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RESUMO

FONTAN, Rafael da Costa Ilhéu, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de
2013. Desenvolvimento e caracterizacdo de trocador  catibnico
supermacroporoso para a purificacdo de macromoléculas. Orientador: Luis
Antonio Minim. Coorientadores: Valéria Paula Rodrigues Minim e Luis Henrique
Mendes da Silva.

A purificacdo de biomoléculas, em especial macromoléculas, desperta cada
vez mais o interesse de pesquisadores em todo o mundo devido ao potencial de uso
das mesmas. Para isso, novas técnicas e materiais vém sendo desenvolvidos, como 0s
criogéis poliméricos, considerados a nova geragdo de matrizes para 0S processos
cromatograficos. Os criogéis permitem a producdo de colunas monoliticas
cromatograficas com elevada porosidade e com poros grandes o suficiente para
permitir a passagem até mesmo de células inteiras, o que é altamente desejavel para a
purificacdo de macromoléculas a partir de meios viscosos e/ou ndo clarificados.
Apesar do crescente interesse nos criogéis, estudos envolvendo as condi¢cbes de
equilibrio e a dindmica do deslocamento de fluidos e cinética de transferéncia de
massa nos leitos monoliticos ainda sdo insuficientes para se caracterizar
completamente essa classe de adsorventes. Assim sendo, neste trabalho um novo
trocador iénico monolitico voltado para a purificacdo da proteina lisozima a partir da
clara de ovo foi produzido e caracterizado sob diversos aspectos, dentre eles a
estrutura fisica e as relacBes de equilibrio de adsorcdo, bem como o efeito da
temperatura e forga-ibnica da fase movel nessas reacdes, 0 que permitiu compreender
melhor o mecanismo de adsorc¢do da lisozima no trocador idnico. O leito monolitico
produzido também foi caracterizado quanto a sua hidrodindmica e um modelo capilar
foi proposto para descrever as curvas de ruptura no mesmo, permitindo maior
compreensdo dos efeitos dispersivos, difusivos e de transferéncia de massa no seu
interior. Por fim, o leito produzido foi empregado com éxito na purificacdo da
lisozima diretamente da clara de com um minimo preparo da solucéo de alimentacéo

e em apenas uma etapa cromatogréfica.
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ABSTRACT

FONTAN, Rafael da Costa Ilhéu, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2013. Development and characterization of a supermacroporous cation
exchanger to macromolecules purification. Adviser: Luis Antonio Minim. Co-
advisers: Valéria Paula Rodrigues Minim and Luis Henrique Mendes da Silva.

Researchers around the world are interested in the potential use of biomolecules, in
special macromolecules, increasing the application of different techniques to purify
its. New methodologies and materials are being developed, such as polymeric
cryogels, considered the new generation of chromatographic matrices. Cryogels
permit the production of high porosity monolithic columns with large pores that
allow the passage even of whole cells, which is highly desirable for the
macromolecules purification from viscous and non-clarified feedstock solutions.
Despite the growing interest in cryogels, studies involving equilibrium conditions
and the dynamics of fluid displacement and mass transfer in monolithic beds are still
insufficient to adequately characterize this class of adsorbents. Thus, a new ion
exchanger monolithic cryogel for the purification of lysozyme from chicken egg was
produced and characterized at various aspects, as the physical structure and
adsorption equilibrium relationships, including the effect of temperature and ionic-
strength of the mobile phase, allowing a better understanding of the adsorptive
mechanism of lysozyme on the ion exchanger. The monolithic bed was also
characterized as the capillary hydrodynamic and a model was proposed to describe
the breakthrough curves, allowing greater understanding of dispersive, diffusive and
mass transfer effects. Finally, monolithic bed produced was successfully employed in
the purification of lysozyme directly from egg white in a single chromatographic
step, being possible its use with a minimum preparation of the feed solution.
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INTRODUCAO GERAL

Técnicas cromatograficas sdo as mais importantes no desenvolvimento de
processos de purificacdo de biocompostos, compondo em média de duas a trés etapas
destes (Jungbauer e Hanh, 2008; Lenhoff, 2011). Ao se trabalhar com a purificacéo
de biocompostos, as técnicas de troca idnica tém grande importancia e aplicabilidade
devido a seletividade e capacidade de separacdo sob condigdes proximas as
fisioldgicas, causando menos danos aos compostos. Esta técnica se baseia na
adsorcéo diferenciada de compostos carregados (positiva ou negativamente) em uma
superficie com carga oposta, e vem sendo empregada na purificagdo de proteinas,
peptideos e enzimas (Chen et al., 2010).

A demanda das industrias farmacéutica e de alimentos por biocompostos
ativos é crescente, buscando-se, portanto, 0 emprego de técnicas que mantenham ao
maximo a bioatividade dos mesmos (Guiochon e Beaver, 2011). Devido a isso, 0
desenvolvimento de novos adsorventes e trocadores idnicos € constante. Na
vanguarda desse processo esta a producdo de monolitos, estruturas porosas altamente
interconectadas formadas em corpo Unico, considerados a quarta geracdo dos
materiais cromatograficos (Jungbauer e Rahn, 2008).

Dentre estes, destacam-se os criogéis poliméricos, obtidos a partir do
congelamento de uma mistura reativa em polimerizacdo. Sdo caracterizados por
possuirem elevada porosidade com poros grandes (didmetro acima de 10 um)
interconectados (Lozinsky, 2002; Lozinsky et al. 2003). Esses compostos sdo
versateis no seu uso, podendo ser produzidos na forma de colunas, discos ou
membranas, e apresentam baixo custo se comparados a matrizes tradicionais na
cromatografia (Guiochon, 2007).

Outra caracteristica de interesse em tais matrizes ¢ a baixa resisténcia ao
escoamento e consequente manutencao de carga durante o escoamento de um fluido
através de um leito monolitico. Com isso solugdes mais viscosas podem ser usadas
sem afetar a eficiéncia de purificacdo, com a vantagem de se poder utilizar solu¢Ges
pré-concentradas ou menos diluidas, otimizando o tempo de processo (Lozinsky et
al., 2003; Guiochon, 2007). Devido a estas caracteristicas, um grande crescimento do

uso de criogéis poliméricos para a purificagdo de macromoléculas vem sendo



observado (Billakanti e Fee, 2009; Yan et al., 2011; Cimen e Denizli, 2012;
Srivastava et al., 2012; Sun et al., 2012; Uygun et al., 2012; Yun et al., 2012).

O processo de sintese de criogéis € estocastico e cada unidade produzida é
Unica em sua estrutura. O comportamento hidrodinamico e cromatografico de um
criogel torna-se individual e 0 uso de métodos ndo-destrutivos nos estudos fisicos e
hidrodinamicos passa a ser essencial (Yun et al., 2011). A modelagem de tais
sistemas é um desafio, dada a dificuldade em descrever a estrutura da matriz do
criogel, bem como caracteristicas do escoamento de fluidos, dispersdo nos poros e
transferéncia de massa entre o fluido e as paredes do criogel (Yun et al., 2009).

Apesar das vantagens apresentadas pelos criogeis poliméricos, sua estrutura
fisica gera uma area superficial significativamente menor se comparada a de um leito
fixo empacotado, o pode diminuir sua eficiéncia. Por isso o estudo de modificacdes
na estrutura dos criogéis € uma area essencial e que vem se desenvolvendo
rapidamente. Modificagdes, quimicas ou fisicas, podem ser feitas visando a aumentar
a eficiéncia dos processos de separacdo (Arvidsson et al., 2002; Babac et al., 2006;
Kumar et al., 2006; Yao et al., 2007; Yun et al., 2007; Wang et al., 2008). A
caracterizagdo de tais criogéis é de grande importancia para se conhecer a dindmica
do escoamento de fluidos em seu interior, bem como o processo de interagcdo dos
sitios ativos com moléculas em solucéo, visando a predi¢do desse comportamento no
escalonamento do processo analisado e na otimizacdo dos processos de purificacdo
de diferentes biocompostos.

Uma macromolécula adequada aos estudos com novos trocadores idnicos, em
especial os catidnicos, é a lisozima, uma proteina amplamente utilizada como modelo
em ensaios tedricos e experimentais (Kubiak-Ossowska e Mulheran, 2010). E uma
proteina pequena, de cadeia Unica, composta por 129 residuos de aminoéacidos e
massa molar em torno de 14300 Da (Canfield, 1963). Entre os residuos de
aminoacidos de sua cadeia polipeptidica estdo seis de lisina e nove de arginina, que
Ihe conferem um carater basico (Dismer e Hubbuch, 2007), sendo seu ponto
isoelétrico em torno de 11,3 (Wetter e Deutsch, 1951). Essa enzima possui atividade
catalitica na hidrélise das B-ligacbes entre o &cido murdmico e a N-acetil-
glicosamina, componentes do mucopolissacarideo das paredes celulares de bactérias,
apresentando desse modo atividade antimicrobiana (Basar et al., 2007) e por isso
sendo amplamente empregada na industria farmacéutica e de alimentos (Bayramoglu

et al., 2007; Anirudhan e Rejeena, 2012).



A otimizacdo de processos cromatograficos de separacdo de macromolécula
como a lisozima demanda um profundo conhecimento das rela¢fes de equilibrio e de
caracteristicas de escoamento e transferéncia de massa. Determinar o equilibrio
adsortivo é normalmente o primeiro passo, fornecendo informacdes sobre condicdes
ideais de separacdo (Tao et al., 2011). Diversos modelos vém sendo utilizados para a
descricdo do equilibrio nos processos adsortivos de proteinas, sendo 0 mais comum o
estudo sob condic¢6es isotérmicas utilizando-se modelos como o de Langmuir e o de
Freundlich (Bayramoglu et al., 2007; Lira et al., 2009; Bowes et al., 2009; Huang et
al., 2010; Tao et al., 2011). Entretanto, Misak (1993 e 1995) observou que o0 uso de
modelos de isotermas de adsorcdo para descrever o equilibrio de troca ibnica ndo era
totalmente adequado. Ao se trabalhar com macromoléculas como proteinas o uso de
modelos mais adequados a troca ibnica é ainda mais recomendado, como é o caso do
modelo de Acéo do Impedimento Estérico de Massas (SMA) proposto por Brooks e
Cramer (1992).

Além das relacbes de equilibrio, a compreensdo dos mecanismos envolvidos
na adsorcdo (ou troca idnica) de proteinas é de fundamental importancia (Lin et al.
2002). A adsorcéo de proteinas é complexa e somente um detalhado entendimento do
efeito dos muitos parametros envolvidos (pH, temperatura, tipo e quantidade de sais)
nos fendmenos pertinentes permite uma melhoria racional de tais processos (Dieterle
et al., 2008).Varios estudos termodindmicos vém buscando elucidar tais mecanismos
e suas implicacBes na estrutura das proteinas (Gerstner et al., 1994; Bayramoglu et
al., 2007; Dieterle et al., 2008; Dismer et al., 2008; Lira et al., 2009; Kubiak-
Ossowska e Mulheran, 2010; Blaschke et al., 2011).

Vérias alternativas vém sendo propostas para descrever a estrutura dos leitos
monoliticos (Meyers e Liapis, 1999; Miyabe e Guiochon, 2002; Koku et al., 2011).
Em uma dessas abordagens, a estrutura dos monolitos foi descrita como um conjunto
de canais capilares independentes por onde a fase mével escoa (Persson et al., 2004).
Tal modelagem capilar vem sendo aperfeicoada, sendo que novos elementos vém
sendo incorporados ao modelo original com o avangar das pesquisas e das técnicas
empregadas (Persson et al., 2004; Zabka et al., 2006; Yun et al., 2009 e 2011).
Apesar da matriz monolitica porosa ser provavelmente interconectada, o0 emprego do
modelo capilar é adequado para descrever tais sistemas, em especial aqueles

macroporosos, uma vez que o fluxo convectivo sempre escoa pelo caminho de menor



resisténcia, gerando um padrao através de sua estrutura o qual € semelhante ao de um
conjunto de canais capilares (Persson et al., 2004).

Assim, o objetivo neste trabalho foi desenvolver, caracterizar e aplicar um
novo trocador catidnico monolitico polimeérico supermacroporoso em um processo de
purificagdo de uma macromolécula a partir de um meio pouco clarificado. Para isso,
a descricdo dos fendmenos foi divida em quatro partes visando ao melhor
detalhamento de cada um dos aspectos avaliados.

Na primeira parte foi descrito o processo de sintese de um criogel polimérico
monolitico e sua modificacdo em um trocador catiénico, sendo avaliados 0s aspectos
associados a sua porosidade, permeabilidade e dispersao axial.

Na segunda parte foram determinadas as isotermas de adsorcao da lisozima
no trocador catidnico produzido, sob diferentes condicdes de temperatura e forca
ibnica da fase movel. Além disso, foram avaliados de acordo com fundamentos
termodindmicos, os efeitos do fendmeno de adsorcéo da proteina dentro do processo
de troca ibnica como um todo.

Na terceira parte foi avaliada a modelagem capilar para descrever o processo
de troca ibnica da lisozima no leito monolitico utilizado. Os balangos de massa
consideraram o fluxo convectivo e os efeitos dispersivos de mistura e de
transferéncia de massa individuais nos capilares, que seguiam uma distribuicdo
normal de probabilidade para o didametro e comprimentos diferenciados, variando
segundo sua tortuosidade. Simulacgdes foram realizadas a fim de verificar o efeito da
da vazdo, concentracgdo inicial e forca idnica da fase mével nas curvas experimentais
de ruptura.

Por fim, foi avaliada a aplicacdo do leito monolitico desenvolvido para a
extracdo da lisozima a partir da clara de ovo, abordando-se aspectos relacionados a

pureza e rendimento do produto obtido.
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ARTIGO 01

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE UM TROCADOR
IONICO MONOLITICO POLIMERICO SUPERMACROPOROSO: UMA
NOVA ABORDAGEM

Resumo

O desenvolvimento de novos adsorventes € um segmento estratégico na
separagdo de biocompostos, tendo os criogéis poliméricos grande potencial para a
purificagdo de macromoléculas a partir de meios ndo-clarificados. A caracterizagéo
desses compostos & de grande importancia para a otimizacdo das condigdes
operacionais e adequacdo do seu uso as necessidades de pesquisadores e industrias.
Neste trabalho buscou-se uma nova abordagem, com alteraces na sintese e uso de
diferentes técnicas na caracterizacdo de um criogel de poliacrilamida enxertado com
0 &cido 2-acrilamido-2-metil-1-propanossulfénico (AMPSA). A enxertia ocorreu de
modo dindmico, ao invés do modo estatico usualmente empregado, sendo as solucdes
ativadora e de AMPSA circuladas em circuito fechado através dos criogeis
produzidos a —12 °C. Tal alteracdo ndo provocou mudangas consideraveis na
capacidade de inchamento (S), no grau (G) e densidade (D) de enxertia, mas sim no
rendimento (E) da mesma, o qual foi inferior ao reportado na literatura. Foram
comparadas as técnicas de microscopia Otica e eletrbnica de varredura para a
avaliacdo da estrutura dos criogéis ndo sendo observadas diferencas nos valores
obtidos por ambas, que revelaram poros com didametro médio em torno de 70 um. O
método dos momentos, mais adequado quando se verifica assimetria nas curvas de
distribuicdo de tempos de residéncia, foi usado na determinacdo da porosidade do
criogel, igual a 0,91, e do coeficiente de dispersdo axial aparente em funcdo da
velocidade de escoamento. Tal método também foi usado para estimar a altura de
pratos teoricos, em torno de 2,5mm. A resisténcia ao escoamento foi avaliada
variando-se a viscosidade de um fluido newtoniano a pressdo constante, sendo o
valor da constante de permeabilidade igual ao obtido utilizando-se &gua pura e
variando-se a pressdo hidrostatica sobre a coluna. Os resultados obtidos
demonstraram que 0 uso de tais técnicas foi adequado na sintese e caracterizacao de

criogéis, abrindo novas perspectivas nesse segmento.

Palavras-chave: criogel, enxertia dinamica, caracterizagdo, microscopia Otica,

método dos momentos, permeabilidade.



1. INTRODUCAO

Técnicas adsortivas sdo utilizadas em pelo menos uma etapa de praticamente
todos os processos de purificacdo de biocompostos existentes. A otimizacdo dessas
técnicas é de grande interesse, por trazer impacto direto no rendimento de tais
processos.

Nesse sentido os mondlitos poliméricos sdo considerados o que ha de mais
moderno no setor de matrizes cromatograficas. Caracterizam-se por uma estrutura
em corpo Unico, com poros interconectados e grandes o suficiente para permitir a
passagem até mesmo de células inteiras, o que leva a uma maior permeabilidade ao
escoamento e a uma menor queda de pressdo. Sao versateis no seu uso, podendo ser
produzidos na forma de colunas, discos ou membranas, e de baixo custo, se
comparados a matrizes tradicionais utilizadas na cromatografia (Guiochon, 2007).

O desenvolvimento e utilizacdo de monolitos poliméricos € recente, sendo
observado um significativo aumento no numero de trabalhos com tal material apenas
na ultima década. (Arvidsson et al., 2002; Lozinsky et al., 2003; Plieva et al., 2004a e
2004b). Entre os possiveis polimeros empregados na sintese desses compostos,
destacam-se os monolitos macroporosos de poliacrilamida, obtidos da polimerizacéo
de moléculas de acrilamida (Aam) com o agente formador de liga¢bes cruzadas
N,N’-metileno-bis-acrilamida (BAam), adicionados ou ndo de outros mondmeros
(como o alil-glicidil éter, AGE), sob condic¢des de congelamento moderado (-10 °C a
-20 °C), pela técnica conhecida como criogeleificacdo (Plieva et al., 2004b). Os
monolitos assim produzidos sdo chamados de criogéis pAAm, e sua utilizacdo vem
sendo reportada por diversos autores (Plieva et al., 2004a; Yao et al., 2007; Billakanti
e Fee, 2009; Yan et al., 2011; Dragan et al., 2012).

Apesar das vantagens apresentadas pelos criogéis poliméricos, os grandes
poros e consequentemente a elevada porosidade de sua estrutura fazem com que sua
area superficial seja significativamente menor se comparada a de um leito fixo
empacotado, levando a uma menor eficiéncia teérica. Por isso o estudo de
modificagdes na estrutura dos criogéis € uma area essencial e que vem se
desenvolvendo rapidamente. ModificacGes, quimicas ou fisicas, podem ser feitas
visando a aumentar a eficiéncia dos processos de separagdo (Arvidsson et al., 2002;
Babac et al., 2006; Kumar et al., 2006; Yao et al., 2007; Yun et al., 2007; Wang et
al., 2008).
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Entre tais modifica¢fes, uma técnica de grande interesse € a enxertia sobre o
esqueleto polimérico utilizando um agente iniciador (técnica conhecida por grafting
from), em que a ligacdo de grupos de interesse ocorre em regides pré-ativadas da
superficie do criogel (Savina et al., 2005a). A enxertia usualmente é realizada de
modo estatico, com a solugdo com o grupo a ser enxertado sendo deixada estagnada
em contato com o criogel por um determinado periodo de tempo (Savina et al., 2005a
e 2005b; Hanora et al., 2006; Yao et al., 2007; Chen et al., 2008; Srivastava et al.,
2012). Entre os compostos quimicos utilizados no processo de enxertia em criogéis
pAAm estdo o acido acrilico, o &cido 2-acrilamido-2-metil-1-propanossulfonico
(AMPSA) e o acido iminodiacético, 2-dimetilaminoetil metacrilato (Arvidsson et al.,
2002; Plieva et al., 2004b; Savina et al., 2005a; Yun et al., 2007; Chen et al., 2008;
Wang et al., 2008).

A caracterizacdo dos criogéis é de grande importancia para se conhecer a
dindmica do escoamento de fluidos em seu interior, bem como o processo de
interacdo dos sitios ativos com as moléculas presentes na solucdo a ser purificada,
visando a predicdo desse comportamento em um aumento de escala do processo
analisado e na padronizacédo da purificagdo de biocompostos.

A andlise dos aspectos fisicos (porosidade e tamanho de poros),
hidrodinamicos (permeabilidade ao escoamento, distribui¢do de tempos de residéncia
e dispersdo axial) e quimicos (grau de enxertia, nUmero de sitios ativos) desses géis
vem sendo relatada por diversos autores, e os resultados correlacionados as
alteracbes nos processos de obtencdo dos criogéis, seja em relacdo as rotas
criogénicas usadas, seja em relacdo a composicdo dos mesmos. (Savina et al., 2005a
e 2005b; Yao et al., 2006a; Chen et al., 2008).

Dadas as caracteristicas que os criogéis poliméricos apresentam, seu uso na
forma de leito fixo na purificacdo de biocompostos a partir de meios concentrados ou
néo-clarificados apresenta grande potencial (Lozinsky, 2002; Lozinsky et al., 2003).
No entanto, muitas caracteristicas dos criogéis sdo estimadas em batelada e com a
utilizacdo de técnicas que envolvem maiores erros por depender de caracteristicas
subjetivas do analista. Esse € 0 caso da obtencdo da porosidade por meio da
determinacéo do contetido de &gua livre (Plieva et al., 2004a, Erzengin et al., 2011),
em que a quantidade de &gua retirada do criogel depende da for¢a aplicada sobre ele.

O uso de um método envolvendo a utilizacdo de pulsos de solutos tracadores em
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leitos fixos, como o método dos momentos (Furusawa et al., 1976; Guiochon, 2006),
leva a resultados com menores erros e maior reprodutibilidade.

Além disso, existem ainda outros aspectos pouco explorados em relacdo aos
métodos de andalise empregados em criogéis. Por exemplo, os poros dos criogéis
possuem dimensGes micrométricas e sua estrutura em geral é avaliada por
microscopia eletronica de varredura (Plieva et al., 2004b; Yao et al., 2007; Dragan et
al., 2012). Porém a estimativa do tamanho dos poros poderia ser feita, de modo
alternativo, por técnicas de microscopia Otica, de menor custo e acessiveis a um
maior nimero de pesquisadores. Outra caracteristica importante, a permeabilidade ao
escoamento, é determinada frequentemente pelo escoamento de agua no leito de
criogel submetido a diferentes pressées hidrostaticas (Yao et al., 2006b; Chen et al.,
2008). Contudo, informacdes sobre a permeabilidade ao escoamento utilizando-se
liguidos mais viscosos, de grande interesse ao se trabalhar com criogéis, sdo
inexistentes na literatura.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi fazer uma nova abordagem sobre
algumas técnicas utilizadas na sintese e caracterizacdo de criogéis poliméricos
usados na forma de leito fixo para a purificacdo de biocompostos a partir de meios
concentrados. Em especial, foram avaliados o processo de enxertia dindmica de
moléculas de AMPSA, o uso de microscopia Otica para avaliar a estrutura dos
criogéis produzidos, a utilizacdo do método dos momentos para a determinacdo da
porosidade, dispersdo axial e numero de pratos teéricos equivalentes e a
determinacdo da constante de permeabilidade ao escoamento variando-se a

viscosidade da fase mdvel ao invés de se variar a queda de pressao.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados AAm, BAAm, AGE,
AMPSA, persulfato da aménio (APS), periodato de potéssio, persulfato de potéssio,
lisozima, fosfato de sddio monobasico e bibasico e cloreto de s6dio adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED)
adquirido da Merck Millipore (Billerica, EUA). Sulfato de cobre, acido cloridrico,
hidréxido de sddio, hidroxido de potéssio e sulfato de potéassio foram adquiridos da
Vetec (S@o Paulo, Brasil). Todos os reagentes quimicos utilizados possuiam, no
minimo, grau de pureza PA-ACS. Em todos os experimentos foi utilizada agua

deionizada ultra-pura.
2.2. Sintese dos criogéis monoliticos

Na sintese dos criogéis, foram adaptadas as metodologia proposta por Kumar
et al. (2006) e Yao et al. (2006a). Resumidamente, uma solucdo contendo 6% de
mondmeros (AAmM+AGE+BAAmM), na proporcao massica de 7:1 para (AAM+AGE):
BAAmM e 9:1 AAm:AGE foi preparada em banho de gelo. O AGE foi adicionado
para aumentar a resisténcia estrutural do criogel (Arvidsson et al., 2003). Adicionou-
se entdo 1,2% de APS e 1% de TEMED em relacdo a massa total de monémeros.
Apds a homogeneizacdo da solucdo, a mesma foi imediatamente vertida em uma
coluna cromatografica C10/20 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e mergulhada em
um banho termostatico (Modelo Q214S2, Quimis, Sdo Paulo, Brasil) regulado a
temperatura de (-12,0 £ 0,1) °C, durante 24 h. A solucdo de mondmeros preencheu
uma altura de cerca de 12 cm, que foi mantida com a extremidade superior aberta,
coberta por um pedaco de parafilme. Decorridas as 24 h, a coluna foi levada a
temperatura de 4 °C por 4 h para o descongelamento da agua existente. Néo foi feita
a lavagem da coluna apds o descongelamento.

A coluna com o criogel foi seca em estufa a (60 +2) °C por 48 h para a
avaliacdo de falhas estrututurais decorrentes do processo de sintese. Se 0 processo de
polimerizacdo da mistura reativa ja estivesse avancado ao se colocar a amostra sob
condigdes de congelamento; ou se a reducédo da temperatura de tal solugdo ocorresse
lentamente, observava-se com o processo de secagem descrito um encolhimento
excessivo do criogel produzido, e que 0 mesmo ndo apresentava a mesma capacidade

de rehidratacdo de um criogel normal. Apds tal verficacdo, foi colocado o pistéo
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adaptador AC10 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) na coluna, que foi reidratada e
lavada com 350 mL de &gua deionizada, utilizando-se uma bomba peristéltica
(Masterflex Easy-Load Il, Cole-Parmer, Vernon Hills, EUA) a vazdo de 1,0 mL-min’
1, Durante o processo 0 pistdo foi ajustado de modo a reduzir a altura do leito em
cerca de 5% a 10% (Hjertén et al., 1989). Em seguida, a coluna foi submetida entédo
ao processo de ativacgdo e enxertia do AMPSA.

Paralelamente a producdo do leito na coluna cromatogréfica, foram
produzidos outros 20 criogéis em seringas plasticas com volume nominal de 5,0 mL,
adotando-se a mesma metodologia. Tais criogéis foram secos em estufa a (60 + 2) °C
durante 48 h, esfriados em dessecador, pesados em uma balancga analitica (preciséo
de 0,0001 g, Modelo AG200, Gehaka, Sdo Paulo, Brasil) e novamente hidratados
com agua deionizada, para serem ativados e enxertados com AMPSA.

2.3. Ativacgao do criogel e enxertia do AMPSA

Os criogéis produzidos foram ativados com diperiodato cuprato de potéassio,
conforme metodologia adaptada de Savina et al. (2005a). Para o preparo da solugéo
de diperiodato cuprato de potassio, Ks[Cu(HIOg),], com concentracdo final de
Cu(l) igual a 0,0562 mol-L?, foram adicionados a 200 mL de agua deionizada
3,54 g de sulfato de cobre penta-hidratado (CuSQO4-5H,0), 6,82 g de periodato de
potéssio (K10,), 2,20 g de persulfato de potassio (K,S,0sg) e 9,00 g de hidréxido de
potassio (KOH). Essa mistura foi levada a ebulicdo durante 40 min, resfriada a
temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi diluido
com agua para 250 mL, sendo esta solucdo utilizada nos experimentos.

A solucdo ativadora foi uma mistura de uma solucdo de NaOH 1,0 mol-L* e
diperiodato cuprato de potassio 0,0562 mol-L* na propor¢do de 1:3, que foi
bombeada através dos criogéis em circuito fechado durante 90 min (re-circulacéo) a
uma vazao de 1,0 mL-min™, a uma temperatura de (45,0 + 0,2) °C, mantida constante
com o uso de uma estufa BOD (Modelo TE-391, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil). O
volume total da solucdo ativadora re-circulado em cada criogel foi de 3,0 mL de
solucéo ativadora para cada mililitro de criogel hidratado.

Uma vez ativados, a enxertia com AMPSA foi feita segundo mecanismo
adaptado de Yao et al. (2007). Para isso, foi utilizada uma solugdo de AMPSA
2,0 mol-L%, a 45 °C e com uma vazéo de 1,0 mL-min, em circuito fechado durante

120 min. O volume da solugéo de AMPSA utilizado foi de 3,0 mL para cada mililitro
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de criogel hidratado. Em seguida, o criogel foi lavado com 200 mL de uma solugéo
de HCI 0,1 mol-L* (100 mL para os criogéis obtidos nas seringas), seguido de
400 mL de agua deionizada (200 mL nas seringas), ambos a vazdo de 1,0 mL-min™ e
temperatura de 45 °C para assegurar a retirada das moléculas de AMPSA livres.
Terminado esse processo 0s criogéis estavam prontos para o uso.

A coluna de criogel foi percolada por 120 mL de uma solucédo de acetato de
sodio 0,2 mol-L* em etanol 20% (fracdo volumétrica) e armazenada sob refrigeracao
(4 a 6 °C) até seu uso. Os criogéis gerados nas seringas foram novamente secos em
estufa a (60 + 2) °C por 48 h e armazenados desidratados até o uso. Em ambos os
casos, para serem utilizados, os criogeis foram lavados (ou hidratados)
abundantemente com &gua deionizada, seguido de lavagem com pelo menos vinte

volumes da coluna de uma solu¢do de HCI 0,1 mol-L™.
2.4. Caracterizacao dos criogéis pAAmM-SO;

Grau, densidade e rendimento de enxertia

Para se avaliar a eficiéncia no processo de enxertia do AMPSA, foram
determinados o grau (G), a densidade (D) e o rendimento (E) de enxertia do AMPSA
a matriz polimérica, utilizando metodologia descrita por Savina et al. (2005a). Para
tanto, as analises foram realizadas em 10 criogéis produzidos nas seringas, e 0s

parametros obtidos utilizando-se as equacdes 1 a 3.

m;—m
G = m —mo) 100 (1)
mo
- 1
D= (my —my) % )
mo MM ppmpsa
m; —m
E = M x 100 (3)
mp

Onde: mg é a massa (kg) do criogel original desidratado, m; é a massa (kg) do criogel
pAAmM-SO;3 desidratado, m, é a massa (kg) de AMPSA recirculada e MMawpsa € a
massa molar (kg-mol™) do AMPSA.
Capacidade de inchamento e grau de expansao

A capacidade de inchamento (S) foi avaliada nos criogéis com e sem a
enxertia do AMPSA. Para isso 10 criogeéis produzidos nas seringas plasticas foram

secos em estufa a (60 +2) °C, esfriados em dessecador e tiveram as massas
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verificadas em uma balanca analitica. Posteriormente, os criogéis foram hidratados
por imersdo em 50 mL de agua deionizada & temperatura ambiente, por 24 h,
retirados da agua e tiveram novamente as massas verificadas. O valor de S foi

calculado utilizando-se a equacao 4 (Savina et al., 2005a).

