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CAVALCANTI, Jorge dos Santos — Recuperacdo e purificacdo de proteinas do sero d
queijo “tipo coalho” usando cromatografia de trégica e interacdo hidrofébica em leito na
forma expandida. Tese de Doutorado, UFRN, Progrden®ds-Graduagdo em Engenharia
Quimica. Area de concentracdo: Processos quintataljticos e biotecnolégicos, Natal/RN,

Brasil.

Orientador: Prof. Dr. Everaldo Silvino dos Santos
Co-Orientadora; Prof. Dr*. Gorete Ribeiro de Macedo

Resumo: A adsorgdo em leito expandido vem se destacand®@ eona técnica
promissora dentro dodbwnstream processifigpor ser de facil manuseio, baixo custo,
diminuir etapas de processamento e utilizar o nadtparticulado no seu estado natural.
Portanto, o presente trabalho teve como objeticaperar e purificar proteinas presentes no
soro de queijo tipo coalho, através da técnica dimrgdo em leito expandido, utilizando
resinas de troca anibnica Streamline DEAE e tram#mica Streamline SP e interagéo
hidrofobica Streamline™henyl, Foi utilizada uma coluna de 2,6 cm de diametrerimo por
30 cm de altura, acoplada a uma bomba peristalResia o estudo do sistema foram
realizados testes de hidrodinamica e corridas dergélo, com as trés resinas, na presenca de
tampdes Tris-HCI nas concentragdes 30, 50 e 70 oolh, pHs ajustados usando HCI para
7,0; 7,5 e 8,0. Para os testes hidrodinamicos foeatndados a expansdo do leito e a
Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR). Na etdpaecuperacdo e purificagcdo, uma
amostra de solugéo de soro de 200 mL foi aplicade@mperatura ambiente, a uma coluna
contendo resina (25 mL) previamente equilibradatampéo Tris/HCI (50 mM e pH 7,0),
apos lavagem efetuou-se a eluicdo de acordo capoalé técnica utilizada. Dessa forma,
para adsorcao com troca i6nica a eluicdo ocorma adicao do eluente 100 mL Tris/HCI (50
mM, pH 7,0 em NaCl 1M). No caso de interacdo higloafa, o eluente consistia de Tris/HCI
(50 mM e pH 7,0). Os ensaios de adsorcao foramzaglmis com as resinas Streamline
DEAE, Streamline SP e StreamliRbenyle suas combinacdes. Os resultados mostraram que
para as condicdes em que foram realizados os erfidandinamicos e para o tipo de coluna
utilizada, houve uma tendéncia a linearidade, dicieate de correlacdo (Rfoi da ordem de
0,9 e que a resina StreamliRkenylobteve um maior grau de expansao que as outiagases
chegando a uma relaca@/H de 2,2. A porosidade do leito usando as reddis&E e SP foi

de 0,70 e da resirRhenylfoi um pouco maior, em torno de 0,75. O niumerprdéos tedricos



foi 109, 41,5 e 17,8 e o coeficiente de dispersda &Dayia) foi de 0,5, 1,4 e 3,7 x 10m?/s,

para as resinas Streamline DEAE, Streamline SReai8linePheny| respectivamente. As
proteinas do soro sdo adsorvidas nas trés resiaasoacentracdo de proteina em solugéo
diminui rapidamente nos primeiros instantes do gssc de adsorcdo, sendo o equilibrio
alcancado nos primeiros 10 minutos. Ao se aplicaoro bruto sem tratamento para as trés
resinas até a saturacdo (ruptura), embora existargihb das proteinas para essas resinas,
perde-se grande parte dessas proteinas nas etapassante e lavagem. Essas perdas somam
84, 77 e 96%, para as resinas Streamline DEAE,a8tnee SP e Strealin€®heny]
respectivamente. Entretanto, pode-se recuperaR3d & 4%, respectivamente, para as trés
resinas. As trés resinas estudadas apresentaramda@roteinas na eluicdo. De acordo com
esses picos, foram identificadas 6 bandas de pesteProvavelmente essas proteinas sejam:
albumina (69 KDa), lactoferrina (76 KDa) e lactapaedase (89 KDa)B-lactoglobulina (18,3
KDa) ea-lactoalbumina (14 KDa), dimero @alactoglobulina. Portanto, as resinas estudadas
sdo compativeis para serem utilizadas em leitoreliga. O sistema formado pela eluicdo da
Streamline DEAE quando foi aplicada na resina &the® SP, tende a uma melhor
purificacdo das proteinas do soro, principalmeate-ldctoalbumina.

Palavra chave Proteina do soro, adsorcao em leito expandidopatografia, soro de leite.



CAVALCANTI, Jorge dos Santos — RECOVERY AND PURIFICATION OF WHEY
PROTEINS OF “COALHO” CHEESE USING IONIC AND HYDRORBBYC
CHROMATOGRAPHY IN EXPANDED BED MODE

Orientador: Prof. Dr. Everaldo Silvino dos Santos
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Abstract: Expanded Bed Adsorption plays an important roléhm downstream
processing mainly for reducing costs as well agpsstbeesides could handling cells
homogenates or fermentation broth. In this work dbdged Bed Adsorption was used to
recover and purify whey proteins from coalho chemseufacture using Streamline DEAE
and Streamline SP both ionic resins as well asdroppobic resin Streamline™ Pheng
column of 2.6 cm inner diameter with 30 cm in Intigras coupled to a peristaltic pump.
Hydrodynamics study was carried out with the thresins using Tris-HCI buffer in
concentration of 30, 50 and 70 mM, with pH rangiram 7.0 to 8.0. In this case, assays of
the expansion degree as well as Residence Timalison (RTD) were carried out. For the
recovery and purification steps, a whey sample0ffaL, was submitted to a column with 25
mL of resin previously equilibrated with Tris’fHC3@ mM, pH 7.0) using a expanded bed.
After washing, elution was carried out according technique used. For ionic adsorption
elution was carried out using 100 mL of Tris/HCO(®M, pH 7.0 in 1M NaCl). For
Hydrophobyc interaction elution was carried outngsiTris/HClI (50 mM, pH 7.0).
Adsorption runs were carried out using the thregnseas well as theirs combination. Results
showed that for hydrodynamics studies a lineawéis observed for the three resins with a
correlation coefficient (B about 0.9. In this case, Streamline Phenyl sholighest
expansion degree reaching an expansion degrgel)(bf 2.2. Bed porosity was of 0.7 when
both resins Streamline DEAE and Streamline SP weegl with StremLine Phenyl showing
the highest bed porosity about 0.75. The numbéhadrical plates were 109, 41.5 and 17.8
and the axial dipersion coefficient {R) were 0.5, 1.4 and 3.7 x 2an%s, for Streamline
DEAE, Streamline SP and Streamline Phenyl, respaygti Whey proteins were adsorved
fastly for the three resins with equilibrium readh 10 minutes. Breakthrough curves

showed that most of proteins stays in flowthroughwell as washing steps with 84, 77 and



96%, for Streamline DEAE, Streamline SP and StremmPhenyl, respectively. It was
observed protein peaks during elution for the thesens used. According to these peaks were
identified 6 protein bands that could probably lieumin (69 KDa), lactoferrin (76 KDa),
lactoperoxidase (89 KDalj-lactoglobulin (18,3 KDa) e-lactoalbumin (14 KDa), as well as
the dimer of beta-lactoglobulin. The combined systmmpound for the elution of Streamline
DEAE applied to the Streamline SP showed the bastigation of whey proteins, mainly of
thea-lactoalbumina.

Key word: When protein, expanded bed adsorption, chromatbgraghen milk.
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1. Introducao

A industria de leite e derivados é sem duvida bessedvolvida, entretanto,
destaca-se o0 interesse em pesquisas que sadodasl@ancipalmente para, em certos casos,
encontrar formas viaveis economicamente de sezarilos subprodutos gerados por tais
processos, tornando-os atrativos do ponto de eisteercial.

Dentre os subprodutos classicos, quando da ugilizdg leite para a producado de
queijos, da industria de laticinios, destaca-sermdcdo do soro. Durante o processo de
coagulacéo (precipitacdo da caseina), que podersses de coagulacdo enzimatica ou acida,
uma porcéo aquosa de coloracdo amarelo-esverdesageda do coagulo, dando origem ao
soro (Kosikowski, 1979; Sgarbieri, 2005). CercaB8ea 95% do volume de leite utilizado na
fabricacédo de queijos resulta em soro. Assim, idies lde leite produzem, aproximadamente,
1 kg de queijo e 9 litros de soro (Vieira, 1984in Eédia, 55% dos seus nutrientes ficam
retidos no soro sendo os mais abundantes, a lactege5 a 5,0 % p/v), as proteinas solluveis
(de 0,6 a 0,8 % p/v) e os minerais (de 9 a 10 %xtl@to seco); entretanto, possui também
quantidades apreciaveis de outros compostos cooroexemplo, acido lactico e citrico,
compostos nitrogenados ndo protéicos (uréia e agithkm) e vitaminas do complexo B
(Mello, 1989; Siso, 1996; Ponsana; Pinto; Castroa€gx 1992; Richards, 1997).

A producéo de leite bovino no Brasil em 2008 foiageoximadamente 27 bilhdes
de litros (MilkPoint, 2010). Percebe-se que nogmas 10 anos a producdo de leite vem
crescendo em torno de 4,7% ao ano. No Nordestmdugio média foi de 3 bilhdes e 400
milhdes de litros, com destaque para o estado ¢ B@m 952 milhdes de litros. O Rio
Grande do Norte apresentou uma producdo em tor2d @enilhdes, com incremento de 2,5
% em relagéo ao ano anterior (MilkPoint, 2010).

Uma vez que a quantidade de soro produzida vem rdantd anualmente,
acompanhando a tendéncia mundial da producédo d@ gueonseqientemente da producao
de leite, existe a necessidade de se utilizar ubpreduto, com seus grandes volumes
produzidos, a fim de se obter produtos que possuaior valor agregado.

Por outro lado, o soro de queijo pode ser vistoaagente de poluigdo, quando o
mesmo é descartado em cursos de agua e pode pravibestruicdo da flora e fauna devido a
sua alta demanda bioquimica de oxigénio (BB®egundo Neves (1993). Isto ocorre por
causa do elevado conteudo em matéria organicaciadeoprincipalmente a presenca de
lactose e proteinas. A DBO do soro € de 30.000.@080mg/l (Von Sperling, 2005), assim a
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matéria organica é avaliada de maneira global @etagnente por meio do parametro
denominado DBO, que representa a quantidade defromigdissolvido necessario para
degradar biologicamente certa quantidade de mabég@nica contida em uma amostra de
efluente liquido. Portanto, isto significa que peaaa litro de soro descartado nos efluentes,
cerca de 30g a 50g de oxigénio dissolvido na agsapmhrecerdo (Rede Ambiente, 2007).
Entretanto, o soro pode ser considerado produtoenpdlo seu teor de proteinas sollveis,
ricas em aminoacidos essenciais, pela presencdameinas do grupo B e pelo elevado teor
de lactose e sais. As proteinas do soro possuenoaomos essenciais facilmente digeriveis
e considerados altamente completos, tanto fisicédguanto nutricionalmente. Além disso,
apresentam caracteristicas funcionais excelentesurfds, 2003). Sob o ponto de vista
nutricional, as lactoalbuminas possuem um dos milkis PER Protein Efficiency Ratip
conhecidos 3,1; que supera o da caseina que &dé&dsum, 1974; De Wit & Hontelez-
Backx, 1981). O PER mede o quociente do ganho de pm gramas pela quantidade de
proteinas ingeridas, também em gramas, de um gleamimais de laborat6rio normalmente
camundongos, submetidos a uma dieta contendo eiqmam estudo (Jonasal, 1976).

Os componentes mais valiosos do soro sdo as mefemas como a sua
concentracdo neste liquido é muito reduzida, 93%gdea e 0,6% de proteina, sdo necessarias
etapas de concentracdo, para que as suas progseiadionais sejam realgcadas (Huffamn,
1996). Os concentrados protéicos do soro apresecdaatcteristicas funcionais desejaveis
para a industria de alimentos como boa solubilidadgeosidade, capacidade estabilizante,
emulsificante, espumante, geleificante e boa aBsodg agua (Mathur & Shahani, 1979).
Assim, estas proteinas tém encontrado uma sériaplitacfes nessa industria, incluindo
sopas desidratadas, molho para saladas, alimerftodis, dietéticos e geriatricos, sorvetes,
queijos, produtos de panificacdo, confeitarias,uiites, carnes, bebidas lacteas e como
suplemento alimentar (Hidalgo & Camper, 1977). $éguSingleton (1972), o sorvete é o
produto lacteo que mais usa soro.

Devido as propriedades funcionais, fisioldgicasi@opicas especificas de cada
uma das proteinas do soro, tem havido um cresggatesse no fracionamento das proteinas,
pois muitas vezes estas caracteristicas ndo sm faa&r nos concentrados protéicos de soro
devido a interagcdo de outros componentes (Bramfsiodgr; Daufin, 1997).

De acordo com Juliano; Petrus; Torrani (1987), @ utflizac&o racional do soro
resultante da fabricacdo de queijo na industritatieinios constitui pratica antiecondmica e
até mesmo anti-social, ndo sé devido a carénciadialude alimentos, mas também pelo

carater sazonal da producgéo de leite e oscilagsta.d
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No Brasil, ao contrario de outros paises, o sorgu#gjo ainda € considerado um
subproduto, residuo contaminante do meio ambieletggouco valor nutritivo. Nos Estados
Unidos, grande parte dos residuos de queijarigs@eitada e 90% destes sédo destinados a
alimentacdo humana, o que, em 2001 representouda&f0.000 toneladas. O Brasil, entre
1998 a 2001, importou mais de 140.000 tonelada®aeem po, devido a falta de capacidade
interna de producdo (Almeida; Bonassi; Roca, 2QBDEC, 2003). Este desperdicio, aliado
ao valor nutritivo do soro de queijo, leva a dioe@r a atencdo do meio cientifico ao estudo
de alternativas economicamente viaveis para 0 afitewwento de suas proteinas, que
apresentam alto valor nutricional e comercial.

Muito embora, as proteinas possam ser utilizadasuera forma concentrada
(Concentrado Protéico de Soro), que sao fonteséipest de inestimavel valor para
alimentacdo humana, principalmente considerandmial guadro de fome e desnutricdo que
ocorre na nossa regido e no mundo, entende-se gualares individuais das proteinas
existentes no soro ndo sdo completamente poteratak quando as mesmas se encontram
em tal forma. Portanto, a purificacdo de proteteas, em geral, dois objetivos basicos: (a)
obtencdo da proteina virtualmente pura, para mekstudo de suas caracteristicas
bioguimicas e de sua estrutura e (b) obtencdo dpraduto com maior atividade especifica,
por exemplo, as enzimas (unidades de atividadekngrateina) para aplicacdo em diversos
processos. Entretanto, processos de purificacammas elevar grandemente o preco do
produto final e isto se deve, principalmente, agpa&t envolvidas, que € dependente do
méximo rendimento e grau de purificacdo desejado.

Tipicamente, o processo de recuperacgédo e purificdedima proteina é composto
por multiplas etapas cuidadosamente definidas,t@omecomo fundamento a distingdo das
proteinas com base no tamanho (massa molar), pasdadrofobicidade, sequéncia de
aminoacidos, atividade biologica, etc., estes @sae S40 mais conhecidos cotimgvnstream
processing

Dessa forma, nodownstream processingitiliza-se um numero distinto de
operacdes unitarias para tratar uma solucao comibhibmolécula alvo a ser recuperada e/ou
purificada, podendo essa solugdo conter ou naoriadafearticulado, tais como células
intactas ou células rompidas. Nos ultimos anosgetamtto, foi dada atencéo consideravel ao
desenvolvimento das entdo chamadas operac¢Oesaidésgdedownstream processinglas
quais os trés passos mais classicos (separacédo-fqliido, concentracdo e isolacéo primaria
de produtos) sédo fundidos em uma sO unidade deagf®r Desta forma, 0S processos

semelhantes levam a uma redugdo do nimero de Gpsrapitarias necessarias ao processo
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de purificacdo e, desta maneira, permitem ndo sa aita recupera¢do, mas também uma
economia superior na obtengéo destes produtos.

Nesse contexto, um renovado interesse vem sendio, d@s ultimos anos, a
técnica da Adsorcdo em Leito Expandido (ALE) naaale recuperacdo de biomoléculas,
principalmente pela sua aplicagdo em processos alijpentacdo apresenta material
particulado. Uma vez que o leito opera na formaaegfa, ndo existe o blogueio da coluna
pelo material particulado em suspenséo, e essassarpaspreferencialmente pelos espacos
vazios do leito. Dessa forma, reduz-se o numeretalgas, reduzindo o custo e o tempo de
processamento da biomolécula (Santos, 2001).

Dessa forma, a presente tese teve por objetiviaaaltécnica de adsorgdo em
leito expandido como uma alternativa para recupeprificar proteinas presentes no soro de
queijo tipo “coalho”, utilizando processos que miiEem 0S danos aos seus componentes e
gue diminuam as etapas do processo, objetivandpraveitamento dessas proteinas e a
reducdo de seu custo total. Para isto, foram seldz estudos hidrodinamicos, onde avaliou-
se 0s parametros como expansao do leito, porosidétabuicdo do tempo de residéncia,
além da avaliacdo do potencial de adsorcdo derésdsas disponiveis no mercado para
adsorver as proteinas do soro em leito expandido.

Este trabalho esta organizado da seguinte forma:

Capitulo 2: Apresenta o estado da arte. Nele ef#uama abordagem minuciosa sobre,

principalmente, as proteinas do soro e a técniesgercdo em leito expandido.

Capitulo 3: Nesse capitulo apresentam-se os materianétodos experimentais utilizados

neste trabalho para obtencéo das proteinas dasstedas.

Capitulo 4: Nesse capitulo sdo apresentados e tidesuos resultados obtidos no
desenvolvimento do trabalho.

Capitulo 5: Nesse capitulo sdo apresentadas asipaisn conclusbes advindas do

desenvolvimento do trabalho.

