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RESUMO

ROJAS, Edwin Elard Garcia, M.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2001. Separagao e purificagcao de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina pela
cromatografia por exclusao molecular apés a extragdo com sistemas
aquosos bifasicos. Orientadora: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Co-orientador:

Javier Telis Romero. Conselheiro: Luis Antonio Minin.

Neste trabalho, foi utilizada a cromatografia por exclusdo molecular (CEM)
para purificacdo das proteinas do soro de queijo a-lactoalbumina (a-la) e [-
lactoglobulina (3-lg) presentes, respectivamente, nas fases polimérica e salina de
sistemas aquosos bifasicos (SAB), compostos por polietilenoglicol (PEG), agua e
fosfato de potassio (FFP).

As viscosidades das fases foram o parametro empregado para selecionar a
concentracado de soro de queijo a ser adicionada aos SAB. Usando os dados de
viscosidade, foi escolhido para estudo o SAB composto por 18% PEG 1500 + 18%
FFP + 10% de soro de queijo + 54% agua, (%peso/peso).

Partindo deste sistema, foram determinadas as melhores condigcbes
operacionais para a CEM: 4,0 mL/min de vazado e 0,5 mL de volume de amostra
para a fase polimérica e 2,0 mL/min de vazdo e 0,5 mL de volume de amostra
para a fse salina. Nestas condi¢des, a resolugdo, a produtividade e o grau de
purificacdo foram, respetivamente, de 1,53, 0,43 mg.(mL.h)" e 99,7% para a fase
salina e de 1,29, 0,31 mg.(mL.h)" e 99,6% para a fase polimérica. A
resina que melhor se adequou ao processo de separagao foi a Shepadex G-25®

médio (50-150) pm. Na modelagem do processo cromatografico, foi empregado



um modelo matematico cosiderando disperséo axial na coluna e difusdo radial em
cada particula. Foram calculados os parametros de transferéncia de massa por
meio de regressao nao linear, utilizando o método de programagao quadratica
sucessiva. A modelagem levou a resultados satisfatorios descrevendo,

adequadamente, o processo cromatografico de exclusdo molecular.



ABSTRACT

ROJAS, Edwin Elard Garcia, M.S., Universidade Federal de Vigosa, August 2001.
Separation and purification of a-lactalbumin and pB-lactoglobulin using size
exclusion chromatography after aqueous two-phase systems extraction.

Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Co-adviser: Javier Telis Romero.

Committee member: Luis Antonio Minin.

Size exclusion chromatography (SEC) was used in this work to purify the
cheese whey proteins a-lactalbumin (a-la) and [-lactoglobulin (B-lg) present,
respectively, in the polymeric and saline phases of aqueous two phase systems
(ATPS), composed by polyethyleneglycol (PEG), water and potassium phosphate
(FFP). The phase viscosities where the parameters applied to choose whey
proteins concentration to be added into the ATPS. It was selected the ATPS
formed by 18% (w/w) PEG 1500 + 18% (w/w) FFP + 10% (w/w) of cheese whey +
54% water.

Based on this system, the best operational conditions for SEC were 4,0
mL/min of flow rate and 0,5 mL of sample volume for the polymeric phase and 2,0
mL/min of flow rate and 0,5 mL of sample volume for the saline phase. Under
these conditions, resolution, productivity and purification degree were, respectively,
of 1.53, 0.43 mg.(mL.h)" and 99.7% for the saline phase and 1.29, 0.31 mg.(mL.h)"



' and 99.6% for the polymeric phase. The resin that best fit the purification process
was ShepadexG-25® medium (50-15001 um).

A mathematical model with axial dispersion in the column and radial
diffusion in each particle was used to model the chromatographic process. Mass
transfer parameters were calculated by means of non-linear regression, using the
successive quadratic programming method. The process was successful describe

by the model

1. INTRODUGCAO

O soro de queijo € um subproduto da industria de laticinios e contém,
aproximadamente, 20 % da composigdo protéica original do leite. S&o
comercializados no mercado derivados de leite processados, tal como o soro de
leite em pod, com diferentes graus de concentracdo de proteinas do soro, o que
aumenta o valor agregado desse subproduto. Embora usado como ingrediente
alimenticio, o soro apresenta ainda um grande potencial para outras aplicagdes.
As proteinas do soro de queijo possuem elevado valor funcional e nutricional;
podem ser empregadas como espumantes, emulsificantes e possuem capacidade
para substituir outros compostos mais dispendiosos como, por exemplo, a
ovoalbumina nos produtos carneos, nos de panificacdo e na fortificagcdo de
cereais. A [-lactoglobulina (B-lg) e a a-lactoalbumina (a-la) s&o as proteinas
presentes em maior quantidade no soro de queijo, (2 a 4) g/L e (1 a 1,5) g/L,
respectivamente (MORR e HA, 1993).



No ano 2000, a produgdo mundial de soro de queijo e de suas proteinas
foram estimadas em torno de 90 x 10° L e 540 x 10° kg, respectivamente
(MCINTOSHI et al., 1998). Devido ao alto valor agregado e avasta aplicabilidade
das proteinas do soro de queijo tanto em quantidade como em qualidade, justifica-
se o0 desenvolvimento de processos de separacdo e purificacdo dessas
biomoléculas.

Na separacao de produtos biolégicos, podem ser utilizados, entre outros, os
métodos cromatograficos tendo em vista sua elevada eficiéncia de separagéo.
Destes, destaca-se a cromatografia por exclusdo molecular (CEM).

Esta técnica é empregada para o isolamento de macromoléculas desde
1959 (IRVINE, 1997), e tem por fundamento o tamanho molecular das mesmas
(GARCIA et al., 2000). Assim, compostos com massas moleculares diferentes sao
separados em tempos de retencdo diferentes. E uma metodologia de facil
execucao empregada para a determinagao da massa molecular de substancias,
para o fracionamento de compostos e para a separagdo de grupos de misturas
multicomponentes como, os sais e as proteinas (NIELSEN, 1998 ; IRVINE, 1997).

Neste trabalho, foi utilizada a CEM para purificar as proteinas a-la e [B-lg
presentes, respectivamente, nas fases polimérica e salina de sistemas aquosos
bifasicos (SAB) compostos por polietilenoglicol (PEG) + agua + fosfato de potassio
(FFP). Os SAB foram empregados no pré-tratamento do processo de purificagao
das proteinas do soro de queijo via extragc&o liquido-liquido, visando separa-las e
concentra-las, inicialmente, em fases distintas.

Os SAB resultam da incompatibilidade, em solugdo, de dois polimeros
como, por exemplo, o PEG e a dextrana ou entre um polimero e um sal tal como o
PEG e o fosfato de potassio (COIMBRA , 1995).

Na CEM, sao excluidas as moléculas maiores do que os volumes dos poros
da particula do gel a ser usado no processo de purificagdo. Para a separagao de
proteinas das fases polimérica e salina dos SAB, os compostos de menor massa
molecular presentes, como o sal (FFP) e o PEG, penetram no interior dos poros
das particulas produzindo um retardamento no tempo de retencdo dos mesmos

em relacao ao tempo de retengao das proteinas.



Para o estudo do emprego da CEM na purificagcado de a-la e 3-lg das fases
dos SAB foram avaliados neste trabalho:

A influéncia de diferentes concentragbes de soro de queijo sobre as
viscosidades das fases salina e polimérica de sistemas aquosos bifasicos
compostos por 18% (p/p) polietilenoglicol 1500 + 18% (p/p) fosfato de potassio
+ 64% (p/p) agua.

* As condi¢gdes operacionais 6timas da cromatografia por exclusdo molecular
para a purificagdo das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina das fases
dos sistemas aquosos analisados.

» O grau de purificacdo das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina obtidas
por cromatografia por exclusdo molecular

* A modelagem e a analise matematica do processo de separagcao das proteinas

das fases, usando CEM.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas do soro de queijo

O conteudo de proteinas no soro de queijo € de (6 a 9) g/L, o que
representa um grande potencial disponivel (WIT, 1998). A tabela 2.1 mostra a
concentracao média das proteinas presentes no soro de queijo in natura, onde
pode-se observar que a a-lactoalbumina (a-la) e a B-lactoglobulina (3-lg) possuem

maior concentracio.

Tabela 2.1- Concentragao das proteinas no soro de queijo

Proteina Concentragao (g/L) % da proteina total do leite
[3-lactoglobulina 2,0-40 9
o -lactoalbumina 1,0-1,5 4
Protease — peptonas 06-18 4
Albumina do soro 0,1-04 1
Imunoglobulinas 0,6-1,0 2

Fonte: Fennema, 1993

A a-la € uma molécula constituida por 123 residuos de aminoacidos. O
triptofano € o aminoacido mais abundante nesta proteina. A massa molecular
estimada da o-la é de 14,2 kDa. O ponto isoelétrico é de 5,1, sendo facilmente
desnaturada em pH 6,7 a 65,2 °C. E encontrada no soro de queijo, com uma

concentracdo média aproximada de 1,5 g/L. Exibe uma sequéncia homologa ada



lisozima, além de ser parte da enzima galactosil transferase, tomando parte na
biossintese da lactose (CAYOT e LORIENT, 1997; MORR e HA, 1993).

A B-lg, é encontrada no soro de queijo, com uma concentracao que varia de
(2 a 4) g/L. E constituida por 162 residuos de amino&cidos; massa molecular de
aproximadamente 18,3 kDa, ponto isoelétrico de 5,3; é termolabil e apresenta
mudancgas conformacionais reversiveis a temperaturas inferiores a 70 °C.
Temperaturas elevadas podem provocar a desnaturagdo e a polimerizacéo
irreversivel desta proteina, que € considerada um o6timo agente de gelatinizagao
(MORR e HA, 1993).

2.1.1. Propriedades funcionais e nutricionais das proteinas do soro de queijo

O soro de queijo tem a vantagem de ser uma fonte de proteinas de baixo
custo além de nao necessitar de pré-tratamento para o seu processamento em
larga escala. Uma maneira de reutilizar as proteinas de soro para o consumo
humano é emprega-las em formulag¢des alimenticias (WIT, 1998).

Uma area de interesse dentro desse segmento relaciona-se com a
alimentacao infantil e de pacientes que necessitam da administracdo de alimentos
por via enteral. Como o soro de queijo é praticamente o leite bovino de onde foi
retirada a fracdo de caseina, ele é qualificado para o emprego na formulagcéo de
alimentos infantis em substituicdo ao leite materno. Entretanto, deve-se considerar
que o uso direto do soro em leites infantis, eleva o conteudo de [-lg quando
comparado ao leite materno. Este ultimo apresenta somente residuos de [-lg,
considerada o maior componente alergénico do leite bovino (MAKINEN-KILJUNEN
e PALOUSUO, 1992).

A caracteristica alergénica da B-lg deve-se asua estrutura compacta e ao
empilhamento de nove “folhas” em conformagdo 3. As duas pontes dissulfeto a
tornam resistente a protedlise completa pelas enzimas digestivas, vindo dai, em
parte, sua condigéo alergénica (CAYOT e LORIENT, 1997).

A separacao de [(-lg do soro produzira, entdo, uma fragdo pobre em [(3-lg,

mas com elevadas propriedades quimicas, fisicas e nutricionais devido apresenca



das outras proteinas que compdem o soro (CHIANCONE e GATTONI, 1993 ;
SMITHERS et al., 1996).

