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RESUMO

Neste frabalho sdc estudados os efeitos da temperatura, grau de
expansao e altura do leito sedimentado sobre: a purificacio e recuperacac da alfa-
lactalbumina, a eficiéncia da coluna em adsorver todas as proteinas do soro do
leite bovino e, o comportamento fluidodinadmico da coluna de leito expandido na
presenca da solugdo tamp&o e do soro de leito bovino. A avaliaggo da
fluidodinamica foi realizada através da andlise quantitativa dos parametros Pe, Ne
o obtidos através da aplicaggo de um modelo matematico, denominado de PDE.
Foi utiizado um planejamento fatorial como ferramenta para verificar o efeito das
variaveis estudadas. A alfa-lactalbumina é uma proteina hidrofobica e que se liga
a0 jon calcio. Essa ligagdo proveca uma mudanga conformacional na sua
estrutura tomando-a mais hidrofilica. Essa propriedade € explorada
estrategicamente no processo de purificacao. Para entender o processo de
adsorgio foram obtidas isotermas de equilibrioc do soro a 34 °C, da alfa-
lactalbumina e da beta-lactalbumina, separada e conjuntamente, nas temperaturas
de 25 e 30 °C, em tanques agitados. Observouse que a alfa-actalbumina adsorve
mais fortemente no adsorvente hidrofébico do que a beta-lactoglobulina. Através
do processo de adsorgdo realizado na coluna de leito expandido obteve-se a alfa-
lactalbumina com grau de pureza de até 100%, detectado por analise realizada em
HPLC, para uma altura de leito de 15 cm, temperatura de 32 °C e grau de
expansdo de 2,75. A recuperagdo dessa proteina foi _‘de aproximadamente 9,5%.
Através do ajuste dos dados experimentais, obtidos das curvas de Distribuicao dos
Tempos de Residéncia (DTR), ao modelo PDE, encontrou-se valores de Pe,Ne
¢, para a condigio em que se obteve o grau de pureza de 100%, iguais a 50, zero
e 97%, respectivamente, indicando que ocorreu uma baixa dispersdo axial na
coluna, que ndo houve formacdo de camada estagnada e, como conseqléncia, a
fluidizacdo do leito ndo foi comprometida. A andlise estatistica dos dados do
planejamento experimental aponta que a temperatura e 0 grau de expans&o tém
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gfeito significativo e positivo sobre a pureza da alfa-lactalbumina e dos parametros
Pe e ¢, que apenas a temperatura possui efeito significativo e negativo sobre a

recuperacao, e que o grau de expansio e a temperatura tém efeitos negativos
scbre o parametro N.



ABSTRACT

in the present work, the effect of temperature, degree of expansion and
sedimented bed high on purification and recovery of alpha-lactalbumin, on column
efficiency in adsorbing all the bovine whey proteins and the fluidodynamic
behaviour of expanded column bed in presence of buffer solution and bovine whey,
are studied. The fluidodynamic evaluation was performed by quantitative analysis
of Pe, N and ¢ parameters which were obtained by using the PDE mathematical
model. An experimental factorial design was used as a tool to verify the
multivariable affect. Alpha-lactalbumin is a hydrophobic protein and gets bonded
with calcium ion. This bonding results in a conformational change of its structure
making it more hydrophilic. This property is strategically explored for the process of
purification to understand the adsomption process, the equilibrium isotherm of
bovine whey for alpha-lactalbumin and for beta-lactogiobulim at 34 °C, and for
apha-lactalbumin and for beta-actoglobulim, separately and together, at 25 and 34
0C. were obtained using well stimed tanks. It was observed that alpha-lactalbumin
adsorbs more strongly on the hydrophobic adsorbent than the beta-lactoglobulim.
Alpha-lactabumin having 100% purity, detected by HPLC analysis, was obtained
by the adsorption process, using an expanded bed column of 15 cm bed high, with
2,75 degree of expansion at 30 9C. The protein recovery was approximately 9,5%.
The values of parameters Pe, N and ¢ formed were 50, zero and 97%
respectively, which were obtained from the PDE model of the Residence Time
Distribution (RTD) curves, thus indicating that in the column, low axial dispersion
oceurs and there is no formation of a stagnant layer and, consequently, the bed
fluidization is not affected. Statistical analysis of the experimental design data
points shows that the temperature and degree of expansion have significant and
positive effect on the purity of the alpha-lactalbumin and for the parameters Pe and
o, only temperature affects significantly and negatively the protein recovery and
that the degree of expansion and temperature have negative effects on the
parameter N.