Capitulo 6: Apresenta as Referéncias Bibliografemassultadas.
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2. Estado da arte

2.1- Soro de leite bovino

O soro de leite bovino € um produto resultante dipitacdo de gorduras e
caseinas do leite durante a fabricagdo de qudiste produto representa de 85 a 90% do
volume de leite e retém 55% de seus nutrientedradeles a lactose (4 a 5%) e proteinas (0,6
a 0,7%). O soro de leite pode representar um iraptatproblema ambiental, com uma
demanda bioquimica de oxigénio de 30.000 a 50.0§/0,ncaso seja destinado diretamente
em rios ou esgotos publicos, o que atualmente n@rréitido. A alta percentagem de agua
presente no soro de queijo inviabiliza economicdmena desidratacdo, e o fato de ser
perecivel agrava o problema, impossibilitando semaaenamento prolongado, dessa forma
direcionando as pesquisas para 0 seu aproveitammentproducdo de biogas, etanol e
proteinas concentradas. Estudos realizados tambgeresn o aproveitamento de soro de
queijo para a producdo de fermento de panificacénti®ioticos (Almeida; Bonassi; Roca,
2001; Husseini; Shojaosadati; Towfighi, 2003).

A composicao dos soros de leite bovinos ndo é sempresma e altera-se devido
a técnica de producdo de queijo, a variacbes sez@mmdo dependente das espécies
produtoras e da sua alimentacdo. Na Tabela 1, ¢eams composicdo média de leite e do
soro de leite bovino. O soro de leite bovino possaisua composicao 6,9% de sdlidos totais,
sendo 0,6% de sais minerais, 0,3% de gordura, d®%roteinas, 5% de lactose e 0,1% de

acido lactico resultante da fermentacéo da Lad®shards, 2002).
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TABELA 1- Composicéo tipica do leite e do soro eiéel

Leite Soro Soro*
g/100g g/100g (%)

Proteina 3,6 0,65 - 1,05 1,78
Gordura 3,7 0,05-0,63 1,05
Minerais 0,7 0,37 -0,95 0,60
Lactose 4,9 4,5-5,3 4,20
Soélidos totais 12,9 6,2-7,3
pH 6,41
Acidez-Grau Dornic 17,00D

Fonte: Smitherst al, 1996; Technivest, 2000.
*Florentino (2006), Mesmo soro usado neste trabalh

2.2- Proteinas do soro de leite bovino

Proteinas de soro de leite bovino sdo definidasocaquelas que permanecem
retidas no soro do leite depois de coagulacao dairta a 2 e pH 4,6. O soro contém
aproximadamente 20% das proteinas originais de. |&i$ duas principais proteinas sdo as
B- lactoglobulinas e a- lactalbumina, que perfazem de 70% a 80% das ipesteotais do
soro (Sgarbieri, 2005). As sub-fragBes ou peptideasindarios, assim denominados por se
apresentarem em pequenas concentragcdes no soroeide $30 compostas por:
glicomacropeptideo, imunoglobulinas, albumina, déetina, lactoperoxidase, lisozima,
lactolina, relaxina, lactofano, fatores de crescitodGF — 1 e IGF — 2, proteoses-peptonas e
aminodcidos livres (Haraguchi, Abreu, De Paula,6200

A FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/Wold Health Orggzation)
restabeleceu em 1990 dois padrbes de necessidadamidoacidos essenciais: um para
criancas com menos de 2 anos, que corresponde gosmé@o do leite humano e, um outro
padrdo, para as idades seguintes, obtidos comniaatexa de oxidacdo de aminoacidos em
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funcd@o dos niveis ingeridos. As proteinas do spresentam quase todos os aminoécidos
essenciais em excesso as recomendacdes nutricienaisisumo da FAO/WHO, exceto para
0s aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirositato para criancas como para adultos
(Sgarbieri, 2005; Torres, 2005).

Devido ao seu conteudo em aminoacidos essenciaialar bioldgico das
proteinas do soro € alto se comparado ao de quotsinas. Além disso, as proteinas do soro
contém uma alta concentracdo de aminoacidos deacealaificada (leucina, isoleucina e
valina). Segundo Ha e Zemel (2003), a abundéancidedeina no soro € de particular
interesse, uma vez que este aminodcido tem siddifidado como iniciador da sintese
protéica muscular. Em razdo do seu relativo excessoaminoacidos essenciais (lisina,
treonina, metionina e isoleucina) as proteinasotdo sdo suplementos efetivos para proteinas
vegetais que sdo deficientes nestes aminoacidok€wadillar; German, 2002; Ha e Zemel,
2003). As proteinas do soro tém um quociente a@é&afiia protéica (PER) de 3,4, superando
o da caseina que é de 2,9, em razdo do seu maiaet@minodcidos sulfurados. Além disso,
aa-lactoalbumina contém quantidades significativariggofano.

As proteinas do soro contém varias sequéncias dwaonos com propriedades
bioativas, ou seja, sua hidrolise pode liberar ideps capazes de modular respostas
fisiolégicas no organismo animal. Muitos ja forasolados e caracterizados, tendo sido
observadas atividades imunomoduladora, antimicnab& antiviral, antitumoral, antitlcera,
anti-hipertensiva, anticoagulante, opioide, ergamgn anticolesterolémica e fatores de
crescimento celular (Gauthier e Pouliot, 2003; Bigair 2005; Pachecet al, 2005).

As proteinas do soro de leite sdo muito conhecmida versatilidade de suas
propriedades funcionais, sendo utilizados na fab&o de bebidas lacteas, na producédo de
ricota e como coadjuvante tecnoldgico e/ou ingrgdieas industrias de produtos carneos,
panificacdo e confeitaria (Wit, 1998; USDEC, 200Rambém tém destaque suas qualidades
nutricionais e fisiologicas. A Tabela 2 ilustra wgas propriedades das principais proteinas
do soro para a escolha da técnica de recuperacpmtignas. Nesta Tabela observa-se que
algumas proteinas apresentam caracteristicas sarielhantes, o que dificulta o isolamento.
Por exemplo, as proteinfidactoglobulina ex-lactoalbumina apresentam ponto isoelétrico e
massa molecular bastante semelhante, o que difisult observacao, principalmente quando
se usa a eletroforese para separar as bandassd®oréi comum se obter o concentrado
protéico do soro de queijo, sendo mais dificil eeobao das proteinas isoladas.
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Tabela 2: Propriedade fisico-quimica das protedioasoro

%_
Propriedade B-Lg® a-lLa” SAB° g
Ponto isoelétrico 5,2 42a45 47a49 55a8;3
Concentracao no soro, g/l 2-4 0,6a1l,7 0,4 00al
Concentragao no soro, % (p/p) 50a60 18az24 Hal 6al2
Massa molecular, KDa 18,3 14 66 146
Residuos por molécula 162 123 582 NA
Hidrofobicidade média kcal/residuo 1075 1020 995 NA
Residuos apolares por molécula 54 44 163 NA
Residuo de Cis por molécula 5 8 35 NA
Residuos dissulfetos por molécula 2 4 17 NA
Residuo sulfidrilos por moléculas 1 0 1 NA
Residuos de Lis por molécula 15 12 59 NA
Residuo de Glu por molécula 16 8 59 NA
Residuo de Asp por molécula 10 9 39 NA

Fonte: Morr e H&, 1993.
3B-lactoglobulina; a-lactoalbumina;°soro albumina bovina®imunoglobulina.

NA — ndo analisado.

2.2.1-p-Lactoglobulina (B-Lg)

A B-lactoglobulina é a proteina mais abundante (apragamente 50% de todas
as proteinas do soro e 10% do leite). Apresenta eonaentracdo media de 3,2 a 3,4 g/l
sendo uma proteina globular constituida de 162lueside aminoacidos, massa molecular
18,3kDa. Desnatura-se a temperatura acima de 6pHCatevado, em torno de 9,6. A 70 °C
sofre desnaturacao irreversivel e polimerizaca®)(SOutra caracteristica importante a
ressaltar € que esta apresenta cinco residuosstkinai com duas ligacdes dissulfeto
intermolecular ligando os residuos 66 e 160, eesgluos 106 e 119 ou 121, e um com 0O
grupo SH livre no residuo 119 ou 121. A conformagd@anolécula depende do pH (Antunes,

2003).
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Apesar de se conhecer muito sobre a estruturauecioohalidade d@-Lg, pouco
se conhece sobre sua funcionalidade (Sgarbierg)20® entanto, pode-se afirmar que € um
bom estabilizante de proteinas, usado para prodigdmlas e guloseimas (Zydney, 1998).
Tem capacidade de ligar-se a compostos, por exerapldo palmitico, tolueno, azul de
bromo-fenol, &cido retindico e o retinol. Tem unei&f protetor na destruicdo térmica do
acido ascorbico em solucdo aquosa (Dai-Dong; Nddakgy, 1990). Os peptideos derivados
da B-Lg podem influenciar fortemente o nivel de coledtesérico (Nagaoka; Kanamaru;
Kuzuya, 1991). Estudo recentes tem mostrado q@epesteina tem capacidade de reduzir

células tumorais - aumento da glutationa (More022 Fachel; Castro, 2004).

2.2.2-a-lactoalbumina (a-La)

Conforme Burrington (2002), a-lactoalbuminaé a segunda proteina mais
abundante no soro, correspondendo a 20-25% dasimastdo soro e 2% do leite, numa
concentracdo 1,0 a 1,5 g/l. E uma proteina glopyaguena e compacta, praticamente
esférica, metaloproteina, com 123 residuos de awithos, sendo rica em lisina, leucina,
treonina, triptofano e cisteina. Apresenta pontelétrico na faixa de 4,2 a 4,5 e massa
molecular de 14kDa. Tem uma estrutura altamentgpaota com quatro ligagdes dissulfeto
intramolecular. E a Unica proteina do soro capdigdese ao célcio. Desnatura a 65,2°C em
pH 6,7, entretanto 90% da desnaturacao revertesorseesfriamento.

A principal atividade biolégica conhecida dd.a € como moduladora da sintese
da lactose nas glandulas mamarias. E usada parengé® de Ulcera gastrica (Matsumeto
al., 2001). Devido ao seu alto teor de triptofanajnéa substancia ligada ao estresse. E
utilizada na industria de alimentacéo infantil el@®er usado como agente contraceptivo e

possui atividade potencial contra o cancer (Haraigédreu; De Paula, 2006).

2.2.3- Albumina do Soro Bovino (BSA)

A BSA corresponde aproximadamente a 12% das pesefio soro com
concentracdo de 0,1 a 0,4 g/l. O ponto isoelée&td na faixa de 5,13 com massa molecular
de 69 kDa, sendo constituida por 582 residuos deodgidos com 17 ligagGes dissulfeto
intramolecular e um grupo tiol livre no residuo 84 aminoacido. E uma proteina de

transporte de acidos graxos insoluveis do sisteroal&torio sanguineo (Tardiadt al, 2003).
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A BSA sofre desnaturacdo em pH acima de 9,0 e wdtaperaturas. E mais compacta na
regido carboxi-terminal do que na regido amino-teain diferenciando-se em
hidrofobicidade, passante liquida e habilidade atenér ligacbes com ligantes. Tem como
funcao bioldgica fornecer aminoacidos essenciaigseaitilizada como marcador em gel de
eletroforese, possui aplicacdo terapéutica e taméémilizada na industria de alimentos
(Haraguchi; Abreu; De Paula, 2006).

2.2.4- Lactoferrina

A lactoferrina € uma glicoproteina com concentrabastante diluida no leite
bovino (20 a 200 pg/l), compde aproximadamente de2% das proteinas do soro. Seu peso
molecular é de 76kDa. Possui uma cadeia de 689ocacidos. Polimeriza rapidamente na
presenca de ions Cae tem acdo antimicrobiana (Tsugtaal, 2000; Serrano, 2006).

Entre as funcbes bioldgicas desta proteina estfpacitlade de ligar-se a atomos
de ferro (Recio & Visser, 2000; Sgarbieri, 2005 Eirtude desta habilidade, exerce
destacada funcao antibacteriana e inibe a proddedoxinas por microrganismo. Por outro
lado, promove o crescimento de bactérias, tais cdiiimlus, regula a absorcdo e a
biodisponibilidade de ferro, propicia efeito imunashalador, juntamente com atividade
contra virus, cancer e trombose e, em nivel imasta lactoferrina exerce ainda funcdo
imunoestimulatoria e age como fator de crescimemuaturacdo dos enterdcitos (Haraguchi;
Abreu; De Paula, 2006).

2.2.5- Lactoperoxidases

A lactoperoxidase compde aproximadamente 0,5% daigipas do soro. Em
termos estruturais, trata-se de uma cadeia poigpeptde 612 aminoacidos com massa
molecular de 89 kDa. Kussendrager e Van Hooijdof2R00), na sua revisao sobre
lactoperoxidase, realgcam a aplicacdo desta protinzo um antimicrobiano natural em
produtos alimentares e néo alimentares. Estudoikadi tém sustentado a possibilidade de
que o acumulo de placa dentéaria, gengivite e doinda carie podem ser reduzidos por
preparagOes apropriadas de lactoperoxidase, iwelesim algumas preparacdes protegidas

por patente (Timmer, 2004).
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2.3- Recuperacao e purificacdo de biomoléculas

Em geral, as solucbes contendo as biomoléculasemgrurificadas encontram-se
misturadas as ceélulas, sais e a produtos geradastdia fermentacdo. Portanto, necessitam
de um tratamento que possibilite a separacdo desttgiais (muitas vezes indesejaveis), o
que acaba elevando os custos da sua purificacdengo representar 80% do custo total de
producdo (Spalding, 1991; Sadana & Beelaram, 1994).diferentes tipos de operacdes
unitarias utilizadas durante a recuperacéo ouipacfio de biomoléculas alvo sdo chamados
de downstream processesdele dependem a viabilidade econdmica desse pm¢Bastos,
2001). Portanto, qualquer técnica que permita ag&aldas etapas downstreanprocessing
deve ser vista com grande interesse, pois 0 empEgeto de processos de purificacédo torna-
se essencial para que se atinja éxito na selecauoottcula alvo (substéncia ou espécie
desejada). Dentro desse contexto existe interesdseapsorcdo em leito expandido (ALE),
devido, principalmente, a reducado de etapas, pp@ssivel, em uma Unica etapa promover a
captura, recuperacao e a purificacdo da biomolgentasolu¢cdes contendo ou ndo material
particulado (Law; Leary; Pujar, 2007).

No caso especifico das proteinas do soro de leited, a literatura tem relatados
diversos métodos que podem ser utilizado para agf@re purificagcdo destas proteinas.
Dentre os meétodos propostos, freqientemente, terapsgtado: precipitacdo, extracdo em
duas fases aquosas, ultrafiltracdo, eletrodialigse ccomatografia, que envolve técnicas de
troca idnica, interagdo hidrofobica, afinidadel&ddtdo em gel. Para a separagéo/purificacdo
das proteinas do soro, algumas dessas técnicadpdmy seu alto custo, podem tornar-se
inviaveis. Portanto, tem crescido o interesse potepdos pesquisadores em estudar a técnica
de adsorcédo em leito expandido, pois esta téchiiména algumas etapas do processo, como
filtragdo ou a centrifugagdo. Com isso, diminuitossalém de diminuir perdas de qualidade

das proteinas e proporcionar um grau de purezadde(\Bantos, 2001).
2.3.1- Fator de recuperacao e purificacao de pragei
A avaliacdo do desempenho de qualquer método déicpg@o de proteinas se

baseia na recuperacdo e no fator de purificacdsada®teina em relacdo a solucéo inicial

como a relacdo da concentracdo do material putdi¢€) com a concentracdo do material
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inicial (C,), ou quaisquer etapas dentro do bioprocesso, teadpre uma etapa anterior
como referéncia. Dessa forma, define-se:

A recuperacao da protein®R) como a relacdo da concentracdo do material
purificado (C) com a concentracdo do material néofipado (G), dada em porcentagem
(Santos, 2001), conforme a Equagao 1:

Recuperacao da proteina(%)éc—* 100 (1)

0
O fator de purificacdoHP) € definido como a relacdo entre a atividade éBpac
no material purificadoAP) com a atividade especifica no material ndo maifo ANP), no
caso de enzimas, ou massa da biomolécula alvo kagBoea massa prévia, ou seja, para

enzimas tém-se, conforme a Equacéo 2:

Fator de Purificacéo -MP (2)
MPI

SendoMP a massa de proteina ap6s uma determinada etapBed@cia (ex. apos
a cromatografia de interacdo hidrofébicd)lel a massa inicial de proteina antes dessa etapa.
No caso de uma determinada proteina do soro de fmtia a massa dessa proteina apds a

cromatografia e a massa inicial dessa protein@o s

2.4- Adsorcao em leito expandido (ALE)
2.4.1- Consideracdes iniciais

O uso da adsorcdo em leito expandido teve inicidimoda década de 1940 e
inicio da década de 1950, sendo empregados emsndu@as de quimica industrial como, por
exemplo, no tratamento de agua residudrias, atdv@socesso de adsor¢cao por troca ionica,
mas com poucas aplicagcbes na biotecnologia (pagéic de proteinas em particular).
Barthelset al. (1958) descreveu o uso da adsorcdo em leito exprampaira a purificacdo de
streptomicina em uma resina de troca-catibnica, d@ddo ao fato de haver grandes
flutuagGes na viscosidade do caldo néo foi possitietar a coluna sem exceder a velocidade
terminal das particulas da resina (Thelen & Ramit€87). Segundo Gopal; Prince; Hearn

(1993), a partir da década de sessenta, houvdivend® utilizacdo da técnica em processos
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biotecnoldgicos, sem muito sucesso, pois houvedgéd devido as propriedades fisicas, com
pequena diferenca de densidade entre a particlitta mpregada como adsorvente e o
liquido, e a complexidade inerente aos fluidos osaan processos biotecnolégicos.

Apesar dos problemas apresentados, no inicio daddéde 1990 houve um
crescente interesse de pesquisadores na aplicag&osrdca de adsorcdo em leito expandido
para recuperar e purificar proteinas de solu¢cdetendo ou ndo material particulado (Chase
& Draeger, 1992; Changt al, 1993; Frej; Hjorth; Hammarstrom, 1994; Batt; Yabavar;
Singh, 1995; Pessoat al, 1996; Owen & Chase, 1997; Clemmitt; Bruce; Chd$98;
Lihme et al, 1998; Mattiasson & Nandakumar, 1998; Fernanddmteet al, 2000; Palsson;
Axelsson; Larsson, 2001; Cabangee al, 2004; Hidayat; Takagi; Yoshida, 2004; Kalil;
Maugeri-Filho; Rodrigues, 2005; De Lamotte, 2008).processo continuou sendo utilizado
devido ao interesse por parte da industria de bagssos em diminuir o nimero de operacdes
unitarias usadas nas etapas de purificacdo, paincgnte a centrifugacdo e a filtracdo, uma
vez que as biomoléculas geralmente séo sintetizadaseios liquidos que contém particulas
sélidas em suspensdo (células e/ou fragmentos l#as)é ou recuperadas de meios
complexos como é o caso do soro do leite, porsss em fluido que provoca a comaltagem
em leitos fixos, segundo Bascatlal (1993), Carrere (1993) e James (1994).