As proteinas a-la, B-lg, lactoferrina, lactoperoxidase, immunoglobulinas e
glicomacropeptidios provocam em grande quantidade, efeitos bioldgicos
observados em estudos feitos em animais e em humanos, além de apresentarem
atividades anti-carcinogénicas e de influenciarem nas atividades digestivas
(MCINTOSHI et al.,, 1998). Algumas propriedades destas proteinas podem ser
observadas na tabela 2.2

Tabela 2.2 - Fungao Bioldgica das Proteinas do soro de queijo

Proteina Funcao Biologica

Proteinas do soro em geral Anti-carcinogénicas
Aumento da resisténcia do sistema
imunolégico
Aumento da longevidade do organismo
Hipocolesterolémica

[-lactoglobulina Digestiva

Suplemento alimenticio

o-lactoalbumina Anti-carcinogénica

Regula o sonho e a vigilia

Lactoferrina Antimicrobiana
Regulador de transporte de metais
Aumento da resisténcia do sistema
imunolégico
Antiinflamatério

Anti-carcinogénica

Lactoperoxidase Antimicrobiana
Fonte: MCINTOSHI et al., 1998 ; GRASELLI et al., 1997

2.2. A Cromatografia como processo de separagao



A cromatografia €& um método fisico-quimico de separagdao dos
componentes de uma mistura. E realizada pela distribuicido dos compostos entre
duas fases que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria
enquanto a outra move-se através da fase estacionaria. Durante a passagem da
fase movel pela estacionaria, os componentes da mistura sdo distribuidos entre
ambas, de tal forma que cada um deles ¢é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migragcdes diferenciais destes componentes
(COLLINS et al., 1997). Em um processo de purificagdo de biocompostos podem
ser empregados diferentes técnicas cromatograficas que sdo fundamentadas nas
varias formas de interacdo que podem ocorrer entre o componente e a fase
estacionaria.

A cromatografia pode ser aplicada em nivel analitico ou preparativo.
Segundo PEREIRA (1999), o principal objetivo da cromatografia analitica é a
obtencdo de uma elevada resolugao na separacao dos solutos durante o tempo de
retengdo. Amostras diluidas sdo aplicadas em pequenos volumes, (1 a 5)% do
volume total da coluna, para minimizar interacbes entre cada componente do
sistema cromatografico. Por outro lado, o foco da separacdo em escala
preparativa (comercial) ndo € somente a resolugdo, mas também o custo global do
processo. Neste caso, o método basico para elevar a produtividade € a
maximizagdo do uso da coluna por meio do aumento do volume de injegdo da
mistura a ser separada.

A cromatografia liquida preparativa, em grande escala, € uma técnica
importante para isolar e purificar mistura de biomoléculas como as proteinas, os
peptidios, os aminoacidos, as enzimas, entre outras (ASENJO, 1990; FALLOW,
1993).

A Tabela 2.3 apresenta algumas operag¢des cromatograficas usadas na
purificagao de proteinas. Dentre essas técnicas, podem ser citadas a troca ibnica,
a interacao hidrofébica e a exclusdo molecular.

Na pratica, usa-se a cromatografia por exclusdo molecular na etapa final do
processo de purificagdo visando: a) mudar a fase mével por outra que possa ser

volatilizada durante uma etapa posterior de liofilizagdo ou de concentracdo, e b)



remover as moléculas contaminantes de baixa massa molecular como os sais, o

polipropileno, os detergentes nao idnicos, entre outros (FALLOW, 1993).

A aplicagdo mais conhecida da CEM, no processo de purificagdao de

solugdes protéicas, € a dessalinizacdo, o que ocorre em condi¢des onde ndo ha

desnaturagao das proteinas.

Tabela 2.3 - Operagdes cromatograficas usadas na purificagao de proteinas

Tamanho molecular

Exclusdo molecular

baixa capacidade

Propriedades fisico- | Operagao Caracteristicas Usos
quimicas
Forcas de Van der Walls, Alta resolugao,
polaridade, momento Adsorséao boas capacidade e | Sorgao, fracionamento
Dipolar velocidade
Altas resolugéao, | Sorcao inicial,
Carga Troca I6nica velocidade e | fracionamento
capacidade
Boas resolugao,
Superficie hidrofébica Interacao velocidade e | Fracionamento parcial
hidrofébica capacidade
Excelente resolugédo, | Fracionamento,
Afinidade biolégica Afinidade altas capacidade e | adsor¢ao
velocidade
Moderada resolugéo, | Dessalinizagdo, troca

de tampao, purificagdes

Interagao hidrofébica

Fase reversa

Excelente resolucéo e
capacidade

intermédia

Fracionamento

Fonte: Asenjo (1990)




2.3. Cromatografia por exclusao molecular (CEM)

2.3.1. Aspectos gerais da CEM

Esta técnica foi introduzida em 1959, com o nome de filtracdo gélica. E um
método cromatografico do tipo liquido-liquido, capaz de separar os componentes
de uma mistura, com base nas suas dimensdes moleculares usando, para fanto,
um leito composto por particulas eletricamente descarregadas (LOUGH et al.,
1996 ).

A particdo ocorre devido ao acesso diferenciado das moléculas de
tamanhos variados nos volumes dos poros das particulas que compdem o gel de
filtracdo. Os compostos de baixas massas moleculares, como os sais, penetrarao
no poro e terdo um volume de retengdo igual ao volume interno do poro ocupado
pelo solvente por serem pequenos quando comparados com o tamanho do poro
do gel de filtragdo. Se o0s compostos apresentarem tamanho intermediario,
somente penetrardo uma parte do volume do poro. Quando forem muito grandes,
seu volume de retencéo sera igual ao volume intersticial da coluna, como € o caso
de proteinas (PHARMACIA BIOTECH, 1998).

Segundo FISCHER (1974), na CEM, as moléculas maiores migram com
maior velocidade através do leito, enquanto as menores sao retardadas. Para
determinados grupos de substancias existe uma correlagdo muito intima entre a
massa molecular (ou tamanho molecular) e seu tempo de retengao.

Na pratica, o tempo de retencédo € relacionado diretamente & dimensodes
moleculares, como pode ser observado na figura 2.1. As moléculas maiores sairdo
primeiro (A), as médias serdo retardadas (B) e as menores serdo retidas (C)

penetrando nos poros da particula e aumentando seu tempo de retengéo.
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Figura 2.1 Representagao esquematica do processo de CEM



A saida das moléculas em tempos diferentes expressa o grau de separagao
que, em cromatografia, € definido como resolugéo.

Segundo RAHMS (1993) e conforme a Fig 2.2, a resolu¢ao (Rs) pode ser
expressa como uma relagédo entre a distancia entre os picos separados (AVR) e a
média das larguras de suas respectivas bases [(AWH1 + AWH>) / 2].

Idealmente, um pequeno volume de uma solucdo de uma mistura
multicomponente injetada em uma coluna cromatografica, seria totalmente
separado se cada soluto fosse eluido em volumes de retencéo diferentes. Dois
picos gaussianos serao efetivamente separados se a Rs for igual a 1. Quando Rs
for maior ou igual a 1,5, a separagcdo sera excelente e sem sobreposi¢ao
(FISCHER, 1974). Valores de Rs maiores que 1,5 indicam uma boa separagao de
dois componentes, quando ambos estdo presentes em proporgdes
aproximadamente iguais. Adicionalmente, Rs maiores que 1,5 serdo também
alcangadas quando um dos componentes estiver em excesso em relagdo ao outro.

A resolugdo pode ser aumentada de varias formas, como, por exemplo,
usando uma coluna de maior comprimento, um gel de particulas de melhor

seletividade, um volume de amostra pequeno ou baixas vazdes (LOUGH e
WAINER, 1996).

JeAWH —}

Figura 2.2 Separacao eficiente de dois componentes



Segundo FALLOW et al. (1993), a Rs pode ser expressa por meio de uma
equacdo, em fungdo de trés fatores fundamentais: o de seletividade (@ ), o de
retencao DG K'B'B B e 0 numero de pratos teéricos (N). Assim:

g+K° 0

1

_ 1, LO K7 0O,

em que:

KB : capacidade de retencdo

Esses trés fatores podem ser otimizados independentemente. O fator de
seletividade @ ) quantifica a capacidade de separagao para dois componentes,
sendo o mais importante na determinagdo da resolugdo. Deve ser diferente de 1
pois, caso contrario, ndo havera resolucao. A seletividade pode ser alterada com
variagdbes na temperatura ou na composicdo da fase movel ou da fase
estacionaria. O melhor método €, ainda alterar a natureza da fase mével, o que
implicara em melhorar a seletividade com pequena influéncia sobre o fator de
capacidade. Mudar a fase estacionaria ndo é pratico, e modificar a temperatura
tem um efeito mais pronunciado em cromatografia de troca ibnica do que em
outros métodos cromatograficos. O valor de seletividade 6timo, normalmente, é
alcancado por tentativa e erro. Deve-se ressaltar que variacdes na seletividade
levam a modificagdes na difusdo molecular.

O fator de retencdo deve ser necessariamente considerado quando K* for
pequeno. Em situacdes onde os compostos sao retidos fortemente, variara pouco
e podera ter uma influéncia desprezivel sobre a resolucao.

O numero de pratos tedricos (V ) expressa o fator de eficiéncia de coluna e
podera ser aumentado usando uma coluna mais longa, diminuindo o tamanho das

particulas do gel ou otimizando a vazao de alimentag&o do processo.



2.3.2. Principios basicos da CEM

O principal mecanismo que governa a separagao por CEM deve-se ao
efeito estérico durante a exclusdo, ou a retencdo dos compostos de diferentes
tamanhos que atravessam o leito cromatografico. Este comportamento esta
relacionado com alteragcdes na entropia do sistema produzido pelas moléculas que
penetram na fase estacionaria. A extensao das alteragcbes entrépicas depende
tanto das dimensdes das macromoléculas quanto dos poros da matriz gélica.
Assim, o tempo que a macromolécula leva para atravessar a fase estacionaria &
um parametro importante na CEM, sendo utilizado para representar o grau de
retencdo dos compostos. O tempo de retencdo aumenta com a reducédo do
tamanho do composto e decresce com o aumento do volume acessivel da fase
estacionaria. A retencdo de macromoléculas em cromatogafia liquida pode ser
expressa por (BEREK, 2000):

kd = CS = exp Hﬁ@: exp BA_S—A_HH (2)

C O RT OR RT [

m

Em que kd € o coeficiente de particdo; Cs e Cm sao as concentracdes de soluto

nas fases estacionaria e movel, respectivamente; AG, AS e AH s&o as variacdes
de energia livre de Gibbs, entropia e entalpia no sistema, respectivamente; R é a
constante universal dos gases ideais e T € a temperatura de processo. Na

condicado de idealidade a variacdo entalpica no processo de exclusao pode ser

considerada igual a zero e o coeficiente de particao pode ser dado por:
C

kd =3 ZGXPwH (3)
C, OR O

em que AS é a redugdo da entropia no sistema, devido & moléculas que penetram

nos poros das particulas do leito.



2.3.3. Aplicagoes da CEM

Teoricamente, dois tipos de separagdes podem ser identificados na CEM
para aplicagdes tanto na escala preparativa quanto em nivel analitico. Em um
deles, as substancias com elevadas massas moleculares sdo separadas das com
baixas massas moleculares. E a separagdo por grupos de compostos ou
dessalinizagdo; assim chamada, mesmo que os sais ndo estejam envolvidos no
processo. No outro tipo, as substéncias apresentam massas moleculares
proximas, sendo separadas dentro da faixa de fracionamento do gel, isto é, ndo
existe uma classe definida de compostos que penetram no poro do gel. Pode
haver sobreposicdo na migracdo dos constituintes durante sua eluicdo. E a
separacao por fracionamento (FISCHER,1974).

O emprego da dessalinizagdo antecedendo uma etapa de concentragéo €
uma técnica eficiente e rapida comparada com outros métodos, tal como a dialise.