S = (ms - md) (4)
Mmgq

Onde: ms é a massa (kg) do criogel hidratado € mgq é a massa (kg) do criogel
desidratado.

Outra medida aqui introduzida foi o grau de expansao (ED) do criogel, util
para a conversao entre a massa desidratada do criogel (quando armazenado) e seu
volume hidratado (quando em uso). Dez criogéis, com e sem enxertia do AMPSA,
foram desidratados e tiveram suas massas verificadas em balanga analitica.
Posteriormente foram saturados com agua deionizada, durante 24 h. Os criogéis
hidratados foram transferidos para uma proveta graduada contendo um volume de
agua, V1, e o novo volume final, V, foi determinado. O volume do criogel hidratado
foi calculado pela diferenca entre V, e V;. O valor de ED foi calculado utilizando-se

a equagéo 5.

(W —=1)
ED =51 (5)

Onde: V; é o volume inicial de a&gua na proveta (L), V, é o volume final lido na
proveta apos a colocacdo do criogel (L) e mq é a massa do criogel desidratado (kg).

Os valores médios de S e ED obtidos para os criogéis pAAm e pAAM-SO;
foram comparados entre si aplicando-se um teste t de Student com 5% de
probabilidade (Montgomery, 2001).
Capacidade idnica total (A) do mondlito produzido

Tal pardmetro expressa a capacidade maxima de troca de céations
monovalentes dos criogéis sintetizados. Para a sua determinacdo, foi utilizado um
método titulométrico. Cinco criogéis sintetizados nas seringas foram desidratados e
cortados com uma lamina de aco inox em pedacos cubicos com cerca de 1,5 mm de
aresta, sendo os mesmos misturados para tornar aleatdria sua utilizacdo. Em seis
tubos de centrifuga de 50 mL foram pesados cerca de 50 mg de criogel e adicionados
45 mL de uma solucdo de HCI 1,0 mol-L™. Os tubos foram deixados em agitacao

orbital a 25 rpm durante 12 h & temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo foi
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retirada e os criogéis nos tubos foram submetidos a uma tripla lavagem com 45 mL
de 4gua deionizada seguido de agitacdo dos tubos durante trés horas. Antes de cada
lavagem, os tubos com os pedacos de criogel foram rinsados com cerca de 90 mL de
agua. Esse procedimento foi realizado para retirar o excesso de ions H* livres em
solugdo. Os tubos foram entdo levados para secagem a (60 +2) °C por 24 h,
resfriados, acrescidos de 45 mL de uma solugdo de NaCl 2,0 mol-L™ e deixados em
agitacdo orbital a 25 rpm por 12 h. Uma aliquota de 40 mL de solucéo foi retirada de
cada tubo e titulada com uma solugdo de NaOH 0,01 mol-L™* padronizada. A solugéo
de NaCl original também foi titulada, sendo o branco para anélise. O nimero de ions
H" quantificados foi igual ao nimero de ions Na* que foram trocados com o criogel.
Determinou-se entdo a capacidade idnica total em termos de massa de criogel
desidratado (Aq), expressa em mol-kg™?, utilizando-se a equacdo 6. A capacidade
ibnica total por volume de criogel hidratado (A) foi determinada de acordo com a

equacdo 7.

A (6)

_ Vr (MNaOHf VNaOH) B (MNaOHf VNaOH) ]
m |4 amostra |4 Nacl

Onde: V1 é o volume total de solucdo de NaCl colocada no tubos (L), m é a massa de
criogel desidratado no tubos (kg), Mnaon € a concentracdo da solucdo de NaOH
utilizada para a titulagdo (mol-L™), f é o fator de correcdo da solucdo de NaOH,
Vnaon € 0 volume da solucdo de NaOH gasta na titulacdo (L) e V € o volume de
solucéo titulada com NaOH (L). Os parénteses com a notacdo ‘amostra’ indicam a
solucdo salina ap6s o contato com o criogel e os parénteses com a notagdo ‘NaCl’
indicam a solucdo salina antes do contato com o criogel.

A

A=—
ED

(")

Onde: A é a capacidade i6nica total por massa de criogel desidratado (mol-kg™) e
ED é o grau de expansio do criogel (L-kg™).
Microscopia ética e eletronica de varredura
Para conhecer melhor a estrutura do criogel produzido, foram obtidas
micrografias Oticas e eletrbnicas para o criogel antes e apds a enxertia do AMPSA.
Para a obtencdo das micrografias oOticas, 0s criogéis produzidos nas seringas
foram desidratados, e da regido central longitudinal foram cortadas fatias finas

utilizando-se uma lamina de ago inoxidavel. As fatias foram colocadas sobre uma
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lamina de vidro e coradas com duas gotas de uma solucdo de azul de metileno a
50 mg-L™. As laminas secaram & temperatura ambiente por 24 h. Apds esse tempo as
fatias coradas foram fixadas com duas gotas de uma solugdo 1% de cola branca
comercial e secas novamente a temperatura ambiente por 24 h. As laminas foram
observadas diretamente no aumento de 100x em um microscopio 6tico (modelo BX-
51, Olympus, Toquio, Japdo) acoplado a uma camera com software para aquisi¢do de
imagens (Image-Pro Plus v.6.2.0.424, Media Cybernetics, Rockville, EUA).

Também foram obtidas micrografias por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) dos criogéis. Para tanto, trés amostras com e sem enxertia foram
desidratadas e quebradas manualmente préximo a regido central dos criogeis, fixadas
em suportes apropriados (stubs) e diretamente metalizadas com uma fina camada de
ouro. Apos a metalizacdo as amostras foram levadas para analise em um microscopio
eletronico de varredura modelo LEO 1430 VP (Zeiss, Jena, Alemanha).

A partir das imagens obtidas foram estimados os valores para o diametro
médio dos poros e espessura das paredes dos criogéis. Para tanto, selecionou-se
aleatoriamente 100 locais de medicdo, que foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk a 5% de probabilidade (Montgomery, 2001).

Porosidade dos criogéis

Foram utilizados dois métodos para a determinacdo da porosidade dos
criogéis produzidos. O primeiro e mais simples deles esta amplamente difundido na
analise de criogéis poliméricos e se baseia na medida do contetdo de agua livre dos
criogéis monoliticos (Plieva et al., 2004a e 2004b; Erzengin et al., 2011). Para
realizar essa analise, dez criogéis enxertados com AMPSA (pAAmM-SO3),
desidratados e com as massas conhecidas, foram mantidos por quinze dias em um
dessecador contendo uma solucdo saturada de sulfato de potassio, para que a
umidade relativa do ar permanecesse em torno de 98% a temperatura ambiente
((25 + 2) °C) (Greenspan, 1977), sendo as massas novamente determinadas ao fim
deste periodo. Tal medida visou a determinar a quantidade de &gua de ligacdo do
criogel (Plieva et al., 2004a e 2004b). Posteriormente os criogéis foram saturados
com &gua deionizada durante 24 h, sendo suas massas obtidas novamente. Os
criogéis foram entdo delicadamente espremidos e secos com lencos de papel para
retirada da agua livre no interior dos macroporos, sendo suas massas novamente

medidas. A fracdo de macroporos (@v), com tamanho > 1 um, fragdo de meso e
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microporos (¢n), com tamanho <1 um, fracdo de agua ligada (@), fracdo do
polimero seco (¢y) e porosidade total (¢r) dos criogéis pAAmM-SO3; foram calculadas

utilizando-se as equacdes 8 a 12.

Pm = msm;sme (8)

0. = me;—s’”wb )

Pup = (10)

Pa =1t (12)
§0T=1nsr_n—:nWb=§0M+§0m (12)

Onde: mg é a massa do criogel hidratado (kg), mq € a massa do criogel desidratado
(kg), me é a massa do criogel espremido (kg) e my, € a massa do criogel com agua de
ligacdo (kg).

O segundo método utilizado para determinacdo da porosidade total dos
criogéis foi baseado no método dos momentos utilizado para leitos fixos
empacotados (Furusawa et al., 1976). A coluna de criogel foi adaptada a um
cromatografo liquido (Prominence, Shimadzu, Téquio, Japao) equipado com forno
para controle de temperatura e detector de feixe de diodos com espectro no UV-
Visivel. A coluna foi equilibrada a (30,0 £ 0,1) °C com 20 volumes de coluna (VC)
de agua deionizada. Pulsos de 20 uL de uma solucdo de acetona 5% (em volume)
foram injetados, em triplicata, em vazdes variando de 0,23 mL-min™® a 0,86 mL-min™®
(para ndo exceder a pressao maxima de trabalho da coluna, cerca de 1,0 MPa), sendo
as corridas monitoradas em A = 280nm.

Foi calculado entdo o primeiro momento estatistico (ou tempo de retencéo)
para os pulsos injetados, que na forma discretizada e com a concentragdo do soluto

linearmente proporcional a absorbancia é dado por (Furusawa et al., 1976):

m A AL
M — t — i=1%4% 1A (13)
1=k n L AAL

Onde: M; é o primeiro momento estatistico (s), corrigido considerando-se o volume

vazio do equipamento, tg € 0 tempo de retencdo (s), tj € o tempo (s) em que a i-ésima
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observacao foi registrada, At; € o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-
ésima observacdo (para i > 2) e A; € a absorbancia registrada no tempo t;.

Para a injecdo dos pulsos de acetona no tempo de corrida igual a zero,
Furusawa et al. (1976) demonstram que tg é igual a:

L
tR = EST (14)

Onde: L é o comprimento da coluna (m), U é a velocidade de escoamento da fase
mével (m-s™) e &r é a porosidade total da coluna.

Visando determinar a porosidade aparente da coluna (&) ao se utilizar uma
macromolécula de interesse como soluto tragador, 0 mesmo procedimento foi
adotado utilizando-se pulsos de 20 pL de uma solucéo de lisozima a 2,0 mg-mL™,
sendo a fase movel uma solucio-tampéo de fosfato de sédio 0,02 mol-L™ pH 7,2
contendo 1,0 mol-L™ de cloreto de sddio, para se assegurar condicdes ndo-adsortivas
na analise.

Distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) e coeficientes de dispersdo axial
aparente

Para a determinacdo das curvas de DTR e dos coeficientes de dispersdo axial
aparente foi utilizado um método adaptado de Yao et al. (2006a e 2006b). Para tanto,
foram utilizados os dados obtidos dos mesmos pulsos de acetona descritos no item
anterior. Além dos tempos de retencdo, foram calculadas também as variancias (o?)
ou segundos momentos estatisticos (M) de cada pulso, utilizando-se a equagdo 15
(Furusawa et al.; 1976).

nt2A AL
M, = g2 ==2=10 7 42 (15)
2 w1 AiAL R

Onde: M, é o segundo momento estatistico (s?), corrigido considerando-se o volume
vazio do equipamento, o? é a variancia do pulso observado (s?), ti € o tempo (s) em
que a i-ésima observacao foi registrada, At; € o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima
e a (i-1)-ésima observagdo (para i > 2), A; é a absorbancia registrada no tempo tj e tg é
o0 tempo de retencdo do pulso observado (s).

Uma vez determinados tr € &2, 0 coeficiente de dispersao axial aparente para
cada velocidade de escoamento estudada foi calculado por regressdo néo-linear,
resolvendo-se a equacdo 16 (Yao et al., 2006a e 2006b) utilizando-se a ferramenta
solver do software MS-Excel® 2007 (Microsoft, Redmond, EUA).
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2
=2 () -2 () [ (50 1s
Onde Dy € 0 coeficiente de dispersao axial aparente (m2-s), L € a altura (m) do leito,
u é a velocidade (m-s?) intersticial da fase mdvel (u = Uegr), tg € 0 tempo de retencéo
do pulso (s) e o2 é a sua variancia (s?).
Os graficos das curvas de DTR foram plotados na forma normalizada de
acordo com a equagéo 17 (Zabka et al., 2006).

C(t) Abs(t)

DTR* = FE = —; ==
J, C®dt [ Abs(t)dt

17)

Onde: DTR* = E é a funcéo de distribuicio de tempo de residéncia normalizada (s™)
e Abs € a absorbancia registrada em funcéo do tempo.

O mesmo procedimento foi adotado para pulsos de lisozima, conforme
descrito na secao anterior exceto pela utilizacdo do valor de &, ao invés de &r na
equacao 15.

Altura dos pratos tedricos equivalentes (HETP)

Para a determinacdo da HETP em funcdo da velocidade de escoamento da
fase movel foram utilizados os dados obtidos das curvas de DTR mencionados. Os
valores da HETP foram calculados utilizando-se a equagdo 18 (Bidlingmeyer e
Warren Jr., 1984; Ortner e Rohwer, 1999; Guiochon, 2006).

0.2

HETP = Lﬁi =L— (18)
Ml tR
Onde: L é a altura do leito (m), tg € 0 tempo de retencdo do pulso (s) e o? € a sua
variancia (s?).
Permeabilidade ao escoamento

A permeabilidade ao escoamento foi determinada utilizando-se dois métodos
diferentes, ambos baseados na equacdo de Darcy (equacdo 20), sendo os resultados
comparados entre si.

No primeiro, o criogel pAAmM-SO3; produzido na coluna foi equilibrado com
50 VC de coluna de agua deionizada e submetido a diferencas de presséo hidrostatica
sobre a coluna entre 1,5 kPa e 20,5 kPa (altura de coluna de agua entre cerca de
15 cm e 210 cm, com precisdo de 0,5 cm), sendo a vazdo volumeétrica registrada na

saida do leito.
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No segundo método, foram utilizadas como fase mdvel solucbes de
poli(etilenoglicol) de massa molar 6000 g-mol™* (PEG 6000) contendo entre 0 e 0,12
de fracdo massica. A diferenca de pressdo sobre a coluna foi mantida constante em
15 kPa, sendo a altura da coluna de liquido determinada utilizando-se a equacao 19,
apos se obter as densidades das solucdes a 25 °C em um densimetro vibratorio
(precisdo de 0,001 kg-m™, modelo DMA 4500M, Anton-Paar, Graz, Austria). Em
ambos 0s casos, 0S experimentos foram realizados a temperatura ambiente,

(25 £ 2) °C, com trés repeticdes em triplicata cada.
AP = pgh (19)

Onde AP é a presséo hidrostatica sobre a coluna (Pa), o é a densidade da fase mével
(kg:m™), g é a aceleragdo devido ao campo gravitacional da Terra (m-s?) e h é a
altura da coluna de liquido (m).

Os dados experimentais obtidos utilizando-se o primeiro método foram
ajustados a equacdo de Darcy para escoamento em meios porosos (Paredes et al.,
2004; Guiochon, 2007), para a determinacdo da permeabilidade ao escoamento:

ap =t _ Ak \p 20
=0 o Q=1 (20)

Onde AP é a pressdo hidrostatica sobre a coluna (Pa), n € a viscosidade da fase
mével (Pa-s), Q é a vazdo volumétrica (m3s™), A é a area transversal da coluna (m2),
L e a altura do leito (m) e k, € a permeabilidade do leito (m?).

Os dados obtidos com o segundo método também foram ajustados a equacgéo
20. No entanto, como a variavel independente nesse caso foi a viscosidade da fase
movel, a permeabilidade foi obtida a partir do coeficiente angular da reta em um
diagrama do reciproco da viscosidade (1/7) pela vazao volumétrica (Q).

A viscosidade das solugbes de PEG 6000 e da agua deionizada foi
determinada utilizando-se um viscosimetro rotacional de cilindros concéntricos
(modelo DVII-Pro, Brookfield, Middlesboro, EUA), com o rotor (spindle) modelo
SC4-18 e taxa de deformacdo variando de 0,1 s a 260 s™. A temperatura foi mantida
constante em 25 °C, utilizando-se um banho termostatico (modelo TC-500,
Brookfield, com precisdo de 0,01 °C). Tal procedimento foi realizado com trés

repeticdes em triplicata.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito previamente, ap0s a sintese dos criogeis pAAm, 0s
mesmos foram desidratados para uma avaliacdo preliminar do processo de
polimerizagdo da mistura de AAM-BAAmM-AGE. Quando o0 processo transcorria
normalmente, o criogel obtido apresentava-se cilindrico, poroso, de cor branca e
aspecto uniforme, semelhante a uma espuma rigida. Quando havia algum problema
na sintese, devido principalmente a polimerizacao da solucdo de monémeros antes da
reducdo adequada da sua temperatura, verificava-se que ao se desidratar 0s criogeéis
surgiam regides de deformagdo na sua estrutura (Figura 1). Provavelmente nas
regides defeituosas dos criogéis ocorreu um processo de geleificacdo ao invés da
criogeleificacdo, levando a uma estrutura semelhante a um gel de eletroforese. Ao ser
desidratados, os criogéis defeituosos deformaram-se por ndo possuir a estrutura
definida dos criogéis produzidos corretamente. E ao reidrata-los verificou-se que eles

ndo conseguiam recuperar a forma cilindrica original (Figura 1B).

Figura 1: Imagens de criogéis pAAm normal (1) e defeituoso (2) produzidos neste
trabalho, antes da enxertia do AMPSA. (A) criogéis desidratados; (B) criogéis
reidratados.
Avaliagéo do processo de enxertia

Os criogéis que nao apresentaram defeitos no processo de sintese foram
reidratados com agua, lavados abundantemente e novamente desidratados, para ter as
massas determinadas. A capacidade de inchamento e grau de expansdo foram
determinados, e na sequéncia os criogéis foram submetidos ao processo de ativacéo e
enxertia do AMPSA. Tais pardmetros foram novamente determinados e a diferenga
entre eles foi avaliada pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. Os valores do

grau, densidade e rendimento de enxertia também foram determinados, assim como a
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capacidade idnica do criogel pAAM-SO3. Todos os valores obtidos sdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros fisicos associados ao processo de enxertia do criogel.

Parametro Pré-enxertia Pos-enxertia
S/ (kg-kg™h 20,29° + 1,33 19,73% + 2,34
ED/(Lkg™) 24,80% + 1,37 25,30% + 2,63
G/ (%) n.a. 30,77 + 5,44
D/ (10 mol-kg™) n.a. 1484,64 + 262,33
E / (%) n.a. 0,95+ 0,23
Am 1 (10° mOlng"KG ™ criog seco) n.a. 666,57 + 76,69
A1 (107 molya™L eriog hiarat) n.a. 25,72 + 2,96

& diferenca ndo-significativa pelo teste t (P > 0,05), na mesma linha.
n.a. determinagdo de pardmetro nao-aplicavel.

Verificou-se que a enxertia do AMPSA ndo afetou a capacidade de
inchamento, que apresentou um valor em torno de 20 kg de agua para cada
quilograma de criogel desidratado, préximo aos cerca de 18 kg-kg™ encontrados por
Savina et al. (2005a) para um criogel com 6% de monomeros (AAmM+BAAM) na
sintese. Diversos autores relatam valores mais baixos para tal pardmetro, variando
entre 3 e 15 kg-kg ™, para os mais diversos tipos de criogéis poliméricos (Arvidson et
al., 2002 e 2003; Bereli et al., 2012; Cimen e Denizli, 2012; Uygun et al., 2012). No
entanto, em seus célculos, tais autores ndo consideram a agua livre no interior dos
macroporos, retirando-a do seu interior utilizando vacuo. Calculando-se desse modo,
no presente trabalho seria obtido um valor em torno de 4 kg-kg™, em acordo com os
demais.

O grau de expansdo também nédo foi afetado pelo processo de enxertia do
AMPSA. Tal parametro possui grande importancia, pois fornece uma relagéo entre a
massa do criogel seco (em condicdo de armazenameno) e 0 volume que 0 mesmo
ocupa em condicOes operacionais. O valor obtido para ED demonstrou que uma
pequena massa de criogel ocupa um grande volume quando hidratado, o que reforca
a natureza porosa de sua estrutura.

O grau de enxertia (G) obtido neste trabalho, 30,77%, se mostrou um pouco
abaixo dos valores encontrados em geral na literatura (acima de 34%), apesar de em

algumas condicdes terem sido observados valores em torno de 5% (Savina et al.,
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2005a e 2005b; Hanora et al., 2006; Srivastava et al., 2012). O valor da densidade de
enxertia (D) obtido, 1,48 mol-kg™, foi intermediario ao encontrado em trabalhos com
enxertia de outros grupos ativos em criogéis pAAm, como por exemplo, entre
6,5x10™ e 1,9x10™ mols de radicais amina terciéria por mililitro de criogel obtidos
por Hanora et al. (2006) e entre 4x10™ e 9x10™ mols de radicais carboxil por grama
de criogel seco (Savina et al., 2005a). Apesar de existirem trabalhos em que foi feita
a enxertia de AMPSA em criogéis de pAAm (Yao et al. 2007; Chen et al. 2008; Yan
et al., 2011), ndo foi encontrado nenhum em que o valor de D foi calculado, ndo
sendo possivel a comparagdo com os resultados do presente trabalho. E importante
destacar também que a composicdo do criogel (concentracdo e proporgdo de
mondmeros) e condi¢des de enxertia afetam tal caracteristica (Savina et al., 2005a).

A capacidade ibnica estimada foi inferior ao valor obtido para D. Tal
diferenca provavelmente se deu devido a reacdo do grupo sulfona de algumas
moléculas de AMPSA enxertadas com radicais aminados (ativados ou nao)
existentes na estrutura do criogel.

O valor para o rendimento de enxertia (E) obtido, 0,95%, foi inferior aos
cerca de 25 a 35% conseguidos em outros trabalhos (Savina et al., 2005a; Srivastava
et al., 2012). Provavelmente neste trabalho foi utilizada uma quantidade excessiva da
solucdo de AMPSA, o que implicou no baixo valor de E. Contudo, apesar disso, 0s
outros parametros avaliados (G e D) apresentaram-se em acordo com a literatura.

Em um grande numero de trabalhos realizados, o processo de enxertia
ocorreu de modo estatico, com o criogel imerso por um periodo de tempo na solucao
ativadora e de enxertia, ou ambas, seguido da lavagem do mesmo (Savina et al.,
2005a e 2005b; Hanora et al., 2006; Yao et al., 2007; Chen et al., 2008; Srivastava et
al., 2012). Dos criogéis assim preparados, foram analisados apenas parametros de
enxertia como G, D, E e S. Em outros trabalhos, os criogéis foram utilizados como
leitos fixos, sendo as solucdes bombeadas para seu interior e 14 permanecendo por
um certo tempo, estagnadas até a lavagem posterior (Yao et al., 2007; Chen et al.,
2008,). Criogéis utilizados desse modo sdo em geral avaliados em aspectos
associados ao escoamento em leitos fixos, determinando-se o0 numero de pratos
teoricos equivalentes (HETP), a distribuicdo de tempos de residéncia, o coeficiente

de dispersdo axial e a permeabilidade ao escoamento (Guiochon, 2007).
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No presente trabalho, o processo de ativacdo e enxertia foi feito de modo
dindmico, com as solugdes circulando em circuito fechado continuamente por um
periodo de tempo pré-determinado. Posteriormente os criogéis foram lavados,
desidratados e retirados das colunas (seringas) para andlises. Para o uso de tal
metodologia ndo se verificou na literatura tamanha abrangéncia de parametros
analisados, que permitissem uma caracterizagdo mais completa do material
desenvolvido. Possivelmente a lavagem dos criogéis na forma de leitos seja mais
eficiente no processo de retirada de moléculas ndo enxertadas que o processo de
lavagem por imersdo, resultando consequentemente em menores valores para 0 grau
e densidade de enxertia.

Microscopia ética e eletronica

Ao se avaliar a estrutura morfoldgica dos criogéis, a técnica mais recorrente é
a microscopia eletronica de varredura (MEV)(Arvidsson et al., 2002; Plieva et al.,
20044a; Yao et al., 2006b; Dragan et al., 2012; Srivastava et al., 2012; Uygun et al.,
2012). S&o apresentadas nas Figuras 2 A a H micrografias eletrénicas dos criogéis
produzidos, antes e apds 0 processo de enxertia.

A partir das micrografias apresentadas na Figura 2 verificou-se que o
processo de enxertia do AMPSA néo afetou de maneira significativa a estrutura dos
poros, que se apresentou bem distribuida e interconectada, com diametro variando de
20 um a 140 um, condizente com o observado por outros autores (Plieva et al.,
2004a e 2004b; Yao et al., 2006b e 2007; Dragan et al., 2012). As paredes dos poros
apresentaram espessura variando entre 0,4 um e 5,4 um e superficies com aspecto
liso. Nas Figuras 2.G e 2.H sdo evidenciadas pequenas rugosidades nas superficies,
locais onde provavelmente que ocorreu a enxertia do AMPSA.

As técnicas de microscopia ética (MO) convencionais sd0 menos onerosas
que as técnicas de MEV e seu uso na analise preliminar da estrutura de criogéis
apresenta grande potencial, dada a facilidade de aquisicdo e operacdo de
microscopios convencionais. Assim, foi testada a metodologia proposta para o
preparo de laminas para MO, sendo as micrografias Oticas obtidas apresentadas na
Figura 3.
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Figura 2: Micrografias de MEV dos criogéis produzidos. (A) a (D) criogel sem
AMPSA. (E) a (H) criogel enxertado com AMPSA.
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Figura 3: Micrografias Oticas dos criogéis produzidos. (A) e (B) criogel sem
AMPSA. (C) e (D) criogel enxertado com AMPSA.

Né&o foi possivel visualizar diferencas entre os criogéis com e sem 0 AMPSA
por MO. No entanto, a partir das micrografias oticas foi possivel avaliar a estrutura
porosa dos mesmos, observando-se poros com didmetro entre cerca de 20 um a
150 um e paredes com espessura entre 0,6 um a 7,0 um, similar ao visto nas
micrografias eletronicas. Os valores médios para o diametro e espessura dos poros,
obtidos a partir da observacdo nas micrografias oticas e eletrénicas sdo apresentados
na Tabela 2.

Verificou-se que tanto pela técnica de MEV quanto pela técnica de MO foi
obtido um diametro médio em torno de 70 um, e que independente da técnica e do
criogel ter sido enxertado ou ndo, em todos os casos verificou-se que havia a
distribuicdo normal para os didmetros dos poros, comprovado pelo Teste de Shapiro-
Wilk (P >0,05). No entanto, ndo se verificou diferengas ao se comparar as técnicas
de microscopia ou ao se comparar criogéis enxertados e ndo-enxertados, aplicando-se
o teste t (P >0,05). Ja para a espessura dos poros, verificou-se que a partir das
micrografias Oticas houve uma estimativa superior para seu valor, em torno de

3,6 um, quando comparado ao valor estimado a partir das micrografias eletronicas,
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em torno de 2,5um. Porém em nenhum dos casos, 0s conjuntos de valores
analisados seguiram distribuicdo normal de probabilidade, verificados pelo teste de
Shapiro-Wilk (P < 0,05). Nao é aplicavel entdo a comparacdo com o teste t nesse
caso.

O uso de microscopia Otica mostrou-se satisfatério na avaliacdo preliminar
dos criogéis produzidos e para a estimativa do valor médio do didmetro e espessura
dos poros. O didmetro dos poros apresentou distribuicdo normal de tamanho,
enguanto que sua espessura ndo. Essa foi uma observacdo importante, pois mostra
que na dindmica de formacdo dos poros no processo de criogeleificacdo, o tamanho
dos cristais de agua formados (agentes porogénicos) afetou diretamente o tamanho
dos poros, mas afetou pouco sua espessura. E conhecido que no processo de sintese
dos criogéis ocorre um processo de concentracdo da solu¢do em polimerizacdo em
regides onde ainda ndo se formaram cristais de gelo (Lozinsky, 2002; Lozinsky et al.,
2003; Plieva et al., 2004a e 2004b). Os resultados obtidos sugerem que nesse
processo, as regides onde a polimerizacdo efetivamente ocorre se distribuem de
modo homogéneo por entre os cristais de gelo formados, levando a espessura mais

uniforme dos poros.

Tabela 2: Diametro médio e espessura média dos poros para 0s criogéis produzidos.

A Micrografia otica Micrografia eletrénica
Parametro

Nao-enxertado  enxertado Nao-enxertado  enxertado

Diametro médio® /Jum  73,8+26,8  68,2+27,2 694+274 71,1+281
Espessura média” /um 38+14 35+13 2,1+18 29+1.2

® para ambas as técnicas e criogéis enxertados ou ndo, o diametro apresentou distribuicdo normal,
verificado com o teste de Shapiro-Wilk (P > 0,05).
® para ambas as técnicas e criogéis enxertados ou ndo, a espessura ndo apresentou distribuicdo normal,
verificado com o teste de Shapiro-Wilk (P < 0,05).

Porosidade

Os resultados obtidos para a porosidade a partir dos métodos testados sdo
apresentados na Tabela 3. Utilizando-se os criogéis produzidos nas seringas
verificou-se uma distribuicdo da &gua no criogel similar a encontrada por Plieva et al.
(2004a e 2004b), com a agua livre no criogel (dentro de todos os poros) perfazendo
cerca de 91% da sua massa total. Tal valor difere da faixa de 70 a 85% observada
para a porosidade em outros trabalhos com criogéis (Yao et al., 2006a, 2006b e
2007). No entanto, em todos eles o valor trabalhado como porosidade refere-se
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apenas a fracdo de macroporos, desconsiderando-se 0s poros de demais tamanhos.
Tal consideragdo ndo € errada, dada a importancia dos macroporos para 0s criogéis e
suas aplicacbes com macromoléculas e células inteiras (Arvidsson et al., 2002;
Lozinsky et al., 2003), mas pode gerar duvidas se ndo for explicitada quando
utilizada, principalmente ao se trabalhar com moléculas de menor tamanho, que
tenham acesso aos poros menores.

Por isso 0 método dos momentos com pulsos de acetona também foi usado
para avaliar a porosidade no criogel produzido na coluna (um leito monolitico com
9,4 cm de altura e 1,0 cm de didmetro), sendo os dados experimentais apresentados
na Figura 4 e o valor para a porosidade total apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Porosidade e fragfes constituintes dos criogéis produzidos.