Assim, a principal vantagem na utilizacdo da adsoem leito expandido, sobre a
técnica cromatografica tradicional em leito fixogée a coluna pode ser alimentada com
solucéo contendo células ou residuos celularesuspessao sem a necessidade de remocéao
prévia das mesmas, reduzindo o nimero de etapa®oesso e evitando a perda da atividade
da biomolécula alvo devido a acdo de proteasesemqess acidos nucléicos, etc, e
consequentemente, havera reducdo dos custos nafaooBantos, 2001).

Apesar das vantagens na utilizacéo do leito exdarelin detrimento ao leito fixo,
alguns problemas persistem, tais como: quando #eautdsorventes convencionais
utilizados em leito fixo, provoca-se elevada mistantre o liquido e o adsorvente gerando
uma dispersdo axial elevada, onde a existéncia pmaa um estagio de equilibrio
compromete a eficiéncia do processo de separagdadsorcdo. Como alternativa, foram
estudados tipos de colunas e adsorventes. ChassegdD (1992) desenvolveram uma coluna
cromatografica provida de um distribuidor de fluyee permite uma fluidizagdo estavel do
leito com escoamento tubular mesmo utilizando adswe a base de agarose
convencionalmente utilizados em leito fixo. Essddizacdo s6 era conseguida quando baixas

velocidades eram utilizadas, provocando baixa ginadade no processo de purificacdo de
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biomoléculas a partir de meios complexos. Esteguiesdores perceberam a necessidade de
se desenvolver adsorventes capazes de exibir edsdichs fisicas e absortivas desejaveis e
gue obtivesse alta velocidade de sedimentacao.

Existem no mercado novos tipos de adsorventes ana®l especialmente
produzidos para processos cromatograficos com géls@am leito expandido. A Pharmacia
Biotech lancou em 1993 a linha “STREAMLINE”, queogdarticulas adsorventes, com alta
velocidade de sedimentacéo conseguida atravésldado de um nucleo de cristal de quartzo
na matriz de agarose. Tém sido desenvolvidos nbgos de adsorventes, mantendo-se as
caracteristicas de alta densidade, oriundos desvéipos de materiais (Voute & Boschetti,
1999; Theodossiou; Thomas; Timothy, 2002).

Portanto, o principio da adsorcdo em leito expandidseia-se na fluidizacao.
Desta forma, partindo de um leito fixo e aumentaadwazdo do fluido, atinge-se uma
velocidade na qual a forca de arraste iguala-speao das particulas, ou seja, a forca de
arraste iguala-se a queda de pressdo em uma dedamarea transversal. Entdo, um leito
fluidizado estavel € formado quando as particuldsorventes sdo suspensas devido ao
equilibrio entre a velocidade de sedimentacdo elacidade do fluido ascendente. Esta
técnica opera em condi¢cdes “suaves” de fluidizag@mgsionada pela segregacdo das
particulas adsorventes e caracterizada por um liRéyoolds da particuldr{,) da ordem de
0,5 — 1,0, aumentando entdo a eficiéncia da ligagBorvente-proteina (Santos, 2001). A

Figra 1 mostra os passos do processo de adsorchit@expandido.

T T 1T 4 0

=

T T T 4O O

0. Adsorvente 1. Equilibric 2. Aplicaciode 3. Lavagem 4. Ehiciio 5. Regeneracio
Sedimentado  {expandido) amostra (expandido) (leito (leito empacotado)
{expandido) empacotado)

Figura 01: Esquema dos passos na adsorcao emnexgiémdido, onde as colunas mostram os
diferentes estagios de operacdo do sistema. As @mtiIcam a direcdo do escoamento
(Pharmacia Biotech).
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O modo de operacdo em leito expandido difere umc@odos processos
cromatograficos convencionais, uma vez que se @menauma maior porosidade do leito, da
ordem de 0,7 a 0,8, quando comparado com os poxcdsdeito fixo cujos valores tipicos de
porosidade do leitce)] séo de aproximadamente 0,4.

Na adsorcdo em leito expandido, o equilibrio eotrsistema tamponante e o
adsorvente é realizado com fluxo ascendente e etboria forma expandida. No equilibrio, o
volume de fluido aplicado ao leito é geralmenteainezes o volume do leito empacotado do
adsorvente. Nesta etapa, o pistdo é posicionagan@superior da coluna, permitindo, assim
a expansao do leito.

Apo6s o equilibrio, segue-se a etapa de aplicacamaterial contendo células,
restos celulares e/ou material particulado. Essgaettambém é realizada com fluxo
ascendente e com o leito na forma expandida, @y e&@n maior porosidade do leito. Como
as propriedades fisicas do material aplicado sderedites do tampdo de equilibrio,
particularmente uma maior viscosidade, o leito agpa se a velocidade linear ndo diminuir.
Sabendo que o material particulado possui uma ielde de sedimentacdo muito menor que
do adsorvente, o material particulado deixa a @londe as moléculas alvo sdo retidas por
interacdo com o adsorvente.

Depois, segue-se a etapa de lavagem, sendo nézgsma remover o material
particulado e proteinas fracamente adsorvidas. &stga também é realizada com fluxo
ascendente e com o leito na forma expandida. Emidsega eluicdo é realizada em modo
sedimentado. O fluxo de solucdo tamponante paraito B interrompido, espera-se a
sedimentacdo do adsorvente e o pistdo é abaixadosatperficie do adsorvente. Nessa etapa
o sentido fluxo é invertido e a eluicdo € realizada o sentido do fluxo descendente com o
leito fixo. Alguns componentes podem continuardigg devido as condi¢cbes de lavagem e
eluicdo escolhidas. Devido a remocdo de componentissejaveis seguir um declinio
exponencial, passa-se por um processo chamadolanihg-in-place’; com solugdes, tais
como 1 M NaOH e 2 M NaCl, em baixa velocidade dligal, para que haja
descontaminacéo e regeneracao do adsorvente (AaneRharmacia Biotech, 2008a).

Conforme exposto por Chaegal. (1993), a sequiéncia de eventos na operacéo de
um leito fixo e de um processo de purificacdo zdiido leito expandido é similar.
Primeiramente, h&4 estagio de contato entre o agistene o adsorbato. Se isto ocorre em um

leito expandido, é importante determinar as caristieas de expanséo do leito: como a altura
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do leito varia com a vazéo do liquido de entradarao esta expansdo é afetada quando as
solugdes contendo particulados séo usadas. Emdedugar, existe o questionamento se 0
processo de adsorcdo difere quando ocorre em uto é&dipandido. Este aspecto é
convenientemente abordado determinando-se a cwvaumtura. Num terceiro momento,

verifica-se como o processo de adsor¢do ocorreasaipca de células.
2.4.2.- Hidrodinamica

O conhecimento do comportamento do leito em furdg® propriedades fisicas
das particulas e do fluido € de fundamental imporapara as operacdes usando leito
expandido. Essa caracterizacdo ocorre principaknergdindo-se a expansao do leito em
funcdo da velocidade do fluido, ou observando-seflaéncia de outros fatores como
distribuicdo de tamanho de particulas, viscosididiuido e a presenca de células.

Ao se utilizar leito expandido, como em qualquer@estudo de fluidodinamica,
deve-se atentar para a sedimentacdo e a fluidizdgamaterial particulado para que se
possam obter as condi¢cdes ideais de operacao o ebgpandido. Uma das formas de
conhecer o comportamento de um leito em funcagugsiedades fisicas das particulas e do
fluido é através da correlacdo de Richardson e, faki em 1954, estudaram a sedimentacéo
e fluidizacdo de vidro, divinil-benzeno e balas afeimbo usando solucdes de cloreto de
sodio, cresol e glicerol e chegaram a equacaoejaeionava a velocidade do fluido (U) e a

velocidade terminal da particula;ldom a porosidade do meie {, descrita por:
3)

Em que fi” é o indice de Richardson-Zaki ou indice de exfansendo uma

funcé@o do numero de Reynolds terminali{Reonforme Equacéo 4.

d,p,U
Re =Pt &)
u

Para o regime de Stokes, onde R®,1, a velocidade terminal de uma particula

isolada () é dada por:

2 —_—
18u

Sendo Re dado por:
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d,p U
u

O grau de expansao é um numero adimensional caaeh a altura do leito apos

Re = (6)

a expansdaoH) com a altura do leito fixo de adsorventdo)(para uma determinada
velocidade linear do fluido (Equacéo 7). Este é skwida o método mais pratico e mais
utilizado na caracterizagao dos leitos expandidResgoa Junior e Kilikian, 2005; Santos,
2001):

Altura do leapandido H
Grau de expanséo = = (7)
Altura dotkefixo Ho

A relagdo entre a porosidade do leito e o grawgdaresao é dada por:

£=1-(1-¢,) I:|° (8)

Sendoe a porosidade do leiteg a porosidade inicial do leito (assumida ser (:4),
a altura do leito expandidoHg a altura inicial do leito.

Para avaliar a viabilidade técnica da ALE para ustemininado processo de
recuperacdo pode-se usar de um meétodo simples detifqpacdo das limitacdes das
potencialidades hidrodinamicas que podem surgavés da interacdo da biomassa com o
adsorvente. O procedimento é baseado no estudesgongpenho da distribuicdo do tempo de
residéncia (DTR) durante o emprego do licor de ggsco bruto o qual fornece uma percepcao
da situagéo hidrodinamica antes das condicbesdegsocessamento.

A analise de distribuicdo do tempo de residénciBRDé uma técnica de grande
importancia no estudo da hidrodindmica em sistelf@islizados, pois este leva ao
conhecimento do comportamento do mesmo, para saberste se encontra em regime
empistonado plug flow”, de mistura perfeitaback mixing, ou intermediéria. Além disso, o
regime é de grande importancia na influéncia dopmytamento cinético de adsor¢éo e levam
a uma avaliacdo da possibilidade de aplicacaoitioria recuperacdo das moléculas alvo.

A medida das DTRs em ALE, entretanto, € complicddeido a presenca de
material biolégico particulado que impedem o usdrdgadores que absorvem na regido do
visivel, tal como a acetona. As interferéncias islaig) pelas particulas contidas no licor de
processo requerem a identificacdo (localizacao)sdastancias que: (1) néo interajam entre

ambas as substancias da matriz cromatograficaceliaat de processo, e (2) que sejam de
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facil deteccdo entre as particulas originariasut@ensao biologica de proteinas (ex: cultura
em caldo). Em recente estudo foi descrito com swcesuso da fluorescéncia molecular na
recuperacdo do triptofano como reguladora desstsig@es. Contudo o nivel maximo de
deteccado compativel com o método foi de 7 a 8 Wiawassa em peso umido. No entanto, a
biomassa contida em solu¢des estoque para procaswarimdustrial é freqlientemente
superior a este valor, o que leva a necessidadgldmcdo de sensores oOpticos (Fernandez—
Lahoreet al, 2001).

A DTR € comumente obtida a partir de técnicas temak e resposta, como as de
pulso e frontal. A DTR € normalmente caracterizéglaimeros adimensionais como o Peclet
(Pe) ou de Bodenstein (Bo) representado pela Equaca partir da técnica de pulso com
sinal negativo e da comparacao das variancias delo®de dispersao axial em tanques em
série, encontra-se os valores do coeficiente deedido axial (Bxia) € 0 nUmero de pratos
tedricos (N), conforme as Equacdes 9 e 10:

Pe= HU

A ©)

_ U.H
2£.D

axial

(10)

A Figura 2 ilustra a determinacéo do tempo de égsith pela técnica frontal. Esta
curva é obtida pela passagem do tracador na cchamaatografica. Os passos seguintes sao
usados nesta determinacgao:

1) O leito cromatografico € fixado em uma determdnaltura e velocidade linear;

2) Alimenta-se a coluna com a solugéo contendagatior e aciona-se o0 cronémetro;

3) Mede-se a absorbancia gerada pelo tracador ida da coluna até que a absorbancia
retorne ao seu valor minimo;

4) Monta-se a curva gerada pela absorbancia enéidudg tempo de corrida, obtendo-se
assim um grafico semelhante a Figura 2.

A partir destes dados define-se:

a) O tempo de residéncia médio (t), como sendatartiia no papel entre a leitura do tempo
inicial até que este alcance a metade desta |€B0f& de absorbancia);

b) O desvio padraas) que é tido como sendo a metade da distancia estpentos de leitura
15,88 e 84,15%.

c) E com estes obtém-se 0 numero de pratos tedualasEquacdo 10 (Fernadez-Lahore et.
al., 2001; Santos, 2001).
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N=— (11)

Sinal pogitive Sinal negative

100

Figura 2: Pulso em degrau para determinagao doae®pesidéncia

2.4.3- Troca lonica

Nesta mesma linha de resinas STREAMLINE, existemesi®ias de troca idnica,
que se baseiam na distribuicdo de carga das pastes proteinas sdo adsorvidas nas resinas
trocadoras de ions por ligacdo eletrostatica grassantes opostas da superficie da proteina e
0 grupo carregado do adsorvente. As passantesas@iocbadas por contra-ions, tais como,
ions cloreto, ions metalicos ou outros ions exisgema solu¢cdo tampdo. A molécula de
proteina desloca os contra-ions que se situam oros @ interage com o adsorvente. Como
resultado global, a regido do adsorvente torndetgoamente neutra e o saldo de passante da
proteina sera de mesmo sinal que os contra-iotscddss, resultando a designacao de “troca
de ions” para o0 mecanismo de adsorgdo. Portanpminoipio basico da cromatografia de
troca-ibnica baseia-se na competicdo entre ionsitdeesse e contaminantes pelos grupos
carregados da fase estacionaria. As moléculasadeipa tém em sua superficie grupamentos
com passantes positivas e negativas. As passaos#iivgs sao oriundas, sobretudo, dos
aminodcidos histidina, lisina, arginina e das asiitexminais, e as passantes negativas sao
devidas ao acido aspartico e glutdmico e aos grepts carboxilicos terminais (Pessoa &
Kilikian, 2005).

De outra forma, pode-se dizer que € um processguabha solu¢do contendo o

composto desejado passa através de uma colunacdeidnica, cuja proteina ficara ligada a
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resina através de forcas eletrostaticas. A colyren&o, lavada com um tampéo de maior
forca ibnica, liberando primeiro as proteinas fraeate ligadas, seguido da liberacdo das
moléculas firmemente ligadas, o que permite sefaardAs fracdes obtidas por lavagem sao
entdo coletadas em pequenas fracdes sob diferamdigdes (Bailey e Ollis, 1986).

Como a superficie das proteinas pode ter passpositivas ou negativas, estas
resinas se subdividem em anibnica e cationica. ifngwra possui ligantes carregados
positivamente, destacando-se entre elas o dietitzatii (DEAE), aminoquatenario (Q),
aminoetilquaternario (QAE). Na segunda, os ligaetfo carregados negativamente e entre
eles, tem-se o carboximetileno (CM), metilsufongdd, propilsufonato (SP). As proteinas,
como regra geral, ficam carregadas positivamenaaes de pH baixos porque os residuos
dos aminoéacidos estdo protonados e, pelo contaralores de pH elevados apresentam em
geral uma passante superficial liquida negativavaldr de pH na qual o somatério de
passantes se anula é chamado de ponto isoelljd€érrére, 1993).

O trocador ibnico consiste de um sélido macroporqge possui, ligados na
superficie, grupos funcionais com passantes. Egsp®s podem se associar a contra-ions, e
0S contra-ions podem ser reversivelmente trocado®yitros ions de mesma passante sem
alteracdes do adsorvente (Kawasaki, 1991). Osdavea de ions podem ser classificados
como catiénicos ou anidnicos, conforme permutaidns com os contra-ions. Os catidnicos
possuem contra-ions positivos (+) e nos anidnisasatra-ions sdo negativos (-).

Assim, a capacidade dessas resinas depende dattagde dos grupos idGnicos e
da porosidade do suporte, verificando-se exclusa@leaular ou uma difuséo dificultada das
proteinas nos poros de pequeno didmetro. A capbeitiipica de adsorcao de proteinas para
esses adsorventes é da ordem de 100 mg proteina®/ngel, sendo também afetada por
fatores externos, como o valor de pH e concentrde&al do tamp&o. Em conseqiiéncia, para
uma proteina especifica, as condicdes de ligaca@ capacidade do gel tém que ser
determinadas experimentalmente (Fonseca, 1995).

Como exemplo, toma-se um caso de troca de aniwdes wma proteina carregada

negativamente é adsorvida em uma resina que poggupamento amino quaternario e ions

cloreto:
R-N(CHs)s", CI + NH,PCOO -~ R-N(CH)s', NH,PCOO+ CIf
resina proteina resina adsorvida
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Essa etapa € denominada também de fixacdo derarofedessorcao (ou elui¢cao)
da proteina é obtida numa etapa suplementar atdavésdificacdo do pH ou da forca ibnica

inferior ao pl da proteina, com adicdo, por exemgéoum acido como HCI:

e
R-N(CHs)s" + NH,PCOO  —  R-N(CH)s', CI'+ CI" NHsPCOOH

resina recuperada proteina

Um exemplo tipico de sistema de adsorcédo que ai@gse principio foi reportado
por Carréere (1993) usando a resina Spherosil QM#a gancentrar as proteinas lacto
albumina e lacto globulina a partir do soro de jgudista eluicdo também poderia ser feita
com aumento da forca idbnica do meio, com a adiedgat por exemplo, o cloreto de sédio.

As condicbes experimentais que afetam a capacidigepurificacdo em
cromatografia de troca ibnica sdo: pH, forca ibrdoatampéo, a natureza do ion-oposto, a
taxa de fluxo e a temperatura (Amersham Pharmaoiadh, 2008b).