NOMENCLATURA

C~ concentracao inicial de proteina expressa em massa por volume (M.L‘3)

Cf- concentracao final de proteina (M.L™%)

D, coeficiente de dispersac axial (L t™)

d- didmetro da particula (L)

D- didmetro da coluna (L)

DTR- Distribuicdo do Tempo de Residéncia

E,- Distribuigo do Tempo de Residéncia Nomalizado

£~ Eficiéncia da coluna em adsorver as proteinas do soro de leite

Gexg- grau de expansao

K- constante de dissociacio de equilibrio do processo de adsorcdo (M.L™)

L- comprimento da coluna

MD- modelo classico da disperséo

m- momento da distribuicao

n- parametro de Richardson e Zaki determinado experimentalmente

nw valor médio do pardmetro de Richardson e Zaki obtido através dos dados
experimentais

- parametro de Richardson e Zaki determinado teoricamente levando-se el
consideracéo o nimero de Reynolds terminal

N- parametro que indica o grau de interagéo entre o adsorvente e 0S componentes
presentes na fase liquida

P- pressao de equilibrio

Ps- pressdo de saturagéo

PDE- model matematico que prevé a formagio de camada estagnada entre a
fase liquida e 0 adsorvente

Pe-numero de Peclet (admensional)

p+ ponto isoelétrico (admensional)

P,- pureza da alfa-lactalbumina

g- quantidade de soluto, em massa, adsorvido em condigbes de equilibrio sobre o
adsorvente, expresso por unidade de massa ou volume



gm- quantidade méxima de soluto adsorvido sobre o adsorvente expresso por
unidade de massa ou volume.

gs- quantidade maxima de soluto adsorvido sobre o adsorvente expresso por
unidade de massa ou volume previsto pelo modelo de Langmuir modificado

Reyr valor médio do nimero de Reynolds calculado através do valor médio da
velocidade terminal (admensional)

Res- numero de Reynolds obtido a partir da velocidade terminal determinada
afraves da equagao de Stokes (admensional)

SDS-PAGE- eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecii sulfato de
sodio.

t- tempo

t- tempo de residéncia médio

v- velocidade linear expresso em unidade de comprimento por tempo

Vs~ volume do tangue

v velocidade terminal determinada experimentalmente (L.t7)
vin- valor medio dos dados experimentais da velocidade terminal (Lt

Vis- velocidade terminal determinada através da equagéo de Stokes (L.t

o-La alfa-flactalbumina

-Lg beta-lactoglobulina

g¢- porosidade do leito

¢- parametro que indica o comprometimento da fluidizacio devido a formacao de
camada estagnada.

8- tempo admensional
j1, tie- momentos normalizado da Distribuigio do Tempo de Residéncia

wr viscosidade do fiquido (M. L. t)
p- densidade do liquido (M. L"%)
ps- densidade do solido (M. L™)

i- tempo de residéncia médio
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CAPITULO 1

INTRODUGAOD

1.1. Proteinas do Soro de Leite Bovino: Composicdo, Propriedades e
Funcoes
O soro de leite (lactosoro), um produto biclégico do rejeito da industria de
laticinios, obtido apés a coagulacdo da caseina em pH 4,6 e temperatura de 20
°C, é possuidor de grande concenfracdo de componentes particuiares do leite
(peptidios, aminoacidos, lactose, acido lactico, proteinas, pequenos fragmentos de
caseinas, residuos de gordura do leite e sais minerais).