Método Parémetro Valor
fracdo de macroporos (> 1 um) (¢w) 0,755 + 0,040
fragdo meso e microporos (< 1 um) (¢m) 0,151 + 0,033

Conteldo de agua fracdo de agua ligada (gwb) 0,045 £+ 0,016
fracdo do polimero seco () 0,049 + 0,005
porosidade total (¢r) 0,906 + 0,021
porosidade total (er) 0,912 + 0,003

Método dos momentos ) A
porosidade aparente (&yp) * 0,829 + 0,003

# valores obtidos para o criogel na coluna. O erro apresentado € o intervalo de confianca (ICgsy) do
pardmetro ajustado por meio de regressao linear.
® valor obtidos para pulsos de lisozima em condicBes ndo-adsortivas.

Verificou-se que o valor obtido para a porosidade total foi proximo entre 0s
dois métodos utilizados, mostrando que a utilizacdo da técnica baseada na injecéo de
pulsos de um tracador, desenvolvida originalmente para leitos fixos empacotados,
pode ser usada na determinacdo da porosidade de um leito monolitico polimérico de
pAAM.
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Figura 4: Dados experimentais e equacdes ajustadas na determinacao da &r e &, com

pulsos de acetona (@) e lisozima (O), respectivamente, utilizando-se 0 método dos

momentos (coluna com 9,4 cm de altura e 1,0 cm de didmetro).

Também foi estimado o valor da porosidade aparente do criogel especifica
para a lisozima, uma macromolécula com massa molar em torno de 14 kDa e raio de
giracdo em torno de 15A (Tyn e Gusek, 1990), de grande interesse industrial
(Mecitoglu et al., 2006). O valor encontrado de cerca de 83% mostra que a lisozima
possui acesso aos macroporos (~75%) e a parte dos poros de menor dimensédo, que
tém contribuicdo na dindmica do escoamento dessa molécula por tal matriz. Logo se
torna importante considerar a fracdo de poros menores ao se trabalhar com
macromoléculas, como a apresentada.

DTR, dispersao axial e HETP

A distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) para pulsos de acetona e
lisozima em diferentes velocidades de escoamento da fase movel sdo apresentadas na
Figura 5.

Para ambos tracadores verificou-se assimetria nas curvas, com a formacéo de
caudas estendidas, indicando que efeitos de dispersdo axial e mistura sdo
significativos na coluna produzida. Tal fato pode ser atribuido a falta de
homogeneidade na estrutura ou distribuicdo dos poros, que surgem quando do
processo de sintese do criogel (Yao et al., 2006a). Provavelmente os efeitos
observados neste caso ocorreram mais devido a grande variacdo no tamanho dos

poros (de 20 um a 140 um, aproximadamente) do que da sua distribuicdo pelo
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criogel, uma vez que a partir das micrografias obtidas ndo se constatou regides

especificas com tamanhos de poros diferenciados, com a formacao de clusters.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

0,007 -
‘Tm 0,005 lisozima
W 0,003 - i A
\
0,001 NoF e,
NI
0,007 -
-~ 0,005 4
(/7] e
w | N acetona
0,003 A
0,001 1 NV
oS ¥

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
tempo /s

Figura 5: DTR para pulsos de lisozima e acetona a diferentes velocidades superficiais
de escoamento, na coluna de criogel pAAM-SO; (® 5,01x10° m-s™; — — 8,34x10°
mest ——1,17x10"* m-s; —— 1,83x10™ m-s™).

A partir dos dados experimentais dos pulsos de acetona e lisozima foram
determinados os valores para o tempo de retencado e variancia dos picos, utilizando-se
as equacdes 11 e 13. O uso do método dos momentos para determinar tais valores
mostrou-se adequado, visto que, dada a assimetria observada, outros métodos, como
0 da altura de meio-pico, 30, 40 e 50, podem incorrer em maiores erros
(Bidlingmeyer e Warren Jr., 1984; Ortner e Rohwer, 1999; Guiochon, 2006). Os
valores obtidos para o coeficiente de dispersdo axial aparente e HETP sdo

apresentados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6: Coeficientes de dispersdo axial aparente para acetona (@) e lisozima (O) a
diferentes velocidades superficiais de escoamento, em condi¢des ndo-adsortivas na

coluna de criogel produzida.

Os valores observados, entre 5,0x10® m2s™ e 2,5x107 m2s™, sdo similares
aos observados por Yao et al. (2006a) e Yun et al (2009) para colunas de criogéis de
pAAmM com o mesmo diametro e comprimento do leito semelhante (9,5 cm e 9,7 cm,
respectivamente) ao do presente trabalho.

A partir da Figura 7 verificou-se que a HETP da coluna produzida pouco
variou em funcdo da velocidade de escoamento da fase mével, sendo observado um
valor em torno de 2,3 mm utilizando-se pulsos de lisozima e em torno de 2,8 mm
utilizando-se pulsos de acetona. Outros autores também verificaram para criogéis
pAAmM um pequeno efeito da velocidade de escoamento sobre a HETP. No entanto,
os valores reportados foram menores (entre 0,4 mm e 2,0 mm) que os observados no
presente trabalho (Arvidsson et al., 2003; Plieva et al., 2004a e 2004b; Yao et al.,
2006a e 2007; Yun et al., 2007; Xu et al., 2010; Yan et al., 2011).
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Figura 7: HETP da coluna de criogel produzida em funcéo da velocidade superficial

de escoamento, para pulsos de acetona (@) e lisozima (O).

Diversos fatores afetam a HETP e o coeficiente de dispersdo axial em
criogéis por alterar sua estrutura de poros, como a composicdo e condigdes de
sintese, entre outras (Arvidsson et al., 2003; Plieva et al., 2004b). No entanto, nesse
trabalho possivelmente a diferenca na HETP observada foi devida ao método
utilizado. Em alguns trabalhos com criogéis foi relatada assimetria nas curvas
experimentais de DTR (Yao et al., 2006a; Yao et al., 2007) e o uso do método da
altura de meio-pico para a determinacdo do numero de pratos teoricos totais e
consequentemente da HETP (Bidlingmeyer e Warren Jr., 1984). No entanto, segundo
Bidlingmeyer e Warren Jr. (1984), Ortner e Rohwer (1999) e Guiochon (2006), o
método dos momentos incorre em menores erros nos resultados, ndo sendo afetado
pela assimetria dos picos, 0 que ndo ocorre com outros métodos, como o da altura de
meio-pico, 3o, 4oe 50, entre outros.

Para efeito de comparacdo sdo apresentados na Figura 8 os valores obtidos da
HETP da coluna produzidos com pulsos de acetona, utilizando-se o método dos
momentos e 0 método da altura de meio-pico. Ficou evidente que com a utilizagéo
do método da altura de meio-pico, os valores da HETP se aproximaram da faixa
encontrada por outros autores (Plieva et al., 2004a e 2004b; Yao et al., 2006a; Yao et
al., 2007). Contudo, o maior erro associado a esse método devido a assimetria das
curvas de DTR pode levar a uma superestimagdo do numero de pratos teoricos totais

do criogel produzido, ndo sendo recomendado 0 Seu USO nestes casos.
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Figura 8: Comparacdo entre o0 método dos momentos (A) e o método da altura de
meio-pico (A) na determinacdo da HETP da coluna de criogel produzida, utilizando-
se pulsos de acetona.
Permeabilidade ao escoamento

A resisténcia ao escoamento em leitos porosos € um dos pardmetros
frequentemente avaliados no desenvolvimento de novos criogéis. O estudo dessa
resisténcia evoluiu da medicdo da vazdo da fase mdvel a uma pressdo constante
(Arvidsson et al., 2002 e 2003), passando pela comparagéo entre a vazdo nominal de
uma bomba e o valor real percolado através do leito de criogel (Plieva et al., 2004a e
2004b) até a medicdo da vazdo da fase mdvel na saida da coluna em funcdo da
pressdo hidrostéatica sobre ela, determinando-se a constante de permeabilidade ao
escoamento com base na lei de Darcy (Yao et al., 2006b e 2007; Chen et al., 2008).
Este dltimo é o método mais usado na atualidade, sendo a agua o fluido usado em
tais experimentos.

A potencial aplicacdo de criogéis na purificacdo de biocompostos a partir de
meios concentrados ou n&o-clarificados (Arvidsson et al., 2002; Lozinsky et al.,
2003) implicaria na necessidade de percolar os leitos com solu¢des mais viscosas que
a agua pura, o que ndo havia sido avaliado nos estudos anteriores de permeabilidade
ao escoamento. Essa foi a proposta desenvolvida no presente trabalho.

Para tanto, foram utilizadas solucbes de PEG 6000 em concentracfes
variando de 0 a 0,12 (fragdo massica). Segundo Minim et al. (2010), nesta faixa de

concentracdo e temperatura as solugcdes de PEG 6000 exibem comportamento
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newtoniano, sendo adequadas para a determinacdo da constante de permeabilidade a
partir da metodologia proposta. Os valores experimentais de densidade e viscosidade
para as solucdes de PEG 6000 utilizadas como fase movel sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4: Valores experimentais de densidade (p) e viscosidade (7), a 25 °C, das

solugdes de PEG 6000 utilizadas nos ensaios.

a

Fragdo massica de P n

PEG 6000 (Xm) (kg-m™®) (10° Pa-s)

0,00 (4gua pura) 997,24 £ 0,04 1,023 + 0,003
0,02 1000,52 + 0,02 1,475 + 0,005
0,04 1003,82 + 0,07 1,927 + 0,006
0,06 1007,19 + 0,14 2,432 + 0,007
0,08 1010,61 £ 0,22 3,104 + 0,005
0,10 1014,03 £ 0,25 3,965 + 0,004
0,12 1017,58 + 0,26 5,010 £ 0,004

% O erro apresentado ¢ o intervalo de confianca (ICgsy,) do pardmetro ajustado por meio
de regressao linear aos dados de tensdo x deformacéo para cada fragdo méssica usada.

Os resultados experimentais para a obtencdo da constante de permeabilidade
ao escoamento do leito do criogel produzido variando-se a pressao hidrostatica sobre
a coluna ou a viscosidade da fase mével sdo apresentados na Figura 9. A partir dos
coeficientes angulares das retas ajustadas estimou-se o valor para a constante de

permeabilidade ao escoamento (k,), sendo os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores estimados para a contante de permeabilidade ao escoamento, K, a
partir da variacdo da pressdo hidrostatica sobre a coluna ou da viscosidade da fase

movel.
k a
Método .
(10™ m2)
variando a queda de pressao 8,48 + 0,43
variando a viscosidade da fase mével 8,46 + 0,37

% Os erros apresentados foram calculados a partir do intervalo de confianca
(ICgs¢) dos coeficientes angulares das equagdes ajustadas e das incertezas
experimentais
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Verificou-se que os valores obtidos foram proximos entre si, sendo ambos
métodos satisfatorios na determinacédo de k,. O uso de um fluido viscoso com
comportamento newtoniano, que se assemelha mais a um sistema real utilizado em
processos de purificacdo, mostrou-se adequado na determinacdo da constante de
permeabilidade ao escoamento. Os valores obtidos também se apresentaram dentro
da faixa observada para criogéis, entre 10 m2 e 10 m2, nos casos em que se
utilizou a 4gua como fase mdével (Yao et al., 2006b; Yun et al., 2007; Chen et al.,

2008; Li et al., 2009; Xu et al., 2010).
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Figura 9: Dados experimentais (@) e equacles ajustadas para a vazdo volumeétrica
em funcdo da queda de pressdo (A) e do reciproco da viscosidade (B) na coluna de

criogel produzida.
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De modo geral, a resisttncia ao escoamento pelos criogéis
supermacroporosos é baixa, tendo Plieva et al. (2004a) observado que o efeito destes
€ muito pequeno quando comparado a resisténcia da coluna vazia. Provavelmente no
presente trabalho o efeito das tubulac6es de entrada e saida da coluna, com 1,0mm de

diametro interno, foi mais relevante na resisténcia ao escoamento que o criogel em si.

4. CONCLUSOES

Foram avaliadas algumas modificacbes no processo de producdo e
caracterizagdo de criogéis. A enxertia ocorreu de modo dindmico, ao invés do
estatico, com as solucBes ativadora e de AMPSA sendo bombeadas em circuito
fechado atraves dos criogeis. Tal alteracdo ndo provocou mudancas consideraveis na
capacidade de inchamento (S) e no grau (G) e densidade (D) de enxertia, mas o
rendimento (E) da mesma foi inferior ao reportado na literatura. O uso da
microscopia Otica para estimar o tamanho dos poros mostrou-se adequado, sendo 0s
valores obtidos similares aos encontrados por microscopia eletrénica. O método dos
momentos, mais adequado quando é verificada assimetria nas curvas de DTR, foi
usado na determinagdo da porosidade total do criogel, coeficiente de disperséo axial
aparente e HETP. O valor para porosidade total foi igual & fracdo total de 4gua no
criogel, mostrando coeréncia nos resultados; o coeficiente de dispersdo axial foi
similar e a HETP foi maior que o observado na literatura. No entanto 0 método da
altura de meio-pico, o mais utilizado atualmente em criogéis, pode levar a um
nimero de pratos tedricos superestimado. A determinacdo da resisténcia ao
escoamento variando-se a viscosidade de um fluido newtoniano a pressdo constante,
ao invés do método tradicional, com &gua pura e variando-se a pressao hidrostatica
sobre a coluna, também apresentou resultados satisfatorios, com grande concordancia
entre os métodos. O uso das alternativas propostas foi adequado na caracterizacao de

criogéis, abrindo novas perspectivas nesse segmento.
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ARTIGO 02

RELACOES DE EQUILIBRIO E TERMODINAMICA DO PROCESSO DE
TROCA CATIONICA DE LISOZIMA EM UM CRIOGEL POLIMERICO
SUPERMACROPOROSO

Resumo

Técnicas cromatograficas sdo essenciais na purificacdo de biocompostos e 0s
processos de troca ibnica estdo entre os métodos mais usados. E constante o
desenvolvimento de novos materiais e, neste sentido, os criogéis poliméricos
supermacroporosos estdo entre o que existe de mais moderno. Compreender as
relacBes de equilibrio e os fendbmenos envolvidos em tais processos € de grande
importancia para a melhoria e aplicagdo dos mesmos. Assim sendo, neste trabalho
foram determinadas as isotermas de adsorcéo da lisozima em um criogel polimérico
supermacroporoso trocador catiénico (criogel pAAmM-S0O3) e foi avaliado o efeito da
temperatura e forca ibnica nas isotermas, verificando-se o ajuste do modelo de
Langmuir, sob o ponto de vista da troca ionica, e do modelo de Acdo do
Impedimento Estérico de Massas (SMA). Além disso, foi proposta uma nova
abordagem na analise termodinadmica dos fenémenos envolvidos que permitiu avaliar
0 processo de troca idnica como um todo e, de forma independente, 0s processos de
adsorcdo da proteina e dessor¢do dos contraions. Verificou-se que o aumento da
temperatura aumentou a capacidade adsortiva do trocador, ocorrendo o inverso para
0 aumento da forca i6nica. Os modelos testados ajustaram-se satisfatoriamente, e 0s
parametros obtidos estdo em acordo com informacdes da literatura que sugerem que
a interacdo lisozima-trocador ocorrem prioritariamente em uma regido limitada da
proteina, proxima ao residuo Arg128 e que a orientacdo da mesma quando adsorvida
tende de vertical para lateral com o aumento da concentracdo de sal. Com base na
analise termodinamica, verificou-se que os processos ocorrem de forma esponténea e
que o processo de troca idnica foi mais afetado pela adsorcédo da proteina do que pela
dessorcdo dos contraions. O processo de troca idnica mostrou-se endotérmico e
entropicamente dirigido, com o fendmeno dominante provavelmente associado a
desestruturacdo das duplas camadas elétricas das proteinas e liberagdo das espécies
quimicas presentes para a solugéo.

Palavras-chave: isotermas, Langmuir, SMA, troca ibnica, cromatografia, analise

termodinamica.
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1. INTRODUCAO

Técnicas cromatograficas sdao as mais importantes no desenvolvimento de
processos de purificacdo de biocompostos, compondo em média de duas a trés etapas
destes (Jungbauer e Hanh, 2008; Lenhoff, 2011). A cromatografia de troca ionica
tem grande importancia ao se trabalhar com macromoléculas biol6gicas, devido a
seletividade e capacidade de separacdo sob condi¢bGes proximas as fisiologicas,
causando menos danos aos compostos. E muito usada na purificacdo de proteinas,
peptideos e enzimas, baseada na adsorcdo diferenciada de compostos carregados
(positiva ou negativamente) em uma superficie com cargas opostas (Chen et al.,
2010).

O desenvolvimento de novos adsorventes e trocadores i6nicos que visam a
otimizar tais processos é constante. Na vanguarda deste desenvolvimento estdo os
mondlitos, estruturas porosas altamente interconectadas formadas em corpo Unico,
considerados a quarta geracdo dos materiais cromatograficos (Jungbauer e Rahn,
2008). Dentre estes, destacam-se 0s criogéis poliméricos, caracterizados por
possuirem elevada porosidade com poros grandes (diametro acima de 10 um)
interconectados (Lozinsky, 2002; Lozinsky et al. 2003). Tais criogéis podem ser
facilmente modificados, sendo verificado um grande crescimento do seu uso para a
purificacdo de macromoléculas (Bilakanti e Fee, 2009; Yan et al., 2011; Cimen e
Denizli, 2012; Srivastava et al., 2012; Sun et al., 2012; Uygun et al., 2012; Yun et al.,
2012).

A otimizacdo de processos cromatograficos de separacdo demanda um
profundo conhecimento das relacdes de equilibrio e de caracteristicas de escoamento
e transferéncia de massa. Determinar o equilibrio adsortivo € normalmente o
primeiro passo para essa caracterizacao, pois fornece as informacdes sobre condicdes
individualizadas de separacédo (Tao et al., 2011).

Diversos modelos vém sendo utilizados para descrever o equilibrio nos
processos adsortivos de proteinas, sendo o mais comum o estudo em condicdes
isotérmicas utilizando-se modelos como os de Langmuir e o de Freundlich
(Bayramoglu et al., 2007; Lira et al., 2009; Bowes et al., 2009; Huang et al., 2010;
Tao et al., 2011). Misak (1993 e 1995) observou que o uso de modelos de isotermas
de adsorcdo para descrever o equilibrio de troca i6nica, apesar das similaridades, ndo
é totalmente adequado, devendo as diferencgas entre as mesmas ser consideradas. Ao

se trabalhar com macromoléculas como proteinas o uso de modelos mais adequados
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a troca idnica € ainda mais recomendado, como é o caso do modelo de Acdo do
Impedimento Estérico de Massas (SMA) proposto por Brooks e Cramer (1992.

Além das relacdes de equilibrio, compreender os mecanismos envolvidos na
adsorcdo (ou troca ibnica) de proteinas é de fundamental importancia (Lin et al.
2002), pois este é um processo complexo e somente um profundo entendimento do
efeito dos muitos parametros envolvidos (pH, temperatura, tipo e quantidade de sais)
permite sua melhoria racional (Dieterle et al., 2008). Estudos utilizando técnicas
calorimétricas, correlagdes matematicas, modelagem computacional, entre outras,
vém sendo feitos visando a elucidar tais mecanismos e suas implicagfes na estrutura
das proteinas (Gerstner et al., 1994; Bayramoglu et al., 2007; Dieterle et al., 2008;
Dismer et al., 2008; Lira et al., 2009; Kubiak-Ossowska e Mulheran, 2010; Blaschke
etal., 2011).

Uma proteina adequada aos estudos com novos trocadores catidnicos é a
lisozima, uma proteina amplamente utilizada como modelo em ensaios teoricos e
experimentais (Kubiak-Ossowska e Mulheran, 2010). E uma proteina pequena, de
cadeia Unica, composta por 129 residuos de aminoacidos e massa molar em torno de
14300 Da (Canfield, 1963). Entre os residuos de aminoacidos estdo seis lisinas e
nove argininas, o que lhe conferem um caréter basico (Dismer e Hubbuch, 2007),
sendo seu ponto isoelétrico em torno de 11,3 (Wetter e Deutsch, 1951). Possui
atividade catalitica na hidrdlise das B-ligac6es entre o acido murdmico e a N-acetil-
glicosamina componentes do mucopolissacarideo das paredes celulares de bactérias,
apresentando desse modo atividade antimicrobiana (Basar et al., 2007). Por isso, essa
enzima vem sendo amplamente empregada na inddstria farmacéutica e de alimentos
(Bayramoglu et al., 2007; Anirudhan e Rejeena, 2012).

Diante do exposto, o objetivo neste trabalho foi determinar as isotermas de
adsorcdo da lisozima da clara do ovo em um novo trocador catiénico polimérico
supermacroporoso sob diferentes condicdes de temperatura e forga ibnica da fase
movel, aléem de avaliar, de acordo com fundamentos termodinamicos, os efeitos do

fendmeno de adsorcéo da proteina dentro do processo de troca idbnica como um todo.
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2. TEORIA
Isotermas de adsorcéo

Apesar do fendbmeno da adsorcdo poder ocorrer em qualquer tipo de interface,
na aplicacdo de técnicas cromatogréficas para a purificacdo de biocompostos tal
fendmeno s6 tem relevancia quando uma das fases € sélida. Assim, temos que as
isotermas de adsorcdo sdo relacdes de equilibrio, a temperatura constante, entre a
quantidade de um determinado soluto adsorvido na superficie de um solido
(denominado adsorvente) e sua concentracdo na fase fluida (LeVan et al., 1997).

Entre os modelos de isotermas de adsorgéo existentes, um dos mais simples e
utilizados ¢ o modelo de Langmuir (1918), que considera a adsor¢cdo em uma
monocamada, sem interacdes soluto-soluto e soluto-solvente, em um adsorvente
homogéneo com sitios de adsor¢do bem definidos. Tal modelo foi proposto
inicialmente para a adsorcdo de gases em superficies solidas, sendo posteriormente
estendido o0 seu uso para a adsorcdo de solutos a partir de solugdes liquidas
(Guiochon et al., 1994; Gritti et al., 2003). O modelo de Langmuir é apresentado
abaixo na equagéo 1.

bC

1+bC @

q=4qs

Onde q é a quantidade de soluto adsorvido (mol-L™) no equilibrio, gs é a capacidade
méxima de saturacdo do adsorvente (mol-L™), b é relacionada & constante de
equilibrio de adsorcao (L-mol™) e C é a concentracéo de soluto em solug&o, também
no equilibrio (mol-L™Y).

Apesar das similaridades com o processo de adsorcdo e a possibilidade de
utilizacdo dos mesmos modelos para descrever o equilibrio entre as fases, 0 processo
de troca ibnica efetivamente envolve a competicdo entre diferentes espécies ibnicas
por sitios ativos na superficie de materiais adsorventes carregados positivamente ou
negativamente. Tal fato deve ser considerado, alterando-se 0 modo de utilizagéo e
interpretacdo de modelos tradicionalmente empregados na adsorcdo (Boyd et al.,
1947; Misak, 1993 e 1995).

O processo de troca ibnica entre uma molécula de interesse em solucéo e os
contraions (monovalentes) que neutralizam uma superficie carregada eletricamente

pode ser representado genericamente pela equacgéo 2.
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C+vq 2q+v( (2)

Onde C e q sdo as concentracdes nas fases moével e estacionaria (mol-L™)

respectivamente, e v indica a quantidade de contraions trocados por unidade de
moléculas de interesse. O subscrito | denota o contraion.

Assumindo que no processo de troca ionica as mesmas consideracdes do

modelo de Langmuir sdo validas, teremos que para cada contraion deslocado uma

molécula ocupard seu lugar. Neste caso, temos que v =1, e a constante de equilibrio

para 0 processo em questdo é igual a:

qC;
Ky =—
"= ©

Onde K1, é a constante de equilibrio para o processo de troca idnica (adimensional),
C e q séo, respectivamente, as concentracdes de soluto na solucdo e no adsorvente
(mol-L™) e C, e q; sdo, respectivamente, as concentracdes do contraion na solucdo e
no adsorvente C e q sdo, respectivamente, as concentragdes de soluto na solucéo e no
adsorvente (mol-L™).

O total de sitios ativos € o maximo valor possivel de moléculas que interagem

com a superficie:

Amax =4 + a1 (4)
Onde: gmax é a capacidade méxima adsortiva do trocador (mol-L™), q é a
concentracdo de soluto no adsorvente (mol-L™) e g; é a concentracdo de contraions
no adsorvente (mol-L™).

Substituindo a equagéo 4 na equacéo 3:

Ky = a_ G (5)
TI C (Qmax - Q)
Re-arranjando:
K, C
q= AmaxBTI ©)
C; + Kr C

Sendo a fase mével uma solugdo-tampdo, com a concentracdo do contraion
muito maior que a da molécula de interesse (diluida), tem-se que o valor de C, €

aproximadamente constante.
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Fazendo K{=Kry,/C,, temos:

K,C

9 = Qmax m (7)

Onde K1 é um parametro da equacdo (L-mol™)

A equacdo 7 é matematicamente idéntica a equacdo proposta por Langmuir
para a adsorcdo. Entretanto, deve-se destacar que seu significado ndo é o mesmo, o
que deve ser considerado nos calculos e interpretacdo dos fendmenos observados.

Apesar de tal modelo ser amplamente empregado com sucesso para descrever
0 equilibrio de adsorcdo e troca i6nica de macromoléculas como proteinas, as
equacdes ajustadas adquirem certo carater empirico, uma vez que a consideracdo do
modelo de Langmuir de que cada sitio de adsorcao interage com apenas uma Gnica
molécula, e vice-versa, dificilmente sera atendida.

Outro modelo, mais adequado para descrever o equilibrio de troca i6nica de
macromoléculas em um sistema liquido-solido, é o modelo de Acéo do Impedimento
Estérico de Massas, ou modelo SMA, proposto por Brooks e Cramer (1992). Tal
modelo considera que macromoléculas carregadas, como proteinas, ao interagirem
com o trocador i6nico podem, através de um impedimento estérico, recobrir alguns
sitios de troca, que entdo se tornam indisponiveis no sistema. O formalismo do
modelo SMA ¢ especifico para representar o equilibrio multicomponente sal-proteina
em processos de troca idnica, sendo baseado nas seguintes consideracdes (Brooks e
Cramer, 1992; Jozwik et al., 2005):

1) A solucéo e a fase adsorvente sdo termodinamicamente ideais, permitindo
0 uso de valores de concentracdo ao invés da atividade;

2) A natureza multiponto de interacGes da proteina com o adsorvente pode ser
expressa por uma carga caracteristica determinada experimentalmente;

3) Interacbes competitivas podem ser representadas pela lei de acdo das
massas, onde a eletroneutralidade da fase estacionéria é mantida;

4) A interacdo de macromoléculas com o adsorvente causa uma cobertura
sobre alguns contraions ligados a fase estacionaria, que ficam indisponiveis para a
troca com outros solutos;

5) O efeito do coion pode ser desprezado no processo de troca idnica;

6) Os parametros de equilibrio no formalismo do modelo SMA séo constantes
e independentes das concentracfes de proteina e sal. Assim, efeitos ndo-ideais, como

formagéo de agregados ou mudangas na estrutura terciaria nao sao considerados.
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Adotando-se 0 modelo SMA, o processo de troca ibnica entre uma

macromolécula proteina e os contraions monovalentes de sal disponiveis é dado por:
Cy +vq; 2 qy +v( (8)
Onde a barra no termo g; se refere aos contraions de sal disponiveis para
troca. O subscrito M denota a proteina (macromolécula) v agora passa a ser a carga

caracteristica da macromolécula.

A constante de equilibrio para o processo de troca idnica é definida por:

o= (292

Onde: K1, € a constente de equilibrio para o processo de troca idnica (adimensional),
Cwm e qu sdo, respectivamente, as concentragdes da macromolécula na solucao e no
adsorvente (mol-L™), C, e g, sdo, respectivamente, as concentracdes do contraion na
solugdo e no adsorvente (mol-L™), e v é a carga caracteristica da macromolécula
(adimensional).

A concentragdo de contraions de sal estericamente recobertos, indisponiveis

para a troca com a macromolécula é dada por:

4r = oqu (10)
Onde g, € a concentracdo de contraions no adsorvente estéricamente recobertos
(mol-L™) e oé o fator estérico da proteina.

Depois que ocorre a adsor¢do da proteina, no equilibrio, a concentracgdo total

dos contraions presentes na fase sélida é dada por:
Qr=q;+oqy (11)
Como a eletroneutralidade é requerida:
A=q;+ (o +Vv)qu (12)
Onde A é a capacidade idnica total do trocador (mol-L™), expressa em fons
monovalentes
Substituindo a equacdo 12 na equagdo 9, temos que o modelo SMA para a

troca idnica entre uma Unica espécie de proteina e um contraion monovalente € dado

por (suprimindo-se o indice M):

c=(¢) (A_(VC—'M)q)v 13)
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Propriedades termodinamicas

Compreender e caracterizar os mecanismos envolvidos na adsor¢do ou troca
ibnica de proteinas é de grande importancia para se conhecer melhor esse fenémeno
(Lin et al. 2002; Dieterle et al., 2008). A magnitude destas interacdes € governada
pela energia livre do sistema antes e ap0s as interacGes ocorrerem, e podem ser
atribuidas as mudangas na entalpia e entropia do sistema (Lin et al., 2002). Assim
torna-se de grande importancia a determinacdo da variagéo destas propriedades.

A variacdo de energia livre de Gibbs padrdo para o processo de troca idnica
pode ser estimada utilizando-se a seguinte equacao (Gerstner et al., 1994):

AGY, = —RT InKy, (14)

Onde AG2, é a variacdo da energia livre de Gibbs padrdo (J-mol?) para o
processo de troca idnica, R é a constante universal dos gases (8,3145 J-mol1-K™), T é
a temperatura absoluta (K) e Kr, € a constante de equilibrio (adimensional) obtida do
modelo SMA ou do modelo de Langmuir.

Tal variacdo de energia considera o processo de adsorcdo da proteina e
dessor¢cdo do contraion de sal. A fim de se avaliar exclusivamente a variagdo de
energia livre de Gibbs padrdo para o processo de adsor¢do da proteina, pode-se
assumir que o processo de troca idnica ocorre em duas etapas. Na primeira ocorre a
dessorcao do contraion salino e na segunda ocorre a adsorcdo da proteina.