2.4.31- Aplicacéo da ALE utilizando Troca I6nica

A cromatografia de troca ibnica é empregada pogrande nimero de processos
de recuperacédo e purificacdo de proteinas, primg#e pelo fato dos adsorventes serem
versateis, apresentarem custos relativamente baixosderem ser regenerados por varios
ciclos de adsorcao e eluicao (Collins & Braga, 3990

Pessoat al (1996) estudaram a purificacdo de inulinase dalpiela fermentagao
de Candida kefir em leito expandido. A faixa de pH entre 6,5 e 700 favoravel para a
adsorcéo da enzima usando uma resina fracamegt@an(Streamline DEAE). Para a resina
fortemente catidnica (Streamline SP), o pH aprolori@i 4,0. Obtiveram uma recuperagéo de
93% e um fator de purificacdo de 5,8. A capaciddidémica foi 62% do valor da maxima
capacidade de adsorcéao.

Cruz (1997) determinou as isotermas de adsorcdiaantio experimentos em
tanques agitados e em coluna de adsorcéo (leticefieito expandido), bem como as curvas
cinéticas e de ruptura para diversas concentrag@dnsulina utilizando resina Accel Plus

QMA como adsorvente. Foi feito um estudo do efeitopH da solucdo tamponante na
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adsorcdo da insulina, observando-se que a méaximarg@d ocorre no pH 8,0. Foram
comparadas curvas de ruptura para leitos fixowuidiZedos bem como determinadas as
concentracdes do produto apos a lavagem e eluigio solucdo de cloreto de saédio.
Verificou-se que o processo de adsorcao e eluigdduzem a fatores de enriquecimento da
ordem de 50 com rendimento de 80% na recuperachimielécula.

Kalil; S.J.; Maugeri-Filho, F.; Rodrigues, M. 1.0@5) estudaram a purificacao da
inulinase diretamente do caldo bruto obtido Eéuyveromyces marxianus var. Balgaricus
ARCC 16045, em leito expandido utilizando a resfdfreamline SP e obteve uma
recuperacao de 74% e um fator de purificacdo dé J€¥es; resultados obtidos operando-se
com fator de expansao de 2,0, alimentacéo a pHa/&gem a pH 4,1 e para a eluigéo tipo
degrau, com velocidade de 100 cm/h e pH de 4,1.

Foram estudadas, em um trabalho desenvolvido paikée(2005), dez linhagens
de Kluyveromycegara a producédo de inulinase, sendo que a linh&gdvarxianusNRRL
Y-7571 foi selecionada como melhor produtora déinage. O meio de cultivo industrial para
producao de inulinase por esta linhagem, foi cotigppsr 90 g/L de melaco de cana, 45 g/L
de agua de maceracéo de milho e 4 g/L de extrd&vddura, foi otimizado pela metodologia
do planejamento experimental e analise de supedieiresposta como ferramenta, atingindo
uma producdo em atividade enzimética em torno GdB0L.

Neste mesmo trabalho, foram realizadas etapas décagfo da inulinase
(adsorcao e eluicdo) em coluna de leito expandidiczamdo-se resina anidnica Streamline
DEAE. Também foram otimizadas através de um plam&jdo experimental e analise de
superficie para a melhor adsorgéo, e obtencéo dur fiator de purificacdo e recuperagdo. A
melhor condicdo de adsorcéo foi com o tampéo fofidd2 M, pH 6,5 e fator de expansao
2,0. A capacidade de adsorcéo obtida de 22.627 @micoluna de leito expandido é muito
superior a capacidade maxima de adsorcdo (Qm) 428 1U/mL, obtido em testes de
batelada. Na dessorcao da enzima, foram otimizesleslores de pH e o volume necessario
para o gradiente salino de NaCl passar de 0 pak& durante a eluicdo. Através do
planejamento experimental definiram-se pH na faigab,0 a 5,5 e 0 volume do gradiente
salino na faixa de 650 a 1.000 mL, resultando uetaperacdo de praticamente 100% da
enzima alimentada na coluna e um fator de purificale 24 vezes.

Santana (2006) estudou a recuperacdo das enairafisamilases produzidas a
partir das sementes de milloe@ maysem sistemas de adsor¢cdo em leito expandido (ALE).

Portanto, foram feitas otimizacdes das etapas ddupéo do malte de milho, desde o
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processo de germinacado (variando tempo) até aemcagriando o tempo e a temperatura),
para obter este produto com boa atividade enzimafccaracterizacdo hidrodindmica da
coluna de ALE foi feita para avaliar os efeitos thrmpdes fosfato (a 22°C) e Tris/HCI, com
ou sem malte de milho, sobre a fluidizacdo do lewmtendo a resina de troca ibnica
Amberlite IRA 410. Durante a recuperagédo das enzimaou-se como fatores a altura do
leito fixo (4 cm) e expandido (8,12, 16 cm), o @ 6 e 7), e o tipo de tampéo (fosfato ou
Tris/HCI ambos a 0,05M), em condi¢des constantedidedo (NaCl 0,25M a 14mL/min). Os
resultados mostraram que, para se obter um maitencaior atividade enzimatica, deve-se
parar a germinacdo das sementes no quarto disddasea 54°C por 5-6 h. A equacgdo de
Richardson-Zaki se ajustou a fluidizacdo das ressudre o efeito dos fatores estudados, e o
estudo de hidrodinamica mostrou que o numero dmgpraoricos (N), a dispersdo axial
(Daxia) € 0 numero de Pecld®d) aumentaram com a elevacdo da altura e da podesitia
leito. O tampéao fosfato aumentou a afinidade eatresina e as enzimas, enquanto que o
tampéao Tris/HCI n&o promoveu adsor¢do das mesmascuperacao das amilases em leito
expandido foi melhor que em leito fixo e aumentsando 8 cm (grau de expanséao dois) a pH
7. O fator de purificacdo foi de 500 vezes a a#igi#g inicial, provavelmente por reducéo de
impureza. Desta forma, este trabalho contribui@a paobtencdo de condi¢des étimas para se
produzir asa e B-amilases a partir das sementes de milb@a(mayys com alto potencial
enzimatico e boa aceitacdo comercial, podendo agwedpr a cultura do milho.

Severo Junioret al (2007), compararanx-amilase deA. niger (FORILASE
NTL®) cristalizada e purificada por adsor¢ao erolexpandido (ALE). Usou-se no primeiro
passo de purificagcdo uma coluna de cromatografia tox 30 cm de dimensdes e resina de
troca i6nica Amberlite IRA 410 como adsorvente. Wolume de 5 mL de uma solucéo
estoque der-amilase do tipo FORILASE NTL® misturada com BSA figjetado no leito
expandido de 4 cm para 8 cm de altura. Uma soldeddaCl a 0,5 M foi usada na eluicéo. O
eluido foi caracterizado bioquimicamente e, depwistalizado por difusdo de vapor em gota
por um més. A enzima cristalizada também foi caraada bioguimicamente. Os resultados
mostraram que a atividade foi completamente reagi@epela purificacdo por ALE e que
houve reducéo de atividade da enzima apos a @&tab. A enzima apresentou um peso
molecular de 116 kDa. Percebeu-se que as faixgdidedtimos das enzimas cristalizada e
purificada foram de 5,5-7,5 e de 6,5-7,5, respaniente, mas a temperatura 6tima da enzima
purificada por ALE foi de 80 °C e da enzima crigtdla foi de 50 °C. A enzima cristalizada

apresentou valores de atividade relativa acimaB08s para todas as temperaturas estudadas.
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As energias de ativacdo da reacdo de hidrélisendéoae as constanteshke Viax para a
enzima purificada e cristalizada foram 32 kJ/md48 g/L de amido e 6,78 mol/min.mL, 28
kJ/mol, 0,2527 g/L de amido e 0,2484 mol/L.minpextivamente. Este trabalho mostrou que
€ possivel a obtencdo deamilase do tipo FORILASE NTL® purificada por ALEOm
resinas de troca i0Onica e cristalizacdo, e quesedteas formas apresentam diferencas
bioguimicas e de conservagdo que levam a aplicagdestriais distintas, processos em
batelada e continuos, respectivamente.

Com o objetivo de estudar a adsorcao da bromedindesenvolvido um trabalho
por Campos (2007), onde se estudou os parametréticois de adsorcao, a altura do leito e a
velocidade linear bem como a caracterizagéo da ddnoa Foi observado que a atividade
enzimatica da bromelina aumentou com o aumentemadratura e com a proximidade do
pH neutro. Também foi observado que o aumentordpdratura acima de 65 °C causa uma
leve diminuicdo nos niveis enziméticos. Apds 15@utus, a bromelina reteve por volta de
50% da atividade inicial. A capacidade maxima deoegho foi determinada pela isoterma de
adsorcédo de Langmuir, onde os valores estimadas @are kg foram 9,18 U/mL e 0,59
U/mL, respectivamente. O tempo de residéncia fhuzelo 10 vezes com um incremento no
grau de expansao de apenas 2,5 vezes, contudoazodmpratos (N) foi reduzido apenas 2
vezes. O fator de purificacdo da bromelina foi priaxde 13 vezes. ALE mostrou ser 6tima
para a purificacdo de bromelina, e a enzima elisidaurificada em nivel de SDS-PAGE.

Sousa (2008) estudou as condicdes de separacadaiede fiagOes protéicas
presentes na clara do ovo, uma rica em ovalbummara contendo lisozima e conalbumina,
utilizando resina de troca catidnica Streamline @®resultados mostraram que foi possivel
obter duas fracOes protéicas da clara do ovo. Maepa fracdo foi possivel recuperar em
torno de 95% de ovalbumina. A segunda fracdo apt@seim rendimento semelhante para a
lisozima e para a conalbumina, sendo necessarigpraximo processo de separacao para
estas duas proteinas

Outra importante forma de aplicacdo da técnica dé émpregando troca iénica
€ para recuperar e purificar proteinas presentsono de leite bovino, principalmente as
proteinas a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, lactoperoxidase, lactoferrina. Ben os
trabalhos pode-se destacar o de Carrere (1993gd¥er(2000), Nobregat al (2000),
Chagas; Macedo e Santos (2006) e El-Sayed e Ch@5@)(

Com o objetivo de se isolar e caracterizar o Gleompeptidico (GMP) presente

em soro de leite, Tullio (2007) utilizou dois mésdultrafiltracdo em membrana de 50 e 30
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kDa e cromatografia de troca-ibnica. O perfil eldrético qualitativo mostrou trés bandas
distintas semelhantes a GMP comercial. O rendimelttoprocesso foi de 66,33% se
considerado o valor maximo de GPM por litro de 4r6g) e 79,17% se considerado o nivel
mais baixo reportado na literatura (1,2g), com tem¢ho de 0,95g de GMP por litro de soro
de leite. A fracdo obtida por cromatografia de drd@nica apresentou concentracdo de acido
siatico de 113,50pg/mg da fragdo obtida. O petétreforético qualitativo apresentou 3
bandas distintas, porém localizados em alturasresifes quando comparado ao perfil
eletroforético do GMP comercial. O rendimento docesso foi de 92,67% com a obtencéo

de 1,39g de GMP por litro de soro de leite.

2.4.4- Interacao hidrofébica

Na busca de se encontrar novos suportes paraiza¢dib da cromatografia
utiizando adsorcdo em leito expandido, pesquismlotém estudado e explorado
caracteristicas hidrofobicas das biomoléculas eotengial da cromatografia de interacéo
hidrofobica para separa-las e purifica-las, priakiente em meios complexos (Lindhal &
Vogel, 1984; Noppest al, 2000; Veredas; 2000; Queiroz; Tomaz; Cabral 12@liveira,
2003; Bonomo, 2005).

O principio da cromatografia de interacdo hidrof@bibaseia-se no ganho
entropico do sistema protéico, devido a remocdoadaa estruturada nos dominios
hidrofébicos presentes na estrutura da proteimc@aalmente pelo aumento da forga idnica
no meio, através do efeito da adicdo de sal neptogexemplo, o sulfato de amdnio, que
apresenta ions do tipadlting-out. Isto faz com que a proteina sofra a influén@a thns do
meio sobre sua estrutura protéica, alterando dudikdade, devido a exposi¢cdo dos grupos
apolares existentes em sua cadeia de aminoacidtes §upos apolares normalmente ficam
na parte interna da estruturas das proteinas quamdmeio aquoso (Pharmacia Biotech,
1993; Arruda, 1999).

A hidrofobicidade das proteinas esta baseada mafbimcidade dos aminoéacidos.
Os aminoacidos hidrofébicos tém a tendéncia deoseentrarem na superficie interna das
proteinas globulares e os hidrofilicos na superfiexterna. Dessa forma, ainda sobre a
cromatografia de interacdo hidrofébica, dois fatgpedem afetar o processo, séo eles: as
caracteristicas da fase estacionaria e da faselm@uen relacdo a fase estacionaria as

mesmas diferem entre si principalmente pela natudes ligantes imobilizados na matriz
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sélida. Os ligantes mais usados na cromatografiatdeacdo hidrofébica sdo os alcanos de
cadeia linear com ou sem o grupo amino terminguBeéo Queiroz; Tomaz; Cabral (2001) o
fenil e outros compostos aromaticos sdo tambémossaomo ligantes, apresentando bons
resultados devido a mistura de interacbes hidro&sbr-r. A fase movel deve ter
caracteristicas tais como tipo e concentracdo Hepbhe temperatura que favorecam a
interacdo da proteina, presente na fase liquida,acadsorvente. No caso da adsor¢gdo-da
lactalbumina, advinda do leite bovino, em resindsafidbicas € indispensavel a presenca de
um agente quelante na fase mével (tamp&o de adyangé vez que na presenca do iofi'Ca
(ion abundante no soro e no leite bovino) esseeipr@tapresenta-se na forma hidrolitica
(Noppe,et al, 2000).

2.4.21- Aplicacao da ALE utilizando Interac&o Hidrofobica

Existe na literatura uma grande quantidade de m&eue pode ser processado a
partir da adsorcdo em leito expandido como, pomgk® homogeneizados de bactéria
recombinante (Frej, Hjorth, Hammarstrom, 1994; KBant al, 1994), corpos de incluséao
(Frej et al, 1997), purificagdo de anticorpos monoclonaisdfiimeset al, 1995; Thommes
et al, 1996), caldos de fermentacdo ndo clarificadodaleérias e leveduras (Chang &
Chase, 1996; McCreattt al, 1995; Pinotti, 2003, Makino, 2005), na extra¢@oproteinas
do leite (Noppe; Hanssens; De Cuyd96) e extrato de tecido animal (Silva, 2004).

Com o objetivo de propor a melhor metodologia defipacdo de lipase de
Rhizopussp., Koblitz e Pastore (2004), testaram dois difte®e métodos cromatogréaficos
(troca idnica e interacao hidrofébica) e, aindaifiear o melhor planejamento estatistico para
caracterizacao bioquimica da mesma. Foi possivélqau parcialmente a lipase &hizopus
sp. com o0 uso de coluna de DEAEepharose(troca anionica) e de FENIISepharose
(interacdo hidrofobica). A primeira, embora maikethea para a enzima em questdo, parece
provocar reducdo de sua atividade. A presenca deresaconcentracées de ions* N
fracdo purificada por FENIISepharosearece contribuir para o aumento de atividade da
lipase. Embora os resultados obtidos por analisétivamiavel para determinacdo das
caracteristicas bioguimicas da lipase sejam cowgi@tcom a analise univariavel, aquele
planejamento nédo foi considerado indicado no ptessaso.

Maldonado (2006) analisou as etapas de pré-ferig@mtgelarificacdo dos meios

de fermentacéo e padronizacdo das condicOes deocdd inOculo), fermentacdo (selecdo e

Jorge dos Santos Cavalcanti junho/2010

28



Estado da arte

otimizacdo da composicdo dos meios de fermentaghopliacdo de escala (estudo da
producdo da enzima em reator de mistura e em raatidt), purificacdo da enzima (por
cromatografia de interacdo hidrofébica) e cararag@o parcial das enzimas brutas e
purificadas obtidas a partir deeotrichum candidunNRRL Y-552. De um modo geral, o
trabalho mostrou que é viavel a producdo de lipaspartir residuos industriais em
substituicdo a componentes convencionais de meiculfera (como peptona e extrato de
levedura). Trés meios de fermentacéo foram otinmggehra a producao da lipase quanto a
sua composicao (meio 1: 3,5% de hidrolisado dedienzee 0,7% de Oleo de soja; meio 2:
8,0% de 4gua de maceracdo de milho e 0,6% de élemjd e meio 3: 12,0% de agua de
maceracao de milho clarificada e 0,6% de 6leo @g.960ram obtidas atividades enzimaticas
maxima de 20,0 U/mL em frascos agitados e 24,0 WZmLreator do tipairlift, valores bem
superiores aos citados na literatura. Por suaovestudo conjunto da clarificacdo dos meios
de fermentacdo e de purificagdo da enzima perraggociar a viabilidade do processo de
purificagdo com a reducdo de custos proporcionada ptilizacdo de residuos industrias
como fonte de nitrogénio. Por fim, a utilizacdo ula reator ndo convencionadiiift)
proporcionou a obtencao de niveis mais altos dedatie enzimatica, uma vez que provoca
menos danos ao desenvolvimento do micélio celtilados esses fatores associados indicam
serem promissoras as possibilidades de utilizagae dipo de processo para fins industriais.
Sierra (2007) estudou o processo de adsorcao deinmaoglicomacropeptideo
(GMP) proveniente do soro de queijo, em cromataayidd interacdo hidrofobica, variando-se
as condicdes de temperatura e a concentracéo. d®sakada a calorimetria de titulacao para
conduzir uma analise termodindmica do processdv&@hm-se as curvas de ruptura a partir
do comportamento hidrodinamico em leito expanditiombém foi estudada a cinética de
adsorcéo do GMP na resina hidrofobica “Streaniiheny!. A partir dos resultados obtidos
por meio de estudo de GMP na adsorcao da resinafdlica foi possivel observar que este
processo € dependente da concentracdo de sal eréump. Verificou-se por meio da
calorimetria, que o processo é espontaneo e ecampeinte dirigido. Pdde-se observar que o
aumento da velocidade linear e, conseqientemenggaw de expansao associado com a
elevacdo da concentracao de proteina diminuiucgeéia da coluna ao adsorver o GMP, ao
mesmo tempo em que apresentou uma fluidodinamiaaetsNo modelo cinético, verificou-
se que o incremento da temperatura e da concentdgdal sulfato de sbédio acarretou
pequena variacdo no tempo de equilibrio. O modeldrahsferéncia de massa aplicado se

ajustou bem a cinética de adsorcéo da proteinasobndi¢cdes estudadas.
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2.4.5- Uso de ALE para recuperacao e purificacdo dwoteinas do soro de leite

As proteinas remanescentes no soro de leite resdibgprocesso de fabricacdo de
queijo. Apresentam excelente composicdo em amidosgci alta digestibilidade e
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, ptotalevado valor nutritivo (Sgarbieri,
2005, Haraguchi; Abreu; De Paula, 2006). Em coaitaga, apresenta também excepcionais
propriedades funcionais de solubilidade, formac&stabilidade de espuma, emulsibilidade,
geleificacdo, formacéo de filmes e cépsulas prst¢Modler, 2000; Wong, Carmirand,
Pavlat, 1996). Constituem um grupo bastante diesisio de proteinas com caracteristicas
estruturais bem diferentes (Wong, Carmirand, Pav886). Devido a esta importancia
biologica e industrial, cada vez mais pesquisadtess tentado buscar alternativas para a
recuperacdo e purificacdo destas proteinas preslensoro de queijo, jA que as mesmas
encontram-se complexadas com outros componentemendando as dificuldades
operacionais.