Na Figura 2.3, observa-se a dessalinizagao da proteina BSA (albumina de
soro bovino), em escala de laboratorio, usando Shepadex® G-25 (superfino).
Foram obtidos bons resultados com este processo de purificagdo de BSA
(PHARMACIA BIOTECH, 1998).
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Figura 2.3 Dessalinizagdo de BSA em escala de laboratorio
(PHARMACIA BIOTECH, 1998).



Dentro das aplicagdes em nivel industrial, as colunas cromatograficas
devem ser avaliadas de acordo com suas condicbes de uso. Por exemplo, a
coluna BPSS (“Bio Procesos Stainless Steel”, Pharmacia Biotech) é utilizada em
grande escala na etapa de dessalinizagdo de biocompostos em geral
(PHARMACIA BIOTECH, 1998).

Para o fracionamento em escala industrial, pode-se conectar trés colunas
de BPSS em série, tal como mostrado na Figura 2.4, e obter um melhor resultado
final.

O fracionamento de substancias para a separagcdo de moléculas com
massas moleculares proximas € usado na analise e na purificagdo de peptidios,
de proteinas, de enzimas e de hormonios (IRVINE, 1997).

A CEM é também aplicada na determinacdo da massa molecular de
proteinas nativas ou desnaturadas, em diferentes condicbes de pH, de
temperatura e de forga ibnica. Permite ainda a obtencdo da massa molecular de
polimeros naturais ou sintéticos, essencial para o controle de qualidade destes

mesmos polimeros.

Figura 2.4 Fracionamento em nivel industrial por filtragdo em gel usando trés
colunas (30 cm comprimento por 140 cm de didametro interno)
conectadas em série; producdo total de 1500 L. (PHARMACIA
BIOTECH, 1998).



2.3.4. Géis usados em CEM

2.3.4.1. Caracteristicas da fase estacionaria

De acordo com GARCIA et al. (2000), a caracteristica peculiar da CEM em
relagcao aos outros tipos de cromatografia de particao € que o material que forma a
fase estacionaria no leito cromatografico, € constituido por um gel sem carga. Este
gel apresenta turgescéncia no mesmo solvente que escoa como fase movel
através do leito. Os géis tipicos utilizados em CEM sdo compostos por
macromoléculas com grande afinidade com o solvente empregado.

O gel é uma rede tridimensional, cuja estabilidade mecanica é devida &
ligagdes cruzadas em sua estrutura. Os espagos vazios nao ocupados pelo
material estrutural é preenchido pelo liquido usado como solvente. Muitas
substancias, tais como os polissacarideos de frutas, os de raizes, as proteinas, os
silicatos inorgénicos e os fosfatos, podem formar géis. A combinagdo adequada
destes compostos com um agente de reticulagem pode originar um gel em
presenca de solventes compativeis. Os géis reagem de forma diferenciada a
remogao ou a adigdo de liquidos. Em alguns casos, quando o liquido é retirado
(secagem) e/ou reincorporado, o gel nao retorna ao seu estado inicial
(FISCHER,1974).

A microestrutura do gel pode ser homogénea ou heterogénea. No primeiro
caso, 0s geis apresentam propriedades que indicam uma distribuicdo homogénea
da matriz. Estes géis sdo usualmente mais macios e possibilitam a entrada de
moléculas de pequena massa molecular. Os géis de estrutura heterogénea tém
regides com grande concentragdo de matriz e outras quase destituidas de matriz.
Essa estrutura com grandes espacgos permite a entrada de moléculas maiores
(YOST et al., 1980).

E desejavel que os géis que apresentam constituicdo quimica semelhante
possuam faixas de fracionamento diferentes, visando adequar a técnica

cromatografica & diversas situagdes encontradas.



Para os géis microrreticulados (estrutura homogénea) o intervalo de
fracionamento é determinado pelas propriedades durante o entumescimento que,
por sua vez, depende da maior ou de menor quantidade de matriz. Variando o
conteudo da matriz de 50 % para 5 % (p/v) em agua, o limite de exclusdo varia
para a massa molecular, entre (1.000 a 500.000) Da. Os géis macrorreticulados
(estrutura heterogénea) podem ser produzidos com a mesma quantidade de
matriz mas exibem propriedades variaveis devido a sua composi¢céo estrutural
(ALTGELT, 1968; RAHMS, 1993).

2.3.4.2. Tipos de géis

Os diferentes tipos de géis empregados na CEM variam de acordo com o
material e a forma de fabricagéo, e o limite de exclusdo molecular (LEM). Dentre
os principais tipos de géis, destacam-se os de dextrana (Shepadex®), os de
poliacrilamida (Bio-Gel®) que foram os primeiros a serem estudados, os de agar e
agarose (Sheparose®, Gelarose®, Bio-gele® Sagarav®), Shepacril®, Sheparoce®
CL e os rigidos do tipo divinilbenzeno (Shodex®) (IRVINE, 1997; FISCHER, 1974).

Os géis de dextrana sao polimeros de anidroglucose produzidos pela
fermentacdo da sacarose por diferentes cepas de Leuconostoc mesenteroides,
séo artificialmente tratados com epicloridrina (agente de cruzamento ou de
reticulagem). Como os poros dos géis sdo formados pelo intercruzamento das
moléculas constituintes, quanto maior a percentagem do agente de cruzamento
menor o tamanho do poro. Os géis de Shephadex® apresentam elevado teor de
hidroxilas, forte carater hidrofilico, elevada turgescéncia em agua ou em solugdes
aquosas e sao estaveis entre pH 2 e 11. O limite de exclusdo de massa molecular
localiza-se entre (700 a 800.000) Da, mas sao susceptiveis a ataques fungicos
quando hidratados (COLLINS et al., 1997).

Os géis de dextrana, como o Shepadex® G-25, podem ser uteis na
dessalinizagdo ou na remocao de compostos de baixa massa molecular de
solugdes contendo proteinas (COLLINS et al.,1997; PHARMACIA BIOTECH,
1999).



Segundo FISCHER (1974) o gel Shepadex® G-25 também é usado quando
for necessario mudar o tamp&o inicial (que contém certa biomolécula a purificar)
antes de uma etapa de concentragao ou de liofilizagao, para evitar problemas de
corrosdo no equipamento ou eliminar substancias estranhas a biomolécula. A
Tabela 2.4 mostra algumas caracteristicas fisicas e operacionais de diferentes
tipos de géis. A selecdo do tamanho da particula € determinada pelo tipo de

separacao.

2.3.5. Parametros avaliados na CEM

2.3.5.1. 0 gel

O gel adequado para a CEM deve apresentar caracteristicas especificas,
tais como: ser quimicamente inerte e estavel, apresentar baixo teor de grupos
ibnicos, ter uniformidade de tamanho e de distribuicdo de particulas e possuir
elevada rigidez mecanica para nao ser deformado pelas forgas causadas pelo
escoamento do liquido através da coluna. Segundo COLLINS et al. (1997), as
particulas pequenas levam a melhor resolucédo e eficiéncia na separacdo, mas a
resisténcia ao escoamento € maior em uma coluna com particulas pequenas. No
entanto, deve-se considerar que o aumento do tamanho das particulas resulta em
espalhamento do pico. Portanto, deve-se associar as melhores condi¢cbes de
escoamento amenor resisténcia e estabelecer as condigbes mais adequadas. De
maneira geral, os géis sao fabricados na forma esférica para facilitar o

escoamento.



Tabela 2.4 Principais géis usadas na CEM

Tamanh N°Prat Estabil Vazéo
Gel LEM o] os i-dade maxima
(proteinas) partl’CU| tedrico ao pH (Cms/h)
a(um) sNm?
Sephacryl S-100 1 x 10% 100 x 25-75  >9000 2-11 20-39
HR® 103
Sephacryl $-200 HR® 5 x 103- 250 x 25-75  >9000 2-11 20-39
10°
Sephacryl S-300 10x10%-x1.5 25-75 >9000 2-11 24-48
HR® 10°
Sephacryl S-400  x 103-x 10° 25-75  >9000 2-11 33-63
HR®
Sephacryl S-500 NP 25-75  >9000 2-11 24-48
HR®
Sepharose CL- 10x 10%-4x 106  40-165 N.D. 3-13 30
6B®
Sepharose CL- 60 x 10%- 20 x 40-165 N.D. 3-13 26
4B® 10°
Sepharose CL- 70 x 10°- 40 x 60-200 N.D. 3-13 15
2B® 10°
Sepharose 6B® 10x10%4x10° 45-165 N.D. 4-9 14
Sepharose 4B® 60 x 10320 x 45-165 N.D. 4-9 11.5
108
Sepharose 2B® 70 x 10%- 40 x 60-200 N.D. 4-9 10
10°
Sephadex G-10®  -700 2-3 N.D. 2-13 2-5
Sephadex G-25®  1x10%*5x 10° 4-6 N.D. 2-13 2-5
Sephadex G-50® 1.5 x 10 30 x 9-11 N.D. 210  2-5




10°

Sephadex G- 4 x 10%- 150 x 15-20  N.D. 210 25
100® 10°
Sephadex G- 5 x 103- 600 x 3040 N.D. 2-10 2-5
200® 10°

Fonte: Garcia et al. (2000) N.D.= nao definido

2.3.5.2 Volume e viscosidade da amostra

No wuso da CEM para fracionamento de compostos, para que seja
alcangada uma boa resolugdo, a quantidade de amostra injetada na coluna deve
ser pequena em relacdo ao volume da mesma. Sugere-se injetar um volume de
amostra entre (1 a 5)% do volume total da coluna. Na Figura 2.5, pode-se
visualizar a influéncia do volume de injegdo de uma amostra de solugdo de
proteina sobre a resolugcdo em uma coluna operando com uma vazao de 6 mL/min
de fase movel (PHARMACIA BIOTECH, 1999). Ja no emprego da CEM para
separagbes de grupos este volume pode ser aumentado até cerca de 30%, do

volume total da coluna, desde que nao haja diluicdo excessiva da amostra.

A viscosidade ¢é um importante parametro fisico que auxilia na
caracterizagcado das propriedades de escoamento de uma solugdo. Varios fatores
tais como: a temperatura, a pressdo, o tempo e a estrutura molecular podem
afetar a viscosidade. Altas viscosidades causam instabilidade, escoamento
irregular e alteram a separagao dos picos dos solutos que compdem a mistura,
reduzindo o desempenho da coluna (LIANG, 2000; BROYLES 1998). J& uma

amostra com baixa viscosidade tende a levar aobteng¢ao de uma boa resolugéo.

Como a viscosidade depende de forcas interativas existentes entre as
moléculas e estas forgas estdo relacionadas com as distancias entre as
moléculas, um aumento na pressao podera acarretar uma elevacdo da
viscosidade (LIANG, 2000). Para JAMES e MORRIS (1964), a viscosidade da
amostra influencia a eficiéncia da separagéo cromatografica dos solutos uma vez

que quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia ao fluxo na coluna. Os



autores recomendam usar solugbes com viscosidades inferiores a 5 cP nas
analises cromatograficas visando obter maiores eficiéncias.