Em 1987, a produgdo mundial do soro de queijo foi estimada em cerca de
96 milndes de toneladas, que contém 0,6 milhdes de toneladas de proteina do
soro (Sienkiewicz and Ridel, 1994). Estas proteinas, uma vez separadas e
purificadas, mantendo suas caracteristicas funcionais e conformacionais, podem
ser utilizadas nas industrias de alimentos e farmacéutica.

Na industria de alimentos, exploram-se as propriedades funcionais das
proteinas (tais como absorcéo e ligac3o de agua, gelatinizagdo, elasticidade) na
produgao de alimentos como carnes, linguicas e quejjos.  No tocante a salde,
estas proteinas tém a propriedade de elevar o nivel de giutadiona em varios
orgaos e no sangue. A elevacic da concentragao de glutadiona esta relacionada
com a ativacdo do sistema imunoldgico, tanto celular como humoral, podendo
resultar em beneficios para pacientes com as seguintes doengas: doencas
neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson), arteriosclerose, imunodeficiéncias,
doengas infecciosas e cancer (Brink, 1996, Jacobucci et al., 2001).
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As proteinas que se apresentam em maior quantidade no soro de queijo

do leite bovino sdo: betadactoglobulina, affa-lactalbumina, albumina e as

imunoglobulinas. A Tabela 1.1 apresenta as composicoes médias e propriedades

de algumas proteinas do soro de queijo do Ieite bovino.

Tabela 1.1- Composicéc do soro de queijo do leite bovino (McKenzie, 1970).

. Concentracao Massa Molecular
Proteina @L™ (kDa) pl
B-lactoglobulina 30a4p 18,4 52
g-lactalbumina 1,5 14,2 47a51
soralbumina 03a0,6 69,0 49
IgG,IgA, igM 06a08 150 a 900 59a7.3

A beta-lactoglobulina §-Lg) e a alfa-lactalbumina @-La) s&o as proteinas
encontradas em maior abundancia no soro de gueijo, com concentragbes de

aproximadamente 50% e 20%, respectivamente, do total de proteinas do soro.

Segundo McKenzie (1970), a

hidrofobicidade meédia de aproximadamente 1075 kcalfresiduo e a alfe-

beta-lactoglobulina  possui  uma
lactalbumina 1020 kcaliresiduo, e s3o as proteinas que apresentam maior
hidrofobicidade entre todas as proteinas presentes no soro do leito bovino. A alfa-
lactalbumina figa-se a alguns fons, inclusive o ion calcio (Ca*"), sendo, portanto,
caracterizada como umna proteina metélica (Hiraoka et al., 1880). A ligagdo com o

jon calcio diminui a sua hidrofobicidade, segundo Lindahl e Vogel (1984).

Devido & grande variedade de seus aminodcidos (entre eles a cisteina,
triptofano e a metionina), a beta-lactoglobulina e a alfa-lactalbumina t&m um
grande valor nutricional, principaimente esta ultima, por possuir uma quantidade
significante de triptofano. A alfa-lactalbumina tem-se mostrado uma modificadora
da atividade da enzima galactosiltransferase. J& a fungdo fisiologica da beta-
lactoglobulina ainda ndo esta bem estabelecida.
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1.2. Leito Expandido: Uma Tecnologia para Recuperar Biomoléculas

Grande parte dos esquemas utilizados para a purificagcdo de proteinas
engloba diversas operagdes unitarias no processo de Recuperagéo e Purificacdo
de Bioprodutos (RPB). Tal fato pode ocasionar baixo rendimento da proteina
desejada e aumentoc de custos. A busca de solugdo para este problema tem
incentivado ¢ desenvolvimerto de técnicas que simplifiguem e diminuam o
niamero de operagdes utilizadas na purificagdo de biomoléculas.