Veredas (2000) estudou as melhores condicdes dwcadsdaa-lactalbumina
visando a sua purificacdo empregando adsorventgsa®ionica e de interacdo hidrofobica.
Neste mesmo estudo foram, também, realizados ensaicistemas de tanque agitados para
determinacdo das isotermas e cinéticas de adsofgéste trabalho obteve-se @&
lactalbumina com uma pureza acima de 80% e apessBmum fator de purificdo de 5 vezes
utilizando as resinas de interacao hidrofobica Goma etapa de purificacéo.

A lactoperoxidase e lactoferrina sdo as proteings $¢ encontram em menor
concentracdo no lactosoro. Por suas caracteridigias-quimicas e, em particular, o alto
ponto isoelétrico, estas proteinas apresentam gamgadiante das demais, quando separadas
por processos de cromatografia de troca iGnicadasaesinas catibnicas. Nobrega al
(2000) estudaram o lactosoro processado em tangsiatd 50 mM, pH 6,5 em colunas
cromatograficas usando dois diferentes tipos deassle troca catidnica: SP-Sepharose FF e
a SP-Sepharose XL. As fracdes de lactoperoxiddseteferrina adsorvidas foram eluidas
pela variacdo da forca ibnica com adicdo de Na&d &acdes eluidas foram analisadas por
eletroforese SDS-PAGE e por cromatografia analffitAE (cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia). Os resultados mostraram que a SP-3ephdF apresentou bons rendimentos
engquanto a SP-Sepharose XL maior pureza.

Para avaliar os efeitos da temperatura, grau densgo e altura do leito

sedimentado sobre a purificagdo e recuperacaolaetoalbumina, a eficiéncia da coluna em
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adsorver todas as proteinas do soro do leite bawinocomportamento fluidodinAmico da
coluna de leito expandido, na presenca de solum@&pdo e do soro de leite bovino, foi
desenvolvido uma pesquisa por Oliveira (2003). Raswvaliacdo dos parametros estudados
foi proposto um planejamento experimental fatori@bservou-se que a-lactolbumina
adsorve mais fortemente no adsorvente hidroféb@ue a p-lactoglobulina. Através do
processo de adsorcao realizado na coluna de bgEndido obteve-se @lactolbumina com
grau de pureza de até 100%, detectado por analiseLAE, para uma altura de leito de 15
cm, temperatura de 32°C e grau de expansao de R, icuperacdo dessa proteina foi de
aproximadamente 9,5%. Ainda foi mostrado pela aedadistatisticas que a temperatura e o
grau de expansédo tém efeito significativo e pasifebre a pureza dalactalbumina e dos
parametros Pe @, que apenas a temperatura possui efeito signvicat negativo sobre a
recuperacdo, e que o grau de expansdo e a tempetétn efeitos negativos sobre o
parametro N.

Chagas; Macedo; Santos (2006) estudaram as cosd@éerecuperagcdo de
algumas fracdes protéicas presentes no soro deulagdg enzimatica, com pl (ponto
isoelétrico) abaixo de 7,0, para a resina de teoténica Streamline® DEAE, além de se
avaliar a capacidade dinamica de adsorcdo dessésinas para a resina. Os resultados
mostraram que foi possivel recuperar as proteixigseates no soro de queijo de coalho. A
avaliacdo da capacidade dinamica do leito mostueungo € interessante operar o leito além
da condicdo C/Co=0,1 uma vez que se perde umagrprahtidade de proteina. Nesse caso,
quando se opera com o leito nessa condigdo (C/Cpretupera-se 97,6% das proteinas.

Bonomo (2005) estudou o processo de adsorcdo désimas albumina de soro
bovino (BSA) ea-lactoglobulina ¢-Ig), provenientes do soro de queijo, em cromafayde
interacdo hidrofdbica variando-se as condicOe®npératura e concentracao de sal. Com os
dados experimentais obtidos foi conduzida uma smdérmodinamica do processo. Foram
realizadas, ainda, modificagOes swftware SimuCromWjmue consistiram na inclusdo da
opcao de utilizacdo de outros modelos de isoterab@sm do modelo de Langmuir e o
desenvolvimento de um programa que simula o proas®luicdo em leito fixo. Avaliou-se,
entdo, a influéncia dos modelos de isotermas nalag&o do processo de adsor¢cado assim
como a otimizagdo do processo de adsorcdo e daesalgs referidas proteinas em
cromatografia de interacao hidrofobica. A partis desultados obtidos por meio do estudo da
adsorcéo de BSA @lg em resina hidrofébiceSfreamline Phenylfoi possivel observar que

este processo € dependente da concentracdo déesfitou-se, também, que o0 processo €
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espontaneo e entropicamente dirigido. Com as afiesanosoftware SimuCRomWiforam
realizados estudos que indicaram o modelo de matede Langmuir o melhor para
simulacdes em cromatografia preparativa. Além diksaealizada a otimizacdo do processo
de separagcdo das proteinas albumina de soro bd@Sé) e o-lactoglobulina @-1g),
utilizando osoftwareSimuCromWin e a técnica de superficie de respastgual se verificou
que em temperaturas e concentragdes de sal mass @dintro da faixa estudada, a resolucéo
entre 0s picos é maior.

Cavalcanti; Magalhdes; Santos (2009) estudarans@gitb das proteinas do soro
de queijo tipo “coalho” para a resina de interag@vofobicaStreamline™ Phenylisando o
leito na forma expandida. Foi utilizada uma colulea2,6 cm de diametro por 30 cm de
altura, acoplada a uma bomba peristaltica. Uma @mende solucdo de soro (250 mL) foi
aplicada a uma coluna contendo a resBtaeeamline™ Phenyl25 mL) previamente
equilibrada em tampéao Tris/HCI (50 mM, pH 7,0) chNiaCl (1,0 M), ap6s lavagem a eluicéo
a temperatura ambiente. Para as etapas de equiiblavagem foi utilizado 300 mL de
tampéao Tris/HCI (50 mM, pH 7,0) com NaCl (1,0M) leuea de leito fixo de 5,0 cm. Uma
amostra de solugéo de soro (250 mL) foi eluida amp&o Tris/HCI (50 mM, pH 7,0) a
temperatura ambiente. Os resultados mostraramaogped$sivel recuperar 37% das proteinas

inicialmente contidas no soro em uma Unica etapa.
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3- Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados aspectos sobre ateriais, reagentes e
equipamentos utilizados, além das metodologias egapias para a realizacdo do presente

trabalho.

3.1- Soro de leite

O soro foi coletado em pequenas queijarias nasnded@as de Natal e foi
transportado, devidamente acondicionado em redgseplasticos e sob refrigeracdo para o
Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universiddgdderal do Rio Grande do Norte. Este
foi devidamente caracterizado com ensaios de rafmacordo com a Umidade, Extrato Seco
total, teor de gordura, sais minerais, lactosetefma, pH e acidez, conforme Florentino
(2006).

Com o objetivo de se avaliar a adsor¢éo da protirsoro de leite foi utilizado o
soroin natura e tratado com EDTA, numa concentracdo de 1,0 mNEMTA. O objetivo

deste tratamento foi de complexar os ions de cpteisente no soro (Lindahl & Vogel, 1984).

3.2- Coluna

Uma coluna em vidro com 2,60 cm de diametro e 36p0@e altura com base de
teflon foi especialmente construida para se oparaleito expandido. Na base da coluna esta
acoplado um distribuidor confeccionado em aco idé@xel com uma fracdo de area livre de
0,8%. No interior da coluna hd um pistdo de alajustavel. A alimentagéo foi efetuada na
parte inferior. Uma tela de G@@eshfoi colocada entre as juncdes inferiores da cokima
parte inferior do pistdo para evitar perda de adsudes. Uma régua foi usada na lateral da

coluna para registrar a altura do leito, conformee@dimento descrito por (Santos, 2001).

3.3-Bomba

Uma bomba peristéltica, modelo Perimax 12, da $Spéteusada para bombear o
fluido tamponante e a solucdo contendo o soro. Cetapa inicial do trabalho efetuou-se

uma calibracdo da bomba usando agua com fluidefdeencia.
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3.3.1-Calibracédo da bomba

Para a calibracdo da bomba foi utilizada agua deida como fluido de
calibracdo e o procedimento utilizado foi o segriint botdo referente a escala de velocidade
da bomba foi colocado na 12 posi¢cao, nhum totalddpakicdes, variando de 100 a 1000. Um
Béquer seco foi pesado e sua massa anotada. A Homigada e ficou funcionando durante
60 segundos. Apoés isto, desligou-se a bomba e ndBégi novamente pesado. Por diferenca,
obteve-se a massa bombeada durante os 60 seguedasegjiientemente a vazdo massica.
Considerando que a massa especifica da agua € agudalg/cms3, calculou-se a vazédo
volumétrica. O mesmo procedimento foi utilizado gpatemais posicdes no botdo de
velocidade, tendo-se entdo a calibracdo da bombasaDmaneira, definiu-se a faixa de
trabalho, que foi de 300 cm/h para as etapas dékey lavagem e aplicacdo da amostra de
soro e de 100 cm/h para a etapa de eluicéo.

O aparato experimental formado pela bomba peiisiddt a coluna é apresentado

na Figura 3.

Figura 03: Aparato experimental

3.4-Adsorventes

Foram utilizados trés tipos de adsorventes (resi@sAmersham Biosciences: a
Streamline DEAE de troca ibnica, a Streamline SRra ibnica e a Streamlirighenylde
interacdo hidrofébica, todos tém como base a mdgizagarose com inclusdo de quartzo
cristalino inerte no nucleo para obter uma densdadequada. Estas resinas foram

desenvolvidas especialmente para serem usadassemtéa em leito expandido. As resinas
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tém as seguintes caracteristicas, segundo o fab¥jague estdo mostradas nas Tabelas 03, 04

e 05.

TABELA 03: Caracteristicas da resina Streamline BEA

PRODUTO

Tipo de troca
Grupo funcional
Capacidade ibnica
Porosidade

Matriz

Forma da particula

Tamanho médio da particula
Densidade média da particula
Grau de expanséao a 300 cm/h
pH de estabilidade

Faixa de trabalho

Faixa de limpeza

Estabilidade quimica

Estabilidade fisica

Capacidade de adsorcao**

Estocagem

*BSA — Albumina de soro bovina. *Capacidade detunp: 15 cm de altura de leito

DESCRICAO

Fracamente anidnica
-O-CEk{CH2-N+(C2Hs)2H
0,13 -0,21 mmol/@L de adsorvente
4 x t(altons (proteinas globulares)
macroporosa, ligacao cruzada agarose
6%, contendo anel de quartzo.

esférica, 100-300 mm
200 pm
aproximadamente PR g/
2-3

2-13
2-14

todos tampdes aquosos normé&me
utilizados
-NaOH 1 M
-etanol 70%
-solventes organicos
EVITAR agentes oxidantes

a geracao de finos em operagéanal do
leito expandido € desprezivel. Evitar
operagOes cisalhantes de drenagem,
escoamento.

no minimo 40 mg BSA/mloadaste*.
etanol 20%

sedimentado, 300 cm/h, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5. EBoRhamarcia Biotech.
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TABELA 04: Caracteristicas da resina Streamline SP.

PRODUTO DESCRICAO

Tipo de troca fracamente cationica

Grupo funcional -O-CeCHOHCHO-CHCH2CH2S Cs-
Capacidade ibnica 0,17 -0,24 mmolrkL de adsorvente
Porosidade 4 x 1Daltons (proteinas globulares)
Matriz macroporosa, ligacdo cruzada agarose,

6%, contendo anel de quartzo

Forma da particula esférica, 100-300 mm

Tamanho médio da particula 200 pum

Densidade média da particula aproximadamente mP g/

Grau de expansao a 300 cm/h 2-3

pH de estabilidade

Faixa de trabalho 3-13

Faixa de limpeza 32-14

Estabilidade quimica todos tampdes aquosos normé&me
utilizados
-NaOH 1 M

-etanol 70%
-solventes organicos
EVITAR agentes oxidantes
Estabilidade fisica a geracao de finos em operagéanal do
leito expandido é desprezivel. Evitar

operagOes cisalhantes de drenagem,

escoamento
Capacidade de adsorcao* no minimo 60 mg lisozimaddorvente
Estocagem acetato de sédio 0,2 M em etanol

*capacidade de ruptura: 15 cm de altura de leitbnsentado, 300 cm/h, 50 mM fosfato de
sédio, pH 7,5. Fonte: Pharmacia Biotech
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TABELA 05: Caracteristicas da resina Streamiienyl

PRODUTO

Estrutura

Tamanho da particula

Densidade da particula

DESCRICAO

Macroporos de agarose contendo 6% de
anel de quartzo

100 - 300um

Aproximadamente 1,2 g L

Velocidade do fluido 200 — 400 cmhh
Grau de expansao (H{HA 300 cm/Ht 2-3
Recomendacgao de pH a ser usado:

Trabalhado 3-13

Limpeza €leaning in plack 2-14
Temperatura para estabilidade 4 °g0

Fonte: Amersham Pharmacia Biotech

3.5- Sistemas Tamponantes

Para os estudos hidrodindmicos foram realizadogrempntos em presenca de

solucéao tampdao de Tris (hidroximetil) aminometaBs.pHs foram ajustados para 7,0; 7,5 e

8,0 através da adicdo HCI e as concentracdes @&eufilizados foram: 30, 50 e 70 mM,

conforme demonstrado na Tabela 06.
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TABELA 06: Sistemas tampéao Tris/HCI estudados, péttaa inicial de 5,0 cm e velocidade
300 cm/h

RESINAS CONCENTRACAO DE TAMPAO Tris/HCI pH
(mM)
30 7,0
30 7,5
30 8,0
50 7,0
DEAE 50 7,5
50 8,0
70 7,0
70 7,5
70 8,0
30 7,0
30 7,5
30 8,0
50 7,0
SP 50 7,5
50 8,0
70 7,0
70 7,5
70 8,0
30 7,0
30 7,5
30 8,0
50 7,0
Phenyl 50 7,5
50 8,0
70 7,0
70 7,5
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70 8,0

A solucdo tampéao foi obtida partindo-se da solutés e do acréscimo de HCI
com uma molaridade relativamente alta. Preparcusaucéo de Tris diluindo-se uma dada
massa de Tris (peso molecular = 121,14 g/gmol) goa &eionizada. Preparou-se essa
solugcdo com aproximadamente 80% do volume finalkejdds, acrescentou-se o HCI,
acompanhando o pH com auxilio do pHmetro, até imtongH desejado. Completou-se entao

o volume final com agua deionizada.
3.6-Expanséao do leito

Por ser um importante parametro a ser consideraaiodp se usa a ALE o grau de
expansao foi obtido pela razdo da altura do Iggaza uma determinada velocidade, com
relacdo a altura inicial do leito de adsorventigqlempacotado), conforme literatura (Santos,
2001) Foram estudados os sistemas formados para asefi@as e para os tampdes, nas
alturas de leito fixo de 5,0 e 10,0 cm, e para qamkcado do botdo da bomba peristaltica,
conforme explicitado no item 3.3.1. E importantesadtar que uma escala colocada na parede

externa na coluna permitiu registrar a variacaaltisa do leito.

Grau de expanséOﬁH— (7)
0

Os ensaios de expansdo foram realizados com asageSitreamline DEAE,
Streamline SP e Streamlifdeny] em presenca dos tampodes Tris/HCI, nas concergat®
Tris 30, 50 e 70 mM e pH 7,0; 7,5 e 8,0, conforemmesentados na Tabela 06. Esses ensaios

foram realizados com leito nas alturas iniciai$dee 10,0 cm

3.7- Determinacao do tempo de residéncia (DTR)

Os ensaios experimentais de DTR com o leito expandoram realizados
buscando-se determinar o coeficiente de dispersiéb @axia) do liquido para diferentes
condicOes de concentracdo e pH do tampéo Tris/ld&dlai neste trabalho. Acetona a 0,5%
(v/v) em cada tampdao Tris a temperatura ambieateytiizado como tracador, usando-se a

técnica frontal com sinal negativo para se obtedimero de pratos tedricos (N). A DTR foi
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determinada pela metodologia utilizada por Sar2681), os quais relacionam o niumero de
pratos tedricos da coluna (N) com a distribuicadethopo de residéncia. O procedimento para
determinar o DTR é descrito a seguir:

Para a determinacdo do tempo de residéncia odmtoatografico foi fixado em
5,0 cm de altura de leito fixo e velocidade lin@ar300 cm/h. Em seguida, 200 mL de tampéo
Tris-HCI foi bombeado pelo leito até a obtencdo uhea resposta estavel. Quando era
utilizada a velocidade de 300 cm/h, o leito se eg@aaté uma altura média de 12 cm. Em
seguida, alimentou-se a coluna com 300 mL da soltagdpédo contendo o tracador (acetona),
acionou-se o cronbmetro e a cada 3 minutos, eedactsl uma amostra de 1,0 mL para medir
a absorbancia a 280 nm gerada pelo tracador na daidoluna, ou seja, a estabilidade da
leitura da absorbancia maxima (etapa do sinalipgokit

Neste instante, trocou-se a fase movel por umaaisin acetona e estabeleceu-se
este como o tempo zero. O escoamento foi mantiogae se verificou o0 registro da
absorbancia como sendo zero. Definiu-se, entdempd de residéncia médio como tempo
gasto para que a absorbancia fosse igual a 50%udeator maximo. O desvio padréo é dado
como a metade do intervalo de tempo entre os wlmkativos a 15,85% e 84,15% da

absorbancia maxima. O numero de pratos tedricofo{Mdeterminado por:

N=" (11)

Sendaoo? 0 desvio padrédo e t o tempo de residéncia na aqbantos, 2001).