Segundo CASTELLS (1997), na CEM, o aumento da viscosidade da
amostra injetada na coluna diminuiu a resolugado dos picos cromatograficos. Em
muitos casos, na cromatografia em nivel analitico, uma elevada viscosidade da
amostra aumenta extremamente o tempo de andlise. O mesmo acontece na
cromatografia preparativa: maiores concentragdes de soluto e maiores volumes
injetados no sistema produzem fragmentagdo dentro das bandas, e migragao do
soluto em diferentes velocidades (CASTELLS et al., 1997; BROYLES et al., 1998).
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Figura 2.5 Influéncia do volume de inje¢ao sobre a resolucao
(PHARMACIA BIOTECH, 1999)

2.3.5.3. Vazao dafase movel

Em alguns trabalhos de pesquisa, foi observado que a resolugéo decresce
com o aumento da vazdo da fase mével (LEVISON et al, 1996; RICKER e
SANDOVAL, 1996). Na Figura 2.6, pode-se observar este comportamento da
vazado da fase movel sobre a resolugdo no processo de dessalinizagdo de
proteinas, usando-se 500 iL de amostra. De acordo com a PHARMACIA

BIOTECH (1999), a vazdo de 2 mlL/min foi adequada para a separagao de



proteinas em colunas de laboratério (HR 10/10), no entanto, com o aumento da

vazao ate 10 mL/ min nao foi verificado uma diminuicdo dramatica da resolugao.
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Figura 2.6 Influéncia da vazdo da fase moével sobre a resolugéo
(PHARMACIA BIOTECH, 1999).

2.3.5.4. Empacotamento da coluna

O empacotamento da coluna € um fator importante, pois afeta a qualidade
da separagao do soluto. A homogeneidade ou ndo do empacotamento de uma
coluna pode ser verificada por meio do escoamento, através do leito, de uma
solugdo aquosa de azul & dextrana (2 mg/mL). O movimento da regido de cor
azul a ser observado devera ser uniforme no caso de uma coluna empacotada de
forma homogénea. Um exame da transmitancia de luz ao longo da coluna permite
detectar falhas, como bolhas de ar, dentre outras (COLLINS et al., 1997).

2.3.5.5. Produtividade

De acordo com RAHMS (1993), a produtividade (P) é definida por:



m
v [¥ @

em que m € a massa da substancia a separar, v € o volume do leito da coluna et é

P =

o tempo do processo de separacgao.

Assim, é possivel avaliar para um determinado comprimento de coluna (ou
volume de leito) se a produtividade aumentara para um volume de injegéo fixo,
com a elevacao da concentracao do soluto ou com o aumento da vazao em uma

dada resolugao cromatografica.

2.4. Sistemas aquosos bifasicos (SAB)

O uso de SAB para a purificagdo de proteinas € conhecida ha mais de 30
anos. Os SAB sao sistemas constituidos por duas fases, imisciveis, que
promovem a separagao de produtos provenientes ou nao da biotecnologia. Estes
tipos de sistemas resultam da incompatibilidade, em solucgdes, de dois polimeros,
por exemplo PEG e dextrana, ou entre um polimero e um sal apropriado, como
PEG e fosfato de potassio (COIMBRA, 1995).

De acordo com ALBERTSSON (1986), o mecanismo de separagao dos
SAB ¢é ainda desconhecido, embora diversos modelos tenham sido descritos na
literatura com bons resultados para alguns dos sistemas avaliados. Normalmente,
as varias interagdes (pontes de hidrogénio, interacbes ibnicas e hidrofdbicas)
como também forgas adicionais mais fracas influenciam na separacao.

Entre as vantagens do emprego de SAB incluem a simplicidade de
operagao, um ambiente moderado que da rendimentos altos de atividade biolégica
e uma aproximacao rapida do equilibrio ( HUDDLESTON et al., 1994 ).

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

O uso de SAB também apresentou vantagens consideraveis quando

aplicado a biosseparagdes em escala industrial (HUSTEDT et al.,1985). Em tais



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

O coeficiente de particdo de biocompostos pode ser definido como:

:ﬂ:eXpBLﬁH (5)

C2 kT [

K

em que C; e C;, representam as concentragdes da molécula de interesse em cada
uma das fases, L € um fator que depende de propriedades fisico-quimicas da
molécula, M é a massa molecular, T & a temperatura absoluta e k£ € a constante de
Boltzman.

Existem efeitos adicionais que levam a outras definicdes do coeficiente de
particdo; tendo por base o tamanho da substancia, a carga de superficie
hidrofébica e os efeitos de conformacdo (BROOKS et al., 1994 ). E importante
considerar o mecanismo de particdo em SAB como uma relagdo de equilibrio,
entre as concentragbes das moléculas de soluto em ambas fases (VEIDE et al.,
1988 ).

De acordo com ZUNIGA (2000), o SAB compostos por 18% (p/p) de PEG
1500 + 18% (p/p) FFP + 64 % agua, foi o que melhor particionou as proteinas o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina do soro de queijo,. Assim, este SAB foi usado

para a conducao dos experimentos neste trabalho.

2.5. Modelagem matematica aplicada aCEM

No desenvolvimento de processos cromatograficos em grande escala, é
importante ndo somente obter um bom sistema de separacdo, mas também
reduzir o custo operacional e aumentar a confiabilidade do processo.

O estudo experimental em cromatografia preparativa usando solugées
concentradas de solutos biolégicos € um processo complexo e dispendioso.

Assim, a modelagem surge como uma etapa importante no processo de



separagao pois possibilita 0 aumento de escala, a otimizagdo e o controle do
processo. O uso da simulagcdo computacional reduz substancialmente o numero
de experimentos, diminuindo os custos e o tempo de obtengcdo dos resultados
(SUBRAMANIAN, 1998).

Segundo LUYBEN (1989), os modelos matematicos sdo empregados na
engenharia para a pesquisa, o desenvolvimento e a determinagao de
mecanismos e de parametros necessarios em um processo, em nivel de
laboratério ou de planta piloto. Sdo usados também na otimizagdo e no controle
das diferentes condicbes de operagao de um processo, ao mesmo tempo em que

auxiliam nos calculos da ampliagao da escala do processo.
2.5.1. Modelagem da coluna cromatografica

Segundo SUBRAMANIAN (1998), no desenvolvimento de modelos
matematicos, torna-se necessario fazer algumas suposigdes para reduzir a
complexidade do modelo, focalizando os efeitos fisicos e fenomenoldgicos mais
importantes. As consideragbes nao s&o aplicaveis em todos os casos, razéo pela
qual devem ser tratadas com prudéncia. Na modelagem da coluna cromatografica,
admite-se, geralmente, que todos os componentes tenham coeficiente de
atividade unitario sendo as nao-idealidades desprezadas.

Na solugdo do modelo matematico para CEM, supde-se (ZHIGUO et al.,
1998):

a. Coluna isotérmica.

b. N&o existéncia de interagdo entre os solutos.

c. Coeficientes de transferéncia de massa e difuséo constantes.

d. Empacotamento da coluna composto por particulas de forma esférica e de
tamanho uniforme.

e. Porosidade do leito constante ao longo da coluna.

Difusédo na diregao radial na coluna inexistente.



2.5.1.1. Estrutura do modelo

O modelo geral é baseado nos principios de conservagao de massa e, para
CEM, considera a existéncia de dispersao axial na fase liquida, de transferéncia
de massa no filme entre as fases e de difusdo do soluto dentro dos poros das
particulas que formam o leito na coluna (ZHIGUO et al., 1998; KABATEK et al.,
1997; GOTO e Mc CQY, 2000; DALVIE et al., 1990; ALTENNHONER et al.,1997).

a. Balango de massa no liquido extra-particula

Segundo SUBRAMANIAN (1998), deve-se supor que ha uma rapida difuséo
de soluto no interior da particula, uma rapida transferéncia de massa no fluido
externo a particula e, ainda, que cada particula € um sistema concentrado. O

modelo de transferéncia de massa, neste caso, é dado por:

SbAdZa(a::’i = SbA(jc,i |z_jc,i |z+dZ)+ ebA(je,i| z_je,i|z+dz)_(‘04dzf:i (6)

em que o termo da esquerda representa o acumulo de massa; o primeiro termo do
lado direito, € o termo convectivo; o segundo € o dispersivo e o terceiro representa

a transferéncia de massa no filme. Cp; € a concentragédo na fase liquida, €, € a
porosidade do leito, A € a area da secao transversal da coluna e w é a area

superficial da particula por unidade de volume. Como as particulas sao

consideradas esféricas com raio R, w é dado por:

oo:3(1'£b)

- ™



Dividindo a eq. (6) por (Adz) e expandindo jg,|,ia; € Joi|z+q; €M Séries de

Taylor, para dz tendendo a zero:

6Cb, i

ei oy
b —&
0, oz

b W ®)

€p

Os termos de escoamento da eq. (8) podem ser descritos como se segue.

Termo convectivo

A fase liquida é alimentada na coluna com uma velocidade efetiva no
interior da particula igual a v, (m/s), onde v, = Q /{(A&p), em que A (m?) é a area
da secdo transversal da coluna e Q é a vazdo (m®/s). O escoamento convectivo
(Jjc,; ) do componente i € (SUBRAMANIAN, 1998):

jc,i = Vin Cb,i (9)

Termo dispersivo

Segundo BIRD et al. (1960), o escoamento do fluido pelo leito empacotado
gera uma série de comportamentos complexos, de modo que a influéncia da
mistura retroativa (“back-mixing”) e dos volumes mortos sao incorporados na
dispersao. Os efeitos dispersivos sdo observados sobre todas as espécies. Assim,

analogamente alei de Fick para difusao:

aCy;
0z

je,i =-D, (10)

em que Je € o fluxo referente adispersao, 0z é a variagdo na linha axial e Dp € o

coeficiente de dispersao.



b. Transferéncia de massa no filme

Os modelos mais utilizados consideram que o escoamento difusivo no filme
estagnado é quase estacionario, o que significa que o acumulo de massa na

pelicula & desprezivel. Para cada componente, este escoamento € determinado

pelo coeficiente de transferéncia de massa k ri© pela diferenga de concentragcao

do composto entre o seio da fase liquida e a fase liquida nos poros na superficie
da particula. E representado por (SUBRAMANIAN, 1998):

jf,i(z’t):kf,i (Cb,i _Cp,i) (11)

em que Jj;; € o fluxo de transferéncia de massa no filme, e Cp; € a concentragado do

soluto na particula.

c. Balango de massa na particula

A difusdo do soluto pode ser estimada usando o balango de massa na
particula. Uma distribuicdo na direcdo radial no interior dos poros da particula é
definida por (SUBRAMANIAN, 1998):

dcp ; Oc 4 ;
dV%p P +(1—8P) CA’IH:—sp(A

ot o H

em que o termo do lado direito da equacéao representa a difusdo radial do soluto e

r+dr_A|rjd,i|r) (12)

r+drjd,i

o termo aesquerda representa o acumulo da massa na fase fluida no interior do

particula (acpl,) e na superficie dos poros devido a adsorsao (OCA,- ). SP

representa a porosidade da particula. Na CEM a adsorsdo é inexistente e,
portanto, dc 4; =0 (ZHIGUO et al., 1998).

2.5.2. Formulacdo do modelo matematico



A formulagdo do modelo matematico esta fundamentada nos balangos de

massa do soluto no liquido fora e dentro da particula (ZHIGUO et al., 1998).

As Egs. (13) e (14) sdo baseadas nas egs. (6) e (12):

- D, aZCb +V6Cb + 6Cb + 3Km(1 _8b)(Cb _Cp,R:RP) _ (13)

972 0Z ot &R,
oC 2
p - p, P Ce , 20Ce (14)
ot HorR?  RAR
As condigdes iniciais para as eqs (13) e (14) sao:
t=0 Ll C,=C,(0,R,Z), Cpr =Cp(0,R,Z) (15)
oC v
Z=0 L —=2=—|c,-Ct 16
57 =D, oGl (16)
Z=L L 9Cs _ (17)
0Z
OR
aCP — Km

R=R, U 2D, G —Cp,R:Rp) (19)



Definindo-se os seguintes termos adimensionais:

Z:Z/LT:v—tr:i Cb:&CPZC—P
R, C, C,
K a .
pezﬂ Bi= ;”Rp n =5 szL _3Bin(1-¢,)
Dy 5D, Rov £,

Em que Cy é concentracéo inicial do soluto, R, é o raio da particula , R é a
coordenada radial da particula, L € o comprimento de coluna, K, é o coeficiente
de transferéncia de massa, Pe € o0 numero de Peclet, n é um numero
adimensional, Bi € o numero de Biot e § uma constante (adimensional). As formas

adimensionais das egs. (13) e (14) para a fase liquida e para a particula séo,

respectivamente:

1 62 h aCb aCb
- +—2+-2 4 —cp,—)=0
Pes? ot o &(cp—cpy=1) (20)

aC_P:inch +zacp H

(21)
ot £y Harz r Or H
Com as condigdes iniciais e de contorno:
T=0 LU ¢ =cb(0,r,z) c, :cp(O,r,z) (22)
a, HU0<t <14,
= — =Péc, —C,(T - Celt)=
z=0U & f{fb 1 )],Onde. (1) %)D 51, (23)



em que Tj;; € o tempo adimensional para injegdo de amostra.

z=1 U a&20
0z
r=0 U ac—p:O
or
dc

arp =Bi(cb _cp,r=l)



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Processos de
Separagdo (LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG.