Na década de 90, a adsorcdo em leito expandido surgiu como uma
alternativa para a purificagdo de biomoléculas em um meio liquido que contenha
particulas em suspensdo (células, fragmentos de células, e residuos solidos em
geral). A adsor¢c@o em leito expandido apresenta a vantagem de combinar duas
unidades operacionais, conceniragdo e remogac de materiais particulados,

evitando um maior fempo de processamento associade 2 centrifugacdo e a
filtracdo (Hjorth, 1995).

O desenvolvimento do leito fluidizade estavel (leito expandido), com
caracteristicas cromatogréficas similares as do leito fixo, foi realizado por Draeger
e Chase. A porosidade do leito expandido, que € maior do que a do leito fixo,
permite que particulas da suspensio passem afravés da coluna enquanto a
proteina desejada é retida por adsorcio.

Chase e Draeger (1992) purificaram imunoglobulina G policlonal humana
usando adsorventes de afinidade, proteina A imobilizada em Sepharose Fast
Flow, indicando que a adsor¢do do leito expandido € similar ao do leito fixo,
quando a mesma quantidade de adsorvente é usada.

Para que seja mantida uma expansao estavel do leito, mesmo a
velocidades elevadas, sio necessarios adsorventes que possuam uma densidade
especifica apropriada. A partir de 1993, a Pharmacia Biotech, Suécia, introduziu
no mercado novos tipos de adsorventes cromatograficos para adsor¢ao em leito
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expandido. Estes adsorventes possuem em sua matriz um niciec de quartzo
inerte que providencia tal densidade.

No leito expandido a circuiago e mistura das particulas de adsorventes
sio minimas e o fluxo do liquide airavés do leilc expandidc mostra ter
caracteristicas de fluxo tubular. O ciclo de operagio por adsorgdo em leito
expandido alterna etapas de fluidizagdo estavel e sedimentagao do leito;
combinam-se as propriedades hidrodinamicas do leito fluidizado com as
propriedades cromatogréaficas do leito fixo.

1.2. Objetivo

Esta pesquisa teve como objetivo o estudo do comportamento da
adsorcdo, recuperagao e purificacdo da alfa-lactalbumina do soro de leite bovino
por cromaiografia de interagbes hidrofobicas em leito expandido. Estuda a
influncia dos parametros fisicos, altura de leito sedimentado, grau de expansao e
temperatura, sobre o processo de separacdo dessa proteina em leito expandido
contendo uma resina hidrofdbica.

Para o alcance desse objetivo, este trabalho de pesquisa foi dividido em
irés etapas:

a) Obtencio de isotermas de equilibrio: da alfa-lactalbumina (85 % de pureza) e
beta-actoglobulina (80% de pureza), separadamente, em resina hidrofobica
nas temperaturas de 25 e 30 °C aplicando-se o modelo de Langmuir, de
adsorcio binaria dessas proteinas na resina, nas temperaturas de 25 e 30 °c,
e da alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina a partir do soro de leite bovino na
temperatura de 34 °C. Deve-se ressaltar que foram realizados estudos prévios
para definir os tampdes e as condigbes da adsorgio e eluicao para alfa-
lactalbumina.

b} Conhecendo-se 0 comportamento da adsorgdo da alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina separadamente, em uma mistura binaria e no soro do leite
bovino, determinou-se as curvas de rupturas e eluigdo das proteinas do soro
de leite em leito fixo e leitc expandido. As curvas de rupturas do soro do leite
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1.3.

bovino foram obtidas em diferentes alturas de leito sedimentado, temperaturas
e graus de expans&o. O estudo dos efeitos das combinacgdes dessas variaveis,
objetivando verificar a interacdo das mesmas sobre a adsorcdo da alfa-
lactalbumina e o comportamento fluidodinamico do leito, foi realizado através
de um planejamento experimental fatorial utilizando a Metodologia de
Superficie de Resposta. As variaveis resposias avaliadas foram pureza e
recuperacéo da proteina alfa-lactalbumina, eficiéncia da coluna em adsorver
todas as proteinas do soro de leite e, parametros que estdo relacionados com
o comportamento fluidodindmico do leito, como por exemplo, o nimero de
Peclet.