Os ensaios de Distribuicdo do Tempo de Residémeent realizados com os
mesmos sistemas tamponantes apresentado na Tébelan® altura de leito inicial de 5,0 e
10,0 cm.

3.8- Avaliacdo da cinética de adsorcao das resinas

As cinéticas foram obtidas para os sistemas forsguw cada resina, soro e
tampdes. A velocidade de agitacéo foi de 150 rpoma temperatura de 30° C. Cada sistema
continha: béquer de 50 mL contendo 30 mL da soldgémteresse, 1,0 mL de resina e um
Shakerpara agitacédo do sistema. Cada experimento toi feuma dada concentragao inicial
de soro (1°) 30 mL de soro; (2°) 15 mL de soro enlL5le tampéo; (3°) 7,5 mL de soro e 22,5
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mL de tampao. Mediu-se a concentracdo de proteinzada solucédo de soro. Adicionou-se
1,0 mL de resina. Nos tempos de 30 segundos, InQtmi5,0 minutos, 10,0 minutos, 30
minutos e 60 minutos, era retirada 1,0 mL de araastrcada solucéo e realizado leitura em
espectrofotdmetro para dosagem de proteina pelmdméb Biureto.

A quantidade de proteina adsorvida na fase satidealculada de acordo com a
Equacéo (12):

. _V(C,-C)
Y,

ads

(12)

Sendo g* a quantidade adsorvida na resina, V omelde solucdo de protéica, @
concentracdo de proteina inicial, C a concentragfproteina no equilibrio e;¥ 0 volume
de adsorvente utilizado (Santos, 2001).

3.9- Experimentos de adsorcao em Leito Expandido

Nos experimentos de adsorcdo em leito expandidatiizado soroin natura
Todas as etapas foram realizadas com os tampdesaantracdo de 50 mM, pH 7,0 e as
resinas Streamline DEAE, Streamline SP e Stredliveny| na altura inicial B= 5,0 cm. Os
experimentos obedeceram as seguintes etapas:
1- A coluna foi preenchida com o adsorvente aténdle altura, em leito fixo;
2- 200 mL de tampéo eram aplicados para se atingguilibrio.
3- Em seguida eram aplicados 200 mL de soro (pesartuma velocidade de 200 cm/h e
fluxo ascendente. A cada 8,0 mL aplicados, colesav&,0 mL, na saida da coluna para
analise de proteina;
4- Ap6s a etapa de passante, seguia-se a lavagelm,epam aplicados 100 mL de tampéo
Tris/HCI, numa velocidade de 200 cm/h e fluxo adeste. A cada 8,0 mL aplicados,
coletava-se 2,0 mL, na saida da coluna para artdipeoteina. Esta etapa serve para remover
as proteinas fracamente ligadas a resina.
5- Por ultimo, na etapa de eluigdo, 100 mL de tarmgpdm aplicados em fluxo descendente, a
uma velocidade de 100 cm/h e leito fixo a 5,0 cmaltara. A cada 8,0 mL aplicados,
coletava-se 2,0 mL, na saida da coluna para artdigeoteina. Esta etapa é responsavel pela

recuperacao das proteinas, mas fortemente adsowvidssina durante a etapa de passante.
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Os ensaios foram realizados com as resinas StreamEAE, Streamline SP e
StreamlinePhenyl Foram também realizados ensaios combinados, oneleido de uma

resina seria a passante da outra, conforme a T@bela

TABELA 07: Ensaios de adsorcao em leito expandido

ENSAIO RESINA
01 DEAE

02 SP

03 Phenyl

04 DEAE/Phenyl
05 SPPhenyl
06 Pheny/DEAE
07 Pheny/SP
08 DEAE/SP
09 SP/DEAE

3.10-Determinacéo de proteinas

O conteudo total de proteina do soro de leite daingjficado a partir de uma curva
padrdo tendo como referéncia lisozima usando o doétto Biureto (Gornal; Bardawill;
David, 1949). Nesse caso foi utilizado um espectéohetro UV-Visivel (Thermo Spectronic
modelo Genesys 10uv) e comprimento de onda de®40 n

A reacdo de Biureto € um método que pode ser ysa@odeterminar a quantidade
de proteina solavel em solucdo. O reagente Biysifato de cobre em uma base forte)
reage com bandas peptidicas mudando a cor da soldcéspectrofotdmetro é usado entao
para medir a intensidade da cor resultante: quardis escura a solucdo, mais proteina
soluvel em solucéo.

Para se fazer a curva padréo, primeiramente éadeegente de biureto. Para se
fazer um litro do reagente, era dissolvido em 500 de agua destilada 1,5 g de sulfato
cuprico (CuS@bH;0) e 6,0 g de tartarato de sodio e potassio (N&kKG;.4H,O) Com
agitacdo constante, adicionava-se 300 mL de soldg&aH 10%, depois diluia até 1,0 litro

de agua.
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A curva padrédo foi construida utilizando-se a lis@ como proteina padrao.
Pesava-se 0,5 gramas da lisozima em balanca ea&liti Erlenmeyer de 50 mL. Adicionava-
se 10 mL de agua destilada (usando proveta) e fusdndo pipeta) de NaOH 0,5N, tendo o
cuidado de dispersar bem o sdlido. Aquecia o Eréyrmem banho-maria fervente por tempo
necessario para efetuar a dissolugdo completa (@utos ou menos). Observava-se
atentamente o tempo, pois aquecimentos muito pyaltos poderiam levar a hidrolise de
polipeptideos e possivel diminuicdo da densidada.6Apds o aquecimento, o conteudo era
passado para baldo volumétrico de 25 mL tendo-@gidado de filtrar. Era observado se a
solucéo era limpida, com auséncia de qualquerptado ou residuo insoluvel. Completava-
se o volume do baldo com &gua destilada. Em seguidasferia-se aliquotas de
0,4;0,6;0,8;1,0 em tubos de ensaio separados ele@mvg-se o volume de cada tubo de
ensaio para 1 mL usando-se agua destilada. Panaleta fazia-se um branco, adicionando-se
1 mL de 4gua em um tubo separado e identificandomo o BRANCO da reacao.
Adicionava-se 4 mL do reagente Biureto, misturawvasem e deixava-se reagir por 30
minutos. Logo apos este tempo de 30 minutos, liasabsorbancia da amostra no
espectrofotdmetro a 540 nm, usando o BRANCO d&amepara zerar o aparelho. Todas as
leituras deveriam estar dentro da faixa da curveadiedo.

Para o teor de proteina nas amostras de soroplriada 1,0 mL de amostra e
adicionado 4,0 mL do reagente de biureto, deixaveeagindo por 30 minutos e fazia-se a
leitura da absorbancia a 540 nm. Apés a leitureom @ curva padréo, calculava-se a

concentracdo de proteina das amostras de soro.

3.11 — Eletroforese

As fracOes de proteinas apds cada etapa de addorefo submetidas a analise
qualitativa através de eletroforese em gel de pdlkenida (SDS-PAGE), o que possibilitou a
identificacdo das proteinas presentes nas fraghesdas.

As analises de eletrofore em gel de poliacrilanfiislam realizads de acordo com
protocolo descrito por Laemmli (1970). O gel fogparo na concentracao de 15% e espessura
de 1mm.

A seguir seré descrita a preparacao das princsphigdes utilizadas.
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a) Tampao de separacdo, p88: tris basico (18,17 g) era dissolvido em agua
destilada e o pH para 8,8 com HCI diluido. SDS (4@f) era adicionado e o volume final
completado para 100 mL com agua destilada.

b) Solucdo de acrilamida (30%) e bis-acrilamid&cril-bis: Acrilamida (30 g) e
bis acrilamida (800 mg) eram dissolvido em agudildds e o volume final completado para
100 mL com &gua destilada.

c) Persulfato de aménio (pAvpersulfato de amoénio (50 mg) era dissolvido e 50
uL de agua destilada.

d) Tampao de concentracédo, pH 618: basico (6,06 g) era dissolvido em agua
destilada e o pH ajustado para 6,8. Apdés compgstas- volume para 100 mL com agua
destilada eram adicionados 400 mg de SDS.

e) solugéo de bis acrinamida 2%ara 100 mL de solucédo, eram dissolvidos 2 g de
bis acrilamida em agua destilada.

f) Tampao de rupturatris basico (378 mg) era dissolvido em 15 mL deaa
destilada, o pH ajustado para 6,8 e adicionadon2,Sle mercaptoetanol, 1 g de SDS, 5 mL
de glicerina e 3 mg de azul de bromofenol. O voldim& era completado para 25 mL com
agua destilada.

g) Eletrdlito: tris basico (30,29) era dissolvido em aproximaelat® 800 mL de
agua destilada e eram adicionados 144,4 g de igkcer 10 g de SDS, completando-se o
volume para 1 L com agua destilada. A solucao Bnalentdo diluida 10 vezes para uso.

h) Corante azul brilhante de Coomassin 454 mL de metanol 50 (v/v) e 46 mL
de &cido acético eram dissolvidos 1,25 g de az@atmmassie e 0 volume final completado
para 500 mL com agua destilada. Filtrava-se a 8olde corante em filtro papel.

1) Descorantepara 1 L de solugcdo aquosa eram misturados 378emnhetanol e

11,3 mL de acido aceético glacial.

Primeiramente, gel de poliacrilamida 15% (conteisd2S 0,1%) era preparado
misturando-se 1,25 mL de tampéo de separacédo, 2,Bentampéao Acril-bis, 1,22 mL de
dgua destilada, 7IL de persulfato de aménio 10%. Esta solucdo erdadoisamente
transferida entre as placas de eletroforese, déaxae 1 cm livre, onde era adicionado
butanos para nivelar o gel. Apds 1 hora de polima€éo, preparava-se o gel de concentracao
5% (750uL de tampéao de concentragcdo, 3A0de Acril-bis, 1,55 mL de agua destilada, 200
uL de bis-acrilamida 2%, AL de TEMED e 154L de persulfato de aménio 10%. Depois de
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retirado o butonol, adicionava-se o gel de coneedty 5% e introduzia-se o pente de
eletroforese para a formacéo das pistas de apticdamostras. Apos 1 hora e polimerizacao
eram aplicados §IL de amostra (diluida 1:1 com tampédo de ruptura) gsta, sendo as
primeiras e as ultimas pistas destinadas aos naemde massa moleculares (misturas de
proteinas padres com massa moleculares de 14/40&Ba). As placas contendo gel de
eletroforese  eram transferidos para umas cubagermm eletrélito (800 mL no
compartimento positivo e 100 mL no compartimentgatigo). O tempo de corrida era de
aproximadamente 1 h e 50 min a uma corrente cdaesti 20 mA por placa. O gel de
eletroforese era retirado da célula e transfer@@ um recipiente contendo corante de azul
brilhante de Coomassie. Ap0Os a coloracao por apracamente 1 hora, o gel de eletroforese
era revelado com solucdo descorante e finalmentedstemperatura ambiente entre folhas de

papel celofone.
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4. Resultados e discussoes

Neste capitulo serdo apresentados os resultadio®®lat partir dos experimentos
realizados. Serdo apresentados os estudos hidmudos® na qual foram estudados os
parametros: expansao do leito, porosidade e Distdb do Tempo de Residéncia (DTR),
referentes aos sistemas compostos por cada rgSitraamline DEAE, Streamline SP e
StreamlinePheny), em tampé&o Tris/HCI na concentragdo de 50 mM7 fiHom leito fixo de
5,0 cm e velocidade de 300 cm/h. Os dados refeyeate outros sistemas, citados nos itens
3.6 e 3.7, sdo apresentados nos anexos I, Il eNids estudos do comportamento
hidrodindmicos para a coluna com adsorventes de tidnica e interacdo hidrofdbica,
verificou-se, principalmente, o efeito da dispera&@l e o comprometimento da estabilidade
na presenca de tampdao e acetona através da detefimide parametros importantes a serem
considerados em processo de aumento de escala,pmnesemplo, o0 nimero de Peclet e 0
namero de pratos teoricos.

Serdo apresentados também os principais resultadtidos nos ensaios de
adsorcdo em leito expandido, visando a recuperdedaroteinas presentes no soro de leite
bovino, empregando resinas de troca idnica e igderaidrofobica em tampéao Tris/HCI com
concentracdo 50 mM e pH 7,0. Nestes ensaios foedarmdinados as curvas de ruptura e 0s
balancos de massa das proteinas do soro de laiteid@ntificacdo das proteinas que estavam

sendo recuperadas, foram obtidas eletroforeses.

4.1- Expansoes do leito

Na Tabela 08, sdo apresentados os resultados dalgraxpansao (H#para os
sistemas utilizados nesse trabalho, que foi reptade através das trés resinas (Streamline
DEAE, Streamline SP e StreamliReny), no tampéao Tris/HCI com pH (7,0; 7,5 e 8,0) com
a concentracao (30 mM, 50 mM e 70 Mm) , velocidddd) = 300 cm/h e leito fixo de 5,0

cm. Para os ensaios de expansao do leito, o fiditibado foi o tampao Tris/HCI.
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TABELA 08: Expanséo do leito para os sistemas estosl, para altura inicial de 5,0 cm e 10

cm e velocidade 300 cm/h

CONCENTRACAO
RESINAS pH DE TAMPAO H/H, H/H,
TRIS/HCI H=5,0 H,=10,0
mM

7,0 50 1,96 1,88

DEAE 7,5 50 1,92 1,81
8,0 50 1,89 1,85

7,0 50 1,95 1,87

SP 7,5 50 1,52 1,88
8,0 50 1,63 1,81

7,0 50 2,29 2,00

Phenyl 7,5 50 2,19 1,99
8,0 50 2,21 2,01

Na Figura 04 e Figura 05 sdo apresentadas as adevespansao do leito (HfH
guando se utilizou, respectivamente, as resinasu@tine DEAE, Streamline SP e Streamline
Pheny] em tampao Tris/HCI 50 mM e pH 7,0 para alturaiatide 50 cm e 10 cm,
respectivamente. Nestas curvas sao apresentadas degexpansao em funcdo da velocidade
superficial (cm/h). Este € o modo mais pratico iEzatlo na caracterizacdo de um leito
expandido. O grau de expansdo € um numero adinmathsi@ mesmo consiste da medida
relativa da altura do leito expandido, para umard@nada vazao, com a altura do leito fixo

do adsorvente.
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Figura 04: Curva de expansédo do leito utilizandesina Streamline DEAE, SP Rhenyl
(Ho=5,0 cm, 50 3mM, pH 7,0).

Para as condicbes em que foram realizados os snsgiara o tipo de coluna
utilizada, observa-se que existe uma tendénciarlir®m coeficiente de correlacac’em
torno de 0,9, entre o grau de expansao e a veltteigaperficial, para as trés resinas usadas.
Quando se tem as curvas separadas, observa-sa tpredéncia de maior linearidade quando
se usa a resina StreamliRbenyl (R>= 0,9978), seguida pela Streamline SP=(R,9813) e
Streamline DEAE (B 0,9268). Quando se tem uma velocidade superficédia de 300
cm/h, o leito tende a dobrar sua altura em relagdaltura inicial, isto € observado
principalmente quando se utiliza a resina Streanfiimenyl

Observa-se também que o pH do tampéao nao influercgrau de expansao, nas
diferentes resinas.

Quando se utiliza a resina StreamliPleeny] observa-se um aumento maior da
altura leito em relagéo as outras resinas, cheganuoa relacdo ¢H de mais de 2,2, isto é, a
altura final do leito sendo 2,2 vezes a alturaiahi®o que é bastante interessante quando se
trabalha com adsorcdo do leito na forma expandides, isto demonstra a estabilidade do
sistema. Como menciona Chase e Drager (1992), essoicda purificacdo de proteinas,
usando a adsorcdo em leito expandido, dependeabngcite da habilidade do sistema
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produzir um leito estavel. Essa condigéo é fundaéah@ara que se possa realizar um aumento
de escala, partindo-se de resultados obtidos eaepacgescala no laboratério.

Destaca-se que o comportamento apresentado pealesnas avaliados foi o
observado por Santos (2001) ao estudar os par&rtetiamdinamicos em diferentes resinas
troca idnica (Streamline DEAE e Streamline SP) evé@léos trabalhos como o de Oliveira
(2003), Kalil et al. (2005), Sierra (2007), quando estudaram o graexgansao em leito
expandido, usando as resinas de troca ibnica egdte hidrofébica. Oliveira (2003) avaliou
os efeitos da temperatura, grau de expansao @ altuleito sedimentado sobre a purificacdo
e recuperagdo dalactoalbumina, a eficiéncia da coluna em adsotveas as proteinas do
soro do leite bovino e o comportamento fluidodindnda coluna de leito expandido na
presenca de solucédo tampéo e do soro de leiteddVesta avaliacéo, trabalhou-se com leito
inicial de 10, 15, 20, 25 e 30 cm altura e velodefalineares variando de 195 cm/h a 378
cm/h e o grau de expanséao obtido foi de 2,75. kealdl (2005) estudaram a purificagdo da
inulinase diretamente do caldo bruto obtido Eéwyveromyces marxianus var. Balgaricus
ARCC 16045, em leito expandido utilizando a ressteeamline SP e obteve um fator de
expansdo de 2,0. Sierra (2007) estudou o processo adsorcdo da proteina
glicomacropeptideo (GMP) proveniente do soro dejguem cromatografia de interagédo
hidrofébica, utilizando resina StreanliR@eny] variando-se as condigbes de temperatura e a

concentracdo de sal e encontrou resultados idérdieste trabalho.

2,4

—m— DEAE
2291 —o-SP

A PHENYL

2,0- b

1,8+

H/Ho

1,6+

1,4

1,2+

1,0 T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300
U (cm/h)
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Figura 05: Curva de expanséo do leito utilizandesina Streamline DEAE, SP Rhenyl
(Ho= 10,0 cm, 50 mM, pH 7,0).