AGP; = AGgy + AGgqg (15)
Onde AGY, é a a variacdo da energia livre de Gibbs padrdo (J-mol™) para o processo
de troca ibnica, AG2; é a a variacdo da energia livre de Gibbs padrdo (J-mol?)
apenas para o processo de adsorcdo da proteina e AGY,, é a a variacdo da energia
livre de Gibbs padrdo (J-mol™) apenas para o processo de dessorc¢ao dos contraions.

Assim, a constante de equilibrio exclusivamente para o processo de adsor¢do
da proteina sera dada pela razdo entre as concentra¢fes molares de proteina nas fases
solida e na solucdo. Para solugdes diluidas, C—0, temos que q—0, e 0 nimero de
sitios disponiveis para troca tende a capacidade i6nica total (Gerstner et al., 1994).

Com essa aproximacdo e usando a constante de equilibrio do modelo SMA,
pode-se calcular a variacdo de energia livre de Gibbs padrdo para o processo de
adsorcéo, a diferentes temperaturas e forcas iénicas da solucao, usando as equacdes
16 e 17 (Gerstner et al., 1994; Ladiwala et al., 2005).
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v

A q
Kaa = K7y (C_s) = E (16)
E consequentemente:
AGY, = —RT InK,, (17)

Onde Kyq é a constante de equilibrio do processo de adsorcdo da proteina e
AGY, é a variacdo da energia livre de Gibbs padrdo (J-mol™) para o processo de
adsorcéo da proteina.

O mesmo raciocinio pode ser aplicado a partir do modelo de Langmuir, assim

tem-se que os valores de Kt e Kyq obtidos a partir deste modelo s&o dados por:

Kr; = K1 G (18)
q q
Koa = C = Kaa = KTIFj (19)

Para uma solucdo de proteina diluida, q tende a zero, € gyax = q;. ASSIM:

q
Kaa = Ky ?jx = GmaxK1 (20)

E os valores de Ky e Kyg assim obtidos também podem ser usados para se
determinar a variagéo de energia livre de Gibbs padrdo para 0s processos em questéo.

As técnicas de calorimetria sdo as mais adequadas para a determinacdo da
variacdo de entalpia padrdo para o processo em questdo por fornecer resultados
experimentais com alta precisao e repetibilidade (Dieterle et al., 2008). No entanto,
quando isso nao é possivel o uso de correlagdes matematicas podem prover boas
informacgdes que auxiliam na elucidacdo dos fendmenos observados. Entre elas, esta
a analise de van’t Hoff, que na forma linear pode ser expressa como (Lin et al., 2002;

Bayramoglu et al., 2007):

AH®°1 AS°
_ 21
InK = + (21)

Onde: K é a constante de equilibrio (adimensional) do processo de interesse
(troca idnica ou adsorcdo), AH? e AS° sdo, respectivamente, a variacdo de entalpia
padrdo (J-mol™®) e a variacdo de entropia padrdo (J-mol*-K™) para 0 processo
termodinamico em questdo; e K é a constante de equilibrio para tal processo (troca
ibnica ou adsor¢ao).

Assim, os valores de AH2, e AS?, podem ser calculados utilizando-se os

valores de Ky, enquanto que os valores para o processo de adsor¢do podem ser
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obtidos utilizando-se os valores de Kag. A partir da analise linear de van’t Hoff é
possivel se estimar um Unico valor médio para a AH?, e outro para a 4S2;, na faixa
de temperatura avaliada, para cada valor de forca i6nica estudada (o mesmo vale para
a adsorcdo). Os valores para o processo de dessor¢do dos contraions foi obtidop po

diferenga entre o processo de troca ibnica e o processo de adsor¢do da proteina.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Reagentes

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados fosfatos de sddio
monobasico e bibasico, ambos anidros, cloreto de sodio e lisozima de clara de ovo de
galinha (pureza >90%, codigo L6876), adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA). Todos os reagentes quimicos utilizados possuiam, no minimo, grau de pureza
PA-ACS. Em todos os experimentos foi utilizada dgua deionizada ultra-pura. O teor
de proteina da lisozima comercial foi avaliado pelo método de Kjeldhal, utilizando-
se um fator de conversdo igual a 6,25 (Chang, 1999).

O trocador catiénico utilizado nos experimentos foi um criogel polimérico
constituido por acrilamida, bis-acrilamida e alil glicidil éter, enxertado com o acido
2-acrilamido-2-metil-1-propanossulfénico  (criogel pAAmM-SOg3), sintetizado no
proprio laboratério, de acordo com a metodologia descrita anteriormente (artigo 01).
Algumas caracteristicas fisicas e quimicas do trocador catiénico utilizado, bem como
da proteina em estudo, sdo apresentadas na Tabela 1. A representacdo artistica da
proteina foi feita no software USCF Chimera package v.1.7 (Pettersen et al., 2004)
com textos e modificaces feitos no software MS-PowerPoint® 2007 (Microsoft,
Redmond, EUA). Como referéncia para a estrutura da proteina foi utilizado o
arquivo codigo 1AKI do Protein Data Bank (pdb).

Tabela 1: Caracteristicas do adsorvente e da lisozima utilizados neste estudo.

Caracteristicas do adsorvente Valor
grau de expansdo (ED) / (L-kg™) 25,01
didmetro médio de poro (dm) / (um) 70
cap. idnica méssica (Ay) / (10 moINJ-kg'lcriog seco) 666,57
cap. idnica volumétrica (A) / (107 moINa+-L'1criog hidrat) 25,72
Caracteristicas da lisozima Valor
massa molar (MM) / (g-mol™) @ 14307
ponto isoelétrico (pl) ° 11,35
carga liquidaem pH 7,2 ¢ ~7,3

% Canfield (1963). ® Wetter e Deutsch (1951).  Kuehner et al. (1999).
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3.2. Obtencéo dos dados experimentais

Para a obtencdo dos dados experimentais foi utilizado o método estatico ou de
batelada. Os criogéis utilizados foram imersos por 24 h em uma solucdo de HCI
0,1 mol-L™, lavados e imersos trés vezes em agua deionizada durante 4 h e entdo
imersos em uma solucdo-tampao de fosfato de sédio 0,02 mol-L™ e pH 7,2 por 12 h
(overnight) para seu condicionamento. Em seguida, os criogéis foram desidratados a
(60 £ 2)°C durante 48 h, esfriados em dessecador, cortados manualmente em
pequenos pedacos cubicos com cerca de 1,5 mm de aresta, utilizando-se uma lamina
de aco inoxidavel, e misturados em um frasco de vidro para uniformizacdo do
material adsorvente.

As isotermas de adsorcdo foram determinadas com 0s experimentos
desenvolvidos no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 52
completo, com cinco temperaturas de trabalho (10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °Ce 50 °C) e
cinco concentracdes de NaCl na fase mével (0,0 mol-L™, 0,05 mol-L?, 0,1 mol-L™,
0,15 mol-L™* e 0,2 mol-L™?), totalizando 25 curvas experimentais.

Para a obtencéo de cada curva isoterma foram utilizados entre 8 e 10 pontos
experimentais, com concentraco inicial de lisozima variando de 0,5 g-L™ (3,5x10™
mol-L ™) a 40,0 g-L™ (2,8x10mol-L™?), com trés repeticdes cada.

A fase mével foi uma solucéo-tampdo de fosfato de sédio 0,02 mol-L™* e pH
7,2, obtida da mistura em proporc6es adequadas de fosfato de s6dio monobaésico e
bibasico, adicionada ou ndo de cloreto de sodio conforme a necessidade, sendo o
valor final do pH conferido e ajustado com uma solucdo de NaOH 1,0 mol-L*
utilizando-se um potencidometro de bancada (precisdo de 0,01, Modelo Q400A,
Quimis, Sdo Paulo, Brasil). A solucdo-tampdo sem adicdo de NaCl possuia uma
concentracdo de fons Na* igual a 0,0299 mol-L™, calculada a partir da equacéo de
Henderson-Hasselbach, utilizando-se o segundo pKa do &acido fosférico (7,21).

Para cada ponto experimental, cerca de 0,01 g do adsorvente desidratado foi
pesado em um microtubo de centrifuga com volume nominal de 1,5 mL, utilizando-
se uma balanca analitica (precisdo de 0,0001 g, Modelo AG200, Gehaka, Sao Paulo,
Brasil). Adicionou-se ao tubo 1,0 mL de solugdo-tampdo com a forga ibnica e
concentracdo inicial de proteina desejada, que foi deixado em agitacdo orbital a

25 rpm durante 12 h (overnight), a temperatura constante, mantida utilizando-se uma
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estufa BOD (preciséo de 0,2 °C, Modelo TE-391, Tecnal, S&o Paulo, Brasil). Uma
representacdo esquematica do sistema de agitacdo é mostrada na Figura 1.

TUBOS
Figura 1: Representacdo esquematica do sistema de agitacdo de tubos nos

experimentos de determinacgdo das curvas de isotermas de adsorcao.

Decorrido o tempo de agitacdo, aliquotas de 0,7 mL de cada tubo foram
retiradas e transferidas para outros microtubos, que foram centrifugados a 2000 x g
por 5 minutos (modelo MPW-350, MPW Med. Instruments, Varsévia, Polénia), para
quantificacdo da proteina presente no sobrenadante por leitura direta em
espectrofotometro (modelo Libra S70, Biochrom, Cambridge, Inglaterra) no
comprimento de onda de 280 nm, utilizando-se uma microcubeta de quartzo com
caminho otico de 10 mm e volume nominal de 1,0 mL. Todas as amostras foram
diluidas com a respectiva solucdo-tampédo usada, em fatores variaveis para que oS
valores encontrados se situassem no intervalo obtido da curva de calibracdo
previamente determinada para cada forga idnica utilizada no experimento, variando-
se a concentragdo de lisozima entre 0,01 g-L™ (7,0 x 107" mol-L™) e 0,50 g-L*
(3,5x10®° mol-L™), com trés repeticdes em duplicata. Para verificar se a concentracéo
de NaCl adicionado a solucdo-tampdo teve efeito nas curvas de calibracdo, foi
realizado um teste estatistico de identidade de modelos de regressdo, baseado no teste
F a 5% de probabilidade (Regazzi, 1993).

A concentracdo de proteina adsorvida foi determinada a partir de balancos de
massa, inicialmente por unidade de massa do criogel desidratado, e posteriormente
por unidade de volume do criogel hidratado utilizando-se o grau de expansdo do

criogel (ver Tabela 1).
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3.3. Determinacédo dos parametros dos modelos de isotermas ajustados

Uma vez obtidos os valores experimentais das isotermas de adsorgédo, dois
modelos foram avaliados para se verificar o ajuste aos dados: o0 modelo de Langmuir
(equacdo 7) e o modelo de Acéo do Impedimento Estérico de Massas (SMA) (Brooks
e Cramer, 1992, equacéo 13).

Os parametros gmax € Ki foram estimados por meio de regresséo ndo-linear,
utilizando-se o software SigmaPlot® v.11 (Systat Software, Inc., Chicago, EUA).

Para a determinacdo dos parametros do modelo SMA, foram utilizadas duas
relacGes matematicas obtidas a partir das equacdes 12 e 13. Na primeira delas, tem-se
que para solugdes diluidas (C—0) g ~ 0 e a equacdo 13 se reduz a (Brooks e Cramer,
1992; Gallant et al., 1995):

_q A\
)= - 22
élirol (c) K (Cz) (22)
Tal limite, utilizando-se o modelo de Langmuir, ¢ igual a:

21_7)73 (%) = qmaxK1 (23)

Combinando as equacdes 22 e 23, tem-se que:

v

A
Gmarks = Kri (5) = 109(@macks) = log(Kpy %) = v 10g () 24)
I

Desse modo, a partir do ajuste prévio do modelo de Langmuir aos dados
experimentais em diferentes forcas idnicas, foram obtidos os parametros K; € Qmax-
Determinados K; € gmax € conhecendo-se a concentragio do fon Na* associada a cada
par (C)), foi plotado um grafico do logaritmo de (gmaxKi) versus o logaritmo da
concentracdo do contraion monovalente. Do coeficiente angular da reta foi obtido o
valor da carga caracteristica da proteina (v) e do coeficiente linear determinou-se o
valor da constante de equilibrio Ky,. Tal procedimento é similar ao realizado por
Whitley et al. (1989).

A outra relacdo matemadtica, que permitiu estimar o valor do fator estérico
(o), foi obtida quando a concentracdo de proteina tende a um valor muito grande

(C > ). Nessa condicdo tem-se que q; — 0 e:

A
él_)”wl(Q) otV Qmax (25)
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Em contraste com a isoterma de Langmuir, a capacidade de saturacdo
maxima na isoterma SMA ¢ independente da concentracdo do contraion na fase
movel. Assim, pode-se dizer que o valor de g3¥4 é igual ao valor de gmax Obtido do
modelo de Langmuir quando a concentracdo de NaCl adicionada é igual a zero. Na
pratica, no entanto, isso s6 € verificado para baixos valores da concentracdo do
contraion, o que limita o uso desta técnica (Brooks e Cramer; 1992).

Entretanto, é conhecido que a concentracdo de sal afeta a quantidade de
proteina adsorvida em um trocador io6nico (Vankova et al., 2007; Lira et al., 2009;
Tao et al., 2011). Chen et al. (2006) propuseram, uma alternativa ao modelo SMA
tradicional, ajustando o valor da carga caracteristica da proteina, v, para cada
concentracdo de contraions utilizada, mantendo-se o fator estérico o constante. No
presente trabalho foi avaliada uma alternativa diferente, mantendo-se a carga
caracteristica constante e sendo o fator estérico calculado para cada diferente
concentracdo de sal adicionada ao sistema. Com isso, varios valores de o foram
calculados utilizando-se a equacdo 25 e o valor de (max do modelo de Langmuir
ajustado para cada valor de temperatura e forca ionica estudada. Tal alternativa foi
proposta com base no fato de que para um valor de pH constante em torno de 7,0, a
variacdo da concentracdo de contraions em solucdo afeta mais 0s aspectos
relacionados a conformacdo de proteinas do que aspectos relacionados a sua carga
liquida (Khuener et al., 1999; Kubiak-Ossowska e Mulheran, 2010).

A avaliacdo do ajuste dos modelos aos dados experimentais foi feita com base

no coeficiente de determinacdo (R?) e descri¢cdo do fenémeno observado.
3.4. Determinacéo das propriedades termodinamicas

Buscando compreender melhor o fenémeno de troca ionica que envolve 0s
contraions de sédio e as moléculas de lisozima, foram determinados os valores de
variagdo de entalpia padrdo (4H®), variacio de entropia padréo (4S°) e variagdo de
energia livre de Gibbs padrio (4G®) para o processo em questao.

Tais valores foram determinados estimando-se inicialmente os parametros
dos modelos de isotermas de Langmuir e SMA. Entdo, foram determinados os
valores de Kt e Kyq a partir dos modelos de Langmuir e SMA.

Os valores para AG2; e AG2, foram estimados utilizando-se as equacdes 14, e
17, respectivamente. AH?, e AS2, foram estimados a partir da equacdo 20,

utilizando-se os valores de Ky, obtidos anteriormente. O mesmo procedimento foi
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adotado para se estimar AHO, e ASY,, utilizando-se valores previamente
determinados para K,y. Todas as trés propriedades termodinamicas estudadas foram
estimadas utilizando-se os valores de Ky e Ky obtidos a partir do modelo de
Langmuir e do modelo SMA. Valores de AG2,;, AH,, e AS2, para o processo de
dessorcdo dos contraions tambeém foram estimados, calculados a partir da diferenca
entre 0s respectivos valores para o processo de troca i6nica e adsor¢ao da proteina,

obtidos a partir do modelo de Langmuir apenas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a quantificacdo da proteina, inicialmente uma curva-padréo para cada
concentracdo de sal foi obtida, e os parametros ajustados foram submetidos a um
teste para a verificacdo da identidade das equacdes obtidas (Regazzi, 1993).
Verificou-se que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as equacdes
ajustadas, sendo adequada a quantificacdo de lisozima utilizando-se uma Unica
equacao apresentada abaixo.

Abs = 3,52 X 10*C;s + 2,76 X 1073 ;  R? =0,999 (26)

Onde: Abs ¢é o valor da absorbancia observada (adimensional) e Clis é o valor da

concnetracdo de lisozima (mol.-L™).
Isotermas de adsorcéo

Na Figura 2 sdo apresentadas as curvas experimentais das isotermas de
adsorcdo da lisozima no trocador catibnico pAAmM-SO3, assim como 0s ajustes dos
modelos de Langmuir e SMA.

A quantidade de proteina adsorvida aumentou com o aumento da temperatura,
sendo observado o inverso para o aumento da forca idbnica. Tal comportamento é
similar ao relatado por diversos autores (Bayramoglu et al., 2007; Vaikova et al.,

2007; Dismer et al., 2008; Lira et al., 2009; Tao et al., 2011).
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Figura 2: Isotermas de adsorcdo da lisozima no trocador catibnico pAAm-SO; a
diferentes temperaturas e concentracGes de NaCl adicionado. (A) 10 °C; (B) 20 °C;
(C) 30 °C; (D) 40 °C; (E) 50 °C. (@) 0,0 mol-L™* NaCl; (O) 0,05 mol-L* NaCl;
(A) 0,10 mol-L™* NaCl; (V) 0,15 mol-L* NaCl; (#) 0,20 mol-L™ NaCl. (-——-)
modelo de Langmuir; (———) modelo SMA.

Os parametros ajustados para 0s modelos de Langmuir e SMA sdo
apresentados na Tabela 2. O modelo de Langmuir apresentou melhor ajuste aos
dados experimentais quando comparado ao modelo SMA, que tendeu a subestimar a

concentracdo de proteina adsorvida no equilibrio, principalmente para os valores
intermediarios de concentragdo de contraions estudados.
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Tabela 2: Parametros ajustados para os modelos de Langmuir e SMA.

Modelo de Langmuir Modelo SMA

T Cs Omax K, ) Ko, v s Re
(°C)  (mol-L™Y | (10%mol-LY)  (10* L-mol™)

0,00 1,54 8,13 0,96 15,21 0,96

0,05 1,25 3,02 0,99 19,05 0,99

10 0,10 1,08 2,54 0,99 | 184,47 1,46 22,42 0,99

0,15 0,75 1,55 0,95 32,89 0,97

0,20 0,48 1,05 0,99 51,93 0,98

0,00 2,05 9,36 0,98 10,93 0,98

0,05 1,53 5,82 0,99 15,20 0,97

20 0,10 1,38 3,43 0,99 | 355,36 1,60 16,98 0,97

0,15 0,94 1,61 0,97 25,79 0,98

0,20 0,57 1,07 0,95 43,68 0,95

0,00 2,19 9,83 0,91 10,20 0,91

0,05 1,85 5,95 0,99 12,41 0,98

30 0,10 1,57 3,51 0,98 | 400,24 153 1481 0,93

0,15 1,3 1,84 0,97 18,31 0,95

0,20 0,61 1,12 0,98 40,61 0,99

0,00 2,43 16,11 0,94 8,87 0,93

0,05 2,04 6,55 0,98 10,85 0,94

40 0,10 1,90 3,67 0,99 | 700,38 1,73 11,84 0,94

0,15 1,46 2,05 0,99 1591 0,97

0,20 0,66 1,19 0,99 37,13 0,99

0,00 2,80 17,63 0,92 7,40 0,93

0,05 2,29 8,24 0,94 9,48 0,91

50 0,10 1,97 4,06 0,98 | 927,22 1,77 11,30 0,94

0,15 1,60 2,33 0,99 14,26 0,99

0,20 0,75 1,24 0,99 32,45 0,99

C, => concentracao de NaCl adicionada a solugdo-tampéo.

Obs: a concentracio de fons Na* na solugdo-tampao original foi de 0,0299 mol-L™.

A partir dos resultados obtidos pode-se observar que, dentro da faixa de

temperatura estudada, o processo de troca ibnica torna-se mais favoravel com a

elevacdo da temperatura, fato evidenciado pelo aumento nos valores de K; e K. A

carga caracteristica foi pouco afetada pelo aumento da temperatura, sendo observado

um efeito maior no fator de impedimento estérico, principalmente em funcdo da

concentracdo de NaCl adicionada a solugdo-tampdo. Tal fato, associado ao

decréscimo dos valores de gmax COM 0 incremento da forca ibnica sugere mudancas

na conformagdo da lisozima ao interagir com o trocador catibnico. Tais

consideragdes séo discutidas com mais detalhes adiante.
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A lisozima é uma proteina elipsoide, com dimensdes de cerca de 45 A no eixo
maior e 30 A no eixo menor, com dois dominios distintos. Um contendo os terminais
amino e carboxil e a maior parte das a-hélices, e 0 outro contendo duas estruturas em
B-folha, com o sitio catalitico da enzima (entre os residuos de aminoacidos Glu35 e
Asp52) localizado entre os dominios (Blake et al., 1967; Rupley e Gates, 1967,
Strinadka e James, 1991). Apesar dos muitos residuos de aminoacidos basicos
conferirem a lisozima uma elevada carga liquida em pH neutro, muitos deles
encontram-se localizados em uma regido restrita do dominio que contém os
amino&cidos terminais da proteina, sendo portanto esta a regido preferencial de
adsorcéo nos processos de troca catiénica (Dismer e Hubbuch, 2007; Dismer et al.,
2008; Kubiak-Ossowska e Mulheran, 2010). Tais caracteristicas podem ser
observadas na Figura 3.

Dismer e Hubbuch (2007) observaram que a interagdo entre a lisozima e 0
trocador i6nico ocorreu preferencialmente no entorno dos residuos Lysl e Lys33, e
gue com o0 aumento da quantidade de proteina adsorvida, ocorreu a mudanca de uma
orientacdo lateral (com o eixo maior sobre o adsorvente) para uma orientagdo mais
vertical, reduzindo sua &rea sobre o adsorvente.

Kubiak-Orowska e Mulharan (2010) simulando a interacdo de lisozima com
superficies carregadas verificaram que o aumento da forca iénica pouco alterou a
estrutura da lisozima em solucdo, mas afetou a interacdo com a superficie
adsorvente. [Esses autores concluiram que foi o residuo Argl28 quem
prioritariamente fez interacbes eletrostaticas com a superficie, exercendo papel
essencial na adsorcdo da lisozima em superficies carregadas. Outros residuos, como
Arg5, Argl25 e Lysl, exerceram papel secundéario por fazerem interagcdes de
hidrogénio com as camadas de agua orientadas sobre a superficie adsorvente,
colaborando na estabilizacdo da molécula de proteina adsorvida, que adquiriu uma
orientacdo intermediaria entre a lateral e a vertical, tendendo a esta Gltima com a

reducdo da forca idnica.
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p-folhas

N-terminal

sitio catalitico

Figura 3: Representagdes artisticas para a lisozima. (A) destaque para a estrutura
secundaria da proteina. (B) destaque para os principais residuos de aminoacidos
carregados e o sitio catalitico. Vermelho: residuos de arginina; laranja: lisina; roxo:
acido aspartico e azul: acido glutamico. (C) e (D) destaque para os residuos basicos e

para a regido de maior preferéncia para interagdo no processo de troca cationica.

As informag0es obtidas no presente trabalho se mostraram em acordo com o
proposto por outros autores (Dismer e Hubbuch, 2007; Dismer et al., 2008, Kubiak-
Ossowska e Mulheran, 2010). O reduzido valor ajustado para a carga caracteristica
reforgou o fato de que poucos residuos de aminoacidos da proteina interagem com os
sitios ativos do criogel pAAmM-SO3. O pequeno aumento observado em v com o
aumento da temperatura possivelmente indicou que outros residuos além do Argl28
passaram a interagir mais fortemente com o trocador.

Ja 0 aumento no valor do fator de impedimento estérico com o aumento da
concentracdo de NaCl na solugdo-tampdo demonstrou que a orientagdo da lisozima
adsorvida tendeu a se tornar mais lateral, recobrindo um maior ndmero de sitios de
ligacdo. A redugdo de o com o0 aumento da temperatura, para uma mesma

concentracdo de NaCl, indicou que a orientacdo da lisozima tende a ser mais vertical,
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aumentando a capacidade adsortiva do criogel, fato este observado
experimentalmente. Maiores discussdes sobre os fendmenos observados, embasados
por fundamentos termodinamicos, sdo relatadas na sequéncia.
Propriedades termodinamicas

Os resultados obtidos para a variagdo de energia livre de Gibbs padréo para os

processos estudados sdo apresentados na sequéncia (Figura 4 e Tabela 3).
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Figura 4: Valores experimentais de AG° em funcdo da temperatura e concentragdo de

NaCl (Cs). (A) processo de troca ibnica como um todo; (B) processo de adsorcéo da

proteina; (C) processo de dessorcdo do contraion. Em (A), (B) e (C), valores

calculados a partir do modelo de Langmuir. (D) AG° para o processo de adsorcéo da

proteina, calculado a partir do modelo SMA. (1) 10 °C; (H) 20 °C; (A) 30 °C;

(W) 40 °C; (<) 50 °C.

O processo de troca idnica como um todo foi espontaneo (4G’ < 0) e pouco
afetado pela concentracdo de NaCl (Cs) adicionada a fase movel (Figura 4A), sendo
maior o efeito causado pela temperatura, o que foi reforcado pelos valores
apresentados na Tabela 3, obtidos a partir do modelo SMA. Os valores para 0

processo de adsorcdo (AG%q) obtidos a partir dos modelos de Langmuir (Figura 4B)
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e SMA (Figura 4D) apresentaram 0 mesmo comportamento, diminuindo com a
aumento da temperatura e aumentando com o incremento da Cs. J& para 0 processo
de dessorcdo dos contraions, verificou-se (Figura 4C) que o aumento da Cs reduziu o
valor de AG’, tornando o processo mais espontaneo, nio sendo observado efeito da

temperatura neste caso.

Tabela 3: Valores de AG;, AH %, e TAS%, calculados a partir do modelo SMA.

T AG AH, TAS
(°C) (10° J-mol™  (10°Jmol™)  (10° 3-mol™)
10 -12,28

20 -14,32

30 -15,10 29,78 4521

40 -17,06

50 -18,36

Para o célculo de TAS%, foi utilizado o valor de T = 30 °C (303,15 K)

Apesar do processo de dessor¢do dos contraions ter se tornado mais
espontaneo com o aumento da Cs, 0 inverso ocorreu para o processo de adsorcao da
proteina. Tais resultados sugerem que o processo de adsorcdo da proteina foi mais
determinante para 0 processo de troca i0nica avaliado que o processo de dessorgédo
dos contraions, visto que a quantidade de lisozima adsorvida diminuiu com o
aumento da Cs. Tal informacdo, no entanto, ndo foi percebida quando o processo de
troca ionica foi avaliado como um todo, em que se verificou pouco ou nenhum efeito
do aumento da C, sobre AG’. O fato do aumento da temperatura ndo ter afetado a
espontaneidade do processo de dessorcdo dos contraions (Figura 4C) corroborou com
tais afirmacdes, indicando que, com a variacdo da temperatura, foi 0 processo de
adsorcédo da proteina quem mais contribuiu para as variaces observadas no processo
de troca ibnica.

Valores experimentais para AH° e TAS® para o processo de troca iénica como
um todo e para 0s processos de adsorcdo da lizosima e dessorcdo dos contraions,
obtidos a partir do modelo de Langmuir, sdo apresentados na Figura 5. Na Figura 6,
sdo comparados os valores obtidos para o processo de adsorcdo utilizando-se 0s
modelos de Langmuir e SMA.

O processo de troca idnica da lisozima no criogel pAAmM-SO; foi endotérmico

e o valor de AH%; tendeu a se reduzir com o aumento da concentracéo de sal (Figura
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5A). Verificou-se ainda que o processo de dessor¢do dos contraions foi exotérmico,
tendo o valor de AH%; permanecido quase inalterado na faixa de C, estudada,
enquanto que o processo de adsor¢do foi endotérmico, com uma tendéncia de queda
nas valores de AH%4 com o0 aumento da Cs.

Os valores para a variagdo na entropia padrdo para 0s processos de troca
ibnica e adsorcdo mostraram-se favoraveis, sendo bastante semelhantes, a excecao
para a maior concentracdo de sal estudada,quando ocorreu uma queda maior na
entropia para 0 processo de troca ionica (Figura 5B). Comportamento inverso foi
observado para o0 processo de dessor¢cdo dos contraions, que se mostrou
entropicamente desfavoravel para todos os valores de Cs, exceto para o mais elevado,

quando passou a ser favoravel.

40 A 40 B
30 A 30 +
g 20 2 201
2 2
2 104 = 10
i 0 0j00 0,05 0,10 0,15 0,20
S 0+ . . ; A 2 oof : : : :
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
-10 w -10
c,/(mol.L™) C,/(mol.L™)

Figura 5: Valores experimentais de AH° (A) e TAS® (B), calculados a partir do
modelo de Langmuir, em funcdo da concentracdo de NaCl (Cs). (@) processo de
troca idnica como um todo; (O) processo de adsorcdo da proteina; (V) processo de
dessorcdo do contraion. T = 30 °C (303,15 K).

A determinacdo das variacdes de entalpia entropia padrdo para o processo de
adsorcdo utilizando-se os dois modelos de isotermas apresentaram 0 mesmo

comportamento, sendo semelhantes os valores obtidos com ambos os modelos

(Figura 6).
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Figura 6: Valores experimentais de AH%q ( ) e TAS g (- — ) em funcdo da
concentracdo de NaCl (Cs). Dados obtidos usando-se 0 modelo SMA(®) e Langmuir

(O). T =30 °C (303,15 K).

Assim como ja foi observado ao se analisar a variacdo de energia livre de
Gibbs padrdo, a partir das informacGes acerca da variacdo de entalpia e entropia
verificou-se que a contribuicdo da adsorcédo da lisozima para processo de troca idnica
como um todo € mais relevante se comparada ao processo de dessorcdo dos
contraions.

Diversos autores relataram que o processo de adsorcdo ou troca idnica de
proteinas pode ser endotérmico ou exotérmico, dependendo da natureza da proteina,
do adsorvente, de outras espécies envolvidas e das condicGes utilizadas (Chen et al.,
2003; Bayramoglu et al., 2007; Dieterle et al., 2008; Lira et al., 2009). De um modo
geral, quando ele é exotérmico, o processo é entalpicamente dirigido, enquanto que,
se 0 mesmo é endotérmico, ele é entropicamente dirigido (Lira et al., 2009).