3.1. Escolha do sistema de trabalho

O sistema de trabalho foi aquele composto por 18% (p/p) PEG 1500
e 18% (p/p) fosfato de potassio (FFP), o qual apresentou bons resultados na
separacdo de o-la e B-lg, segundo os resultados de ZUNIGA (2000). A selegdo da
concentracao de isolado protéico de soro de queijo em po (IPS) para emprego no

sistema de trabalho foi feita com base na viscosidade de cada uma das fases.

3.1.1. Preparo dos sistemas de fases

Os sistemas aquosos bifasicos foram preparados a partir de solugdes
estoques de PEG 1500 (50% p/p) e FFP (30% p/p; pH 7). Para o preparo das
solugcbes-estoque de sal a 30%, foram adicionadas quantidades de fosfato de
potassio monobasico (KH2PO,) e dibasico (KoHPOy4), na proporgéo de 1:1,82 para



que fosse atingido o pH 7. O sistema, na concentracéo desejada 18% (p/p) PEG
1500 + 18% (p/p) FFP, foi formado por exemplo, adicionando-se em um tubo de
ensaio 3,6 g da solugédo-estoque de PEG, 6 g de solugao-estoque de FFP (30%
p/p, pH 7) e agua, até completar 10 g. Em seguida, os tubos foram agitados
durante 60 minutos e deixados em repouso, por 12 horas, para a separacao das
fases. Neste trabalho, foram empregados 500 g de sistema.

O isolado protéico de soro (Davisco Foods, USA) foi dissolvido na fase
salina, gerando solugbes com concentragdes de (5, 10 e 15)% p/p. Em seguida, a
solucado foi filtrada e misturada com a fase polimérica e agitada, por 2 horas, em
um agitador magnético. O sistema foi entdo transferido para um funil de
separagao, permanecendo em repouso, por 12 horas, até atingir o estado de
equilibrio. Apos este intervalo de tempo, foram utilizadas aliquotas das fases

superior e inferior para a avaliagao da viscosidade.

3.1.2. Viscosidade

A viscosidade foi determinada em redmetro de esferas descendentes
(Rheo Viscosimetro KD 2.1; Haake), a 25 °C, para cada uma das fases do SAB,
nas diferentes concentragbes de IPS. O redmetro foi primeiramente calibrado com

uma solucdo padrao para fluidos Newtonianos de viscosidade conhecida na
temperatura de estudo.

3.1.3. Densidade

As densidades das fases foram determinadas através de um picnédmetro
de 25 cm®, mantendo-se a temperatura a 25°C. O picndmetro foi primeiramente

calibrado com agua destilada na temperatura de estudo.



3.2. Coeficiente de particao das proteinas

O coeficiente de particao foi determinado apds a incorporagéo de 10% (p/p)
de IPS ao SAB de 18% (p/p) PEG 1500 + 18% (p/p) FFP (pH 7).

A solugao foi agitada por duas horas, em um agitador magnético. A seguir,
foi transferido para um funil de separagéo, onde permaneceu em repouso por 12
horas, até atingir o estado de equilibrio. Apds este intervalo de tempo, foram
utilizadas aliquotas das fases superior e inferior, para a quantificagdo da
concentragdo das proteinas por cromatografia liquida em fase reversa (HPLC-RP).
O coeficiente de particao (K) foi definido como a razédo entre a concentragao de a-
la ou B-lg na fase rica em PEG (Ct) e a concentracédo da mesma proteina na fase

rica em sal (Cg), sendo calculado através da eq. (5).

3.3. Determinagao das condicoes operacionais para purificagdo das

proteinas nas fases

A escolha das condi¢des operacionais 6timas da CEM para purificacao das
proteinas das fases polimérica e salina foi feita com base na resolugdo da

separacao dos componentes, e na produtividade do processo de purificagao.

3.3.1. Preparo do gel e empacotamento da coluna HR 10/10

O gel Shepadex® G-25 foi hidratado em uma solugéo de NaCl 0,1 M (fase
movel). Foi usado excesso de volume de fase moével (50 mL) em um béquer de
100 mL. A mistura foi agitada, esporadicamente e levemente, com bastao de vidro,
durante 4 horas, a temperatura ambiente. Entdo, procedeu-se a remocg¢ao das
particulas pequenas por elutricdo. A desaeracao da suspensao gélica foi feita em
Ultra-som (Branson) e o gel empacotado na coluna HR 10/10 (10 mm de diametro
x 100 mm de comprimento, Pharmacia Biotech). O empacotamento foi feito
transferindo, de uma unica vez, o volume total do gel hidratado. Para tanto, foram

utilizados um adaptador de empacotamento HR 10 (Pharmacia Biotech), uma



bomba peristaltica P-1 (Pharmacia Biotech) e a mesma fase mdvel usada na
hidratacdo do gel, em uma vazd&o de 6 mL/min. A coluna empregada no
experimento pode ser vista na Figura 3.1.

Os dois tipos de géis testados foram o Shepadex® G-25 superfino e
Shepadex® G25 médio. As faixas de didmetros de particulas e o LEM foram,

respectivamente, de (10 a 40 ) um e 5.000 Da para o gel superfino, e de (50-150)
pum e 5.000 Da para o gel médio.

Figura 3.1 Coluna HR 10/10 empacotada com Shepadex® G-25

3.3.2. Purificacao das proteinas presentes nas fases

A purificagédo das proteinas das fases salina e polimérica foi feita em escala
semi-preparativa, em equipamento adequado para o trabalho de cromatografia
preparativa (AKTA Purifier 10/100, Pharmacia Biotech). Foram testadas diferentes
vazdes da fase movel (agua deionizada): (0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 ) mL/min. Os
volumes das amostras injetadas foram de (0,3, 0,5, 1,0 e 1,5) mL. A injecao das
amostras foi feita em duplicata usando um dispositivo de injegao (“superloop”) de
150 mL. A fase polimérica foi diluida na proporgéao 2:1 (agua : amostra) antes da
injecao, devido aalta viscosidade apresentada.

O eluente foi monitorado por absorgao de UV a 280 nm. A coluna HR 10/10
(Pharmacia Biotech) suportou a pressdo maxima de 1 MPa. As amostras foram

coletadas em intervalos regulares de volume, com um coletor de fragbes (Frac-



900, Pharmacia Biotech). A figura 3.2 apresenta um diagrama esquematico do

processo experimental.
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Figura 3.2 Esquema basico utilizado no processo de purificagdo das proteinas

das fases (PEREIRA,1999)

3.3.3. Determinagao da resolugao

A resolucdo na separagao dos componentes foi determinada por absorgao
de UV a 280 nm, a partir de (FISCHER, 1974):

Vio =V,
Ry :2"% . (VR2>VR1) (27)

em que:
VRI1: Volume Retengao do pico 1
VR2: Volume Retencao do pico 2
WHI: Largura do pico 1
WH?2: Largura do pico 2



3.3.4. Determinagao da produtividade do processo

A produtividade foi calculada usando a eq. (4) que relaciona a
quantidade da proteina (-la ou [-lg) presente na fase polimérica ou na salina,
pelo produto (volume do leito empacotado na coluna x tempo do processo de
separagao). O tempo de separacédo foi determinado como o quociente entre a
vazao da fase movel e o volume de amostra injetada. Os graficos de produtividade

foram construidos em fungao da vazao para cada volume de injegao.

3.4. Analise das fragdes obtidas na purificacao das fases

3.4.1. Analise e quantificacao de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina

As proteinas a-la e B-Ig contidas nas fragbes coletadas foram quantificadas
simultaneamente por CLAE, nas seguintes condices de trabalho (ZUNIGA,
2000):

-Coluna de fase reversa: CLC ODS-C18 de 250 mm x 4,6 mm (Shimadzu).
-Coluna de guarda: CLCG-ODS de 10 mm x 4 mm ( Shimadzu).
-Vazao da fase mével: 1 mL/min
-Temperatura: 40°C
-Detector: feixe de diodos (SPD-M10AVP- Shimadzu)
-Volume de injecéo: 20 pL
-Comprimento de onda: 210 nm
-Fase movel: (A) acetonitrila, (B) NaCl 0,15 M, pH 2,5
O gradiente foi programado da seguinte forma:

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

64%A, 36%B --- 45%A, 55% B, em 18 minutos;

45%A, 55%B --- 45%A, 55% B, em 2 minutos e

45%A, 55%B --- 100%A, 0% B, em 10 minutos.



3.4.2. Elaboragao da curva de calibragao

As curvas de calibragdo para a a-la e B-lg foram construidas a partir de
solugdes das proteinas puras em concentragdes na faixa de (0,02 a 3,5) mg/mL.
As solucdes de proteinas foram preparadas empregando-se a fase moével A (NaCl
0,15 M, pH 2,5). O pH da solugéo protéica da fase movel foi ajustado usando-se

uma solucao concentrada de HCI.

3.5. Modelagem matematica da CEM

3.5.1. Determinagao da porosidade do leito (&)

A porosidade do leito (ap) depende somente do tamanho das particulas e da
técnica do empacotamento. O valor de §, foi calculado avaliando-se o tempo de
exclusao (ty) de uma molécula de azul de dextrana (2.00000 Da) do leito.

O valor de 3 foi mantido constante em todas as condigdes de trabalho da
coluna, sendo usada em seu calculo a eq. (28) (GERBERDING e BYERS, 1998;
ALTENNHONER et al., 1997):

(28)

em que a vazao da fase mével (Q) foi de 4 mL/min, o comprimento da coluna (L)

foi de 10 cm e o didmetro da coluna (d) foi de 1 cm.

3.5.2. Determinagao da porosidade da particula (3)

Para obter a porosidade da particula (g) € necessario avaliar o tempo de
retencdo para que uma molécula seja capaz de penetrar nos poros da particula do
leito. E necessario, também, que a massa molecular desta substancia esteja

dentro da faixa de operacdo do gel. No calculo de ¢y foi utilizado o tempo de



retencdo (fp ) de uma molécula de acetona na coluna. A eq. empregada foi
(ZHIGUO et al., 1998):

3.5.3. Determinagao da porosidade acessivel da particula para o soluto (ég )

A porosidade acessivel da particula representa a fracdo de volume
acessivel do macroporo para um soluto em particular. Este parametro foi
determinado para cada um dos componentes do sistema: proteinas da fase
polimérica, proteinas da fase salina, PEG e FFP, de acordo com a eq. (30)
(ZHIGUO et al., 1998). Os tempos de retencao (tr) das moléculas foram obtidos a
partir das vazdes usadas na separagao de cada uma delas (4 mL/min e 2 mL/min

para as fases polimérica e salina, respectivamente).