Observa-se que ao aumentar-se a altura iniciaditioflxo de 5,0 cm para 10,0 cm
para as trés resinas utilizadas, conforme a Figdira o anexo |, o grau de expanséao do leito
em funcdo da velocidade aproxima-se de um comperteorguase linear. Destaca-se que,
para um leito com menor altura existe uma maioluémicia do distribuidor no grau de
expansao. Esses resultados estdo de acordo camardrados por Santos (2001).

Nas Figuras 06 e 07 sdo apresentadas as curvasraidade do leitogf em
funcao da velocidade do fluido quando se utilizeuesinas Streamline DEAE, Streamline SP
e Streamlinéd’heny] em tamp&o Tris/HCI 50 mM e pH 7,0, com velociddde300 cm/h e
leito fixo 5,0 cm. Na Figura 06 sdo apresentadasuagas de porosidade do leite) €m
funcéo da velocidade do fluido quando se utilizeuesinas Streamline DEAE, Streamline SP
e Streamlinéd?heny] em tampé&o Tris/HCI 50 mM e pH 7,0, com velociddde300 cm/h e
leito fixo 10,0 cm. Destaca-se que resultados deaméts foram observados para os outros

sistemas (conforme item 3.6), cujos resultados mn@m-se em anexo Il

0.7 = DEAE s
0 SP .

0,700 ..a- PHENYL

0,651

0,601

w

0,551

0,504

0,451
T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300

cm/h

Figura 06: Curva da porosidade do leito em funcaovdlocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SP Bhenyl(H,= 5,0 cm, 50 mM, pH 7,0).
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Figura 07: Curva da porosidade do leito em funcaovdlocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SP IBhenyl(H,= 10,0 cm, 50 mM, pH 7,0).

A porosidade das resinas DEAE e SP foi de 0,70, epg®dntra-se na mesma
ordem que encontrada por Santos (2001). A porosidadesin&@henylfoi um pouco maior,
em torno de 0,75. Portanto, espera-se que a regsi@eaem maior porosidade, Rheny|
obtenha maior facilidade para passagem do sorogymfluira mais facilmente por entre os

adsorventes, sendo essa uma das vantagens dézae aitdsorcdo em leito expandido.

4.2- Distribuicdes do Tempo de Residéncia

A técnica de estimulo de resposta foi usada nasenda distribuicdo do tempo de
residéncia na coluna de 30 cm de altura e 2,6 cdiaeetro contendo resina de troca inénica
ou hidrofébica, em leito expandido com tampéo. gsamentos de DTR foram realizados
objetivando determinar o nimero de pratos tedr&osonseqientemente, o coeficiente de
dispersdo axial, que determina o tipo de escoamgmdominante na coluna (mistura ou
empistonado). Acetona a 0,5% (v/v) em tampao T@$/ldara cada resina, a 25°C foi usada
como tracador na técnica frontal com sinal neggtm@ se obter o nUmero de pratos tedricos
(N). A DTR foi determinada pela metodologia usada$amtos (2001) e Oliveira (2003), os
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quais relacionam o numero de pratos teodricos danaotom a da distribuicdo do tempo de
residéncia. Toda metodologia esta descrita, corddtem 3.8, em Material e Métodos. O
primeiro ponto da curva que esta apresentado parsgta, determina o tempo em minutos,
quando se tinha 84,15% de acetona presente no @etmesmo fato € observado nos outros
dois pontos da curva. A metade do intervalo entpomto 84,15% e 15,85 representa.o
Estes valor dos tempos encontrado na curva e 0 #alw, serdo necessarios para calcular o
namero de prato teoricos, conforme a Equacao 1@ndb-se o niumero de pratos teoricos,
obtem-se a disperséo axial e numero de Peclefqroom a Equacéo 9

As Figuras 08, 08 e 10 apresentam a Curva de Digido do Tempo de
Residéncia experimental obtida para a solucéo tamsHCI na concentracdo 50 M e pH

7,0, para as resinas Streamline DEAE, StremLine SBReamlind’heny] respectivamente.

0,08
0,075

i ./.\.

20

0.0701 ./ 84,15 %
0,065 /

) | |

O 0,060+

| 50,0 %‘
0,055- . =

| / [
0,050+ n

] 15,85%
0,045 T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 08: Determinacdo do Tempo de Residéncia paesina Streamline DEAE (5,0
cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 09: Determinacéo do Tempo de Residénciapaegina Streamline SP{H 5,0 cm,
50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 10: Determinacdo do Tempo de Residéncia gaesina Streamlinehenyl(H, = 5,0
cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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A Tabela 09 apresenta os parametros N, Pgig [iara trés resinas usadas, quando
se utilizou uma altura de leito fixo de 5,0 cm, @amtracao de Tris/HCI de 50,0 mM, pH 7,0 e
velocidade superficial de 300,0 cm/h. Os resultatissoutras condicdes sao apresentados no

Anexo lll.

TABELA 09: Parametros estudados (N, Pe.gap

RESINA N Pe Ryiat (X10° m%/s)
Streamline DEAE 109,9 151,17 5,4 X101/s
Streamline SP 41,53 58,13 1,40
StreamlinePhenyl 17,78 25,66 3,70

Nota-se que o numero de pratos tedricos variouabgstentre as trés resinas
estudadas. Obviamente deve-se preferir operar to teas condi¢cdes que favorecam a
existéncia de um maior nimero de pratos tedéricgsyMa vez que, 0 mesmo fornece uma
medida direta da eficiéncia do sistema cromatogpafi

Segundo Oliveira (2003), valores acima de 40, pardimero de Pe, representa
uma baixa disperséo axial dentro da coluna

Através dos valores encontrados para 0s paramgioo®e-se concluir que os
valores de By estdo dentro do previsto na literatura para lexpandido. Thommest al
(1996) encontraram valores dgdana faixa de 6,0 x 10a 9,0 x 1@ m? . s* em colunas com
altura do leito de 6,0 cm e velocidades lineares wariam de 376 a 200 crit.hOliveira
(2003) também encontrou valores bastante semethgotndo variou a altura do leito inicial
de 15 a 25 cm, em tampao Tris 50mM e 35 mM de EDJow) pH 7,5 e temperatura de
25°C. Tong; Xue; Sun (2003) pesquisaram o compamdon de dispersdo axial da fase
liquida em leito expandido com resina StreamlineABEEomo func&o da vazé&o, encontrando
valores entre 2,2 x 10e 1,1 x 10 m?%s. Resultados semelhante foi encontrado por Sierra
(2007), utilizando a mesma metodologia recomengemtaSantos (2001), foi utilizado um
tampao fosfato 20 mM e pH 7,0. Os parametros Pgigd3tao intrisecamente relacionados e
altos valores de Pe sao indicativos de uma basg@edido axial. Um numero de Pe igual a 40
€ considerado um valor critico em se tratando de kexpandido. Nesse trabalho nas
condicOes experimentais em que foram obtidos a XDRssolucdo tampédo, o numero de Pe
esteve acima do valor considerado critico Olivé2@03), exceto para a resina Streamline

Phenyl.E possivel que a acetona, por ser apolar, ndcadejguada para ser utilizada como
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tracador ao se utilizar resina de interacédo hidrioB Entretanto, o R obtido encontra-se

em concordancia com a literatura.

4.3 Avaliacao da cinética de adsorcao das resinas

Avaliou-se a cinética em tanque-agitado a fim dengestigar a capacidade de
remocao das proteinas do soro para cada resirenhdilizadas as resinas de Streamline SP,
Streamline DEAE e Streamlirftheny) na presenca dos tampdes Tris/HCI, com pHs de 7,0;
7,5 e 8,0, nas concentracfes 30, 50 e 70 mM. Nmme&ntserdo apresentadas nas Figuras 11,
12 e 13 as avalia¢des da cinéticas de adsorcamesiass quando utilizou o soro bruto, no
tampado com concentracdo 50 mM e pH 7,0, e diluésho amp&o na proporcao de 1:2 e 1:4
para as resinas Streamline DEAE, Streamline SRear8linePheny| respectivamente, pois
estes sistemas sdo os mesmos utilizados nas sodedadsorcdo deste trabalho. As outras
cinéticas estdo apresentadas, na forma de tabwlasnexo IV (Avaliagdo cinética de

adsorcao das proteinas).

12
114
__ —e— C,=11,6 mg/ml
10 i —A—C=4,6 mg/ml
0 —=—C=2,2mg/ml
8.
= 7
= ]
S 67
£ s5-
° 4_- * —A\j—//A
3] ° . ,o\.\.
2__ ) S R— — = —n
1
0 T —7/

T 7 — T T T 1 — 71 T 1 T 1
0 1 2 3 4 5 6 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 11: Cinética de adsorcao de proteinas dow derleite bovino, em resina Streamline
DEAE e solugao tampéao Tris/HCI 50 mM e pH 7,0.
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Figura 12: Cinética de adsorcao de proteinas dodmieite bovino, em resina Streamline SP

e solucéo tampéao Tris/HCI 50 mM e pH.7,0
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Figura 13: Cinética de adsorcédo de proteinas do derleite bovino, em resina Streamline

Phenyle solucéo tampéao Tris/HCI 50 mM e pH 7,0.
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Observa-se nas Figuras 11, 12 e 13 que as protéénasro sdo adsorvidas na
resinas Streamline DEAE, StremLine SP e StreamlinBRényl, respectivamente. E
interessante observar também nas curvas cinéjaasa concentracdo de proteina em solucéo
no tanque agitado diminui rapidamente nos primeirsi&ntes do processo de adsorcéo, e que
apos 1,0 minuto a variagcdo da concentracdo € rpagiaena, indicando que o equilibrio das
proteinas na fase fluida e na fase soélida foi gledn. O mesmo comportamento de adsorcéo
foi observado em outros estudos de cinética dergéisgoara a proteina-lactalbumina
(Veredas, 2000para a enzimf-galactosidase (Perreira, 1999).

Na Tabela 10 estdo apresentadas as concentracGa®tdenas adsorvidas, no
equilibrio, para as trés condi¢fes iniciais de eatracdo de proteina para as trés resinas

utilizadas.

TABELA 10: Quantidade (mg) de proteinas adsorvidads/de resina para as trés

concentracdes iniciais em 30 mL.

CONCENTRACAMNICIAL DE PROTEINA (C o)

RESINA 11,6 mg/mL 4,6 mg/mL 2,2 mg/mL
QUANTIDADE B PROTEINA (mg) ADSORIDA/mL DE
RESINA
Streamline DEAE 247,66 15,40 13,18
Streamline SP 284,96 39,77 18,30
StreamlinePhenyl 225,10 68,94 12,28

Observa-se na Tabela 10 que para as trés condigOees de concentracao de
proteina a quantidade adsorvida na fase sélida paesina aumenta com o aumento da
concentracdo. Espera-se que, para uma maior qadetide proteina inicial aumente-se a
probabilidade de ocupacdo do sitio, entretanto fdavdimitacdo de quantidade adsorvida
guando se satura os sitios ativos da resina. Pasirea Streamline SP foi possivel adsorver
aproximadamente 285 mg de proteinas do soro/mesiea. Esse valor foi 15% maior que a
guantidade adsorvida para a resina Streamline DEAPS,7% maior que a quantidade
adsorvida na resina StreamliRbenyl Destaca-se que foi utilizado um senonatura ou
com suas diluicdes, ou seja, havia presenca deuigokl sais e mesmo assim houve uma

consideravel adsor¢cdo de proteinas do soro paesiass. Destaca-se, que esse sistema trata
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de um tipico sistema de adsor¢cdo multi-componergeiecinteracbes de passante e grupo
hidrofobicos atuam simultaneamente.

Sierra (2007) estudou o processo de adsorcdo dainmaoglicomacropeptideos
proveniente do soro de queijo, em cromatografianteracéo hidrofébica e Tullio (2007),
também desenvolveu estudos com o objetivo de isolzaracterizar o glicomacropeptideo,
utilizando cromatografia de troca idnica. Compamasd os resultados desses dois trabalhos
com os obtidos no presente trabalho observa-secoeré&ncia quanto a ordem de magnitude
das quantidades adsorvidas para as resinas dadrca e de interacdo hidrofobica. Veredas
(2000) estudou as melhores condicbes de adsorcaa-ldatalbumina, empregando
adsorventes de troca ibnica e interacdo hidrofoltEa observou que a resina de interacédo
hidrofobica adsorvia melhor que a proteina de tiéo&a. Entranto, destaca-se que nesse
trabalho Veredas (2000) utilizou um Concentraddéco do Soro (CPS) do soro de leite.

4.4- Ensaios de adsorcao em leito expandido

Os ensaios de adsorcédo em leito expandido foratizadas de acordo com o
mostrado na Tabela 07, no item 3.9.

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam 0s cromatogrgmasas de ruptura —
breakthrough ao se utilizar as condi¢cdes apresentadas na & ddel para recuperar as
proteinas do sorm naturausando a técnica de adsorcdo em leito expandithoresina de
troca anibnica, catibnica e de interacdo hidrofhiespectivamente.

A fase passante representa as proteinas do s@aideda coluna que ndo foram

adsorvidas na resina.
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Figura 14: Cromatograma de adsorcao das protetmasrd para a resina Streamline DEAE
(Ho=5,0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 15: Cromatograma de adsorcao das protetnasrd para a resina Streamline SB=(H
5,0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 16: Cromatograma de adsor¢do das protemasrd para a resina Streamlikeenyl
(Ho=5,0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).

Observa-se na Figura 14, que as proteinas eluimmne Unico pico quando se
utilizou a resina Streamline DEAE. Na Figura 15seva-se que a eluicdo das proteinas do
soro ao se utilizar a resina StremLine SP ocomemdndo dois picos de grande intensidade.
A eluicdo das proteinas do soro para a resina téeagéo hidrofébica Streamliriegheny)
Figura 16, ocorreu em um pico unico, porém maislésglo.

Nas Tabelas 11, 12 e 13 estdo apresentados os dadetanco de massa para as
resinas Streamline DEAE, Streamline SP e Streanffineny] e as etapas de passante,
lavagem e eluicdo, respectivamente, quando seautiltampéo Tris/HClI com pH 7,0 e
concentracéo 50 mM.

Tabela 11: Balanco de massa para a resina StreaDHAE

ETAPA \Y; PROTEINA RECUPERACAO
(mL) (mg) (%)
Passante 200 1090,0 66,0
Lavagem 100 300,0 18,0
Eluicéo 100 267,0 16,0

Massa de proteina inicial: 1650,0 mg
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Tabela 12: Balanco de massa para a resina Strea8#in

ETAPA \Y; PROTEINA RECUPERACAO
(mL) (mg) (%)
Passante 200 1115,0 50,0
Lavagem 100 594.,0 27,0
Eluicéo 100 505,0 23,0

Massa de proteina inicial: 2200,0 mg

Tabela 13: Balanco de massa para a resina Stredpiienyl

ETAPA \Y; PROTEINA RECUPERACAO
(mL) (mg) (%)
Passante 200 570,0 48,0
Lavagem 100 568,0 48,0
Eluicéio 100 48,0 4,0

Massa de proteina inicial: 1186,0 mg

Pode ser observado também que ao se aplicar drdmsem tratamento para as
trés resinas até a saturacéao (ruptura), embortaedsorcao das proteinas para essas resinas,
conforme gel de eletroforese mostrado a seguir passtemaPhenyiDEAE (Figura 21)
perde-se grande parte dessas proteinas nas etapassante e lavagem. Essas perdas somam
84, 77 e 96%, para as resinas Streamline DEAE aBtiee SP e Streamlin®heny]
respectivamente. Entretanto, pode-se recuperaR3d & 4%, respectivamente, para as trés
resinas.

As Figuras 17, 18, 19, 20, 21 e 22 apresentam asatogramas (curvas de
ruptura —breakthrough ao se utilizar a estratégia, conforme Tabelaphta recuperar as
proteinas do sorm naturausando a técnica de adsorcdo em leito expanditbioando as
diferentes estratégias, ou seja, combinando-sécaicas de troca anibnica, catibnica e de

interacdo hidrofobica, respectivamente.
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Figura 17: Cromatograma de adsor¢do das protemasrd para a resina Streamlikeenyl
com passante da eluicdo da resina DEAE (50 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 18 Cromatograma de adsorcao das proteinasrdgpara a resina StreamliRaenyl

com passante da eluicédo da resina SR @0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 19: Cromatograma de adsorcdo das protemasrd para a resina Streamlifbenil
com passante da eluicdo da resina DEAE ({0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 20: Cromatograma de adsor¢cdo das protetmasrd para a resina Streamline Phenil
com passante da eluicdo da resina SR @0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 21: Cromatograma de adsor¢do das protetnaerd para a resina Streamline SP com
passante da elui¢do da resina DEAEHH,0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Figura 22: Cromatograma de adsorcéo das proteimasrd para a resina Streamline DEAE

com passante da eluicdo da resina SR @0 cm, 50 mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).
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Nas Tabelas 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20 estaoapee®os os dados do balango de
massa ao se utilizar a estratégia, conforme Tdlelpara recuperar as proteinas do $oro
naturausando a técnica de adsorcao em leito expandidbioando as diferentes estratégias,
ou seja, combinando-se as técnicas de troca aajbécétionica e de interacao hidrofobica,

respectivamente.

Tabela 14: Balanco de massa quando se utilizosigar® EAE e a passante foi realizada com

o eluido da resinRhenyl

ETAPA \Y; PROTEINA RECUPERACAO
(mL) (mg) (%)
Passante 100 44,0 66,3
Lavagem 100 18,4 27,7
Eluicéo 100 4,0 6,0

Massa de proteina inicial: 66,4 mg

Tabela 15: Balanco de massa quando se utilizogimar&P e a passante foi realizada com o

eluido da resin&henyl

ETAPA \Y; PROTEINA RECUPERACAO
(mL) (mg) (%)
Passante 100 195,07 28,6
Lavagem 100 283,27 41,4
Eluicéio 100 204,00 30,0

Massa de proteina inicial:683 mg

Tabela 16: Balanco de massa quando se utilizosinarBhenyle a passante foi realizada

com o eluido da resina DEAE.