Uma vez que a adsorgio foi realizada em leito expandido, estudou-se o
comportamento fluidodin@mico do leito, com a solugéo tampao e com o soro do
ieite bovino. Esse estudo foi dividido em duas partes. A primeira parte consistiu
na aplicagdc da equacdo de Richardson-Zaki, na presenca do tampao de
equilibrio, para a determinag&o dos parametros n e w, que indicam o regime de
fluxo do escoamento do fluido e fornece a velocidade terminal experimental de
equilibrio das particulas de adsorvente, respectivamente. Na segunda parte
foram obtidas, através da aplicacdo da técnica de estimulo e resposta, curvas
de Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR) dos elementos de fluidos que
escoam na coluna. A curva de distribuicdo foi obtida com a solugdo tampéo e
com o soro de leite bovino, objetivando a determina¢do de parametros fisicos,
atraveés da aplicacdo de um modelo materatico que prevé, além da disperséo
axial, troca de matéria entre uma camada dindmica e uma camada estagnada.
Esses par@metros sdo as varigveis respostas, citadas no item b, em que se
baseia a anélise do comportamento fluidodinamico do leito.

Relevancia e Justificativa

A relevancia e justificativa para o desenvolvimento desse projeto de

pesguisa concentraram-se na seguinte idéia: escolher um rejeito industrial, rico em
proteinas; selecionar para recuperar e purificar, dentre as proteinas desse rejeito,

a que se deslacasse como uma proteina com caracteristicas nutricionais e
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farmacéuticas importantes para o desenvolvimento humano; tracar uma estratégia
de purificagdo vidvel e seletiva para a proteina de interesse.

O texto a seguir descreve a relevancia e a justificativa da escolha do
rejeito industrial ter sido o soro de leite bovino, como também a opgdo da escolha
da proteina recair sobre a alfa-lactalbumina e o método de adsorcdo empregado
ser a cromotografia por interacdes hidrofébicas em leito expandido.

Em muitos paises, os rejeitos industriais so descartados sem tratamento
prévio adequado poluindoc ¢ meio ambiente. Grande parie deles possui
substancias de valor de mercado, fato que desperta o interesse por parte de
companhias e industrias na recuperacdo dessas substancias. A ind(stria de
laticinios tem como um de seus rejeitos o soro de leite, possuidor de componentes
que desempenham fungdes fisiolégicas e bioquimicas. Parte dele € utilizado pela
propria indastria de laticinios ou de afimentos e o restante € descartado. Com os
recentes avancos na tecnologia de separagdo, cada vez mais a purificacéo de
proteinas do soro de leite tem sido objeto de pesquisas. Entre todas as proteinas
presentes no soro de leite bovino a alfa lactabumina € a que apresenta o maior
coeficiente de eficiéncia protéica, aproximadamente 3,8; superando inclusive o da
caseina e da proteina de soja, segundo Sgarbiere (1987). Heine et al. (1991)
estudaram a importancia da alfa-lactalbumina na nutricio infantil e recomendam o
uso dessa proteina, proveniente do leite bovino, na dieta de criancas desnutridas
chamando a atencdo para o aumento do valor agregado dessa proteina quando
ligada ao fon Ca®". Purificala significa ter um uma proteina com alto valor
nutricional, aplica-la na dieta de criangas desnutridas significa diminuir o risco de
morte por desnutricdo e, se ligada ao célcio, tem-se um ganho na “batalha” confra
a descaicificagdo 6ssea.