Lin et al. (2001) propuseram que o0 processo de adsorcdo poderia ser
subdivido em varias etapas. Assim sendo, se assumiu neste trabalho que no processo
de adsorcdo da lisozima foram considerados os fenbmenos de remocdo da dupla
camada elétrica da proteina (dessolvatacdo e deionizacdo da mesma), interagdo da
proteina com os sitios ativos do adsorvente, rearranjo da conformagédo da proteina e
redistribuicdo das moléculas e ions removidos da dupla camada elétrica na solucéo.
No processo de dessor¢do dos contraions foram consideradas a desidratacdo e
deionizagdo dos sitios ativos do adsorvente e a redistribuicdo e solvatacdo dos

contraions em solucgéo.

65



Diante disso, uma explicagéo para o que foi observado foi proposta:

Do ponto de vista entalpico: O processo de dessorcdo dos contraions foi
exotérmico, porque, apesar da energia requerida para romper as interacdes
eletrostaticas contraions-sitios ativos e interacdes agua-agua em solucdo, a energia
liberada ao se formar novas interagdes em solucdo (contraions com anions presentes,
com a agua e com a proteina) foi maior. No processo de adsorcao da lisozima, apesar
da quantidade de energia que pode ser liberada quando esta faz novas interagdes
(principalmente eletrostaticas) com a superficie, a energia requerida no processo de
desolvatagdo das duplas camadas e a energia envolvida na repulsdo eletrostatica entre
moléculas de proteinas adsorvidas (e suas duplas camadas elétricas) foram
dominantes no processo, o que fez com que o processo de troca ibnica como um todo
fosse endotérmico. Trash Jr. e Pinto (2002), trabalhando com a troca anibnica de
albumina de soro bovino e albumina desnaturada concluiram que a repulsdo entre
moléculas de proteinas adsorvidas era o fenbmeno de maior contribuicdo para a
natureza endotérmica observada e que 0s ions de cargas opostas aos contraions (neste
caso anions como fosfato e cloreto) também exerceram um importante papel no
processo.

Logo, a reducdo no valor de AH .y com o aumento de Cs pode ser explicada,
de acordo com Trash Jr. e Pinto (2001), pela a reducdo na repulsdo entre moléculas
de proteinas adsorvidas devido a sua neutralizacdo pelos ions em solucdo. Além
disso, 0 aumento da Cs levou a uma reducdo na repulsdao entre as duplas camadas
elétricas (Lira et al., 2009). O valor praticamente constante para a variacdo de
entalpia padrdo para o processo de dessorcdo (AH%a) possivelmente se relacionou a
pequena variacdo da carga caracteristica (v) ajustada no modelo SMA, em que
praticamente um mesmo ndmero de contraions foi deslocado da superficie do
adsorvente para todas as condicOes estudadas. O pequeno aumento observado no
valor de AH%, para o0 maior valor avaliado de Cs pode ser atribuido a maior repulsao
entre ions de mesma carga e a maior interacdo entre os contraions e moléculas de
agua presentes em solucdo.

Do ponto de vista entrépico: Observou-se que o processo de troca idnica
como um todo foi entropicamente dirigido, afetado pelos eventos associados a
adsorcéo da proteina. A variacdo positiva na entropia padréo do processo de adsor¢éo

esteve associada principalmente ao aumento na entropia configuracional das espécies
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(&gua e ions) liberadas e diluidas em solucdo quando da remocédo da dupla camada
elétrica. Diversos autores relataram que provavelmente esse foi o principal
mecanismo para 0 aumento da entropia no processo de adsor¢do de proteinas (Trash
Jr. et al.,, 2004; Dieterle et al., 2008; Lira et al., 2009). Alteracdes conformacionais da
lisozima ao ser adsorvida podem ocorrer, porém tal contribuicdo no aumento da
entropia deve ter sido pequena, visto que tal proteina tende a sofrer poucas alteracoes
estruturais nas condicdes avaliadas (Dismer e Hubbuch, 2007; Dismer et al., 2008;
Kubiak-Ossowska e Mulheran, 2010).

A reducdo nos valores de 4S%4 com o aumento da Cs pode indicar que uma
menor quantidade de espécies presentes nas duplas camadas das proteinas esteja indo
para a solugdo, aumentando menos a entropia associada. Conforme ja discutido, o
aumento da Cs levou a lisozima a uma orientacdo mais lateral com relacdo aos sitios
ativos do adsorvente, reduzindo a repulsdo proteina-proteina. Provavelmente tal
reducdo na repulsao levou a uma maior preservacao das duplas camadas elétricas das
mesmas, reduzindo a liberacdo de ions e moléculas de 4gua para a solucdo, causando
o0 efeito mencionado na entropia. Com a orientacdo mais lateral da lisozima, pode ter
ocorrido ainda uma reducdo na entropia das espécies quimicas da dupla camada da
proteina presentes em sua face voltada para os sitios ativos.

A variacdo de entropia padrdo para o processo de dessor¢do dos contraions
foi pequena se comparada ao processo de adsorcédo, tendo pouca contribuicdo no
processo como um todo. Em baixos valores de Cs, AS% foi negativa, tendendo a ser
tornar favoravel com o aumento da Cs. Possivelmente para baixos valores de Cs,
apesar da entropia configuracional dos contraions aumentar ao deixarem de interagir
com 0s sitios ativos, ocorreu uma reducdo maior na entropia de moléculas de adgua
que passaram a solvatar tais contraions. Com o aumento da Cs, tal efeito tendeu a ser
minimizado, passando a ser mais importante para a variacdo de entropia deste
processo a contribuicdo dos contraions liberados.

Por fim, os resultados obtidos sugeriram que o0 processo de troca ibnica
avaliado de modo global apresentou grande compensacao entalpia-entropia para o
aumento da C;, fato observado pela pequena variacdo de AG%, (Lira et al., 2009).
Avaliando-se exclusivamente o processo de adsorcdo da proteina, este tendeu a ser
menos espontaneo com o aumento da Cs, principalmente devido ao menor aumento

na entropia associada a liberagdo de espécies quimicas das duplas camadas elétricas
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das proteinas para a solugdo. O processo de dessor¢cdo dos contraions apresentou
menor contribui¢do para a troca ibnica como um todo, apesar de se tornar mais
espontaneo com o aumento da Cs. A variacdo de entalpia foi negativa e praticamente
constante na faixa de Cs avaliada e o aumento na variagdo da entropia com a
elevacdo da Cs, passando de negativo para positivo sugeriu que o ganho na entropia
configuracional dos contraions liberados em solucdo passou a ser maior que a
reducdo da entropia da dgua de solvatacdo dos mesmos para maiores valores de Cs.

A analise termodinamica proposta a partir dos modelos de Langmuir e SMA
permitiu uma ampla discusséo acerca do processo de troca idnica de uma proteina de
interesse, possibilitando a avaliacdo de caracteristicas distintas para diferentes

fendmenos associados ao processo em questao.

5. CONCLUSOES

O processo de troca idnica entre a proteina lisozima e contraions de Na*
presentes em um criogel supermacroporoso polimérico modificado pela enxertia de
grupos SO3 foi avaliado a diferentes temperaturas e concentracbes de NaCl
adicionada a fase mdvel, tamponada em pH 7,2. As isotermas de adsorcdo obtidas
demonstraram que 0 aumento da temperatura aumentou a capacidade adsortiva do
criogel, ocorrendo o inverso com 0 aumento da concentracdo de sal. Os modelos de
Langmuir e SMA foram avaliados e o ajuste de ambos foi satisfatério. Os parametros
ajustados do modelo SMA estdo em acordo com informacGes da literatura que
indicam que as interacdes entre o adsorvente e a proteina ocorrem prioritariamente
em uma regido limitada da proteina, proxima ao residuo Argl28, e que a orientagdo
da lisozima adsorvida tendeu de vertical para lateral aumentando-se a concentracdo
de sal na fase moével. A analise termodinamica proposta, permitiu avaliar o processo
de troca ibnica como um todo e os processos de adsorcao da proteina e dessor¢do dos
contraions separadamente, sendo Gtil para a compreensdo dos fendmenos observados.
Os processos ocorreram de forma espontanea e o processo de troca ibnica foi mais
afetado pela adsorcdo da proteina do que pela dessorcdo dos contraions. O processo
de troca idnica mostrou-se endotérmico e entropicamente dirigido, com o fenémeno
dominante provavelmente associado a desestruturacdo das duplas camadas elétricas

das proteinas e liberacdo das espécies quimicas presentes para a solucéo.
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ARTIGO 03

MODELAGEM E SIMULACAO DO PROCESSO DE TROCA CATIONICA
DE LISOZIMA EM LEITO MONOLITICO SUPERMACROPOROSO

Resumo

Novos materiais para a purificacdo de biomoléculas sdo continuamente
desenvolvidos, e os leitos monoliticos poliméricos vém ganhando destaque dada a
facilidade de sintese e versatilidade que apresentam. Descrever sua estrutura e
comportamento hidrodindmico e de transferéncia de massa ainda € um desafio e para
isso a modelagem capilar apresenta-se promissora. Processos de troca idnica de
proteinas sdo em geral descritos por modelos de adsor¢do, sendo o uso de modelos
mais adequados uma necessidade cada vez maior. Assim, avaliou-se a modelagem
capilar para o processo de troca catidnica de uma proteina, a lisozima da clara de
ovo, em um leito monolitico polimérico supermacroporoso, considerando-se a
distribuicdo normal de probabilidade para os didmetros capilares com comprimentos
diferenciados, variando segundo sua tortuosidade. Os balangos de massa
consideraram fluxo convectivo, efeitos dispersivos, de mistura e de transferéncia de
massa individuais nos capilares, e o equilibrio de troca idnica foi explicado pelo
modelo de Acdo do Impedimento Estérico de Massas (SMA). O ajuste das
caracteristicas fisicas do sistema capilar (didmetro médio, desvio-padrdo, espessura
do capilar, tortuosidade minima e namero total de capilares) foi pouco afetado pela
velocidade de escoamento da fase mdvel e foi possivel o ajuste do coeficiente de
transferéncia de massa para cada capilar (ks;) a partir das curvas de ruptura
experimentais foi possivel. A andlise de sensibilidade do modelo mostrou que o
efeito nas curvas até o ponto de ruptura, foi pequeno, apresentando potencial para o
uso em processos de purificacdo. Isso € importante porque é nesse ponto que tais
processos sdo interrompidos para a lavagem e eleuicdo dos leitos. O modelo proposto
foi capaz de simular as curvas de ruptura obtidas em diferentes condicGes
operacionais, no entanto mais estudos sdo necessarios para melhorar sua capacidade

preditiva.

Palavras-chave: modelagem capilar, tortuosidade, troca ibnica, transferéncia de

massa, curva de ruptura, analise de sensibilidade.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos adsorventes e trocadores idnicos a Serem
utilizados em processos de purificacdo de biomoléculas é continuo. Na vanguarda
deste desenvolvimento estdo o0s mondlitos, estruturas porosas altamente
interconectadas formadas em corpo Unico, considerados a quarta geracdo dos
materiais cromatograficos (Jungbauer e Rahn, 2008). Dentre estes, destacam-se 0s
criogéis poliméricos, caracterizados por possuirem elevada porosidade com poros
grandes (didmetro acima de 10um) interconectados (Lozinsky, 2002; Lozinsky et al.
2003). Tais criogéis podem ser facilmente modificados, sendo verificado um grande
crescimento do seu uso para a purificacdo de macromoléculas dada a versatilidade
que apresentam (Guiochon, 2007; Bilakanti e Fee, 2009; Yan et al., 2011; Cimen e
Denizli, 2012; Srivastava et al., 2012; Sun et al., 2012; Uygun et al., 2012; Yun et al.,
2012).

A sintese de criogéis monoliticos consiste basicamente em congelar, sob
certas condi¢Ges, uma mistura reativa. Tal processo, portanto, é estocéstico e cada
criogel produzido é unico em sua estrutura. O comportamento hidrodinamico e
cromatografico de um criogel torna-se individual e o uso de métodos ndo destrutivos
nos estudos passa a ser essencial (Yun et al., 2011). A modelagem de tais sistemas é
um desafio, dada a dificuldade em descrever a estrutura da matriz do criogel, bem
como caracteristicas do escoamento de fluidos, dispersdo nos poros e transferéncia
de massa entre o fluido e as paredes do criogel (Yun et al., 2009).

Vérias alternativas vém sendo propostas para descrever a estrutura de leitos
monoliticos. Meyers e Liapis (1999) propuseram que o leito monolitico poderia ser
representado por uma rede cubica de poros interconectados, sendo a distribuicdo do
tamanho dos poros e o grau de conectividade dos mesmos essenciais no modelo.
Miyabe e Guiochon (2002) assumiram que a estrutura dos monolitos era composta de
macroporos interconectados, em que o esqueleto do leito monolitico era constituido
por unidades repetidas de elementos com a estrutura cilindrica porosa com diametro
constante. Koku et al. (2011) utilizaram técnicas de analises de imagens e
propuseram que a estrutura era composta de uma estrutura tridimensional unitaria
que se repetia nas trés dimensdes do leito monolitico. Em todos esses modelos,

sempre foi considerado que a estrutura era formada de poros interconectados.
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Em outra abordagem feita para descrever a estrutura de leitos monoliticos
foram considerados estes como um conjunto de canais capilares por onde a fase
movel escoa (Persson et al., 2004). Zabka et al. (2006) assumiram que o mondlito era
composto da canais capilares cilindricos com diametro constante e comprimento
igual ao do leito como um todo, sendo o numero de capilares determinado pelo
volume externo do leito, conhecendo-se sua porosidade externa. Persson et al. (2004)
propuseram um modelo semelhante, em que o didmetro dos capilares variou segundo
uma funcdo estatistica de densidade probabilidade. Para eles, os efeitos globais
observados no leito foram devido ao somatorio dos efeitos individuais observados
nos capilares. Do mesmo modo, Yun et al. (2009 e 2011) propuseram que, além da
variacdo no diametro, também existe uma variagdo no comprimento de cada capilar,
avaliado pela estimativa da sua tortuosidade. Apesar da matriz monolitica ser
provavelmente interconectada, o modelo capilar foi adequado para descrever tais
sistemas, em especial aqueles macroporosos, porque o fluxo convectivo sempre
escolhe o caminho de menor resisténcia, criando um padrdo de escoamento atraves
de sua estrutura que pode ser descrito por um conjunto de canais capilares (Persson
et al., 2004). O modelo capilar foi uma simplificacdo para meios porosos com
macroporos, como 0s criogéis poliméricos, onde se assumiu que cada canal nao se
comunica com outro até a saida do leito (Yun et al., 2011).

Em ambas as abordagens foram feitas adaptacfes dos balancos de massa
usualmente empregados em processos cromatograficos, como o cinético agrupado, o
da taxa geral e o do equilibrio-dispersivo (Guiochon et al., 1994; Cavazzini et al.,
2002; Piatkowski et al., 2003). Avaliacbes desses modelos utilizando-se efeitos
individuais nos capilares ou combinados a efeitos globais do leito vém sendo
testados (Miyabe e Guiochon, 2002; Persson et al., 2004; Zabka et al., 2007; Yun et
al., 2009 e 2011), em geral visando facilitar a capacidade preditiva e de simulacdo a
partir de informagdes obtidas para o leito monolitico como um todo.

Ao se avaliar efeitos adsortivos ou de troca i6nica nesses modelos, em geral,
sdo utilizados modelos mais simples de isotermas, como a isoterma linear (Zabka et
al., 2006 e 2007) ou o0 modelo de Langmuir (Persson et al., 2004; Yun et al., 2009).
Modelos de isotermas mais adequados ao processo de troca idnica como o de Acao
do Impedimento Estérico de Massas (SMA) proposto por Brooks e Cramer (1992),
especifico para macromoléculas como proteinas, ainda ndo foram avaliados

admitindo-se a estrutura capilar para um leito monolitico. Jozwik et al. (2005)
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utilizaram o modelo SMA para simular as curvas de ruptura de proteinas em um leito
monolitico, mas avaliaram o processo com efeitos globais, e ndo como uma estrutura
capilar.

Assim sendo, o objetivo neste trabalho foi avaliar a modelagem capilar para o
processo de troca ibnica de uma proteina, neste caso a lisozima da clara de ovo, em
um leito monolitico polimérico supermacroporoso trocador catidnico, considerando
que os capilares possuem didmetros seguindo uma distribuicdo normal de
probabilidade e comprimentos diferenciados, variando segundo sua tortuosidade. Os
balancos de massa consideraram fluxo convectivo, efeitos dispersivos, de mistura e
de transferéncia de massa individuais nos capilares, e o processo de troca ionica foi
explicado por um modelo de isoterma apropriado, o SMA. Simulacdes foram
realizadas a fim de se verificar o efeito de algumas varidveis nas curvas de ruptura,

como a vazao, concentracao inicial do soluto e concentragdo de sal na fase movel.
2. MODELAGEM MATEMATICA

Visando a descricdo matematica do processo de troca i6nica de uma
macromolécula em um leito monolitico supermacroporoso, foi proposta uma
modificagdo no modelo capilar, baseando-se nos modelos propostos por Persson et
al. (2004) e Yun et al. (2009 e 2011). Resumidamente, 0 modelo proposto por
Persson et al. (2004) assumiu que a estrutura do leito monolitico era composta de
varios capilares com mesmo comprimento do leito e diferentes didmetros, que
seguiam uma distribuicdo estatistica. Considerou-se efeitos dispersivos e adsortivos
na transferéncia de massa do soluto dentro de cada capilar, sendo o efeito observado
nas curvas de ruptura um somatorio dos efeitos individuais. O modelo usado por Yun
et al. (2009) considerou efeitos dispersivos globais (para o leito como um todo) e
efeitos adsortivos em cada capilar, que neste caso possuiam, além de uma
distribuicdo normal para o didmetro dos capilares, diferentes comprimentos para cada
um (devido a tortuosidade) em funcdo do didmetro. Por fim, o modelo de Yun et al.
(2011) assumiu que a estrutura do leito monolitico era composta por capilares com
diferentes diametros (distribuicdo normal) e comprimentos (tortuosidade em funcéo
do didmetro), mas considerou apenas efeitos dispersivos dentro dos capilares, néo
considerando efeitos adsortivos.

Na modificagdo proposta, assumiu-se que o fluxo convectivo que entrava na

coluna monolitica era dividido entre muitos capilares de mesma espessura, mas
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diferentes diametros que seguiam uma distribuicdo normal unimodal, e com
diferentes comprimentos, devido a tortuosidade dos mesmos. Uma representacdo do

modelo proposto pode ser observada na Figura 1.

A - = B

d.

]
L L=5L :\\ <" Wp ’

Figura 1: Representacdo esquematica para o modelo capilar proposto. A: destaque

para a tortuosidade do capilar; B: destaque para o didmetro e espessura do capilar.

A queda de pressdao em cada capilar foi assumida como igual a queda de
pressdo total sofrida pela coluna. O modelo considerou a dispersdo no fluxo
convectivo e equilibrio de adsor¢do em cada capilar, assim como possiveis efeitos de
resisténcia a transferéncia de massa e dindmica de adsorcdo, avaliados agrupados
para o interior do filme liquido estagnado na superficie interna dos capilares.
Considerou-se ainda que o soluto de interesse ao ser percolado no leito tivesse acesso
a todos os capilares do sistema, ou seja, 0 menor diametro existente foi maior que o
didmetro hidrodindmico do soluto.

Caracteristicas da estrutura capilar

Assumiu-se a distribuicdo normal para os diametros dos capilares, ou seja,
ajustada por uma funcdo Gaussiana de dois parametros do tipo (Yun et al., 2005 e
2011; Kaczmarski e Bellot, 2005):

fldy) =

exp|[—

d; —dp,
( 2%)] 1)

ogV2m
Onde: oy € o desvio-padrdo do diametro dos capilares, dy, é 0 didmetro médio e d; é o
didmetro do i-ésimo capilar.

Como, na pratica, ndo existem capilares menores que um dado diametro
minimo, dmin, Nem maiores que um dado diametro maximo, dmax, @ funcdo de
densidade probabilidade para a distribuicdo de didmetros de capilares foi modificada

para a seguinte funcéo (Yun et al., 2005 e 2011; Kaczmarski e Bellot, 2005).
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f(dy)

F(d;) = . —
U d)sd - J, f(dsd, @
Que satisfaz a seguinte condicdo:
dmax
Amin

A tortuosidade de um capilar, 7, definida pela razéo entre o comprimento real
L; e o comprimento do leito L, foi calculada utilizando-se a equagéo 4.
L;

T; = I (4)

A porosidade do leito do criogel, ¢, foi igual a razdo entre a soma dos
volumes internos dos capilares, V;, e o volume total do leito, V, assumindo-se que
para um dado grupo de capilares com diametro d;, a tortuosidade fosse igual, e que a
espessura de todos os capilares fosse igual a wy (Yun et al., 2009 e 2011).

N

YN vin; 1

== =5 dinm ©
L3

Onde: n; é o numero total de capilares com diametro d; e d._ é o didmetro do leito.
O volume do leito foi igual a soma dos volumes totais dos capilares

(incluindo as paredes dos mesmos):

N

2
m(d; + 2w
V:AL:Z—( L 1 p) ’l'iLni (6)

i=1
Onde: A é a area da secdo transversal do leito.
Admitindo o escoamento laminar em cada capilar, podemos utilizar a equacédo
de Hagen-Poiseuille para relacionar a queda de pressdo, 4P;, com a vazdo
volumétrica, Q;, ou a velocidade de escoamento, U; (Yun et al., 2011):

_ nd}AP; _ diAp,

. U: = 7
O =125, % ViT 3oL ()

Onde: 7 ¢ a viscosidade da fase movel.
Sendo a queda de pressdo em cada capilar igual a queda de pressdo no leito
como um todo (Persson et al., 2004; Yun et al., 2011), pode-se reescrever a equacao

7 como:
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d}AP dzAP

= U = —- 8
T 128 Tt T 3oL ®)

E sendo a vazao volumétrica no leito (Q) a soma das vaz@es volumétricas em

cada capilar:

N

TAP N din
it
= n. = 9
¢ ZQ‘"‘ 12801 L 1 ©)
i=1 =1

Para uma dada queda de pressao, a vazdo volumeétrica, Q, ou velocidade de
escoamento no leito, U, também podem ser calculadas a partir da equacdo de Darcy
(Guiochon, 2007).

Ak,AP  md? k,AP

10
nL 4 nL (10)
k,AP
_2_ % (11)
A nL
Onde: k; € a constante de permeabilidade ao escoamento.
Combinando as equagdes 9 e 10, tem-se que (Yun et al., 2009 e 2011):
N N
AP O din; d? k,AP 1 din;
T [ A 4 — T L ™p — kp — zz [ A A (12)
1281nL 4 T; 4 nlL 32-dj 4 T;
i=1 i=1
E combinando as equacfes 8 e 11:
dzUu
.= 1
Ul 32Tikp ( 3)

Para se determinar a tortuosidade de cada capilar, foi assumida uma relagéo
linear com o didmetro dos mesmos (Yun et al., 2009 e 2011).

Ty = Tamin + ©(d; — dmin) (14)
Onde: zymin € a tortuosidade dos capilares com didametro dmin € @ € um pardmetro do
modelo.

A tortuosidade dos capilares com didmetro maximo foi obtida a partir de
resultados experimentais de curvas de ruptura ou distribuicdo de tempos de
residéncia para um tracador nao-adsorvente. O tempo para um tragador atravessar o
capilar com didmetro maximo, tymax, foi igual a (Yun et al., 2009 e 2011):

TdmaxL 3 2Tdmax kp

= TamaxL 2
Udmax dmax U

tdmax -

(15)
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Isolando zymax Na equacgdo acima, e substituindo na equacgédo 14 7 por zymax € di
por dmax, pode-se determinar o pardmetro w. A equacdo 14 foi reescrita como (Yun et
al., 2009 e 2011):

(di B dmin) tamaxU
Ty = Tamin + Amax |—oo— = Tami 16
i dmin (dmax _ dmin) max 32Lkp dmin ( )

Pode se observar a partir da equacdo de Hagen-Poiseuille que quanto maior o

diametro do capilar, maior a velocidade de escoamento, o que poderia gerar forte
dispersdo no leito. No entanto, diversos autores tém relatado que a dispersédo axial
observada foi pequena para criogéis com diametro de poros entre 10 um e 200 pm,
com a distribuicdo de tempos de residéncia apresentando-se numa estreita faixa
(Persson et al., 2004a; Yun et al., 2009). Tal fato sugeriu que os capilares de maior
didmetro também possuiam maior comprimento, o que resultaria na fraca dispersao
observada (Yun et al., 2011).
Balancos de massa

O balanco de massa adimensional para a fase mdvel em cada capilar,

admitindo-se mistura dispersiva e adsor¢do na superficie interna foi dado por:

aCD,i(ZD,ir tD,i) i aZCD,L'(ZD,i: tD,i) B aCD,i(ZD,i' tD,i) B dQD,i(ZD,i' tD,i)

= 17
OtD'i Pel- aZg,l- aZD,i dtD,i ( )
Sujeito as seguintes condicdes inicial e de contorno:
CD,i(zD,i, tD,i) =0 ; para tp; =0 e zp; >0 (18.a)
CD’i(ZD'i, tD_i) =1 ; para Zp;i =0 (18.b)
0%Cp i(zp i tpi
D'l( D’; D’l) =0 ; para zp; =1 (18.c)
aZD'i
Os termos adimensionais foram obtidos da seguinte maneira:
Ci(z,t)
CD,L'(ZD,i' tD,i) = lC (19)
0
P 20
) (20)
_ Z
Zpi = oL (21)
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Tl'LUl'

Pe; = 22
' Dax,i ( )
. Ci (z,t)
Chi(zpintpi) == C (23)
0
E o balanco de massa para a fase sélida em cada capilar foi dado por:
dqp,i\Zp,i, tp, "
Cotoi) - g4 601 t0) Gl ) @
L
Com a seguinte condicao inicial:
qD,i(ZD,i; tD,i) =0 ; para tp; =0 (25)
Onde:
q'(Z' t)
ap,i(zput;) = l A (26)
4kf iTiL
St; = ——— 27

O perfil de concentracdo de soluto na saida do leito (z=L) foi dado entdo
pela média das concentracGes de saida em cada capilar, ponderadas pela vazdo

volumeétrica, conforme a equacao 28.

Cz=1Lt) = C.(z = L, O)n;Q; 28
(z=1,0)= QZ (2 = L,OnQ; (28)

Isotermas de adsorcéo

Entre os modelos de isotermas de adsorcao existentes, um dos mais simples e
utilizados ¢ o modelo de Langmuir (1918), que considera a adsor¢cdo em uma
monocamada, sem interacdes soluto-soluto e soluto-solvente, em um adsorvente
homogéneo com sitios de adsorcdo bem definidos. Tal modelo, apresentado na
equacdo 29, vem sendo utilizado para explicar o processo em sistemas capilares
(Persson et al., 2004; Yun et al., 2009).

(29)
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Tal equacdo foi escrita na forma adimensional para cada capilar como (Yun et
al., 2009):

bChi(zpintp;)

QD,l( D, D’L) Qs 1+ bCOCB,i(ZD,i! tD.i) >
Isolando CB,L'(ZD,D tp,i):
dp i(ZD i»tp i)
Cp,ilzpitpi) = ’ e o
D L( L L) b[qs,i - COQD,i(ZD.i’ tDvi)]
Onde g, foi determinado como proposto por Yun et al., 2009.
d?q
qs,i — (32)

-2 ndiy

Outro modelo utilizado, mais adequado para descrever o equilibrio de troca
ibnica de macromoléculas em um sistema liquido-sélido, foi 0 modelo de Acdo do
Impedimento Estérico de Massas, ou modelo SMA, proposto por Brooks e Cramer
(1992). Tal modelo considera que macromoléculas carregadas, como proteinas, ao
interagirem com o trocador ibnico podem, através de um impedimento estérico,
‘esconder’ alguns sitios de troca, que entdo nao ficam mais disponiveis no sistema. O
formalismo do modelo SMA é especifico para representar o equilibrio
multicomponente sal-proteina em processos de troca iénica (Brooks e Cramer, 1992;
Jozwik et al., 2005). Para a troca i6nica entre uma unica espécie de proteina e um

contraion monovalente, 0 modelo SMA € dado por:

c=(¢) (A_(f—lc;)q)v (33)

Na forma adimensional, o0 modelo SMA para cada capilar foi escrito como:

q (Z t ) C ’
C* i i) tnh:) = DD, 7D [ : I 34
D'l(ZD'l D’l) KTI Ai - CO (V + O—)qD.i(ZD:i’ tDvi) ( )

Onde A; era a capacidade idnica volumétrica para o capilar de didametro d;, obtida da

seguinte maneira:

A guantidade maxima de ions (em mols) retida no leito monolitico foi igual a:

nd?
Nigns = AV = A TLL (35)

A quantidade méaxima de ions retida por unidade de area do sistema capilar

total foi calculada a partir da equacéo 36.
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_ Nions

Asyp = 36
sup Asup ( )
Em que:
N
Asup =ILr Z dini T; (37)
i=1
Substituindo as equagdes 35 e 37 na equacédo 36:
Ad?
Agyp = ——— (38)

WP T 4yN dinTy
Sabendo-se o valor da quantidade maxima de ions retida por unidade de area
do sistema capilar foi determinada a capacidade i6nica por unidade de volume (A;)
em cada capilar com diametro d;:

— Asup,i/lsup — Ad%
' Vi d;(XX, dinit;)

(39)

O procedimento para determinar A; foi similar ao usado por Yun et al. (2009)
para obter o valor de qs; para a isoterma de Langmuir. Considerando que os sitios
onde ocorreu a troca ibnica se distribuiam homogeneamente nas superficies internas
dos capilares, aqueles com menor diametro possuem proporcionalmente maior area
superficial em relacdo ao volume, e apresentariam maiores valores de A;, bem como
para (si. Ressalta-se que nesse modelo foi assumido que os menores capilares

existentes permitiam o acesso ao soluto de interesse.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Reagentes

Fosfatos de sodio monobaésico e bibasico, ambos anidros, e cloreto de sodio
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), bem como a proteina lisozima
da clara de ovo (pureza >90%, cddigo L6876). Todos os reagentes quimicos
utilizados possuiam, no minimo, grau de pureza PA-ACS. Em todos 0s experimentos
foi utilizada agua deionizada ultra-pura.