ETAPA \% PROTEINA RECUPERAQAO
(mL) (mg) (%)
Passante 100 65,0 14,8
Lavagem 100 336,0 76,4
Eluicdo 100 38,0 8,6

Massa de proteina inicial: 440,0 mg
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Tabela 17: Balanco de massa quando se utilizosinarBhenyle a passante foi realizada

com o eluido da resina SP.

ETAPA \% PROTEINA RECU PERAQAO
(mL) (mg) (%)
Passante 100 34,5 17,8
Lavagem 100 136,4 70,3
Eluicao 100 22,4 11,5

Massa de proteina inicial: 194,0 mg

Tabela 18: Balango de massa quando se utilizosisar® EAE e a passante foi realizada com

0 eluido da resinRhenyl

ETAPA \% PROTEINA RECU PERAQAO
(mL) (mg) (%)
Passante 100 44,0 66,3
Lavagem 100 18,4 27,7
Eluicdo 100 4,0 6,0

Massa de proteina inicial: 66,4 mg

Tabela 19: Balango de massa quando se utilizosisar® EAE e a passante foi realizada com

o eluido da resina SP

ETAPA Vv PROTEINA RECUPERACAO
(mL) (mg) (%)

Passante 100 155,67 30

Lavagem 100 184,13 35

Eluicdo 100 186,58 35

Massa de proteina inicial: 527 mg
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Tabela 20: Balanco de massa quando se utilizogisar&P e a passante foi realizada com o
eluido da resina DEAE

ETAPA \% PROTEINA RECU PERAQAO
(mL) (mg) (%)
Passante 100 221,53 34
Lavagem 100 232,37 36
Eluicdo 100 197,63 30

Massa de proteina inicial:651 mg

Pode ser observado também que ao se aplicar &gsraombinada, conforme
Tabela 11, na saturacdo (ruptura) embora existargils das proteinas para essas resinas,
perde-se grande parte dessas proteinas nas etapassante e lavagem. Essas perdas somam
aproximadamente 91, 81 e 94%, para as combinagbgsat se utilizou a Streamlifhenyl
com o eluido da Streamnline DEAE, a Streamihenylcom o eluido da Streamline SP e a
Streamline DEAE com o eluido da StreamlPigeny| respectivamente. Recuperando-se no
eluido, 9, 19 e 6%, respectivamente, para as drébinacdes.

Observa-se que os experimentos onde a resina Stredpienyl foi utilizada
apresentaram os menores rendimentos. Uma posgplelagdo para esse comportamento € o
fato de existir um consideravel teor de gordura esais no sorin natura que influenciam
ambos o0s processos de interacdo hidrofébica e aba tibnica. Nesse caso, com uma
influencia maior sobre a interacéo hidrofébica.

Veredas (2000) estudou a purificacaoodmctoalbumina a partir do soro de leite
em leito expandido de resinas (Streamlifeeny) e obteve recuperacdo de até 16,26 %.
Oliveira (2003) estudou a influéncia da temperatuggiau de expansao sobre a recuperacao e
purificacdo dan-lactoalbumina a partir de soro de leite bovinoleito expandido de resina
hidrofébica (Streamline ohenyl), encontrando reditnede até 9,35 %. Sierra (2007)
encontrou um redimento no processo de recuperacgbicdmacropeptidio a partir de soro de
leite bovino usando leito expandido e resina deragi@do hidrofobica, variando as condicbes
de temperatura e concentracdo de sal de 19,21io T@@007) desenvolvendo trabalho
semelhante ao de Sierra (2007), substituindo naei interacdo hidrofébica por troca ibnica
e utilizando também ultrafiltracdo de membrana dee330 kDa encontrou um rendimento
total do processo de 92,67.

A Figura 23 ilustra um gel de poliacrilamida (SDA&E) para o sistema quando

se usou a eluicdo da StreamlPigenylaplicada como passante na resina Streamline DEAE.
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Figura 23: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) parasistema na eluicdo da Streamline
Phenylfoi aplicada na resina Streamline DEAE. (P) — Badie proteinas (Marcador); (1)
EluicAdo DEAE; (2) Eluica®heny] (3) LavagenPheny| (4) PassantBhenyl(H,= 5,0 cm, 50
mM, pH 7,0, U= 300 cm/h).

Observa-se na Figura 23 que ao se utilizar essamnsisconsegue-se observar pelo
menos sete bandas de proteinas no eluido (1) eD&tre essas proteinas consegue-se
distinguir uma banda com massa molar maior que D4, lprovavelmente referente as
imunoglobulinas, 3 bandas protéicas de massa reaotae 66 e 97 kDa, que provavelmente
refere-se a albumina (69 kDa), lactoferrina (76 kBdactoperoxidade (89 kDa) e 3 bandas
protéicas entre os marcadores de massa molar 4% ekDa. Essas bandas provavelmente
refere-sef-lactoglobulina (18,3 kDa) e-lactoalbumina (14 kDa). Pode se observar uma

banda protéica de aproximadamente 36 kDa que, yebuante se refere ao dimero da beta-
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lactoglobulina. Fontan (2005) comenta que entrel®® e pH 8,0 essa proteina apresenta-se

da forma de dimero.

A Figura 24 ilustra um gel de poliacrilamida (SDAGE) para a resina

Streamline SP, nas etapas de passante, lavageng&oel
1 ) ®3)
P SP S SP

e

Figura 24 Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para Streamline (8P Eluicdo SP; (2)
Lavagem SP; (3) Passante SP (Ho= 5,0 cm, 50 mM,,@HJ= 300 cm/h).

Observa-se com maior evidéncia a presenca de duafad de proteinas com
massa molar préximo de 14,4 e 20,1 do padréo, ggumaite supor que seja as proteifias
lactoglobulina (18,3 kDa) e-lactoalbumina (14 kDa). Também se pode observéasu
bandas de proteinas, dentre essas proteinas cerseglistinguir uma banda com massa
molar maior que 97 kDa, provavelmente referentenasioglobulinas, 3 bandas protéicas de
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massa molar entre 66 e 97 kDa, que provavelmerfezerse a albumina (69 kDa),
lactoferrina (76 kDa) e lactoperoxidade (89 kDa)

A Figura 25 ilustra um gel de poliacrilamida (SDAGE) para a resina

StreamlinePheny] nas etapas de passante, lavagem e elui¢éo

1) ) 3)
P Phenyl Phenyl Phenyl

by v v v v

Figura 25: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) paraistema na a eluicdo da Streamline
DEAE foi aplicada na resina StreamliRéenyl (P) — Padrdo de proteinas (Marcador); (1)
EluicdoPheny] (2) LavagenPheny] (3) Passant®henyl(Ho= 5,0 cm, 50 mM, pH 7,0, U=
300 cm/h).

Jorge dos Santos Cavalcanti junho/2010

72



Resultados e discussoes

Observa-se que na fase de eluicdo, onde se renwywoteinas fortemente
adsorvida, que ndo houve presenca das proteddastoglobulina (18,3 kDa) eno-
lactoalbumina (14 kDa). No entanto, observa-seesgurca do dimero dilactoglobulina,
gue tem massa molecular de 36 kDa e também se giigvar proteinas com banda de
massa molar maior que 97 kDa, provavelmente referas imunoglobulinas, 3 bandas

protéicas de massa molar entre 66 e 97 kDa, queayebnente refere-se a albumina (69
kDa), lactoferrina (76 kDa) e lactoperoxidade (8&k

1) (2) (3)

Vv oy vy

< S

Figura 26: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) pasastema na eluicdo da Streamlptesnyl
foi aplicada na resina Streamline SP (P) — Padegurateinas (Marcador); (1) Eluicdo SP; (2)
Lavagem SP; (3) Passante SP (Ho= 5,0 cm, 50 mM,,pHJ= 300 cm/h

Observa-se que apenas duas bandas de protein&s mi@ssa molar aparecem, na
fase aparecem no passante e na lavagem, e compaamdo padrdo pode-se surgerir que
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seja peroxidases e latoferrina. Este gel represenfalicacdo do soro na resina SP, apos ter
passado na resingheny] o que pode supor que as proteinas ficaram adsarvia resina

pheny) ou ter sido perdida no primeiro processo.

(1) () (3)
SP SP SP P

e

Figura 27: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) pasastema na eluicdo da Streamline DEAE
foi aplicada na resina Streamline SP (P) — Padegwrateinas (Marcador); (1) Eluicdo SP; (2)
Lavagem SP; (3) Passante SP (Ho= 5,0 cm, 50 mM,,pHJ= 300 cm/h.

Neste outro gel, observa-se que ha presenca dedhdbale proteinas de peso
molecular, segundo o padrdo, de massa molar ma®8¢q kDa, provavelmente referente as
imunoglobulinas, 3 bandas protéicas de massa meotee 66 e 97 kDa, que provavelmente
refere-se a albumina (69 kDa), lactoferrina (76 k®kctoperoxidade (89 kDa)
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Para as outras combinacdes estudadas, o gel defalese ndo correu, tornando
dificil a identificacdo das bandas protéicas. Dates podem ter contribuido para isso: Um
seria a pequena quantidade de proteina presergenagmio ter passado pela primeira resina.

E o outro, devido ainda, além da pequena concé@d€ proteinas, a presenca de sais.
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6. Conclusao

No presente trabalho utilizou-se a técnica de gédsoem leito expandido para se recuperar e
purificar as proteinas do soro do queijo do tipallto. Os resultados mostraram que:

O grau de expansao das resinas apresentou um t¢end@&ear para todas as
resinas. A resina Streamlin@henyl apresentou maior expansdo, como também maior
porosidade, o que é fundamental para aumento ddaesnostrando ser viavel para a
utilizacdo em leito expandido. O aumento da alini@al do leito de 5,0 cm para 10,0 cm e
para a velocidade estudada, indica que um aumendoitdra do leito incial, a fluidizacdo do

leito € mas estavel.

Pode-se concluir que ndo ha camada estagnadaey(meero de pratos teoricos, o
sistema formado pela resina Streamline DEAE € & mficiente, quando se usa 0 So0rT0
natura.

Os resultados obtidos para axk) 0 nUmero de pratos teéricos e 0 numero de

Peclet foram satisfatorio para as trés resinasladis.

Nas curvas cinéticas, a concentracdo de proteingofugdo no tanque agitado
diminui rapidamente nos primeiros instantes do ¢ssc de adsorcdo, e ap0s 1 minuto a

atingiu o equilibrio das proteinas na fase fluidedase solida foi alcancado.

Ha um aumento na concentracdo de proteina adsonédtase solida com o
aumento da concentracao inicial de proteina. AaeSitreamline SP adsorve, na fase sdlida,

uma concentracdo maior de proteinas que as oes@ms estudadas.

As trés resinas estudadas apresentaram picos tiEna na eluicdo. De acordo
com esses picos, foram identificadas 6 bandas ateipas. Provavelmente essas proteinas
sejam: albumina (69 KDa), lactoferrina (76 KDa) actbperoxidade (89 KDa), beta-

lactoglobulina (18,3 KDa) e alfa-lactoalbumina {2a), dimero da beta-lactoglobulina.
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A presenca de sais minerais no soro de leite eriarha adsor¢cédo de proteinas nas
resinas de adsorcao idnica, por haver competic8citios ativo da resinas por ambos (sais
minerais e proteinas).

Devido a presenca de gordura no soro de leite,ehoava competicdo por sitios
ativos da resina Streamlifeny| o que dificultou a adsorcao de proteinas.

O sistema formado pela eluicdo da Streamline DEAEBNndo foi aplicada na
resina Streamline SP, tende a uma melhor purifcagd proteinas do soro, principalmente

daa-lactoalbumina.
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Figura Al.1: Curva de expansao do leito utilizaadesina Streamline DEAE, SAPEIENYL
(Ho= 5,0 cm, 30 mM, pH 7,0).

2,4

—m— DEAE 2
22{ o sp
A PHENYL

2,0-

1,8+

H/Ho

1,6+

1,4+

1,2+

1;0 T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300
U (cm/h)

Figura A1.2: Curva de expansao do leito utilizandesina Streamline DEAE, SHPEIENYL
(Ho= 5,0 cm, 30 mM, pH 7,5).
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Figura A1.3: Curva de expanséo do leito utilizaadesina Streamline DEAE, SHPeIENYL

(Ho=5,0 cm, 30 mM, pH 8,0).
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Figura Al.4: Curva de expansao do leito utilizandesina Streamline DEAE, SHPEIENYL

(Ho= 5,0 cm, 50 mM, pH 7,0).
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Figura A1.5: Curva de expanséo do leito utilizaadesina Streamline DEAE, SHPeIENYL

(Ho=5,0 cm, 50 mM, pH 7,5).
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Figura A1.6: Curva de expansao do leito utilizandesina Streamline DEAE, SHPEIENYL

(Ho= 5,0 cm, 50 mM, pH 8,0).
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Grau de expansao

2,4
1 —=—DEAE A
224 o sp
1 A& PHENYL a
2,04
1,8-
o 4
I
T 1,6-
1,4- o
_ A -
1,21 e
1:0 T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300
U (cm/h)

Figura A1.7: Curva de expansao do leito utilizaadesina Streamline DEAE, SAPEIENYL
(Ho= 5,0 cm, 70 mM, pH 7,0).
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Figura A1.8: Curva de expansao do leito utilizandesina Streamline DEAE, SHPEIENYL
(Ho=5,0 cm, 70 mM, pH 7,5).
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Grau de expansao
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Figura 33: Curva de expansao do leito utilizandesana Streamline DEAE, SPRHENYL
(Ho=5,0 cm, 70 mM, pH 8,0).
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Grau de expansao
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Figura Al1.10: Curva de expansao do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 30 mM, pH 7,0).
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Figura Al.11: Curva de expansado do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 30 mM, pH 7,5).
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Grau de expansao
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Figura Al.12: Curva de expansao do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 30 mM, pH 8,0).
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Figura Al1.13:. Curva de expansado do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 50 mM, pH 7,0).
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Grau de expansao
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Figura Al.14: Curva de expansao do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 50 mM, pH 7,5).
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Figura Al.15: Curva de expansado do leito utilizaradoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 50 mM, pH 8,0).
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Grau de expansao

2,4
—=— DEAE
221 —o-sP
~A - PHENYL
2,0 4
J 0
1,8 -
o 4
I
T 1,61
1,4
1,2
1:0 T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300
U (cm/h)

Figura Al1.16: Curva de expansao do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 70 mM, pH 7,0).

0,75+ —a— DEAE
] -0~ SP
0.704 A PHENYL A
!
0,65
0,60
w -
0,55
0,50
0,45
T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300
U (cm/h)

Figura Al1.17: Curva de expansao do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 70 mM, pH 7,5).
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Grau de expansao
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Figura Al1.18: Curva de expansao do leito utilizaredoesina Streamline DEAE, SP e
PHENYL(H,= 10,0 cm, 70 mM, pH 8,0).
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Grau de expansao

TABELA Al1.1: Coeficiente de correlacdo do Expansi@oleito para os sistemas estudados,
guando a altura inicial era 5,0 cm e a velocidda®@n/h.

CONCENTRACAO DE

RESINAS TAMPAQ Tris/HCI pH R?
(mM)
30 7,0 0,9770
30 7,5 0,9749
30 8,0 0,9920
50 7,0 0,9747
DEAE 50 7,5 0,9902
50 8,0 0,9909
70 7,0 0,9844
70 7,5 0,9785
70 8,0 0,9884
30 7,0 0,9731
30 7,5 0,9652
30 8,0 0,9965
50 7,0 0,9813
SP 50 7,5 0,9940
50 8,0 0,9962
70 7,0 0,9745
70 7,5 0,9790
70 8,0 0,9860
30 7,0 0,9731
30 7,5 0,9939
30 8,0 0,9919
50 7,0 0,9978
Phenyl 50 7,5 0,9979
50 8,0 0,9970
70 7,0 0,9614
70 7,5 0,9641
70 8,0 0,9884
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Grau de expansao

TABELA A1l1.2: Coeficiente de correlagcdo do Expansi@oleito para os sistemas estudados,
guando a altura inicial era 10,0 cm e a velocidz@Ecm/h.

CONCENTRACAO DE

RESINAS TAMPAQ Tris/HCI pH R?
(mM)
30 7,0 0,9950
30 7,5 0,9874
30 8,0 0,9970
50 7,0 0,9991
DEAE 50 7,5 0,9966
50 8,0 0,9996
70 7,0 0,9940
70 7,5 0,9993
70 8,0 0,9990
30 7,0 0,9950
30 7,5 0,9874
30 8,0 0,9970
50 7,0 0,9991
SP 50 7,5 0,9966
50 8,0 0,9996
70 7,0 0,9940
70 7,5 0,9993
70 8,0 0,9990
30 7,0 0,9935
30 7,5 0,9946
30 8,0 0,9763
50 7,0 0,9984
Phenyl 50 7,5 0,9988
50 8,0 0,9895
70 7,0 0,9900
70 7,5 0,9978
70 8,0 0,9942
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ANEXO I
POROSIDADE DO LEITO



Porosidade do Leito
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Figura A2.1: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 30 mM, pH 7,0).
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Figura A2.2: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 30 mM, pH 7,5).

Jorge dos Santos Cavalcanti junho/2010

108



Porosidade do Leito
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Figura A2.3: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 30 mM, pH 8,0).
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Figura A2.4: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 50 mM, pH 7,0).
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Porosidade do Leito
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Figura A2.5: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 50 mM, pH 7,5).
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Figura A2.6: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 50 mM, pH 8,0).
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Figura A2.7: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPRHENYL(Ho,= 5,0 cm, 70 mM, pH 7,0).
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Figura A2.8: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPIBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 70 mM, pH 7,5).
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Porosidade do Leito
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Figura A2.9: Curva da porosidade do leito em fundaovelocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(Ho,= 5,0 cm, 70 mM, pH 8,0).
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Figura A2.10: Curva da porosidade do leito em fonda velocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(H,= 10,0 cm, 30 mM, pH 7,0).

Jorge dos Santos Cavalcanti junho/2010

112



Porosidade do Leito
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Figura A2.11: Curva da porosidade do leito em fonda velocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(H,= 10,0 cm, 30 mM, pH 7,5).
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Porosidade do Leito

Figura A2.12: Curva da porosidade do leito em fonda velocidade utilizando a resina
Streamline DEAE, SPBHENYL(H,= 10,0 cm, 30 mM, pH 8,0).
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Figura A2.13: Curva da porosidade do leito em fonda velocidade utilizando a res