuras 4 e 5, verifica-se
que o aumento da expansdo do leito e da concentracdo de alimentacdo diminui a
eficiéncia da coluna de adsorcdo. Os demais graficos da curvas de rupturas séo
relacionados no apéndice.

Tong et al. (2003) estudaram a adsor¢do da proteina albumina de soro bovino
(BSA) em leito expandido na resina Streamline DEAE, sob varias condi¢cfes de
operacdes, tais como diferentes concentracBes de alimentacdo e vazdo de
alimentacdo, obtendo comportamentos similares aos encontrados neste trabalho.
Kalil (2000) estudou a adsorcdo de inulinase em cromatografia de troca ionica, e
concluiu que o aumento da expansdo do leito diminui a massa adsorvida dessa
enzima na coluna Streamline SP-25. Tong et al. (2002), Finette et al. (1998), Mullick
et al. (1998), e Thommes et al. (1995) estudaram as curvas de rupturas obtidas
experimentalmente, mantendo-se constante a temperatura e analisando-se,
principalmente, o efeito da variacdo da velocidade linear sobre a capacidade
dindmica da coluna de leito expandido, verificando que o aumento da velocidade
linear diminui a capacidade dindmica de adsorcdo das proteinas.

Veredas (2000) estudou a purificacdo da Alfa-Lactalbumina a partir do soro
de leite em leito expandido de resinas (Streamline Phenyl) e obteve recuperacdo de
até 16,26 %. Conrado (2003) estudou a influéncia da temperatura e grau de expansao
sobre a recuperacdo e purificacdo da Alfa-Lactoalbumina a partir do soro de leite
bovino em leito expandido de resina hidrofébica (Streamline phenyl), encontrando
rendimento de até 9,35 %. O rendimento do processo de recuperacdo de GMP neste
trabalho foi de até 19,21 %, o que pode ser considerado baixo. Estes valores foram
conseguidos com a saturagdo da resina C/Cy préximo a 1, durante a obtencdo das
curvas de ruptura, o que levou a uma perda consideravel de GMP nas etapas de
adsorcdo e lavagem. Na prética industrial, o rendimento do processo é calculado na
condicdo C/Cy inferior a 0,1; com isto, é possivel obter um melhor rendimento na
recuperacdo das proteinas (CHASE, 1984a).

Um modelo polinomial (equacdo 13) foi usado para ajustar os dados de

eficiéncia Es em funcéo de QO e C,.

Ef = 47,1227 -5,9792Q — 3,2164C,, + 0,7244Q% + 0,0942C? +0,0828QC, (13)

Sendo Q a vazdo de alimentacdo e Cpa concentracao inicial de proteina.
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A Figura 6 apresenta 0s pontos experimentais em boa concordancia com os
pontos previstos pelo modelo, indicando um bom ajuste do modelo com os dados

experimentais (R?=0,94).
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Figura 6. Valores observados versus valores preditos para a eficiéncia da coluna.

5. CONCLUSOES

Os resultados encontrados mostram que o aumento da velocidade linear e,
consequientemente, o0 grau de expansdo associado ao aumento da concentracao
diminuem a eficiéncia da coluna para adsorver a proteina de GMP, imprimindo uma
fluidodinamica estavel, sob o ponto de vista do leito expandido, com coeficiente de
dispersdo axial dentro dos valores encontrados na literatura, indicando um
comportamento ideal da coluna devido ao baixo grau de mistura.

A eficiéncia do processo de adsor¢cdo de GMP com a resina hidrofobica
apresenta-se baixa na condi¢do de saturacdo do leito, uma vez que nesta condicdo ha
perdas elevadas de proteinas na etapa de adsorcdo e lavagem. Podem-se encontrar
melhores resultados para o rendimento quando a concentracdao de saida na curva de

ruptura atinge no maximo 10 % da concentracdo inicial.
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6. NOMENCLATURA

Simbolo
d

D

Doaxi

Es
Mags. ret,

mads.apli.

Descricéo

Diametro da particula

Diametro de coluna

Coeficiente de dispersdo axial da fase
liquida

Eficiéncia da coluna

Massa de proteina retinida

Massa de proteina alimentada a processo
Vazdo de alimentagéo

Concentracdo inicial de proteina
NUmero de pratos teéricos

Numero de Reynolds

Velocidade superficial do liquido
Velocidade de equilibrio

Velocidade terminal

Densidade do solido

Densidade do liquido
Porosidade do leito
Porosidade de leito fixo

Viscosidade do liquido

Desvio padréo
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos por meio do estudo da adsor¢do de GMP com
uma resina de interacdo hidrofobica (Streamline Phenyl) foi possivel observar que
este processo é dependente da concentracdo de sal e 0 processo é espontaneo e
entropicamente dirigido.

Na cromatografia liquida usada para separar o0 GMP pela técnica de leito
expandido mostrou que o aumento da velocidade linear e 0 aumento da concentracéo
inicial de proteina diminuem a eficiéncia da coluna.

As condicOes estudadas neste trabalho apresentaram uma boa estabilidade do
leito, obtendo valores de coeficiente de difusdo axial que concordam com os dados
da literatura.

Observa-se uma variacdo por meio de cinética de adsorcdo, a qual consiste
gue, com o0 aumento da temperatura e da concentracdo de sal, tem-se um aumento da
adsorcgdo. Observa-se, também, um aumento na difusdo intraparticula.

O coeficiente de transferéncia de massa diminuiu com o0 aumento da
concentracédo de sal; no entanto, aumentou com o0 aumento da temperatura. O modelo
de transferéncia de massa, se aplicado, ajusta-se bem a cinética de adsorcdo da

proteina.
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