Para a obtencdo das curvas de ruptura foi utilizada uma coluna
cromatografica C10/20 com um pistdo adaptador AC10 (ambos da GE Healthcare,
Uppsala, Suécia), de modo que o leito monolitico apresentou 9,4 cm de comprimento
e 1,0 cm de didmetro. O trocador cationico utilizado como mondlito foi um criogel
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polimérico constituido por acrilamida, bis-acrilamida e alil glicidil éter, enxertado
com o acido 2-acrilamido-2-metil-1-propanossulfénico (criogel pAAM-SOs)
sintetizado no proprio laboratério de acordo com a metodologia descrita
anteriormente (artigo 01), cujas caracteristicas fisicas e quimicas do leito séo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas do leito monolitico catiénico utilizado.

Caracteristica do adsorvente* Valor
comprimento (L) / (cm) 9,4
diametro total (d.) / (cm) 1,0
permeabilidade ao escoamento (kp) / (M2) 8,47x10™
porosidade total (er) 0,910
porosidade aparente com lisozima (¢) 0,829
altura equivalente a um prato teérico (HETP) / (mm) 2,3
didmetro minimo de poro observado (dmin) / (um) 22
didmetro maximo de poro observado (dmax) / (um) 148

cap. iénica volumétrica (A) / (10 molna"L ™ riog hidrat) 25,72

“ caracteristicas determinadas no primeiro artigo da tese.

3.2. Obtencao das curvas de ruptura experimentais

A coluna contendo o leito monolitico foi adaptada a um sistema contendo
uma bomba peristaltica (Masterflex Easy Load Il, com cabegote 77201-60 e
mangueira de norprene 6402-14, Cole-Parmer Instrument Co., Vernon Hills, EUA),
uma véalvula manual de quatro vias (SRV-4, codigo 19-2099-01, GE Healthcare) e
volume vazio de 1,88 mL (sem a coluna). O monitoramento continuo da fase movel
foi feito utilizando-se um monitor UV-Vis920 (GE Healthcare) com filtro de 280 nm,
conectado a um sistema de aquisicdo de dados Spider8 (HBM, Darmstadt,
Alemanha) controlado por meio do software Catman v.4.5 (HBM). Os experimentos
foram conduzidos a vazdo constante e ambiente climatizado a (20 £ 1) °C.

A coluna utilizada inicialmente foi lavada com 200 mL de &gua deionizada,
100 mL de uma solucdo de HCI 0,1 mol-L™* e equilibrada com 100 mL de solugéo-
tampéo de fosfato de sodio 0,02 mol-L™ pH 7,2 com NaCl adicionado de acordo com
0 interesse, conforme Tabela 2. Em seguida a coluna foi percolada pela solugéo de

alimentacdo contendo lisozima, observando-se a formacéo e estabilizagdo da curva
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de ruptura, seguida da lavagem com cerca de 30 mL da solugdo-tampéo de equilibrio
para a retirada do material ndo-adsorvido e eluigdo do material adsorvido de modo
isocratico utilizando-se cerca de 30 mL de uma solucdo-tampéo de fosfato de sdédio
0,02mol-L™ e pH 7,2 contendo 1,0 mol-L™ de NaCl. Feito isso, a coluna foi
reequilibrada com 100 mL da solugdo-tampao de fosfato de sédio 0,02 mol-L™* pH

7,2 e concentracdo de NaCL desejada, reiniciando-se 0 processo.

Tabela 2: Caracteristicas da fase modvel na obtencdo das curvas de ruptura

experimentais.

Q U Chacl Ciis
Tratamento 1 1 1 -1
(mL-min™) (m-s™) (mol-L™) (mg-mL™)

1 1,0 2,12x10™ 0,00 4,0

2 2,0 4,24x10™ 0,00 4,0

3 4,0 8,49x10™ 0,00 4,0

4 2,0 4,24x10™ 0,00 2,0

5 2,0 4,24x10™ 0,00 6,0

6 2,0 4,24x10™ 0,05 4,0

7 2,0 4,24x10* 0,10 4,0

Foram obtidas ao todo sete curvas de ruptura variando-se a vazdo
volumeétrica, a concentracdo de NaCl e a concentracdo de lisozima na fase movel.
Cada curva foi obtida a partir da média de duas replicatas e 0s pontos experimentais
foram coletados a cada cinco segundos. As curvas foram obtidas na forma
adimensional para a concentracdo de proteina, dividindo-se o sinal observado no
detector a um dado instante t pelo sinal maximo obtido quando da estabilizacdo da

curva de ruptura.
3.3. Densidade e viscosidade da fase mével

A densidade das soluc@es utilizadas como fase movel foram avaliadas a 20 °C
em um densimetro vibratério (precisdo de 0,001 kg-m=, modelo DMA 4500M,
Anton-Paar, Graz, Austria). A viscosidade das soluces foi determinada utilizando-se
um viscosimetro rotacional de cilindros concéntricos (modelo DVII-Pro, Brookfield,
Middlesboro, EUA), com o rotor (spindle) modelo SC4-18 e taxa de deformacao
variando de 0,1s™ a 260s™. A temperatura foi mantida constante em 20 °C,
utilizando-se um banho termostatico (modelo TC-500, Brookfield, com precisdo de

0,01 °C). Em ambos procedimentos foram utilizadas duas repeticdes em triplicata.
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3.4. Métodos numéricos e ajuste de parametros

A fim de realizar o ajuste de pardmetros necessarios e a simulagdo das curvas
de ruptura, foi desenvolvido um software com programacgdo em linguagem VB no
software MS-VisualBasic® 2008 (Microsoft, Redmond, EUA), para a implementacao
dos algoritmos e rotinas necessarias para tal. Tal software foi denominado SIMAD —
SIMulador de ADsorcdo, apresentando trés funcionalidades de uso. A primeira foi o
ajuste de parametros relacionados a distribuicdo dos capilares no leito monolitico, a
segunda foi o ajuste do coeficiente de transferéncia de massa, e o terceiro foi a
simulacdo propriamente dita.

Ajuste da distribuicéo dos capilares

Para a resolugédo do modelo proposto e consequente simulacdo das curvas de
ruptura, inicialmente foram ajustados os parametros dm, oy, Wp, Zamin € Nt, referentes a
distribuicdo dos capilares no leito monolitico. Para isso, faixas de valores para cada
parametro (exceto ny) foram selecionadas, bem como o incremento de variacdo das
mesmas, com base em informacdes da literatura (Persson et al., 2004; Yun et al.,
2009 e 2011) e experimentos previos. Desse modo poderiam ser obtidas inimeras
combinagdes entre esses parametros. Para cada combinacédo de valores de dy, oy, Wp
e 7ymin, UMa faixa de valores para ny foi determinada, com bases em restri¢des fisicas
associadas as dimensdes do leito, bem como um intervalo de variacdo para 0 mesmo.

A faixa de valores em que o numero total de capilares poderia se encontrar foi
determinada conforme Yun et al. (2011). Se todos os capilares possuissem um
didmetro minimo, o nimero de capilares seria maximo, e vice-versa para o diametro
maximo. Tais valores poderiam ser obtidos a partir da consideracdo de que o volume
do leito fosse igual a soma dos volumes dos capilares (equacdo 6). Por outro lado,
também seria verdade se a area transversal do leito fosse igual a soma das areas
transversais dos capilares. Assim outros valores para as quantidades maxima e
minima de capilares poderiam ser obtidos do mesmo raciocino. Logo, o nimero total
de capilares deveria estar entre os valores obtidos para 0 maior nimero minimo e o
menor nimero maximo de capilares possiveis, ou seja:

i 5 SN < i 5
(dmax + 2Wp) (dmin + 2Wp) Tamin

Vaérios testes preliminares foram realizados, e as condi¢fes finais utilizadas

(40)

neste trabalho sdo listadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Condicdes finais empregadas na rotina utilizada para estimar os valores de

dm, o4, Wp, Tdmin € NT.

Parametro avaliado  Variagédo

Om (um) 28 — 42
Adm (um) 1

oy (um) 6—-20
Aoy (um) 1

Wp (um) 1,5-3,0
Awp (um) 0,1
Tdmin 1,0 - 2,5
ATdmin 0,1
Ang 10

Para cada combinacéo de valores de dm, o4, Wp, 7min € N7 testada, foi avaliada
a distribuicdo normal para os diametros dos capilares, variando entre dmin € Omax,
determinando-se o nimero de capilares n; associado a cada capilar de diametro d;.
Para isso a equagdo 2 foi resolvida, a fim de se obter a probabilidade p; de se

encontrar capilares com diametro d;, do seguinte modo:

di+T
| e FC@sd = (41)

d;——m
L2

Em que:

(¢ +25) - dm] erf [( =) d"’B (42)

1
Pi= 21— g(dp) — h(d)] {”f

\/EO'd \/EO'd
Onde:
(dy) fdmin (d)éd; = 1[1 + <M) (43)
g\a; i f(d)éd; = > erf V2o, _
h(d,) +OO (d,)8d; = 1[1 _ (M) 44
i dmaxf 1)0d; =3 erf Voa )| (44)

Uma representacdo grafica deste processo pode ser onservada na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo grafica da determinacdo da probabilidade p; de se encontrar

um capilar de didmetro d; entre os valores dmin € dmax-

Para os diametros dmin € dmax, @ equacao 41 foi modificada para:

Amin+t 2 di=dmax
Pmin = 2] F(dl)(Sdl € Dmax = 2] Ad F(dl)(gdl (45a) e (45b)
di=dmin dmax_Tm

Uma vez determinado p; para capilar com didmetro d;, foi determinado entao

0 numero de capilares n; associado a cada uma, sabendo-se que:

n; (46.a) e (46.b)

3
I
|3
|
=
|
S
3
3
aQ
S
3
I
M=

i=1

Ap6s o calculo de n;, o valor de 7 foi determinado para cada capilar de
diametro d;, utilizando-se a equacdo 16. Para o uso desta, o valor de tymax foi
determinado utilizando-se pulsos de azul de dextrana em condi¢des nao-adsortivas,
nas velocidades de escoamento da fase mével avaliadas.

Tal procedimento foi realizado de modo iterativo e sequencial para todas as
combinagdes de dm, o4, Wp, Zamin € Nt avaliadas com o algoritmo desenvolvido e
implementado no software SIMAD. O critério de selecdo do melhor conjunto de
parametros foi feito com base na minimizacdo do erro normalizado combinado
(ECN) entre os valores experimentais da porosidade efetiva ¢ e do volume do leito
monolitico V, e os respectivos valores preditos, calculados a partir das equacdes 5 e

6. A equacdo do erro utilizada é apresentada abaixo:

89



ECN = |V€xp - Vpredl n |(pexp - (Ppredl (47)
Vexp Pexp

Teoricamente a estrutura fisica e consequentemente os parametros estimados
ndo dependeriam da vazdo ou velocidade da fase movel. Por isso, a fim de se
verificar tal fato, o procedimento acima descrito foi realizado para diferentes
velocidades de escoamento da fase mével, variando entre 2,12x10™ m-s'1 e 8,49x10
*m-s? (para o leito com 1,0cm de didmetro, vazdes volumétricas respectivamente
entre 1,0 mL-min™ e 4,0 mL-min™).

Ajuste do coeficiente de transferéncia de transferéncia de massa

Uma vez determinados os pardmetros da estrutura fisica do modelo, que
explicam a distribuicdo dos capilares ao longo do leito, segui-se o ajuste do
coeficiente de transferéncia de massa k;; em cada capilar com didametro d;, necessario
ao célculo do nimero de Stanton, equagao 27.

O coeficiente de transferéncia de massa em cada capilar foi relacionado a
tortuosidade e ao diametro do capilar utilizando-se a seguinte correlacdo (Seguin et
al., 1996):

1
ke; = yZ—?(ReiSc g—lL) & (48)
Onde Dy é o coeficiente de difusdo do soluto em solucdo livre e y € um pardmetro
empirico adimensional que depende de todo o sistema capilar do criogel formado
(Yun et al., 2009). O nimero de Reynolds para cada capilar e 0 nimero de Schmidt

para a fase moével no leito foram calculados utilizando-se as equacdes 49 e 50.

Uid,
Re; = 2214 (49)
n
_
Sc = D, (50)

Para o ajuste do pardmetro y necessario ao calculo de k;j, 0 modelo capilar
(equacOes 17 e 24) foi resolvido em conjunto com suas equagdes complementares.
Além destas, para o calculo do numero de Peclet para cada capilar com didmetro d;, o
coeficiente de dispersdo axial para cada capilar foi calculado utilizando-se a relacéo

proposta por Gutsche e Bunke (2008).
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D, 1 U?d?

D, .=—
axi = 7V 792D,

(51)

Considerando-se o adsorvente irregular, yé um pardmetro dado por (Gutsche
e Bunke, 2008):

UA775
Y = 0,018Pe)’”® = 0,018 (—) (52)
) DO

Para isso, foi desenvolvida outra rotina para o software SIMAD, em que a
equacdo 17 foi discretizada e resolvida pelo método de Gauss-Seidel, em conjunto
com a equacdo 25 resolvida pelo método de Runge-Kutta de Quarta Ordem (Yun et
al., 2009). Para a implementacdo desta rotina, a equacdo 17 foi discretizada pelo
método de diferengas finitas implicitas, centradas para as derivadas parciais no

espaco e progressiva para a derivada parcial temporal (Chapra e Canale, 2006):

0Cp,i(zpi tp,) B Chitig — Coiy (53)
OZDJ- ZAZD,i
azcn,i(ZD,i» tD,i) Cg.liJ;rjlﬂ B ZCg,liJ:rj1 + Cg.lifjl—l
L = _ (54)
GZDJ- (AZD,i)
+1
9Cp,i(2p,istp) _ Coisi — Coysj (55)

Otp; Atp

A equacdo 17 na forma discretizada tornou-se:

dqp, "
—(a + ﬁ)cg,li-:-jl—l + 1+ Za)Cg,Li-!-jl + (B - a)Cg,LiTj1+1 =Cpyj — /1< L) (56)
j

dtp; ).
Onde:
Aty
“7 Pei(AZD,i)Z 7)
Atp ;
h= ZAZ,: (58)
A=Aty (59)
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Aplicando-se as condigdes de contorno, equacdes 18.a, 18.b e 18.c, na forma
discretizada (Chapra e Canale, 2006):

Cp;j=0; j>1 (60.a)
Cgr‘li;l = CO,D =1 ; 0<ms<sM (60b)
Cpij+1—2Ch 5 + Chiya
2
(AZD,i)

Tem-se que a matriz de resolucdo foi dada por:

=0; j=] e 0=<m<M (60.c)

Cop

[ 0 0 0 0 0 0 0 0 1| cma c;;i;z—/1<dq”"'
- (a+[5’) (1+220) B-a) 0 0 0 0 0 0 || cmir dtp,i/,
0 —(a+p) (1+20) B-a) 0 ~ 0 0 0 0 bz g A
0 0 —(a+p) 1+20) B-a) =~ 0 0 0 0 ‘ le = Cb’,’z;,-%(d‘zp’i) (61)
. . Di/;
0 0 0 0 0 —(a+ﬂ> A+20) G-a 0 ||pmn '
Il 0 0 0 0 0 0 -@+p) (1+2a) 8- a)J
0

Chij—1 " m
d .
Chaf Chyiy-1— A( qm)
-1

m+1
Coij+

0 0 0 0 - 0 1 1

Em que a matriz dos coeficientes tem dimensdes (J+2) x (J+2) e as demais tem
dimensoes (J+2) x 1.

Foram utilizados dez nos para a discretizacdo no espaco (J = 10) e para cada
capilar com diferentes diametros d; foi utilizado um mesmo numero de intervalos

Atp i de modo que equivalessem a uma variagao no tempo real igual a 1 segundo.
Os valores de (qul/dtm)J para cada n6 j ao longo do capilar i foram

obtidos a partir da resolucdo da equacdo 24 pelo método de Runge-Kutta de 42
ordem, sendo o conjunto de equacdes necessario apresentado a seguir (Chapra e
Canale, 2006).

p+1 __

h
a7 = Y] v+ g (k1 + 2ky + 2ks + ka) (62)

Utilizando-se o modelo de isoterma de Langmuir:

qg,i;j
b (CIs,i - COCIg,i;j)

(ap.; + 0,5k;h)
b|asi — Co (4 + 0.5k:h)|

k, =St;{CI. . — (63.b)
D,i;j
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(qg,i;j + 0'5k2h)

k3 == Stl Cg”ll'] - (63C)
basi — Co(a; + 0.5kzh))]
14
qp ;.. + ksh
kg = St;{ CYy — (%o — ) (63.d)
b [qs,i - CO (qD,i;j + k3h)]
Ou utilizando-se 0 modelo SMA:
14 v
4p.i;j C;
ki, = St;{C}L.; — —= (64.a)
' l{ P Ky | A= Go(v + G)Clg,i;j] }
» - qv
" (ab; + 0,5k h) C, 64
k2 = Stl CD,i;j - K P ( . )
TI _/li —Co(v+o0) (qD,i;J. + O,5k1h)_
_ qV
B w (ap;; +05k;h) Cr 64
k3 —_ Stl CD,i;j - K p ( C)
TI 4= Cov +0) (qh ., + 0,5k, )
(ahy+ kot | ”
qp ... + ksh C
ky = St CL i — D'“;( ° L (64.d)
T _Ai —Co(v+o0) (qD'i;j + k3h)
Sujeito a seguinte condicdo inicial:
qpi; =0 ; param =0 (64.e)

Foram utilizados 20 subintervalos dentro de cada Atp; utilizado, ou seja, para
0 tempo mudar de m para (m+1) no método de Gauss-Seidel, o tempo no método de
Runge-Kutta mudara de p para (p+1) 20 vezes.

Tal procedimento foi realizado de modo iterativo até a obtencdo do perfil de
ruptura na saida de cada capilar com didmetro d;. Entdo o perfil de ruptura médio na
saida do leito foi obtido, na forma adimensional, utilizando-se a equacdo 28.
Inicialmente foram avaliados valores para o parametro y da equacao 48 em diferentes
intervalos entre 107 e 10° refinando-se o ajuste na faixa entre 10° e 10° com
variagdo de 10®. Foi obtido um valor para o parametro y em cada condigo estudada
apresentada na Tabela 2. Os valores selecionados foram aqueles que minimizaram o
erro quadrado medio (EQM), equacdo 65, entre os valores experimentais
adimensionais e preditos para a curva de ruptura, para cada modelo de isoterma

avaliado.
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1 R
EQM = Ezrzl[CD (tr)exp —Cp (tr)pred]z (65)

Simulacéo das curvas de ruptura

Ap0s o ajuste do pardmetro vy, procedeu-se a simulacdo das curvas de ruptura.
Uma terceira rotina foi implementada no software desenvolvido. Nela, 0 mesmo
algoritmo criado para a resolucdo das equacdes 17 e 24 foi utilizado, sem a
necessidade de variagdo do parametro vy, obtendo-se o perfil de concentracdo na saida
do leito. Como descrito anteriormente, os perfis de ruptura foram avaliados
utilizando-se os modelos de Langmuir e SMA na resolugdo da equagéo 24. Foram
simuladas curvas de ruptura para as condigdes apresentadas na Tabela 2, com os dois
modelos de isotermas de adsor¢do empregados, totalizando 14 curvas.

Além da simulacdo das curvas de ruptura, foi realizada a andlise de
sensibilidade do modelo, utilizando-se 0 modelo de isoterma SMA, a vazéo
volumétrica de 2,0 mL-min™, concentracio de lisozima igual a 4 mg-mL™? e sem
adicdo de NaCl a fase movel. Os parametros kp, Do, 7, A, o, v foram variados entre
valores 50% menores a 100% maiores dos que os utilizados nas simulagdes. Também
avaliou-se o efeito da variacdo dos parametros do modelo de isoterma de Langmuir
(s € b) e do parametro y ajustado a partir do seu uso, nas mesmas condicdes
operacionais mencionadas. Os resultados foram avaliados comparando-se o efeito
observado nas curvas de ruptura no tempo de ruptura (quando C/Co,=0,01), de
inflexdo (C/Cy = 0,50) e de saturacéo do leito (C/Cy = 0,99).

Outras observacdes realizadas

Aléem das informagles jA& mencionadas, também foram avaliadas para as
diferentes condicOes testadas a variacdo nos valores de 7, Uj, Rej, Daxi, Pei, kii € St;
em funcdo do didmetro d;, utilizando-se as equacgdes 13, 16, 22, 27, 48, 49 e 51, além
do nimero de Sherwood para cada capilar com diametro d;, utilizando-se a equacéo
66 (Persson et al., 2004; Cussler, 2007).

_ krid;

Sh;
i DO

(66)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a realizacdo dos procedimentos de ajuste de parametros e simulacédo das
curvas de ruptura, além das informacdes apresentadas na Tabela 1, foram utilizadas
informacdes obtidas previamente para 0os modelos de Langmuir e SMA nas
condigdes de temperatura e forca-ibnica desejadas (Tabela 4). Para a lisozima,
admitiu-se a massa molar igual a 14307 g-mol™ (Canfield, 1963) e um coeficiente de
difusdo em solucdo livre (Do) igual a 1,18x10™° m2s™ (Luzzati et al., 1961; Tyn e
Guzek, 1990; He e Nyemeyer, 2003). A variacdo nos valores de densidade e
viscosidade observados para as solucdes utilizadas foi desprezivel, admitindo-se a

densidade igual a 1004,2 kg-m™ e viscosidade igual a 1,19x10° Pa:s.

Tabela 4: Parametros ajustados para os modelos de Langmuir e SMA utilizados no

presente trabalho.

Modelo de Langmuir Modelo SMA
T Chnacl Qs b
R? K R?
cC)  (mol-LY | (10%mol-LY)  (10°L-mol™) mn v °
0,00 2,05 9,36 0,98 10,93 0,98
20 0,05 1,53 5,82 0,99 | 355,36 1,60 15,20 0,97
0,10 1,38 3,43 0,99 16,98 0,97

Parametros justados no segundo artigo da presente tese.
Cnac) => concentragdo de NaCl adicionada & solucdo-tampao.
Obs: a concentracio de fons Na* na solugdo-tampao original foi de 0,0299 mol-L™.

Ajuste dos parametros fisicos da estrutura capilar

Verificou-se uma variagéo ao redor de 12% para os valores de dm, oy; Wp €
wmin Para as diferentes velocidades de escoamento avaliadas (Figura 3). A
combinacdo desses parametros causou uma variacdo no numero total de poros em

torno de 10% e um erro combinado normalizado méximo igual a 4,8x10°.
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Figura 3: Parametros fisicos do sistema capilar e erro obtido em funcdo da

velocidade de escoamento. A: @ dp, O o4; A Wpe ¥ zgnin. B: Il nye L1 ECN.

Dado o grande nimero de combinagdes possiveis entre esses parametros,
pode-se dizer que a variacdo observada esteve dentro de uma faixa aceitavel, sendo

utilizados para as etapas posteriores os valores médios de cada parametro (Tabela 5).

Tabela 5: Valores médios para os parametros fisicos ajustados do sistema capilar.

Presente Yun et al. (2009) Yun et al. (2011)
trabalho Criogel 1 Criogel 2 Criogel 1 Criogel 2

estrutura. pAAm pDMAA pAAm pHEMA pHEMA

Parametro

L (mm) 94 75 97 48 65
d. (mm) 10 10 10 5 10
Am (um) 33 75 47 51 46
o (um) 11 13,5 16,5 13 19,7
W, (um) 2,0 4,5 3,5 4,5 3,5
Tdmin 1,3 1,44 1,0 2,36 2,1
Nt 12191 6466 11528 2306 7791
ECN 3,3x10°

pAAm — poli(acrilamida); pDMAA - poli(dimetil acrilamida); pHEMA -
poli(hidroxietil metacrilato)

Os valores obtidos no presente trabalho foram similares aos reportados em
outros trabalhos utilizando-se a modelagem capilar para a descri¢do da estrutura dos
criogéis (Yun et al., 2009 e 2011). Persson et al. (2004) obtiveram um diametro
médio igual a 35,2 um utilizando um modelo que n&o considerava a tortuosidade dos
capilares. O erro observado foi pequeno e a faixa em que o numero total de capilares
poderia ser encontrado situou-se entre um minimo de 4324 e um maximo de 116189,

calculados utilizando-se a equagéo 40.
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Diferentemente do relatado por outros autores (Yun et al., 2009 e 2011), a
tortuosidade apresentou uma grande variacdo com o didmetro dos capilares (Figura
4). Tal fato deveu-se a menor permeabilidade do leito do presente trabalho
(k, ~ 8,5x10™°* m?) comparado aos dos leitos utilizados por eles (k, entre 107! m2 e
10 m2). Uma permeabilidade menor ou resisténcia ao escoamento maior implica
em uma maior dificuldade da fase movel em percolar o leito, 0 que pode ser
representado por uma tortuosidade elevada. Observou-se ainda que os valores para a
tortuosidade variaram pouco em funcao da velocidade de escoamento, o que reforca
a adequacdo do uso dos valores médios dos parametros ajustados para as diferentes

velocidades de escoamento avaliadas.

30

O T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140
d;/(um)
Figura 4: Tortuosidade dos capilares em funcéo do didmetro. (—--— U =2,12 x 10
‘msh——U=424x10"ms"; ---U=849 x 10* m-s™).

Caracteristicas hidrodinamicas e dispersivas da estrutura capilar

A partir dos parametros fisicos ajustados, foram obtidos os valores de Uj, Re;,
Daxi € Pej para cada diametro capilar d;. (Figura 5). A velocidade de escoamento
tendeu a aumentar com o aumento do didmetro capilar (Figura 5A). 1sso era previsto,
pois ao se admitir no modelo que a tortuosidade aumentou com o didmetro capilar, o
caminho percorrido por um pulso de soluto até a saida do leito também aumentou.
Logo para os pulsos em cada capilar chegarem de modo simultdneo na saida do leito
a velocidade de escoamento também deveria aumentar com o didmetro. Uma
pequena redugdo nos valores de U; foi observada para valores de d; inferiores a

30 um, o que ocorreu devido ao maior aumento da tortuosidade em relacdo ao
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aumento da &rea da segdo transversal dos capilares nessa faixa de didmetros. O
aumento dos valores de U; se reflete no nimero de Reynolds, que apesar de se
manter dentro do regime laminar tende a aumentar com o didmetro. No entanto, o
aumento de U; foi linear com d;j, enquanto que os valores de Rej aumentaram de
maneira quadratica com o didmetro, indicando um aumento nas forcas inerciais mais
acentuado se comparado as forgas viscosas (Cussler, 2007). O aumento na
velocidade de escoamento da fase mdvel, como esperado, causou um aumento nos

valores de U; e Re;.

0,030 3,5
A 1,26-5 10000
&) B sassescey

0,025
“leonn - 8000

0,020 -

F 6000
0,015 -

U 1{ms")
Pe,

4000

D,/ (m"s”)

0,010

0,005 4 r 2000

0,000 52

20 40 60 80 100 120 140
d; ! (pm) d ! (pm)

Figura 5: Algumas caracteristicas de escoamento em funcdo do didmetro capilar. A:
velocidade de escoamento e nimero de Reynolds. B: coeficiente de dispersao axial e
nimero de Peclet. (@ e O: U=2,12 x 10* m-s™; M e [0: U=4,24x10" m-s'; A e A:
U =8,49x10" m-s. Simbolos negros sdo lidos no eixo & esquerda e simbolos

brancos no eixo a direita).

O coeficiente de dispersdo axial aumentou com o didmetro capilar e com o
aumento da velocidade de escoamento (Figura 5B). Os valores obtidos situaram-se
dentro da faixa de 10® m2s™ e 10° m2s™, semelhante ao observado por Yun et al.
(2009). Em todos os casos os valores observados foram superiores ao coeficiente de
difusdo em solucdo livre da lisozima, demonstrando a importancia do efeito de
mistura convectiva no escoamento ao longo dos capilares. J4 0 nimero de Peclet
obtido foi bastante elevado, mostrando que os efeitos associados a velocidade do
escoamento foram superiores aos efeitos dispersivos observados. Até o diametro
capilar de cerca de 50 um houve um incremento no nimero de Peclet, indicando que
os efeitos dispersivos tém menor contribuicdo nessa faixa de valores. Para diametros
superiores a 50 um o nimero de Peclet diminuiu com o aumento do diametro capilar,
indicando que os efeitos dispersivos aumentam mais rapidamente que o préprio

aumento da velocidade de escoamento nos capilares. Verificou-se também que o0s
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efeitos dispersivos sdéo menores em velocidades globais de escoamento mais baixas,

onde se observaram os maiores valores do nimero de Peclet.
Ajuste do coeficiente de transferéncia de massa

O coeficiente de transferéncia de massa engloba aspectos relacionados a
difusdo e convecgdo (Cussler, 2007). No entanto, nas correlacbes comumente
utilizadas para se calcular o seu valor, alteragbes nos efeitos convectivos séo
consideradas, a partir da variacdo da velocidade ou nimero de Reynolds, mas nédo
nos efeitos difusivos, utilizando-se usualmente um coeficiente de difusdo livre
constante (Seguin et al., 1996; Myiabe e Guiochon, 2002; Persson et al., 2004,
Cussler, 2007; Yun et al., 2009). Por isso, optou-se neste trabalho pelo ajuste de um
valor para o parametro y da equacgéo 48 para cada condi¢do avaliada apresentada na
Tabela 2, diferentemente do que foi realizado por Yun et al. (2009), que ajustaram y
para uma Unica velocidade de escoamento e utilizaram o valor obtido para as demais
velocidades experimentais, sob condi¢Ges constantes de concentracdo de sal e

proteina.

Tabela 6: Valores ajustados para o parametro y da equacdo 48 e erros obtidos,

utilizando-se os modelos de Langmuir e SMA.

Perfil U Chacl Ciis y y
avaliado (m-s™h) (mol-L'™Y)  (mg:mL™) (Langmuir)  (SMA)
1 2,12 x 10™ 0,00 4,0 1,8x10*  16x10"
2 4,24 x 10™ 0,00 4,0 37x10%  32x10*
3 8,49 x 10™ 0,00 4,0 79%x10*  69x10*
4 4,24 x 10™ 0,00 2,0 34x10%  29x10"
5 4,24 x 10™ 0,00 6,0 34x10*  31x10*
6 4,24 x 10™ 0,05 4,0 32x10%  26x10*
7 4,24 x 10™ 0,10 4,0 34x10%  23x10*

Os valores obtidos utilizando-se 0 modelo de Langmuir foram sempre
superiores aqueles obtidos utilizando-se 0 modelo SMA, e para ambos os valores de
v aumentaram com o aumento da velocidade de escoamento e tenderam a permanecer
constantes com o aumento da concentracdo de proteina na fase mével (Tabela 6 e
Figura 6). Ja com o aumento da concentracdo de sal os valores de y tenderam a

permanecer constantes para 0 modelo de Langmuir e apresentaram uma queda ao se
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utilizar o modelo SMA. Os valores do EQM obtidos no ajuste de y variaram entre

0,07 e 0,26, com um valor médio igual a 0,16.
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Figura 6: Valores de y ajustados, utilizando-se os modelos de Langmuir (@) e SMA
(O). A: Efeito da velocidade global de escoamento (Cjs=4,0mgmL™" e
Cnact = 0,0 mol-L™). B: Efeito da concentracio de proteina (U=4,24 x 10* m-s* e
Cnaci = 0,0 mol-L™Y). C: Efeito da concentracdo de NaCl (Cis=4,0mg-mL™” e
U=4,24x10"ms?).