(1--¢
ef = R ¢ (30)
(1-€p)

3.5.4 Solugao numérica do modelo

O modelo matematico da CEM dado pelas egs. (20) e (21) juntamente com
as respectivas condi¢des iniciais e de contorno, eqgs. (22), (23), (24), (25) e (26)
foram reduzidos a um sistema de equagbes algébricas, usando-se o método
implicito de diferencgas finitas centradas no espaco e um passo afrente no tempo.

Este sistema de eqs. diferenciais e algébricas foi resolvido
simultaneamente, utilizando-se 0 método de Gauss-Seidel (CONCEICAO et al.,
1987).



Os valores 6timos dos parametros Pe, Bi e N foram obtidos por meio da

aplicacao de regressdo nao-linear usando o método de programagao quadratica
sucessiva. Esses dois procedimentos foram implementados em um programa em
linguagem FORTRAN, e os dados usados para a solugdo do modelo foram

originados dos resultados obtidos a partir do item 3.3.2.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos experimentalmente serdo analisados e discutidos a

sequir.

4.1. Selecao do sistema de trabalho
A selegdo do sistema de trabalho foi feita avaliando-se a viscosidade das
fases dos SAB contendo diferentes concentracbes de soro e, portanto, de

proteinas.

4.1.1. Avaliacao das viscosidades nas fases dos SAB

As viscosidades das fases superior € inferior dos sistemas compostos por
18 % (p/p) PEG 1500 + 18% (p/p) FFP + IPS foram determinadas em
concentragdes de (5%, 10% e 15%) de IPS. Os resultados sao apresentados na

Figura 4.1.

Pode-se observar que as viscosidade das fases polimérica e salina
aumentaram com a elevagao da concentracdo de soro no sistema. A viscosidade
da fase polimérica foi maior do que a da fase salina, apresentando valores
superiores a 24 cP, e inferiores a 8 cP respectivamente. Estes dados estdo dentro
das faixas obtidas por ZUNIGA (2000) e COIMBRA (1995) para SAB compostos
por PEG + FFP.

No caso de SAB puro, isto é, sem adicao de IPS, as viscosidades das fases

foram de 24 cP e 4 cP para as fases polimérica e salina, respectivamente.



Sistemas contendo 15 % de IPS apresentaram viscosidades superiores a 30 cP, o
gque mostra que a viscosidade tem uma relacdo diretamente proporcional com o
aumento da concentragédo de IPS no sistema. Ja, COIMBRA (1995) verificou para
SAB compostos por PEG 1500 e FFP que as fases exibiam um comportamento

newtoniano, mostrando uma proporcionalidade direta entre a tensdao de
cisalhamento e a taxa de deformagao.

(o)
o
1

(cP),
o

w
o
1

—O0—F. salina + soro

—O—F. polimérica + soro

Viscosidade
N
o

-
o
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5 10 15 20

Concentragido de soro no SAB (%)

o

o

Figura 4.1 Viscosidades das fases dos SAB.

A viscosidade da fase salina para o SAB contendo 10 % de IPS foi menor
do que o limite superior recomendado (menor que 5 cP) e, portanto, apropriada a
conclusao deste trabalho experimental; mas, devido aelevada viscosidade da fase
polimérica, foram necessarios testes de varias diluicdes para a adequagao desta
propriedade ao limite de 5 cP sugerido por JAMES e MORRIS (1964).

Da Figura 4.2, depreende-se que, a partir da diluicdo de um volume da fase
polimérica para dois volumes de agua (1:2) podem ser obtidas viscosidades
inferiores a 5 cP. Na abcissa da Figura 4.2, o titulo do eixo, diluigdo da fase

polimérica significa numero de volume de agua para um volume de fase
polimérica.
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Figura 4.2 Diluicdo da fase polimérica do SAB.

Assim, a concentragao de soro escolhida para desenvolver este trabalho foi
a de 10%, pois resultou em uma fase polimérica com viscosidade igual a 3,69 cP
(apbs a diluicao 1:2) e uma fase salina com viscosidade igual a 4,91 cP.

Os valores de densidade correspondentes para as fases polimérica e salina
foram de 1098 kg/m® e 1253 kg/m?, respectivamente. Estas propriedades fisicas
das fases garantiram o adequado desenvolvimento do processo cromatografico

por CEM operando com SAB contendo 10% de soro de queijo.

4.1.2. Coeficiente de Particao

Os valores dos coeficientes de particdo da a-la e B-lg no SAB pré-
selecionado sao apresentados na Tabela 4.1. Praticamente, toda a p-lg
permanece na fase salina (Kg menor que 1), e a a-la é transferida em grande parte
para a fase polimérica exibindo um valor de K, maior que 1. Esses valores de K
indicam a viabilidade da separacédo destas proteinas por extragao liquido-liquido

com SAB compostos por PEG e FFP, tal como concluiram CHENG (1996),
COIMBRA (1995) e ZUNIGA (2000).



Os dados obtidos para K, e Kg encontrados nesta pesquisa foram proximos

aos de ZUNIGA (2000), que trabalhou com SAB compostos por 18% (p/p) PEG
1500 + 18% (p/p) FFP contendo as proteinas puras.

Tabela 4.1- Coeficiente de particdo para a-la e 3-Ig no sistema formado por
18% (p/p) PEG 1500 + 18% (p/p) FFP + 10% (p/p) IPS

Proteina K
a-lactoalbumina 12,614
B-lactoglobulina 0,063

4.2. Determinagao das condi¢des operacionais para CEM

Na cromatografia preparativa € fundamental o controle adequado da vazao
do eluente, dos volumes de injegdo e das concentragdes das amostras para uma
separacdao adequada dos componentes, sendo que, na CEM, as condigbes
operacionais podem ser expressas em fungao da resolugdo cromatografica, que &
uma medida da separagdo dos componentes da amostra (LOUGH et al., 1996;
BROYLES, 1998).

Assim, a determinacdo das condigdes operacionais 6timas para a purificagao
das proteinas das fases polimérica e salina foi feita com base na resolugdo da
separacao dos componentes e na produtividade do processo de purificacio.

A Rs foi determinada pela eq. (1), na qual o fator de capacidade depende
dos tempos de retengdo dos componentes da solucdo. O fator de seletividade
varia com o tamanho da particula do gel de empacotamento da coluna, com a
faixa de massa molecular da amostra e com o volume de poros da particula. O
numero de pratos tedricos, N, pode ser aumentado pelo decréscimo da vazéo,
pela diminui¢do do volume da amostra ou pelo aumento do tamanho da coluna.

As Figuras 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6 apresentam o efeito da variagédo do volume de

amostra injetado sobre a Rs para diferentes vazdes de fase movel e para os dois



tipos de géis testados (Shepadex® G-25, médio e superfino) nas fases salina e

polimérica.
4.2.1- Influéncia do volume da amostra sobre a resolugao

De acordo com as Figuras 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6 para ambas as fases, salina e
polimérica, a resolugdo diminuiu com o aumento do volume de amostra no
processo. Este comportamento foi, provavelmente, originado pelo decréscimo nos
valores de a e k que afetam a resolugdo cromatografica, como descrito pela eq.
(1). Segundo RICKER e SANDOVAL (1996), ao aumentar o volume de injeg&do da
amostra, esta tende a ocupar completamente o volume livre da coluna produzindo
alteragdes na sua dispersédo axial e radial e, provavelmente, na Rs.

Valores de Rs abaixo de 0,5 foram atingidos com o uso de volumes de
amostra de 1,5 mL. De acordo com FELIPE e LAW (1997), que fracionaram as
proteinas de soro de queijo por CEM, o aumento na inje¢cdo do volume de amostra
produziu um decréscimo na resolugao das fragdes das proteinas separadas (a-la,
B-lg, imunoglobulinas e albumina de soro juntamente com a lactoferrina).

Em estudos feitos na separacdo de macromoléculas biolégicas usando
CEM, a eficiéncia da separagao foi afetada tanto pelo volume de amostra quanto
pelo aumento da concentragdo de amostra, mas deve-se considerar que Rs é

independente da concentracdo até que a amostra se torne muito viscosa
(FALLOW et al., 1993; RICKER e SANDOVAL, 1996).
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Figura 4.4 Influéncia do volume de amostra sobre a Rs da fase salina

para diferentes rela¢des de vazao (Shepadex® G-25, médio).
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para diferentes relagdes de vazao (Shepadex® G-25, superfino).
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Figura 4.6 Influéncia do volume de amostra sobre a Rs da fase salina

para diferentes relagdes de vazao (Shepadex® G-25, superfino).



4.2.2. Influéncia da vazao da fase mével sobre a resolugao

Nas Figuras 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6, observa-se uma relagao inversa entre a
resolucdo e a vazdo da fase mével, ou seja, quanto maior a vaz&o, menor a
resolugdo. Provavelmente, o aumento da vazao fez com que ocorresse uma saida
conjunta dos componentes (com baixo grau de separagao); isto €, houve uma
sobreposi¢cao na saida dos componentes durante a eluicdo, reduzindo N, Rs e,
consequentemente, a eficiéncia do processo.

Estes resultados estdo de acordo com os dados apresentados por
LEVISON et al. (1996) que, estudando a influéncia da vazao da fase mével na
separacao das proteinas do ovo por CEM, concluiram que existe uma relagao
inversamente proporcional entre a vazao e a resolugao cromatografica. Também
RICKER e SANDOVAL (1996), ao estudarem a separagdo de macromoléculas
usando CEM, observaram que baixas vazbes e pequenos volumes de amostras
levaram a condi¢des de separagao 6timas e a uma boa resolugado cromatografica.

No presente trabalho, somente para a fase salina e com gel superfino
(Figura 4.6), foram observados, para volumes de amostra inferiores a 0,5 mL,
menores resolucdes ao diminuir a vazao da fase movel de (2 para 1) mL/min.

O uso de altas vazbes também é limitado pelas elevadas pressées que
originam no interior da coluna. A elevagédo da vazao da fase movel pode aumentar
a pressao no interior da coluna (LEVISON et al., 1999) e este aumento pode
dificultar o escoamento dos componentes durante a eluigdo levando a uma
sobreposicao na saida dos componentes com consequente diminuigdo da Rs e
eficiéncia do processo.

Como as biomoléculas da amostra se difundem dentro e fora dos poros da
particula, esta difusédo resulta em picos cujas bases aumentam com a elevagao da
vazao. Por tanto, quando existem moléculas de diferentes tamanhos na amostra, é
recomendavel usar vazbes que garantam as minimas condigbes de resolugcao na
separagao, de forma a manter a eficiéncia do processo (RICKER e SANDOVAL,
1996).



4.2.3. Influéncia do tamanho da particula sobre a resolugao

Os valores de Rs estédo intimamente relacionados com o volume da amostra
e com a vazdo da fase movel, tanto para o gel Shepadex® G25 médio quanto
para o superfino, como visto nas Figuras 4.3 a 4.6.

Durante os experimentos, a coluna empacotada com o gel Shepadex® G-
25 médio permitiu um melhor controle da pressdo no processo de purificagao,
comparada auela empacotada com Shepadex® G25 superfino; uma vez que o
tamanho da particula superfina € muito menor. Conforme relatado por HUPE e
LAUER (1981), as restricdes ao emprego de particulas pequenas estao
associadas aos problemas praticos de aumento da pressao de trabalho na
coluna.

Em termos de resolugdo, como apresentado nas Figuras 4.4 e 4.6, o gel
Shepadex® G-25 superfino ofereceu uma melhor separacdo na fase salina,
embora o uso deste tamanho de particula (ou de uma vaz&o muito alta) possa
elevar as pressodes internas. Por outro lado, a utilizagdo de baixas vazbes, com
este tamanho de particula, aumentou o tempo de processamento e reduziu a
produtividade do mesmo. Ja com o gel Shepadex® G-25 médio, foi possivel usar
uma pressao adequada facultando o emprego de vazdes mais elevadas (até 4
mL/min) com redugéo do tempo de processamento.