No entanto ao tracar estratégias de purificacdo de poteinas, a escolha
dos métodos (tais como precipitagdo, extragdo, cenfrifugagdo, filtragcdo, e/ou
adsorcdo, etc) deve-se considerar os efeitos que as mesmas podem causar sobre
as propriedades fisico-quimicas e funcionais das proteinas apos purificagdo.
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Advemn desta constatacdo o interesse crescente pelo desenvolvimento de métodos
novos para obter proteinas puras do soro de leite em grande escala.

Na literatura encontram-se, como métodos mais usuais para obtencédo da
alfa-lactalbumina, a precipitacdo e a cromatografia de troca idnica. A precipitacéo
acaireta problemas como desnaturagdo, baixo rendimenio e baixa pureza. A
cromatografia de troca ibnica atua mais como uma etapa concentradors das
proteinas do soro do leite. Nesse trabalho, ao se escolher 0 método de purificacdo
utilizando a adsorgdo, aplicando a cromatografia preparativa por interagdes
hidrofobicas, contemplou-se na estratégia de purificaciio, mais especificamente na
etapa de eluicdo, a obtencdo da alfa-lactalbumina ligada ao jon C&*. A escolha da
estratégia foi baseada em dois pontos relevantes. A figacio proteina-Ca™
promove uma mudanga conformacional na estrutura da  alfa-lactalbumina
tornando-a mais hidrofilica, esse efeito facilita & dessorcéo seletiva dessa proteina
na resina hidrofobica (em relagdo as demais proteinas do soro do leite bovino
adsorvidas). O segundo ponto relevante é que essa ligacdo estabiliza a estrutura
terciaria da mesma torna-a mais resistente as condicbes desnaturante, segundo
Chaliand e Rosemeyer (1974). Essa estabilidade da estrutura tercidria tomo-a
mais resistente & desnaturacdo quando submetida a temperaturas elevadas
(aproximadamente 100 °C).

A adsorgao realizada em leito fixo € ainda o método cromatografico mais
utilizado na recuperacéo e purificagio de proteinas do soro de leite bovino. James
(1994) e Carrere (1993), que recuperaram proteinas do soro de leite bovino em
resina usando a adsorcdo por troca idnica, em coluna de leito fixo e coluna de leito
fluidizado, respectivamente, chamam a atencdo para o fato de que o lactosoro por
ser um produto biolégico complexo, provoca a colmatagem do leito se tratamentos
prévios como a filtracdo e a centrifugacio, ndo forem realizados. O aumento nas
operagOes unitarias em qualquer processo separativo eleva os custos do processo
industrial, o que economicamente nao é desejavel. Diante desse fato deve-se

procurar alternativas econdmicas para obter um produto de alto valor agregado
com menor custo.
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Surge entdo como alternativa o uso do leito expandido para purificar
biomoléculas oriundas de meios complexos. O leito expandide, que tem como
caracteristica principal uma maior porosidade de leito quando comparado com 0
leitc fixo, permite a separagdo de proteinas de liquidos que contém particulas
solidas em suspens@o. Em fungdo dessa caracteristica fisica evila-se a
coimatagem do leito, além de possibilitar que as etapas de clarificag@o
(centrifugacdo e filtragdo) ocorram paralelamente com a gtapa de capiura das
proteinas, mantendo praticamente as mesmas caracteristicas fluidodinamicas de
um leito fixo. Portanto, recuperar e purificar proteinas em leito expandido € um
processo de separacio alternativo para purificar biomoléculas.