Os valores obtidos neste trabalho foram inferiores aos encontrados por Yun et
al. (2009), iguais a 0,08 e 0,34, para criogéis também utilizando modelagem capilar.
No entanto, no modelo utilizado por esses autores apenas os efeitos de transferéncia
de massa foram individualizados nos capilares, sendo os demais avaliados de modo
global no leito. Tais autores ndo apresentaram explicacfes sobre as diferencas
encontradas para vy, apenas atribuindo as diferencas observadas a estrutura fisica dos
sistemas capilares avaliados, que fazem com que as caracteristicas de transferéncia
de massa sejam diferentes em cada criogel.

A partir dos valores de y ajustados, foram calculados os valores de k;, St; e

Sh;, sendo os resultados obtidos apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Valores de k;j, St; e Sh; obtidos a partir do ajuste de y, em funcdo do

diametro capilar. A, D e G: efeito da velocidade global de escoamento, com
Cis=4,0mgmL? e Cnaci=0,0mol-L? (@,0: U=212x10* msh WO
U=424x10"ms"; A, A: U=849x10*m-s?).(—-—). B, E e H: efeito da
concentracdo de proteina, com U =424 x 10* m-s* e Cnaci = 0,0 mol-L? (V¥,V:
Ciis = 2,0 mg-mL™; (1,0 Cjis = 6,0 mg-mL™). C, F e I: efeito da concentracdo de sal,
com U=424x10"m-s? e Cis=4,0mgmL™ (1,¢: Cnaci=0,05mol-L"; B,
Cnact = 0,10 mol-L™). Simbolos negros para valores obtidos a partir do modelo de

Langmuir e simbolos brancos utilizando-se 0 modelo SMA.

Em todos os casos os valores de ks; diminuiram com o aumento de didmetro
capilar, enquanto que os valores de St; aumentaram até o didmetro capilar de cerca de
30 um e decairam dai em diante com o incremento de di. O comportamento inverso
foi observado para os valores de Sh;. Observou-se ainda que para um mesmo capilar
de didmetro d;, o valor de k;; aumentou com o aumento da velocidade de escoamento.

Gao et al. (2010) concluiram em seus estudos que a relacdo positiva entre o
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coeficiente de transferéncia de massa e a velocidade de escoamento em sistemas
cromatograficos sob condicGes de nimero de Reynolds muito baixo se deve a
reducdo da camada limite estagnada sobre as superficies por onde o fluido escoa.

Nas Figuras 7D a 7F observou-se a reducdo no numero de Stanton com o
aumento do diametro capilar a partir de 30 um, indicando que a transferéncia de
massa tendeu a ser reduzida, em comparacdo a velocidade de escoamento nos
capilares. Ja o aumento observado no nimero de Sherwood nas Figuras 7G a 71 a
partir dos 30 um de didmetro indicou que o processo de transferéncia de massa na
camada estagnada ganhou importancia relativa quando comparado ao processo de
difusdo do soluto em questdo (Cussler, 2007). Observou-se também que a mudanca
na vazao volumétrica afetou os valores de k¢;, St; e Sh;, e sendo menos intenso o
efeito da concentracdo de proteina na fase mével. J& para a variacdo de sal na fase
movel verificou-se que ao se utilizar o modelo SMA os valores dos parametros
avaliados mostraram-se mais sensiveis quando comparados aqueles obtidos
utilizando-se o modelo de Langmuir, apresentando maior queda com o0 aumento da
presenca de sal em solucdo. Isso sugere que o modelo SMA pode ser melhor para
descrever o equilibrio de troca ibnica nas condigdes estudadas, uma vez que é
conhecido que o efeito do sal afeta tal equlibrio (Jozwik et al., 2005).

Yun et al. (2009) observaram uma reducéo dos valores de ks; com o aumento
do diametro capilar, obtendo valores entre 5,0x10® m-s™* e 8,0x10”" m-s?, similares
ao presente trabalho, sem, no entanto, ndo proporem explicacdes sobre o
comportamento observado. Na Figura 8 verificou-se o efeito do didmetro capilar na
razdo entre a velocidade de escoamento e a area da secdo transversal dos mesmos,
para cada velocidade global de escoamento avaliada. Observou-se um
comportamento ndo-linear, indicando que U; e A; ndo aumentaram a mesma
proporcdo com o aumento do diametro. Na Figura 8 ficou claro que a razéo entre U;
e Aj decresceu com o incremento de d;, comprovando que a area da secao transversal

aumentou mais que a velocidade de escoamento.
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Figura 8: Raz&o entre a velocidade de escoamento e a &rea da se¢do transversal dos
capilares, e espessura da camada limite, ambos em fungdo do didmetro d;. (@
U=212x10"ms™";, B U=424x10"ms"; A U=849x10*m-s". Simbolos

negros sao lidos no eixo a esquerda e simbolos brancos no eixo a direita).

Provavelmente, apesar do aumento do valor de U; para capilares com maiores
diametros e consequentemente maiores valores para o numero de Reynolds, que se
mantém muito baixos no regime laminar, a area A; aumentou mais rapidamente com
o incremento do didmetro dos capilares. Como consequéncia desse fato, a espessura
da camada de fluido estagnado nas paredes internas dos capilares possivelmente nédo
reduziu ou até mesmo aumentou com o0 aumento do didmetro d;, dificultando a
transferéncia de massa nessa camada, o0 que resultaria na reducdo dos valores de ki .
A medicdo da camada estagnada em meios cromatograficos € uma complicada tarefa
(Gao et al., 2010), mas uma simplificacdo foi feita para auxiliar esta discussao.
Admitindo-se o escoamento laminar plenamente desenvolvido dentro dos capilares
cilindricos, tem-se que o perfil de velocidade em cada capilar foi dado por (Munson
et al., 2002):

u; = 2U; l1 — (3—?)2] (67)

A espessura da camada limite, definida como a distancia das paredes dos
capilares em que, no perfil de velocidade, se chegue a 99% do valor da velocidade

média de escoamento (Munson et al., 2002), pode ser entéo calculada:

6; =d; —2r; ; quando u; = 0,99U; (68)
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Os valores para a espessura da camada limite, d;, em funcdo do didmetro
capilar d;, estdo apresentados na Figura 8. Verificou-se que a espessura da camada
limite aumentou com o aumento do didmetro capilar. Com isso, a transferéncia de
massa nessa camada foi prejudicada com o aumento de d;, fazendo com que o
coeficiente de transferéncia de massa tendesse a diminuir, o que de fato foi

observado.
Simulacéo das curvas de ruptura

Uma vez ajustados os valores para o parametro y e conhecidos os valores de
ki, as curvas de ruptura foram simuladas nas diferentes condi¢bes apresentadas na
Tabela 2, utilizando-se 0 modelo capilar proposto. Os resultados experimentais e
simulados obtidos séo apresentados na Figura 9. Foram observadas distorgdes nas
curvas de ruptura médias, causadas devido as diferencas no comportamento
individual de cada capilar (Persson et al., 2004).

O aumento da velocidade de escoamento causou uma reducdo no tempo
necessario a formacdo e estabilizacdo das curvas de ruptura (Figura 9A), devido a
maior quantidade de proteina entrando no leito e saturando-o mais rapidamente. Pelo
mesmo motivo 0 aumento da concentracdo de lisozima na fase movel também
antecipou a formacéo das curvas de ruptura (Figura 9B). Ja a antecipacao nas curvas
de ruptura observada com o aumento da concentra¢do de NaCl (Figura 9C) ocorreu
devido ao deslocamento do equilibrio de troca idnica para uma condicdo menos
favoravel a adsorcdo da lisozima, reduzindo consequentemente a capacidade de
saturacdo do leito.

De modo geral, o0 comportamento observado das curvas de ruptura simuladas
utilizando-se 0 modelo de Langmuir foi semelhante ao observado quando o modelo
SMA foi empregado. No entanto, este ultimo demonstrou ser um pouco melhor, em
especial com o aumento da concentracdo de sal na fase mével (Figura 9C), condigdes
em que o modelo SMA é mais adequado para se descrever o equilibrio de troca

idbnica de macromoléculas.
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Figura 9: Curvas de ruptura experimentais (simbolos) e simuladas (linhas) para a
lisozima, sob condicBes adsortivas. A: Cjis=4,0 mg-mL'l, Craci = 0,0 mol-L? e
velocidade de escoamento variavel (@: U=2,12x10*m-s’; W: U=4,24 x 10
‘msh A U=849x10"m-s?). B: Cnaci=0,0mol-L: U=424x10"ms™ e
concentracao de lisozima variavel (O:Cyis = 2,0 mg-mL'm-s™*; B: Cjis = 4,0 mg-mL™;
V: Ciis = 4,0 mg-mL™Y). C: Cis=4,0mg-mL™; U=4,24x10*m-s* e concentracéo
de NaCl variavel (BM:Cnaci=0,0mol-L™; [O: Cpaci=0,05mol-L"; A:
Cnaci =0,1 moI~L'1). Em todos os casos: — — — utilizando modelo de Langmuir e

——— modelo SMA.

A variagdo dos pardmetros avaliados teve um efeito nulo ou muito pequeno
no tempo de ruptura (quando C/Cy = 0,01) dos perfis obtidos (Figuras 10 e 11). As
diferencas observadas foram crescentes para o ponto de inflex&o (C/Cy = 0,50) e de
saturacdo (C/Co=0,99) do leito. Verificou-se que a variavel permeabilidade ao
escoamento (k) tem forte efeito nos perfis obtidos, sendo de grande importancia a

determinacdo adequada deste parametro do leito.
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Figura 10: Perfis de ruptura obtidos na analise de sensibilidade do modelo proposto.
Efeito da variacéo de k, (A), Do (B), A4 (C), o (D), v (E), Kri (F), gs (G), b (H), ysma
(1) & Aangmuir (9)-
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O efeito da variacdo de Ky (Figura 10F) e b (Figura 10H), relacionados ao
equilibrio de adsor¢do mostrou-se quase nulo, enquanto que a variacdo dos
parametros associados a capacidade de saturacdo do leito, A, o; v e (s apresentou
uma variacdo maior nas curvas de ruptura, principalmente na parte final delas. A
variagdo nos valores de y ajustados a partir do uso dos modelos de SMA e Langmuir
apresentaram efeitos similares nas curvas de ruptura. A capacidade preditiva do
modelo proposto foi pouco afetada na regido inicial da curva, proxima ao ponto de
ruptura (C/Cy = 0,01), demonstrando seu potencial de uso nos estudos de purificagdo
ou recuperacdo de compostos, em situacdes em que normalmente o processo €
interrompido neste ponto ou proximo a ele. Esse resultado tem grande importancia
pratica, pois é a partir da porcdo inicial da curva de ruptura que se determina a
capacidade dindmica atil do leito (Hashim e Chu, 2007).

Foi possivel o uso do modelo apresentado, considerando-se os efeitos

dispersivos e de transferéncia de massa individuais em cada capilar, para descrever o
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comportamento de troca ibnica em um leito monolitico macroporoso. No entanto,

mais estudos sdo necessarios, para melhorar a capacidade preditiva do mesmo.

5. CONCLUSOES

O sistema capilar utilizado para descrever a estrutura de um leito monolitico
polimérico supermacroporoso apresentou distribuicdo normal de probabilidade, com
didmetro médio igual a 33 um e desvio-padrdo de 11 um, sendo pequeno o efeito da
velocidade da fase mdvel nos valores observados. Um modelo capilar considerando-
se efeitos dispersivos e adsortivos dentro dos capilares foi proposto, verificando-se a
partir do seu uso que o coeficiente de transferéncia de massa dentro dos capilares
aumentou com o aumento da velocidade global de escoamento e foi pouco afetado
por mudancas na concentracdo de proteina. Com o aumento da concentracdo de sal,
os valores obtidos de kij com o uso do modelo SMA foram mais afetados do que com
0 uso do modelo de Langmuir. O valor de k¢; caiu com o aumento do didmetro
capilar, possivelmente devido ao aumento do tamanho da camada de fluido
estagnado no seu interior. Verificou-se da avaliagdo dos nimeros de Reynolds,
Peclet, Stanton e Sherwood que o escoamento foi laminar, e que com o aumento do
diametro capilar ocorreu um aumento da contribuicdo de efeitos dispersivos no
escoamento e do processo de transferéncia de massa na camada estagnada de fluido
em relacdo aos processos difusivos. O uso do modelo SMA mostrou-se adequado
para descrever o equilibrio de troca ibnica, principalmente com o aumento da
presenca de contraions em solucdo. O modelo capilar proposto foi capaz de descrever
a complexa estrutura do leito monolitico polimérico estudado, no entanto

necessitando de mais estudos para aumentar sua capacidade preditiva.
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7. LISTA DE SIMBOLOS

Area da secdo transversal do leito

A de EQM | Erro quadrado médio (-)
monolitico (m?)
A Area da secdo transversal do capilar h Tamanho do passo no método de
' de diametro d; (m?) Runge-Kutta
A Area superficial total do sistema i Contador para os capilares de
Sup capilar (m?) diferentes didmetros (-)
A Area superficial interna do capilar . Contador para 0s nés no espago na
bt | com didmetro d; (m?) ) discretizagdo da equagdo 17 (-)
b Pardmetro do modelo de Langmuir 3 Namero total de n6és no espaco na
(m3-mol™) discretizacdo da equacdo 17 (-)
C Concentragédo de soluto na fase movel | ky, k,, | Constantes na resolucdo da equacéo
percolando o leito (mol-m™®) ks, ks | 24 pelo método de Runge-Kutta
C Conc. de soluto na fase movel, na K. Coeficiente de transferéncia de massa
0 entrada do leito (mol-m™) & para o capilar de didmetro d; (m-s™)
Cop E%T/Z'I’ag;rgﬁgzggzloﬂiifgl(lf;o na fase Ko Constante de permeabil. do leito (m?)
Concentracdo adimensional de soluto -
Coii na fase mdvel no capilar de didmetro Kt Constante do processo de troca ionica
d () no modelo SMA (-)
* Conc. adim. de soluto na superf. . .
Coi interna do capilar de didmetro d; (E)) L Comprimento total do leito (m)
C. Conc. de soluto na fase moével no L. Comprimento do capilar de diametro
! capilar de didmetro d; (mol-m'3 capilar) ! d; (m)
cr Conc. de soluto na superf. interna do m Contador de passos temporais na
' capilar de diametro d; (mol-m™ ..giiar) discretizacdo da equacéo 17 (-)
c Concentracéo do contraion M Numero total de passos temporais na
! monovalente na fase mével (mol-m*) discretizagdo da equagdo 17 (-)
C Concentracdo de lisozima na fase n Namero total de capilares com
lis mével na Tabela 2 (mg-mL™) ' diametro d; (-)
c Concentracdo de NaCl adicionada a n Quantidade maxima de ions retida no
Nacl 1 fase mével (mol-L™Y) ons 1 Jeito (MOlSas)
Cot)ex Conc. exper. adimen. de soluto na n NL’Jmero_ total de capilares no leito
P | saida do leito no ponto de tempo r (-) T monolitico (-)
. Quantidade total de diferentes
Conc. pred. adimen. de soluto na " .
Co(t)pred ., . N didmetros de capilares usados no
saida do leito no ponto de tempo r (-)
modelo (-)
D Coeficiente de difusdo do soluto em Contador dos passos no método de
0 solucéo livre (m2-s™) P Runge-Kutta (-)
Coeficiente de dispersdo axial para 0 Probab_.A de se encontrar um~cap|Iar
Daxi capilar de diametro d; (m2s™) Pi com diam. d; numa populagdo com
! didmetros entre dpi, € Jmax (-)
Probab. de se encontrar um capilar
d; Diametro do i-ésimo capilar (m) Prax com didm. dya NUMa populacdo com
didmetros entre dpi, € Jmax (-)
Probab. de se encontrar um capilar
d. Diametro do leito (m) Prin com didm. dn;, numa populagdo com
didmetros entre dpi, € Jmax (-)
dn Diametro médio dos capilares (m) Pe; mgmg':?o%? (Fj; clet para o capilar com
q Diametro maximo observado para 0s p Namero de Peclet molecular para o
max H €o,i H H
capilares (m) : capilar com didmetro d; (-)
e Diametro minimo observado para os Concentragéo de soluto adsorvido no
min capilares (m) g equilibrio (mol-m™ i)
orf Fungéio erro de Gauss o Coqc. adim. _({e soluto adsorvido no
' capilar com didmetro d; (-)
ECN Erro combinado normalizado (-) 4 Conc. de soluto adsorvido no capilar

com diametro d; (mol-m™ uiier)
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Capacidade maxima de saturacdo do

Incremento do wvalor de w, no

q . . . A
) leito (Mol-m™® yeii,) AWy processo de ajuste do pardmetro (m)
_ Capacidade maxima de saturacdo do An Incremento do valor de n;y no
G capilar com didmetro d; (mol-m™ i) i processo de ajuste do parametro (-)
0 E/rrz;\iig)volumetrlca ao longo do leito AP Queda de pressio no leito (Pa)
Q, Vazdo volumétrica ao longo do AP Queda de pressdo no capilar de
: capilar com diametro d; (m3-s™) ! diametro d; (Pa)
r Contador dos pontos exp. no perfil de Letras qreqas
ruptura na saida do leito (-) greg
r Distancia radial a partir do centro do Iy Constantes na  discretizagdo da
: capilar de didmetro d; (m) & P equagéo 17
R Total de pontos exp. no perfil de 5 Espessura da camada limite no capilar
ruptura na saida do leito (-) : de didmetro d; (m)
Re. Nimero de Reynolds para o capilar Ao Incremento do valor de oy no
: com diametro d; (-) d processo de ajuste do pardmetro (m)
, . —— _ Incremento do valor de 7ymin NO
Sc Namero de Schmidt para o fluido (-) ATymin orocesso de ajuste do parametro (-)
_ Numero de Sherwood para o capilar A . x
Sh; com diametro d; (-) y Parédmetro ajustado da equacéo 48 (-)
_ NUmero de Stanton para o capilar . . )
St com diametro d; (-) n Viscosidade da fase mdvel (Pa-s)
t Tempo de escoamento no leito (s) O, Qexp | PoOrosidade efetiva do leito (-)
t Tempo de ret. de um tracador ndo- Porosidade efetiva predita do leito
dmax adsorvente no capil. ¢/ didm. dyax (S) Pored | ysando a equacio 5 (-)
t Tempo adimensional no capilar com A Capacidade ibnica volumétrica total
Di diametro d; (-) do adsorvente (MOlnasM™ jeito)
t Tempo correspondente ao ponto r do A Capac. idnica volum. para o capilar
r perfil de ruptura na saida do leito (s) ' de diametro d; (MOlyar-M™ capitar)
U Vel. de escoamento no perfil laminar A Quant. max. de ions retidos por unid.
: no capilar de diametro d; (m-s™) Sup de area do sist. capilar (moly,,-m™)
U Velocidade da fase moével ao longo do Carga caracteristica da proteina no
leito (m-s™) v modelo SMA (-)
U Velocidade da fase movel no capular Constante de Arquimedes = 3.141592
amax | com didmetro dpa (M-s™) 4 q =
Velocidade da fase moével ao longo do . , 3
Ui capilar de diametro d; (m-s™) P Densidade da fase mével (kg-m™)
V, Voo | Volume total do leito (m?) - gi;lc')or\ (e_s)terlco da proteina no modelo
Volume predito do leito usando a . x .
Vored equacio 6 (m?) oy Desvio-padréo dos capilares (m)
Vi Volume do capilar de didametro d; (M%) | zynax ;jrioé"r:]ue(?[?cl)dg::x (_)d os capilares  com
W Espessura dos capilares (m) _ Tortuosidade dos capilares com
P P P “min | diametro A (-)
. . Tortuosidade dos capilares com
z Coord. de comprimento do leito (m) T diametro d; (-)
_ Coord. adimensional de comprimento 5 5 1
Ip do capilar com diametro d (-) ) Parémetro da equacdo 14 (m™)
Ad,, Incremento do valor de d, no v Parametro da equacio 51 (-)

processo de ajuste do pardmetro (m)
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ARTIGO 04

PURIFICACAO DA LISOZIMA A PARTIR DA CLARA DE OVO EM
DIFERENTES DILUICOES UTILIZANDO TROCADOR CATIONICO
MONOLITICO POLIMERICO SUPERMACROPOROSO

Resumo

A lisozima é uma enzima com elevado potencial de uso nas industrias
farmacéutica e de alimentos devido a sua atividade antimicrobiana, e purifica-la por
processos mais rapidos, com custos reduzidos e menor impacto ambiental, que
confiram um elevado grau de pureza é de grande interesse. Leitos monoliticos
poliméricos supermacroporosos Sdo um avango e uma promessa nesse sentido,
possibilitando o uso de solugdes mais concentradas e menos clarificadas, devido a
elevada permeabilidade e porosidade que possuem. O potencial dos monolitos
poliméricos ndo vem sendo plenamente explorado na purificacdo de lisozima a partir
da clara do ovo, sendo utilizadas até o0 momento diluicdes da matéria-prima entre 5 e
18 vezes. Neste sentido foi avaliado o uso de uma coluna monolitica de troca
catidnica para a purificacdo de lisozima a partir de solugdes de clara de ovo livres de
ovomucina, diluidas nas proporcbes 1:2, 1:7 e 1:18, utilizando-se uma Unica etapa
cromatografica. Para isso, foi utilizada uma solucdo-tampédo de fosfato de sodio
0,02 mol-L™ pH 7,2 como fase mével e a eluicéo foi feita adicionando-se 1,0 mol-L™
de NaCl ao tampdo. Os picos eluidos foram dialisados e apresentaram 100% de
proteina, com grau de pureza entre 42,4% e 78,1%, crescente para solugdes menos
diluidas, e recuperagdo em torno de 40%. O uso de leitos monoliticos
supermacroporosos na purificacdo de lisozima mostrou-se promissor, permitindo o
uso de solucdes de alimentacdo mais concentradas em um processo com um reduzido
namero de etapas. Com isso € possivel a reducdo de custos e do consumo de agua

requerido, minimizando o impacto ambiental do processo.

Palavras-chave: purificacdo, troca ionica, criogel, leito monolitico, lisozima.
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1. INTRODUCAO

A demanda das industrias farmacéutica e de alimentos por biocompostos de
fontes naturais é crescente, buscando-se 0 emprego de técnicas que mantenham ao
maximo a bioatividade dos mesmos (Guiochon e Beaver, 2011).

A lisozima é uma enzima presente na clara de ovo e em diversos tecidos e
fluidos animais (Boesman-Finkelstein e Finkelstein, 1982; Thammasirirak et al.,
2006, Basar et al., 2007; Yan et al., 2011). Ela possui grande importancia por sua
acao bactericida devido a capacidade de hidrolise das B-ligacdes entre o &cido
muramico e a N-acetil-glicosamina componentes do mucopolissacarideo das paredes
celulares de bactérias, sendo usada como conservante em alimentos e antibi6tico pela
indastria farmacéutica (Mecitoglu et al., 2006; Bayramoglu et al., 2007; Anirudhan e
Rejeena, 2012). A lisozima da clara de ovo de galinha é uma proteina pequena, de
cadeia Unica, composta por 129 residuos de aminoacidos e massa molar em torno de
14300 Da (Canfield, 1963). Possui carater basico, com seis residuos de lisina e nove
de arginina, e ponto isoelétrico em torno de 11,3 (Wetter e Deutsch, 1951; Dismer e
Hubbuch, 2007).

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para a purificacdo da lisozima, como a
adsorcdo (Alderton et al., 1945), cristalizacdo (Alderton e Fevold, 1946),
cromatografia com heparina (Boesman-Finkelstein e Finkelstein, 1982), permeacéo
em gel (Awadé et al., 1994), troca anidnica (Vachier et al., 1995), afinidade por
corante imobilizado (He e Sun, 2002; Tong et al., 2002; Arica e Bayramoglu, 2005;
Yilmaz et al., 2005) e por ion metalico imobilizado (Sharma e Agarwal, 2002), troca
catibnica (Guérin-Dubiard et al., 2005; Thammasirirak et al., 2006; Chiu et al., 2007;
Yan et al., 2011; Yun et al., 2012), afinidade hidrofobica (Altintas et al., 2007) e
ultrafiltracdo (Mayani et al., 2010).

As técnicas cromatograficas prevalecem nos processos empregados,
principalmente nas etapas finais em que o grau de pureza requerido é elevado
(Jungbauer e Hanh, 2008; Lenhoff, 2011). Dentre elas, a troca idnica, baseada na
adsorcéo diferenciada de compostos carregados (positiva ou negativamente) em uma
superficie com cargas opostas, € uma das técnicas mais utilizadas por causar pouco
ou nenhum dano a estrutura terciaria e consequente perda da bioatividade das
mesmas (Dechow, 1997; Roos, 2000). Tal caracteristica é devida a seletividade e
capacidade de separacdo sob condi¢fes proximas as fisiologicas, causando menos

danos aos compostos (Chen et al., 2010).
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Uma alternativa aos adsorventes tradicionais sdo os leitos monoliticos
poliméricos supermacroporosos, considerados a quarta geracdo dos materiais
cromatograficos (Jungbauer e Rahn, 2008). Entre eles estdo os chamados criogéis,
cuja estrutura permite a passagem de solucGes de alimentacdo concentradas e nao-
clarificadas, inclusive com células inteiras, o que permite uma reducao no nimero de
etapas dos processos de purificagcdo (Arvidsson et al., 2002; Lozinsky et al., 2003).
Tais monolitos também sdo facilmente sintetizados e modificados para adquirir
caracteristicas especificas para o isolamento de compostos de interesse (Plieva et al.,
2004; Savina et al., 2005). Mondlitos poliméricos modificados para 0 uso em troca
ibnica, afinidade, afinidade por metal quelato, imobilizacdo de enzimas, entre outros,
vém sendo reportados (Hanora et al., 2006; Chen et al., 2008; Wang et al., 2008; Li
et al., 2009; Erzengin et al., 2011; Sun et al., 2012; Uygun et al., 2012; Yun et al.,
2012).

Outra caracteristica interessante de tal matriz é a baixa resisténcia ao
escoamento e consequente baixa perda de carga ao se escoar um fluido através de um
leito monolitico. Com isso solu¢Bes menos diluidas podem ser usadas sem afetar a
eficiéncia da extracdo, otimizando o tempo de processo (Lozinsky et al., 2003;
Guiochon, 2007), e reduzindo o consumo de &gua essencial na redugdo do impacto
ambiental associado as etapas cromatograficas (Novakova et al., 2006; Chen e Kord,
2009).

No entanto, estudos que avaliam o efeito da viscosidade ou diluicdo da
alimentacdo na extracdo de biocompostos ainda séo escassos, em especial com 0s
monolitos poliméricos. Alguns trabalhos com leitos expandidos ou fluidizados vém
sendo feitos, mas sem se avaliar tais caracteristicas especificamente (Tong et al.,
2002; Basar et al., 2007). Além disso, o potencial de utilizacdo dessas matrizes na
purificacdo da lisozima a partir de solugbes concentradas vem sendo pouco
explorado, com a alimentacdo sendo diluida entre 5 e 18 vezes (Guérin-Dubiard et
al., 2005; Yan et al., 2011; Yun et al., 2012).

Assim sendo, neste trabalho verificou-se o efeito da diluicdo na extracdo da
lisozima da clara de ovo utilizando-se um trocador catiénico monolitico polimérico
supermacroporoso, abordando-se aspectos relacionados a pureza e rendimento
obtidos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados ovos brancos frescos de
galinha, tipo grande, adquiridos de produtores registrados no comércio local.
Fosfatos de sddio monobasico e bibasico, ambos anidros, e cloreto de sodio foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), assim como os padrfes de lisozima
(pureza > 90%, codigo L6876), conalbumina (codigo C0755) e albumina (A5378).
Todos os reagentes quimicos utilizados possuiam, no minimo, grau de pureza PA-
ACS. Em todos os experimentos foi utilizada dgua deionizada ultra-pura. O teor de
proteina do padréo de lisozima foi avaliado pelo método de Kjeldhal (Chang, 1999),
utilizando-se um fator de conversao igual a 6,25.

Para a purificacdo da lisozima foi utilizada coluna cromatografica C10/20
com pistdo adaptador AC10 (ambos da GE Healthcare, Uppsala, Suécia), de modo
que o leito monolitico apresentou 9,4 cm de comprimento e 1,0 cm de didametro. O
trocador catidnico utilizado como monolito foi criogel polimérico constituido por
acrilamida, bis-acrilamida e alil glicidil éter, enxertado com o &cido 2-acrilamido-2-
metil-1-propanossulfénico (criogel pAAmM-SO3), sintetizado no proprio laboratério
de acordo com a metodologia descrita anteriormente (artigo 01). Algumas
caracteristicas fisicas e quimicas do leito trocador catidnico utilizado sao
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas do leito monolitico trocador catidnico utilizado.