Na fase polimérica, como observado nas Figuras 4.3 e 4.5, para um mesmo
volume de amostra a Rs diminuiu com o0 aumento da vazdo, com ambas resinas.

E importante considerar a influéncia do tamanho da particula sobre a
pressdo da fase mével no suporte sélido, pois existe uma relagcao inversa entre a
vazao do eluente e o tamanho das particulas no leito da coluna (PHARMACIA
BIOTECH, 1998).

Assim, o uso do gel Shepadex® G-25 superfino € recomendavel para
separacbes em nivel analitico, onde sdo usadas baixas vazdes e pequenas
quantidades de amostras. Deve-se notar que baixas vazbes levam a pequenas

pressdes no interior da coluna.



4.2.4. Determinagao da produtividade do processo

A produtividade do processo foi calculada de acordo com RAHMS
(1993), pela eq. (4), como sendo a quantidade de produto purificado por unidade
de tempo e por unidade de volume de leito, ou seja: mg de proteina x (mL do leito)
Txh. As concentragbes das proteinas a-la e (-Ilg foram determinadas, por
CLAE- fase reversa (CLAE-FR), nas fases polimérica e salina. O tempo de
processo foi considerado como uma funcédo da vazao da fase mével, uma vez que
o volume do leito da coluna foi mantido constante (7,85 mL). As curvas de
produtividade em fungdo da vazao para diferentes volumes de injecdo e para cada
uma das fases sao mostradas nas Figuras 4.7 e 4.8. Observa-se um aumento da
produtividade com a elevagdo da vaz&o e do volume da amostra. Analisando o
processo cromatografico em escala preparativa, FALLOW et al. (1993) também
relataram o aumento da produtividade com a elevacao da vazao da fase mével.

Na cromatografia preparativa, deve-se considerar o efeito da vaz&o tanto
sobre a produtividade, quanto sobre a resolugdo. Em geral, a resolugéo pode ser
melhorada reduzindo o tamanho da particula.

O volume de amostra também é uma variavel importante no calculo da
produtividade e deve ser otimizado de acordo com a resolu¢cado (HUPE e LAUER,
1981).



1,2 1

—+—0,3mL

o)
-
£
[@)]
3
(0]
©
©
ke
=
5
©
o
a

0 T T T 1

0 1 2 3 4

vazéo da fase mével (mL/min)

Figura 4.7 Produtividade do processo na fase polimérica.

Produtividade (mg/mL*h)

0 0,5 1 1,5 2 25 3 3,5 4

Vazao da fase moével (mL/min)

Figura 4.8 Produtividade do processo na fase salina.



4.2.5. Determinagao das condigoes operacionais 6timas para CEM

Como apresentado anteriormente nas Figuras 4.3 a 4.6, as resolugdes
obtidas a partir dos experimentos foram determinadas para as fases salina e
polimérica, em diferentes vazdes, volumes de amostras e dois tamanhos de
particulas do gel. Foram, entdo, selecionados os volumes de amostras e as
vazbes para cada tipo de matriz que levaram a resolugdes iguais ou superiores a
1,25. Segundo SNYDER et al. (1988), este valor de 1,25 garante uma
porcentagem de separagdo de 99,5 %. Nestas condi¢ées foram avaliadas as
produtividades, cujos resultados foram mostrados nas Figuras 4.7 e 4.8. Assim,
condicbes pré-estabelecidas para operagao da CEM foram definidas, conforme
observado na Tabela 4.2. Os respectivos cromatogramas para cada uma destas
condi¢cbes estdo representados nas Figuras 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12. Nota-se que
para o sal (FFP) foi usado o eixo da condutividade elétrica (mS/cm) conforme as
Figuras 4.9 e 4.11.

Tabela 4.2 - Condigdes de operagdes para CEM pré-selecionadas

Condi¢gbes Vazado (mL/min)  Volume (mL) Matriz Amostra
C1 2,0 0,5 G-25 (médio) F.
salina
C2 4,0 0,5 G-25 (médio) F. polimérica
C3 0,5 0,5 G-25 (superfino) F. polimérica

C4 2,0 0,5 G-25 (superfino) F. salina
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Na avaliagdo das condigdes pré-selecionadas para o processo, foram
usados os dados de produtividade e de resolugdo que estdo apresentados na
Tabela 4.3. Pode-se observar que C1 e C2, nas fases salina e polimérica,
respetivamente, levaram & melhores condi¢des de processo em termos de
produtividade. Relacionado ao grau de separagéao, C3 e C4 apresentam os valores
mais elevados devido ao menor tamanho da particula do leito (Shepadex® G-25
superfino). Esta matriz apresenta uma maior resolugao na fase polimérica, mas
uma baixa produtividade que € muito inferior a obtida pela matriz composta por
Shepadex ® G-25 médio.

Este trabalho estabeleceu as condicdbes C1 e C2 como d6timas para a

purificacdo das proteinas do soro de queijo das fases dos SAB.

Deve-se ressaltar que € importante considerar tanto pureza dos compostos
isolados quanto a separagdo por unidade de tempo (ou produtividade do
processo) para que sejam asseguradas condigdes de operagdes satisfatérias em
niveis econdmicos 6timos (HUPE e LAUER, 1981; GERBERDING e BYERS,
1998).

Tabela 4.3 - Determinagao das condi¢des 6timas de operagao

Condigdes Resolugdo  Produtividade % Separacao
C1 1,525 0,4317 99,7
C2 1,285 0,3128 99,5
C3 1,486 0,0390 99,6

C4 1,662 0,4317 99,8




4.3. Analises das fragdes obtidas na purificacdo das fases

A Figura 4.13 apresenta um cromatograma do isolado protéico de soro de
queijo em po6 (Davisco Foods, USA) usado na preparagédo dos SAB.

300 ¥
g ] Blga | | e [4
= 2007 "
g ] i E
g o-la €
< . 2
3 I i
< ] - 20 R
100 .
: II||A__|||||HH_/+‘JM/ Lt
o I I 1 e -0
T T T 7 LI e T T T T T T T T 7T I
0 10 20 30

Minutos

Figura 4.13 Cromatograma de isolado protéico de soro de queijo.

Para quantificar a concentragdo de a-la e (-lg, nas fragbes coletadas, foi
necessario construir as curvas de calibragdo das proteinas puras, que sao
apresentadas nas Figuras 4.14 e 4.15. Para tanto, foram utilizados os dados
obtidos da relacdo da area dos picos em funcdo da concentracdo de proteinas
puras (ZUNIGA, 2000).

As curvas das Figuras 4.14 e 4.15 foram determinadas por andlise de
regressao linear dos dados baseados na dispersdo dos residuos e no valor do
coeficiente de determinagdo. Esta metodologia apresentou uma boa eficiéncia na
separagao dos picos assim como um tempo de analise relativamente curto igual a
35 minutos. Os coeficientes de correlagao foram elevados para ambas curvas, da
a-la (R%=0,999) e da B-lg (R? =0,989).
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Nas condicdes selecionadas, C1 e C2, foram coletadas amostras de 5 mL
de volume de eluigdo, para posterior analise de a-la e B-lg por CLAE-FR. Na
Tabela 4.4, sao apresentadas as concentracbes de a-la e B-lg das fragbes
coletadas. Nas Figuras 4.16 e 4.17, pode-se observar a adequabilidade do
processo através do grau de separagdo e da concentragdo das proteinas nas
fragdes coletadas de cada fase. E possivel, assim, observar a presenca de
baixissimas concentragdes de [-lg na fase polimérica e de a-la na fase salina.

Os valores das concentragdes das fragdes, apresentados na Tabela 4.4,
foram baixos uma vez que as amostras foram diluidas em agua durante o
processo de purificacao.

De acordo com os resultados dos cromatogramas das Figuras 4.9, 4.10,
416, e 417, o uso da CEM assegurou um elevado grau de separagdo das

proteinas do soro de outros constituintes dos SAB, ou seja, do PEG e do sal.

Tabela 4.4 - Concentracao das fragcdes coletadas

Fase coletada Ca (mg/mL) CB (mg/mL)

Fase polimérica 0,22858 0,00457
Fase Salina 0,00536 0,21354
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Figura 4.16 Analise da fracao coletada da fase polimérica.
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Figura 4.17 Analise da fracao coletada da fase salina.



4.4. Modelagem matematica da CEM

4.4.1. Determinagao dos parametros fisicos do modelo

Os valores dos parametros €, , €, e €°, usados na solugdo do modelo,

estdo apresentados na Tabela 4.5 e foram calculados de acordo com os itens
3.5.1,3.5.2e3.5.3.

Tabela 4.5 — Parametros fisicos usados no modelo

Soluto £, €, gp
Proteina fase salina 0,74776 0,40234 0,089476
Proteina fase polimérica 0,74776 0,40234 0,170431
Sal (FFP) 0,74776 0,40234 0,830851
PEG 0,74776 0,40234 0,707280

Os valores de &, e g, foram calculados utilizando as egs. (28) e (29),
respectivamente. Na Tabela 4.5, pode-se observar que o valor de €, permanece
constante para todos os solutos, ja que este parametro € dependente somente do
tamanho da particula do gel da coluna e do procedimento para empacotamento da

mesma. g, também permanece constante porque € uma fung&o direta de ¢
(ALTENNHONER, 1997; ZHIGUO, 1998).

Para cada uma das macromoléculas do processo, os valores de €f foram

calculados pela eq. (30). As proteinas apresentaram baixos valores de €, pois,

devido a sua elevada massa molecular, sdo totalmente excluidas do volume dos
poros das particulas (dependendo do LEM do gel), o que esta de acordo com o
principio de separagao envolvido na CEM. Por outro lado, o sal e o PEG, por

possuirem baixas massas moleculares, penetram nos poros das particulas. Este &

o motivo pelo qual os valores de € sdo elevados.



4.4.2. Calculo dos parametros de transferéncia de massa

Os parametros de transferéncia de massa foram calculados para as
condigcbes de vazdo e de volume de injegdo de amostra selecionadas no item
4.2.5, 2 mL/min e 0,5 mL para a fase salina e 4 mL/min e 0,5 mL para a fase
polimérica.

Os parametros de transferéncia de massa foram obtidos por modelagem,

conforme visto no item 3.5.2 e estédo apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Parametros de transferéncia de massa preditos

Soluto Pe Bi n
Proteina fase salina 1850 100 0,0500
Proteina fase polimérica 1350 2000 0,0053
Sal (FFP) 4000 7,669 7,5325
PEG 38,60 104,50 332,60

O valor de Pe esta diretamente relacionado com o coeficiente de dispersao
axial (Dp). Dp € dependente tanto da difusdo molecular quanto da mistura
retroativa. Os diversos solutos envolvidos neste trabalho possuem diferentes
valores de difusdo molecular e, consequentemente, diferentes niumeros de Pe.
Adicionalmente, as diferengas em Pe sao também decorrentes das variagdes nas
condicdes operacionais para as fases, principalmente, a da vazdo que exerce
maior influéncia sobre Pe ( GUIOCHON et al., 1994).

n esta relacionado com o coeficiente de difusdo no interior dos macroporos
(Dp). Como Dp depende da difusividade molecular do soluto, as proteinas
apresentaram baixos valores de n por serem eluidas antes do sal e do PEG.

Bi esta relacionado diretamente com o coeficiente de transferéncia de
massa no filme Kpn) e inversamente com o coeficiente de difusdo no interior dos
macroporos (Dp). O coeficiente de transferéncia de massa no filme depende das
condi¢des hidrodindmicas e da vazdo (GUIOCHON et al. 1994).



4.4.3. Influéncia dos parametros de transferéncia de massa sobre o espalhamento

dos picos no modelo de CEM

Por meio do modelo matematico desenvolvido, avaliou-se o efeito dos
parametros adimensionais Pe, Bi € n sobre a transferéncia de massa dos
sistemas em estudo. Essa analise de sensibilidade € importante pois permite
estabelecer para qual dos parametros deve-se ser mais rigoroso na estimativa

usando o modelo matematico.

4.4.31. Influéncia do nimero de Pe

Para avaliar o efeito de Pe sobre a transferéncia de massa dos quatro
solutos em estudo, todos os outros parametros foram mantidos constantes. Os
perfis de concentracdo adimensionais foram determinados para Pe iguais a 10,
100, 1.000 e 2.000. Os valores utilizados para os outros parametros sao
mostrados na Tabela 4.7.

Os resultados das simulagbes sdo apresentados nas Figuras 4.18, 4.19,
4.20 e 4.21. Nas condicbes avaliadas, pode-se observar que o aumento em Pe
elevou a resolugcdo dos picos para os solutos em estudo. Para Pe maiores ou
iguais a 1.000, obteve-se uma minima influéncia sobre o espalhamento dos picos
cromatograficos. Assim, Pe esta inversamente relacionado com o coeficiente de
dispersao axial (D). Adicionalmente, Pe foi influenciado pela vazao da fase mével
com a qual tem uma relagao direta.

Os resultados concordam com os obtidos por ZHIGUO et al. (1998), que

relataram um espalhamento insignificante nos picos para Pe superiores a 1.000.



Tabela 4.7 — Valores dos parametros usados na simulagao numeérica

Soluto n & & e; Tinj
i

Sal 10 10 0,40234 0,74776 0,83085 0,16
Proteina (fragao salina) 10 10 0,40234 0,74776 0,08947 0,16
PEG 10 10 0,40234 0,74776 0,70728 0,16
Proteina (fragdo polimérica) 10 10 0,40234 0,74776 0,17043 0,16
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Figura 4.18 Efeito de Pe sobre a elui¢cao do sal (FFP) na fase salina.
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Figura 4.19 Efeito de Pe sobre a eluicao da proteina na fase salina.
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Figura 4.20 Efeito de Pe sobre a eluigcdo do PEG na fase polimérica.
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Figura 4.21 Efeito de Pe sobre a eluigdo da proteina na fase polimérica.

4.4.3.2. Influéncia do parametro Bi

Para avaliar a influéncia de Bi sobre a transferéncia de massa dos quatro
solutos em estudo, todos os outros parametros foram mantidos constantes
conforme apresentado na Tabela 4.8. Os perfis de concentragdo adimensionais
foram determinados para Bi iguais a 2, 10, 100 e 200.

Os resultados das simulagdes sdo mostrados nas Figuras 4.22, 4.23, 4.24 e
4.25. Depreende-se que o aumento em Bi aumenta a resolugdo dos picos dos
solutos em questdao. Em todas as simulagdes, o perfil de eluicdo para Bi igual a
200 foi equivalente ao de Bi igual a 100. Para as proteinas, Figuras 4.23 e 4.25,
observa-se que a influéncia de Bi sobre a formagao dos picos cromatograficos,
dentro das condigbes estudadas, foi insignificante. Portanto, foi possivel deduzir
que Bi tem uma relacdo inversa com o coeficiente de difusividade dentro da

particula (Dp).



As proteinas tém um minimo valor de D, com relagcdo ao PEG e o sal pois

as mesmas sao totalmente excluidas dos poros da particula.

Tabela 4.8 — Valores dos parametros usados na simulagéo numérica

Soluto n € & a; Tinj
Sal 500 10 0,40234 0,74776 0,83085 0,16
Proteina (fragao salina) 500 10 0,40234 0,74776 0,08947 0,16
PEG 500 10 0,40234 0,74776 0,70728 0,16

Proteina (fracado polimérica) 500 10 0,40234 0,74776 0,17043 0,16
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Figura 4.22 Efeito de Bi sobre a elui¢ao do sal na fase salina.
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Fgura 4.23 Efeito de Bi sobre a eluicdo das proteinas na fase salina.
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Figura 4.24 Efeito de Bi sobre a eluicdo do PEG na fase polimérica.



04 1
0,35 1
0.3 1
0,25 1
0.2 e Bi— 10

0,15 1 e Bi=100

0,1 1

Bi=200

Concentragao adimensional

0,05 1

0 0,5 1 1,5 2
Tempo adimensional

Figura 4.25 Efeito de Bi sobre a elui¢cdo da proteina na fase polimérica.

4.4.3.3. Influéncia do parametro n

Para analisar a influéncia de n sobre a transferéncia de massa dos quatro
solutos em estudo, todos os outros parametros foram mantidos constantes
conforme mostrado na Tabela 4.9. Os perfis de concentragao adimensionais foram
determinados paran iguais a 2, 10, 100 e 200.

Os resultados das simulagbes sao apresentados nas Figuras 4.26, 4.27,
4.28 e 4.29. Pode-se observar que o aumento de N elevou a resolugao dos picos
dos solutos em questdo. Nas figuras 4.26 e 4.28, percebe-se que, quando n
decresceu, a formacdo dos picos foi afetada, ocasionando o alargamento das
bandas cromatograficas. No entanto, dentro das condi¢des estudadas, esta
influéncia sobre a resolugdo dos picos das proteinas (Figuras 4.27 e 4.29) foi
muito pequena, uma vez que, a partir de n superiores ou iguais a 5, a largura das
bandas foi praticamente igual. Estes resultados afirmam os de ZHIGUO et al.
1998), que concluiram que n afeta significativamente a formacdo dos picos

cromatograficos.



Tabela 4.9 — Valores dos parametros usados na simulagédo numérica

Soluto Bi €b & £ Tinj
e

Sal 500 10 0,40234 0,74776 0,83085 0,16

Proteina (fragao salina) 500 10 0,40234 0,74776 0,08947 0,16

PEG 500 10 0,40234 0,74776 0,,70728 0,16

Proteina (fragcao polimérica) 500 10 0,40234 0,74776 0,17043 0,16

0,2

0,15

0,1

0,05 -

Concentraciao adimensional

0 0,5 1 1,5 2

2,5

3

Tempo adimensional

Figura 4.26 Efeito de n sobre a elui¢cdo do sal na fase salina.
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Figura 4.27 Efeito de n sobre a eluigao das proteinas na fase salina.

0,25 ~
0,2 -
0,15 1
0,1

0,05 A

Concentracdo adimensional

Tempo adimensional

Figura 4.28 Efeito de n sobre a eluigdo do PEG na fase polimérica.
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Figura 4.29 Efeito de n sobre a eluicdo das proteinas na fase polimérica.

4.4.4. Resultado da solugao numérica do modelo

O perfil de eluicdo dos solutos presentes nas fases foi determinado a partir
dos parametros fisicos (Tabela 4.5) e dos parametros de transferéncia de massa
(Tabela 4.6).

Por meio do modelo matematico desenvolvido, foi calculada a concentracéo
adimensional dos componentes em funcdo do tempo adimensional. Os resultados
sdo apresentados nas Figuras 4.30 e 4.31, onde pode-se observar os perfis de
eluicdo para as fases polimérica e salina, respectivamente.

O modelo matematico desenvolvido foi capaz de predizer, com boa
precisao, os perfis de eluicdo e os tempos de retencdo dos solutos. Em todas as

simulagdes numéricas, o desvio no balango de massa foi menor que 0,1%.
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Figura 4.31 Perfil de eluigdo dos componentes na fase salina



4.4.5. Influéncia do volume de amostra injetado

Para estudar a influéncia do volume de amostra injetado sobre a separagao
das proteinas na coluna utlizada neste trabalho, considerou-se os seguintes
valores de volumes de injegdo de amostra: 0,1 mL, 0,5 mL, 1 mL e 2 mL que
corresponderam & fragdes de 1,25%, 6,25%, 12,5% e 25% em relagdo ao volume
total da coluna. Os dados empregados para os outros parametros sdo mostrados
na Tabela 4.10

As simulagbes s&o apresentadas nas Figuras 4.32 e 4.33. Pode-se
observar que o aumento no volume de injecao da amostra diminuiu a eficiéncia do
processo de separacdo; isto é, a resolugdo na separagao dos solutos diminuiu
com o aumento do volume de injegcdo. Este resultado esta de acordo com os
dados obtidos experimentalmente neste trabalho.

Na técnica de separagao de grupos da CEM, recomenda-se usar até 30%
do volume total da coluna (FISCHER, 1974), mas nota-se, nas Figuras 4.32 e
4.33, que quanto maior a percentagem de volume injetado, maior a perda de
resolugéo.

FELIPE e LAW (1997) ao separarem proteinas de soro de queijo, relataram
também a perda de resolu¢do com 0 aumento do volume de inje¢ao na coluna.

Assim, pode-se dizer que a predicdo das condicdes de operagao da CEM
pelo modelo desenvolvido foi adequada.

Segundo ALTENNHONER et al. (1997), a simulagédo cromatografica torna-
se necessaria em um processo de produgdo em grande escala. Os modelos
matematicos descrevem com precisdo o comportamento no processo de
separacdo, mas podem ser afetados por erros cometidos na determinagao dos

parametros de operagéo da coluna usada no processo de separagao.



Tabela 4.10 — Valores dos parametros usados na simulagdo numérica

Soluto | Bi n €b &

el
Sal 4000 7,669 7,5325 0,40234 0,74776
Proteina (fragao salina) 1850 100 0,05 0,40234 0,74776
PEG 38,591 104,467 332,63 0,40234 0,74776

Proteina (fragédo polimérica) 1350 2000 0,005 0,40234 0,74776
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igura 4.32 Efeito do volume de inje¢do da amostra sobre a eluigdo das proteinas

na fase salina.
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Figura 4.33 Efeito do volume de inje¢cdo da amostra sobre a eluicdo das

proteinas na fase polimérica.



5. CONCLUSOES

1 - As proteinas do soro de queijo a-lactoalbumina e [-lactoglobulina, presentes
nas fases polimérica e salina de SAB, foram purificadas satisfatoriamente
mediante o uso da CEM. Foram separadas das proteinas as moléculas de

FFP e PEG que constituiram as fases do sistema.

2 - O emprego de diferentes concentragdes de soro de queijo no SAB alteraram
as viscosidades das fases. O sistema selecionado para estudo foi composto
de 18% (p/p) PEG 1500 + 18% (p/p) FFP (pH 7) + 10% (p/p) de IPS + 54 %

(p/p) agua.

3 - Os parametros vazao da fase moével, volume de amostra e tipo de gel
influenciaram na purificacdo das proteinas a-lactoalbumina e [B-lactoglobulina

nas fases dos SAB estudados.

4 - As condigbes operacionais otimas do processo, em termos de pureza e de
produtividade foram de 4,0 mL/min de vazdo e 0,5 mL de volume de amostra
para a fase polimérica e de 2,0 mL/min de vazdo e 0,5 mL de volume de

amostra para a fase salina.

5 - O tipo de gel mais adequado para a separagao, foi o Shepadex® G-25 médio.



6 - O grau de purificagdo das proteinas do soro foi de 99,7% e 99,5 % para as

fases polimérica e salina, respectivamente.

7 - O modelo de transferéncia de massa usado representou adequadamente os

resultados experimentais para CEM.

8 - Os parametros de transferéncia de massa Pe_ e n foram os mais sensiveis na

solugao do modelo matematico.

9 - O modelo matematico empregado levou a uma predigéo satisfatoria tanto para
os tempos de retengao das biomoléculas do processo quanto para a perda de

resolucdo, devido ao aumento do volume de injecdo de amostra na coluna.
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