Caracteristica do adsorvente Valor
comprimento (L) / (cm) 9,4
diametro total (D) / (cm) 1,0
permeabilidade ao escoamento (k) / (M2) 8,47x10"
porosidade total (&) 0,91
porosidade aparente com lisozima (&) 0,83
altura equivalente a um prato teérico (HETP) / (mm) 2,3
diametro médio de poro (dn) / (um) 70

cap. idnica volumétrica (A) / (107 moINa+-L'1criog hidrat) 25,72

2.2. Preparo das solugdes de alimentagdo

Para a extracdo da lisozima da clara do ovo foi feito um pré-tratamento para

percolar o leito monolitico similar ao realizado por Guérin-Dubiard et al. (2005),
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Yan et al. (2011) e Yun et al. (2012), com algumas modificagOes. Tal tratamento
visou retirar a proteina ovomucina presente na clara, a principal responsavel pela
consisténcia gelatinosa da mesma (Omana et al., 2010). Para tanto, procedeu-se a
separacdo manual da clara, que foi colocada sobre uma peneira plastica com
didmetro total de 5,0 cm e malha com abertura de 1,0 mm, deixando-se a parte fina
da clara se separar da parte viscosa e da chalaza por acdo da forca da gravidade. Tal
procedimento foi repetido com quinze ovos, obtendo-se cerca de 190 mL de clara
fina. A clara pré-tratada foi diluida com dois volumes (~380 mL) de agua deionizada,
teve o pH da mistura ajustado para 6,0 utilizando-se uma solugdo de HCI 2,0 mol-L™
e foi entdo levada a agitacdo orbital a 25 rpm em tubos de centrifuga de 15 mL em
uma estufa BOD (Modelo EL101/3, Eletrolab, S&o Paulo, Brasil) mantida a
temperatura (2,0 + 0,3) °C por cerca de 12 h (overnight). Em seguida os tubos foram
centrifugados sob refrigeracéo (4 °C) a rotagdo de 12000 x g durante 10 min em uma
centrifuga de bancada com rotor de angulo fixo (Modelo 5804R, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) sendo o sobrenadante (S1) gentilmente separado do
precipitado, obtendo-se um volume de cerca de 500 mL.

O sobrenadante S1 foi entdo dividido em trés aliquotas. Na primeira fracéo,
250 mL do S1 foram adicionados de 5 mL de uma solucdo-tampéo de fosfato de
sédio 1,0 mol-L™* e pH 7,2 (para que a concentracdo final de fosfato fosse de
aproximadamente 0,02 mol-L™?), sendo o pH da mistura ajustado para 7,2 utilizando-
se uma solugdo de NaOH 2,0 mol-L™. Na segunda fracdo, outros 94 mL do
sobrenadante S1 foram tamponados para um volume final de 250 mL, de modo que a
solucdo final contivesse uma concentracéo de fosfato igual a 0,02 mol-L™ e pH 7,2. E
por fim, na terceira fragdo, 40 mL do S1 foram tamponados (0,02 mol-L™ de fons
fosfato e pH 7,2) para um volume final de 250 mL. Essas trés novas solugdes foram
novamente centrifugadas sob refrigeracdo (4 °C) a rotacdo de 12000 x g durante
15 min, sendo os novos sobrenadantes cuidadosamente separados do precipitado
utilizando-se uma pipeta graduada. O sobrenadante da solucdo obtida da primeira
fragdo foi identificado como ‘Alimentagdo Livre de Ovomucina na dilui¢ao 1:2°
(ALOL1:2), o da segunda fracdo como ‘Alimentagdo Livre de Ovomucina na dilui¢éo
1:7° (ALO1:7) e o da terceira fracdo como ‘Alimentacdo Livre de Ovomucina na

dilui¢do 1:18” (ALO1:18). As solugdes foram mantidas sob refrigeracao até seu uso.
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2.3. Purificacdo da lisozima a partir das solugdes de alimentacao.

Para a extracdo da lisozima das solucdes livres de ovomucina, foram
realizados experimentos em duplicata para cada solucdo de alimentacdo, utilizando-
se 0 aparato descrito a seguir. A coluna contendo o leito monolitico foi adaptada a
um sistema contendo uma bomba peristaltica (Masterflex Easy Load Il, com
cabecote 77201-60 e mangueira de norprene 6402-14, Cole-Parmer Instrument Co.,
Vernon Hills, EUA), uma valvula manual de quatro vias (SRV-4, codigo 19-2099-
01, GE Healthcare) e volume vazio de 1,88 mL (sem a coluna). O monitoramento
continuo da fase movel foi feito utilizando-se um monitor UV-Vis920 (GE
Healthcare) com filtro de UV de 280 nm, conectado a um sistema de aquisicdo de
dados Spider8 (HBM, Darmstadt, Alemanha) controlado via computador por meio
do software Catman v.4.5 (HBM). Todos os experimentos foram conduzidos a vazédo
constante de 1,0 mL-min™* em ambiente climatizado a (20 + 1) °C.

A coluna utilizada foi lavada com 200 mL de agua deionizada, 100 mL de
uma solucdo de HCI 0,1 mol-L™ e entdo equilibrada com 100 mL de solucio-tamp&o
de fosfato de sédio 0,02 mol-L™ e pH 7,2. Em seguida, ela foi percolada por 60 mL
da solucdo de alimentacdo desejada, observando-se a formacdo e estabilizacdo da
curva de ruptura. Apo6s isso, a coluna foi lavada com cerca de 30 mL da solugédo-
tamp&o de equilibrio para a retirada do material ndo-adsorvido, até que a curva de
ruptura retornasse a linha de base, seguido da eluicdo do material adsorvido, de modo
isocratico, utilizando-se cerca de 30 mL de uma solucdo-tampao de fosfato de sddio
0,02 mol-L™* e pH 7,2 contendo 1,0 mol-L™* de NaCl. Terminada a eluicdo, a coluna
foi reequilibrada com 100 mL da solucdo-tampéo de fosfato de sédio 0,02 mol-L™ e
pH 7,2, reiniciando-se 0 processo.

Na etapa de eluicdo, verificou-se a presenca de um unico pico que foi
coletado até 0 momento em que a linha de base iniciou sua estabilizacéo, resultando
em uma fracdo de cerca de 8 mL. Foram coletadas ainda fracGes para analises
posteriores das solucbes de alimentacdo. Todas as amostras foram coletadas
manualmente, imediatamente apos o detector.

Os picos coletados na etapa de eluicdo foram submetidos a um processo de
dialise para retirada do sal, utilizando-se um tubo de didlise de 2 cm de diametro
previamente ativado (cédigo D0530, Sigma), imerso em agua deionizada por 12 h

sob refrigeragéo.
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Além dos experimentos mencionados acima, uma terceira replicata do
procedimento de extracdo utilizando-se a solucdo de alimentagdo ALO1:18 foi
realizada, sendo coletadas fracGes de 1,0 mL em microtubos durante todo processo.
Essas amostras foram diluidas com solugdo-tampéo de fosfato de sodio 0,02 mol-L™
pH 7,2 e lidas diretamente em um espectrofotobmetro calibrado em 280 nm,
utilizando-se uma cubeta de quartzo para pequenas amostras com caminho 6tico de

10 mm. Tal medida foi feita para se obter o perfil cromatografico do processo.
2.4. Andlises realizadas

A fim de se verificar o grau de pureza, o rendimento e o fator de purificacdo
obtidos foram realizadas analises da concentracdo de sélidos totais, proteina total e
lisozima nas fragBes coletadas. A concentracdo de sélidos totais foi determinada por
liofilizacdo e a concentracdo de proteinas totais foi determinado pelo método de
micro-Kjeldhal (Chang, 1999) utilizando-se um fator de conversao igual a 6,25.

Para a quantificacdo da lisozima presente foi utilizada uma coluna de filtracao
em gel TSKgel Super SW2000 de 30 cm de comprimento, 4,6 mm de didmetro e
particulas de 4,0 um (codigo 18674, Tosoh Bioscience, King of Prussia, EUA)
adaptada a um cromatografo liquido (Shimadzu, Toquio, Japdo) com 2 bombas de
pistdo (LC-10AD VP), forno (CTO-10A VP), detector de feixe de diodos (SPD-
M10A VP), autoinjetor (SIL-10AD VP) e controlador (SCL-10A VP), operado
utilizando-se o software Shimadzu Class-VP v.6,14 SP2. A fase movel foi uma
solugdo-tampéo de fosfato de sodio 0,1 mol-L™ pH 7,0 adicionada de 0,3 mol-L™ de
NaCl, com vazdo de 0,4 mL-min™ em modo isocratico. A temperatura foi mantida
em 30 °C, o volume de amostra injetada igual a 5 uL e o tempo de corrida de 20 min,
monitorado a 210 nm. Uma curva de calibragdo com solucdes de lisozima em
concentraces variando de 0,02 mg-mL™ a 3,5 mg-mL™ na fase mével foi utilizada
para a quantificagdo das amostras. Todas as solugdes e amostras foram filtradas em
filtros de acetato de celulose com didmetro de poro de 0,45 um e a fase movel foi
degaseificada em banho ultrassénico por 15 min.

Além destas, também foi feita a andlise de eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) conforme metodologia
descrita por Laemmli (1970), com modifica¢Oes. Para isso, foi utilizado um gel de
empilhamento com concentracdo de 5%, gel de separacdo com concentracdo de 12%,

30 uL de amostra desnaturada por poco e corrida com tensdo constante igual a
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100 V. Para as amostras da alimentacdo e dos padrdes de lisozima, conalbumina e
albumina (os trés em concentracdo igual a 1 mg-mL™), 10 uL de solucdo foram
misturados a 390 uL do tampédo desnaturante. Para a amostra do pico coletado e
dialisado, 50 pL de solugdo foram misturados a 150 pL do tampéo desnaturante.

Ao término dos experimentos, a coluna utilizada foi desmontada e o criogel
em seu interior foi desidratado em estufa a 60 °C durante 48 h, para a realizacdo da
analise da sua estrutura por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para tanto, o
criogel seco foi quebrado manualmente, fixado em suportes apropriados (stubs) e
diretamente metalizado com uma fina camada de ouro. Ap6s a metalizacdo as
amostras foram levadas para analise em um microscopio eletronico de varredura
(modelo LEO 1430 VP, Zeiss, Jena, Alemanha).

2.5. Grau de pureza, fator de purificacdo e rendimento obtidos

Para se avaliar a eficiéncia do processo de extracdo da lisozima testado, foram
calculados o grau de pureza (GP), o fator de purificacdo (FP) e a recuperacdo de
lisozima (R) obtidos, utilizando-se as equacdes 1, 2 e 3, respectivamente.

C;
GP = (ﬂ) x 100 (1)
solidos
FP = GPpL'co dialisado (2)
GPalim.
m .
R = ( p‘“’) x 100 ©)
Maiim. lisoz.

Onde: Ciisoz. € Csolidos SA0 as concentracles de lisozima e de sélidos totais na amostra
analisada (mg-mL™), GPyico diatisado € 0 grau de pureza do pico dialisado (%) e GPgjim.
€ 0 grau de pureza da da alimentagdo (%), Mpico € Maiim. S40 as massas de lisozima
obtidas do volume total do pico eluido e dialisado e do volume total da alimentagéo
que percolou a coluna (mg) respectivamente. GP e R sdo dados em porcentagem (%).

Alternativamente, para fins comparativos, foi utilizada a taxa de pureza (TP),
dada pela razdo entre a area do pico da lisozima e a soma total das areas observadas,
nos cromatogramas obtidos. A TP é utilizada, assim como a intensidade das bandas
nos géis de eletroforese, para avaliar a pureza dos compostos purificados (Tong et
al., 2002; Guérin-Dubiard et al., 2005; Yan et al., 2011). O valor de TP, expresso em

porcentagem (%) foi obtido diretamente dos resultados via software Class-VP.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura dos poros do leito monolitico ap6s a utilizacdo nos experimentos
se apresentou uniforme, bem distribuida e interconectada (Figura 1B), com diametro
médio em torno de 70 um, condizente com o observado por outros autores (Plieva et
al., 2004; Yao et al., 2007; Dragan et al., 2012). N&o se verificou efeitos de desgaste
ou contaminacdo no monolito, comparada com sua condicdo antes do uso nos

experimentos.

EHT =20.00 kV WD= 11mm Date 6 Jan 2012 EHT = 20.00 kv WD= 16mm Date :19 Dec 2012
Mag= 250X Signal A=SE1  Time :10:27:15 — Mag= 250X Signal A= SE1  Time :15:10:29

Figura 1: Estrutura do leito monolitico utilizado ao término dos experimentos.

A proteina ovomucina é a responsavel pelo aspecto gelatinoso da clara de
ovo. E insoltvel em &gua pura e facilmente precipitada em pH 6,0 a 8,0 (Li-Chan et
al., 1995; Omana et al., 2010). Sua presenca prejudica a utilizacdo da clara de ovo
concentrada ou in natura em processos de purificagdo como o proposto. Em estudos
laboratoriais preliminares, verificou-se que a presenca de ovomucina poderia levar
facilmente ao entupimento da coluna e por isso foi feita a sua retirada prévia
(Guérin-Dubiard et al., 2005; Yan et al., 2011; Yun et al., 2012).

O perfil cromatografico foi obtido para o processo de extracdo da lisozima a
partir da clara de ovo livre de ovomucina (Figura 2). Nele foram destacados 0s
momentos em ocorreram as injecdes de solucbes de entrada na coluna e o local de
coleta do pico de eluicdo para analises. Verificou-se a presenca de um Unico pico de
eluicdo, indicando que a concentragdo de sal utilizada foi eficiente na remocdo do
material adsorvido, assim como observado por Yan et al. (2011).

123



3,0

@ pico coletado
2,5 ! }

2,0 4
alimentacéo layagem eluicéo reequilibrio

---------------------------- R e ettt b EEEEEEEE TR TR |

1,5

Sinal / (Abs)

1,0 4

0,5

0 20 40 60 80 100 120 140

Volume percolado / (mL)
Figura 2: Perfil cromatografico do processo de extracdo da lisozima da solucdo de
alimentacdo ALO1:18.

Os cromatogramas dos padrées de lisozima, albumina e conalbumina obtidos

por filtragdo em gel séo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Cromatogramas dos padrdes de lisozima (A), albumina (B) e conalbumina
(C), todos com concentracdo igual a 1,0 mg-mL™ (D) superposicdo dos
cromatogramas A, B e C (——Ilisozima; - - - - albumina; - - - conalbumina).
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O método utilizado ndo possuiu capacidade para separar as proteinas
albumina e conalbumina, contudo, o tempo de retencdo da lisozima foi muito distinto
das demais proteinas. Por isso tal método foi empregado para a quantificacdo da
lisozima. O padrdo de lisozima utilizado apresentou teor de proteina igual a 100% e
taxa de pureza superior a 99,5%, e a curva de calibragdo obtida apresentou a seguinte

equacéo ajustada:
CLis = 14839340,37 A — 80618,42 ; R?=0,999 4)

Onde C.is é a concentracdo de lisozima (mg-mL™) e A é a area do pico no

cromatograma (unidades de area, u.a.).

Na Figura 4 sdo apresentados os cromatogramas obtidos por filtragdo em
geldas solucdes de alimentagédo e dos picos de eluigdo coletados para as diferentes

diluicdes testadas.

A

0,6 0,6 -

0.4 0.4 1

Sinal,,q,,, ! (Abs)
Sinal,,q,,, ! (Abs)

0.2 A 0,2

0,0 0,0

tempo / (min.) tempo / (min.)
Figura 4. Cromatogramas das solugdes de alimentacdo (A) e dos picos de eluicdo
dialisados (B). (—— ALO1:18; - - - ALO1:7; - - - - ALO1:2).

As amostras dos picos de eluicdo coletados (Figura 4B) apresentaram uma
significativa reducdo no nimero de compostos observados, quando comparados as
solucdes de alimentacdo (Figura 4A), demonstrando a eficiéncia do método utilizado
em Unica etapa. Apenas dois picos cromatograficos foram observados, sendo a
quantidade de lisozima crescente com a reducdo da dilui¢cdo, enquanto que o outro
pico permaneceu constante.

Na condicdo de pH utilizada, 7,2, apenas duas proteinas da clara de ovo
apresentam carga liquida positiva; a lisozima e a avidina, uma proteina com massa
molar em torno de 68 kDa composta por quatro sub-unidades idénticas com massa

molar de cerca de 17 kDa cada (Awadé e Efstathiou, 1999). Poderia se supor que 0
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primeiro pico observado na Figura 4B, com tempo de retencdo em torno de
7,5 minutos, seria, portanto, a avidina. Gueérin-Dubiard et al. (2005) purificando
proteinas do ovo a partir de uma alimentacdo livre de ovomucina relataram que
somente estas duas proteinas foram retidas na etapa de troca catidnica por eles
utilizada, sendo a quantidade de avidina, no entanto, desprezivel se comparada a
lisozima. Yan et al. (2011) por outro lado, purificando lisozima em uma coluna
monolitica polimérica para troca catidnica similar a usada neste trabalho, relataram
ndo ter verificado a presenca de avidina nas fragdes purificadas, sugerindo que a
mesma tenha sido eliminada junto com a ovomucina quando da preparacdo da
solugdo de alimentacdo. Tais autores observaram ainda que, para 0 processo de
eluicdo em etapa Unica por eles utilizado, além da lisozima, verificou-se a presenca
de uma proteina com massa molar em torno de 45 kDa, que 0s mesmos associaram a
fracbes de ovoglobulina. Para se verificar qual era o tipo de proteina presente no
primeiro pico de eluicdo da Figura 4B, foi realizada a analise em SDS-PAGE da

alimentacdo ALO1:2 e do respectivo pico de eluicdo (Figura 5).

padrées alim. pico

Conalb. ¥ ' 1

(76,6kDa)

Albumin. “ 2
(45.0kDa)

Lisoz.

(14,3kDa) — -

Figura 5: Gel de eletroforese SDS-PAGE da alimentacdo ALO1:2 e do respectivo
pico de eluicdo coletado. Para a amostra do pico de eluicdo, destaque para as

impurezas, provavelmente conalbumina (1) e ovoglobulina G2 (2).

Verificou-se que a alimentacéo era rica em albumina e conalbumina, sendo
observada também a presencga da lisozima. Da amostra do pico de eluigéo, a lisozima
foi a principal proteina observada, sendo verificadas ainda outras duas bandas mais

fracas (Figura 5). A banda 1 provavelmente foi a conalbumina, que pode ter sido
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parcialmente retida no trocador catibnico utilizado provavelmente devido a
interagGes com a lisozima (Damodaran et al., 1998; Lechevalier et al., 2005) ou com
ions residuais de cobre (Tan e Woodworth, 1969; Giansanti et al., 2012) utilizados
no processo de producdo (ativacdo) do trocador iénico (Savina et al., 2005; Chen et
al., 2008). A banda 2 observada foi de uma molécula com massa molar estimada em
torno de 47 kDa, sendo provavelmente a proteina ovoglobulina G2 (Stevens, 1991;
Awade e Efstathiou, 1999). Tais resultados séo similares aos observados por Yan et
al. (2011) também utilizando um criogel pAAM-SO3 com elui¢do em unico estagio,
que também verificaram a presenca de ovoglobulina e a auséncia da avidina.

Os valores obtidos para as concentracBes de sélidos totais, proteina total e
lisozima nas soluc@es de alimentacdo e picos coletados sdo apresentados na Tabela 2.
Observou-se um aumento em tais concentracGes com a reducdo da diluicdo e que os
picos coletados e dialisados eram constituidos apenas de material protéico. A relacéo
proteina / s6lidos totais também aumentou com a reducédo da dilui¢do, devido a maior
importancia relativa dos solidos da clara de ovo quando comparado aos sais da

solugédo-tampao.

Tabela 2: Caracteristicas das solugdes de alimentacéo e picos coletados.

Diluicdo Amostra Csr _ Cpr . (Cpr/Cs1)x100 Cuis _
(mgmL™)  (mg-mL™) (%) (mg-mL™)
ALOL:18 Alimentagdo ~ 10,05+0,05 6,58 + 0,06 65,5 019+ 0,01
Pico dialisado 0,99 + 0,04 1,02+0,11 100,0 0,42 + 0,09
ALOL7 Alimentagdo 19,26 +0,15 13,11 +0,12 68,1 043 + 0,01
Pico dialisado 2,19+0,27 2,25+£0,23 100,0 1,31+ 0,04
ALOL:2 Alimentagido ~ 44,93+0,31 34,04 +0,04 75,8 1,10+ 0,01
Pico dialisado  3,61+0,09  3,62+0,11 100,0 2,82+ 0,01

Csr: concentracdo de sdélidos totais; Cpr: concentragdo de proteina total; Cpi: concentracdo de
lisozima.

O grau de pureza, o fator de purificacdo e recuperacdo de lisozima
conseguidos para a fracdo purificada a partir de alimentagdes com diferentes
diluicdes sdo apresentados na Tabela 3, bem como a taxa de pureza (TP) obtida das

areas dos picos na quantificacdo da lisozima.
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Tabela 3: Grau de pureza (GP), fator de purificagédo (FP), recuperacdo de lisozima
(R) e taxa de pureza (TP) obtida para a fragdo purificada a partir das alimentacGes

com diferentes diluicdes.

o GP FP R TP
Diluicéo Amostra )

(%) (adim.) (%) (%)
Alimentacéo 1,9 n.a. n.a. 3,3

ALO1:18 . -
Pico dialisado 42,4 22,4 40,0 54,1
Alimentacéo 2,2 n.a. n.a. 4,0

ALO1:7 . -
Pico dialisado 59,8 26,8 46,3 78,0
Alimentacéo 2,4 n.a. n.a. 6,1

ALO1:2 e
Pico dialisado 78,1 31,9 36,7 90,2

n.a. :ndo aplicavel.

Verificou-se um aumento no grau de pureza com a utilizacdo de solucdes
mais concentradas, chegando-se a cerca de 78% de pureza na fracdo obtida. Yun et
al. (2012) purificando lisozima de uma alimentacdo de clara de ovo diluida em
aproximadamente 1:4 com tamp&o-fosfato em um leito fixo de particulas de criogel
trocador catidnico conseguiram um grau de pureza entre 78% e 92% ao trabalhar
com uma eluicdo isocratica usando NaCl 0,5 mol-L™ adicionado ao tamp&o. No
entanto tais valores foram obtidos a partir de resultados de SDS-PAGE, e ndo em
relagdo ao teor de sélidos totais. O mesmo ocorreu no trabalho realizado por Guérin-
Dubiard et al. (2005), que conseguiram uma fragdo de lisozima com 95% de pureza
obtida, no entanto, a partir da razdo das areas das picos (TP), no cromatograma de
quantificacdo da mesma. Avaliando-se desse modo, no presente trabalho chegou-se a
uma taxa de pureza de 90%.

O fator de purificacdo obtido no presente trabalho também foi elevado,
conseguindo-se um produto cerca de 32 vezes mais puro que a alimentagdo menos
diluida (ALO1:2) com apenas uma etapa cromatografica seguida de dialise.
Considerando-se apenas a fracdo protéica da alimentacdo, ainda assim o fator de
purificacdo seria em torno de 24, o que demonstra o potencial do método empregado.

A recuperagéo de lisozima oscilou em torno dos 40% e um dos fatores que
contribuiu para tal valor foi o grande volume de solucdo de alimentagdo utilizada
para assegurar que a coluna fosse saturada com a lisozima. O monitoramento da
concentracdo de lisozima apds a formacédo da curva de ruptura e antes da etapa de

lavagem né&o foi realizado para se determinar o volume exato em que a saturagdo do
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leito ocorreu. Provavelmente perdeu-se muito da lisozima ndo-adsorvida, que
percolou o leito ja saturado. Apenas para comparacao, se 0 volume de alimentacédo
utilizado fosse proximo a 20 mL, seria verificada uma recuperacdo de lisozima
superior a 90%, para as condicOes observadas. Outro fator que possivelmente
contribuiu para baixa recuperagdo observada foi a competicdo na adsorgdo ou a
interagdo da lisozima com proteinas ndo retidas (Damodaran et al., 1998; Lechevalier
et al. 2005).

Tong et al. (2002) purificando lisozima por cromatografia de afinidade por
corante em colunas de leito expandido conseguiram recuperar aproximadamente 88%
da proteina existente em uma alimentacéo de clara de ovo diluida (~1:2), no entanto
com um grau de pureza em torno de 30% (em relacdo a proteina total) e fator de
purificagdo em torno de 9. Basar et al. (2007) também utilizaram afinidade por
corante, porém em leitos fluidizados estabilizados magneticamente, conseguiram
recuperar 79,6% da lizosima com um grau de pureza de 87,4%, avaliado por SDS-
PAGE. Yan et al. (2011) trabalhando com troca catidnica conseguiram um grau de
pureza variando de 70% a 96%, também avaliado por SDS-PAGE, recuperacdo de
lisozima entre 45% e 80% e fator de purificacdo entre 20 e 28, considerando-se
apenas o material proteico existente na alimentacéo e amostras purificadas.

A diluicéo das solucdes de alimentacdo ndo apresentou efeito na recuperacéao
da lizosima, mas afetou o grau de pureza, que aumentou para menores diluicGes.
Nenhuma alteragdo estrutural na coluna utilizada foi observada ao longo dos
experimentos. A retirada da ovomucina das solucdes de alimentacdo e a estrutura
macroporosa da coluna utilizada permitiram o uso de reduzida diluicdo da clara de
ovo (apenas 1:2), o que pode ser vantajoso, por permitir a reducdo no tempo do
processo devido a saturacdo mais rapida da coluna e a reducdo de custos e do

impacto ambiental, com menor utilizacdo de dgua e outros materiais.
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4. CONCLUSOES

Com o leito monolitico polimérico supermacroporoso trocador catidnico
utilizado para a purificacdo da lisozima da clara de ovo, conseguiu-se até 78% de
pureza e um fator de purificacdo préximo a 32 em uma Unica etapa cromatogréfica.
O pré-preparo da solucdo de alimentacdo foi necessario para a retirada da
ovomucina, evitando o entupimento da coluna, mas foi possivel o uso de pequenas
diluicdes, ndo ocorrendo problemas com a alimentacdo em diluicdo 1:2. Com o
aumento da diluicdo houve uma reducdo no grau de pureza da proteina obtida, no
entanto, ndo se verificou relagdo direta com a recuperacdo de lisozima, que
apresentou valores da ordem de 40% provavelmente devido ao excesso de solugédo de
alimentacdo utilizada. O emprego de criogéis poliméricos mostrou-se viavel e
promissor, sendo possivel a obtencdo de lisozima com elevado grau de pureza a
partir da clara de ovo sem ovomucina e pouco diluida, reduzindo o nimero de etapas
do processo e 0s custos envolvidos, e minimizando impactos ambientais devido a
reducdo do consumo de agua requerido. Mais estudos sdo demandados buscando-se
otimizar as condi¢Ges operacionais, para Se aumentar o grau de pureza e 0

rendimento do processo.
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CONCLUSOES GERAIS

Um trocador catibnico monolitico polimérico supermacroporoso foi
produzido, caracterizado e aplicado no processo de purificacdo da lisozima a partir
da clara do ovo de galinha.

As modificagbes propostas no processo de producdo do criogel nédo
provocaram mudancas consideraveis na capacidade de inchamento, no grau e
densidade de enxertia, mas o rendimento de enxertia foi inferior ao observado na
literatura. O uso da microscopia 6tica para estimar o tamanho dos poros mostrou-se
adequado, assim como o método dos momentos para a determinacdo da porosidade
total do criogel na forma de leito fixo, do coeficiente de dispersdo axial aparente e da
HETP. A determinacdo da resisténcia ao escoamento variando-se a viscosidade de
um fluido newtoniano a pressdo constante apresentou resultados satisfatorios, com
grande concordancia com o método tradicional. O uso das alternativas propostas foi
adequada a caracterizacdo de criogéis, abrindo novas perspectivas nesse segmento.

O processo de troca idnica entre a proteina lisozima e contraions de Na*
presentes no criogel produzido foi avaliado a diferentes temperaturas e concentragoes
de NaCl adicionada a fase movel, tamponada em pH 7,2. As isotermas de adsorcao
obtidas demonstraram que o aumento da temperatura aumentou a capacidade
adsortiva do criogel, ocorrendo o inverso com o0 aumento da concentracdo de sal. Os
modelos de Langmuir e SMA foram avaliados e o0 ajuste de ambos foi satisfatorio.
Os parédmetros ajustados do modelo SMA estdo em acordo com informacgdes da
literatura que indicam que as interacdes entre o adsorvente e a proteina ocorrem
prioritariamente em uma regido limitada da proteina, préxima ao residuo Argl28 e
que a orientacdo da lisozima adsorvida tende de vertical para lateral aumentando-se a
concentracdo de sal na fase mdvel.

A analise termodinamica proposta, permitiu avaliar o processo de troca idnica
como um todo e 0s processos de adsorcdo da proteina e dessorcdo dos contraions,
sendo util para se compreender melhor os fendmenos observados. Os processos
observados foram espontaneos e o processo de troca ibnica foi mais afetado pela
adsorcdo da proteina do que pela dessor¢cdo dos contraions. O processo de troca

ibnica mostrou-se endotérmico, entropicamente dirigido com o fendmeno dominante
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provavelmente estando associado a desestruturacdo das duplas camadas elétricas das
proteinas e liberacdo das espécies quimicas presentes para a solucéo.

Com o modelo capilar proposto foi possivel se descrever a complexa estrutura
do leito monolitico polimérico estudado. O sistema capilar utilizado apresentou
distribuicdo normal de probabilidade para os seus didmetros, sendo pequeno o efeito
da velocidade da fase mdvel nos valores observados. O coeficiente de transferéncia
de massa diminuiu com o aumento do diametro capilar, possivelmente devido ao
aumento da camada de fluido estagnado em seu interior. No entanto, sua importancia
relativa aumentou com o aumento do diametro, fato observado pelo aumento do
namero de Sherwood. O modelo SMA demonstrou ser mais adequado para descrever
0 equilibrio de troca i6nica no processo em um leito monolitico, principalmente
quando a concentracdo de sal em solucdo € maior. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para melhorar a capacidade preditiva do modelo utilizado.

Ao se empregar o leito monolitico produzido para a purificacdo da lisozima
da clara de ovo, conseguiu-se recuperar tal proteina com até 78% de pureza em uma
Unica etapa cromatografica. A coluna ndo apresentou desgastes ou deterioracdo com
0 Uso, mas o pré-preparo da solugdo de alimentacdo é necessario para a retirada da
ovomucina, sob o risco de se entupir o leito devido a sua desnaturagdo e formacao de
gel. No entanto, foi possivel o uso de menores dilui¢cBes, ndo ocorrendo problemas
com a alimentacdo em diluicdo 1:2. Verificou-se que com o aumento na diluicdo
houve uma reducdo no grau de pureza da proteina obtida, no entanto ndo se verificou
relacdo direta com o rendimento obtido.

A utilizacdo de leitos monoliticos poliméricos macroporosos é uma realidade
na purificacdo de macromoléculas. Um grande nimero de pesquisas nesta area vem
sendo desenvolvido e os resultados obtidos no presente trabalho irdo contribuir para

a ampliacdo do conhecimento neste segmento.

137