Foi citado, em paragrafos anteriores, como item relevante desse irabalho,
a escolha de uma estratégia de purificacéo seletiva para a proteina de interesse
(mantendo suas propriedades fisico-quimicas e funcionais). Para o alcance desse
objetivo & importante observar o efeito e as interagdes que variaveis tais como
temperatura, altura do leito sedimentado e grau de expansao, tém-se sobre a
adsorcdo das proteinas em leito expandido de resina hidrofobica. A literatura
comumente ndo investiga os efeitos e as interagdes, conjuntamente, dessas
multivariaveis na adsorcdo, principalmente, nos ensaios realizados em ®iuna de
leito fixo ou expandido, com matérias-primas complexas, entre elas o soro do leite
bovino. Comumente sdo realizados ensaios fixando-se uma varidvel e verificando
o efeito que uma outra pode ocasionar sobre uma variavel resposta, como por
exemplo, pureza da proteina. A importancia da obtenc&o de dados, com todas as
possiveis combinagdes das principais variaveis fisicas e quimicas, relevantes na
obtengdo das curvas de rupturas e na fluidodindmica permitem determinar
parametros importantes para a otimizacdo do processo, ferramenta util para
melhor compreensdo do sistema de adsorcdo. Através do conhecimento das
melhores condicdes do processo pode-se obter o aumento de escala da operagao
unitaria utilizada. Através dos estudos desenvolvidos nesse trabalho, encontram-
se disponiveis dados fisico-quimicos e fluidodindmicos necessarios para se
realizar um aumento de escala para a obtengdo da alfa-lactalbumina a partir do
soro de leite bovino em leito expandido de resina hidrofébica.
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CAPITULO 2

REVISAC DA LITERATURA

O presente capitulo apresenta uma revisdo da literatura sobre os métodos
mais usuais para recuperacgdo das proteinas do soro do ieite bovino, entre elas a
alfa-lactalbumina, as principais caracteristicas fisico-quimicas e funcionais dessa
proteina. Também s&o apresentados uma breve fundamentacgo tedrica sobre a
operagdo unitaria adsorcdo e o método cromatogréfico que utiliza as interacdes
hidrofdbicas para purificacio de proteinas por serem as técnicas utiizadas resse
trabalho. Uma vez que a configuracdo de leito expandido foi o modo operacional
adotado para recuperar e purificar a proteina é apresentada uma reviséo de como

o desenvolvimento da adsorcdo ¢ realizado na coluna, principaimente, no que
concerne a fluidodindmica do leito expandido.

2.1. Recuperacéo de Proteinas do Soro de Leite

Os métodos mais usados para recuperacao de proteinas do soro de leite
sdo precipitagdo, ultrafiltracdo e cromatografia. A precipitagdo e a ultrafiltracao
atuam mais como uma efapa de concentragdo do que propriamente de
purificacdo. A precipitagdo, por usar altas concentragbes de sais como agente
precipitante, desnatura as proteinas e por isto no € utilizado para obtencgo de
proteinas do soro de leite bovino em grande escala. A precipitagdo com sal foi o
método pioneiro para obtencdo da beta-lactogiobulina {(Ascharffernburg e Drewry,
1957) e da alfadactalbumina (Ascharffernburg,1968). A ultrafiliragdo € ainda uma
operagdo unitaria bastante utiizada na producio de concentrados protéicos de
soro do leite bovino. Atualmente, encontra-se disponivel para fins comerciais
concentrados protéicos do soro do leite bovino obtidos através de um conjunto de
operagbes como a ultrafiliragdo, a microfiltragdo e a troca ibnica conseguindo,
segundo os fabricante, obter um produto, com a minima quantidade de lactose e
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gordura, contendo proteinas soliveis do leite. No entanto, a cromatografia é um
método muito utilizado para concentrar e purificar proteinas do soro de leite.

O metodo cromatogréfico mais utilizado para purificagio das proteinas do
lactosoro € 0 gque usa resinas trocadoras de ions, explorando a caracieristica
anfotérica das proteinas em adquirirem cargas positivas ou negativas dependendo
do pH do meio. Este método é também usado para a manufatura de concentrado
de proteinas do soro, no qual a conceniragio de proteinas pode ser maior e igual
a 90%, sendo a beta-lactoglobulina e a alfa-lactalbumina as duas proteinas que
aparecem em maior quantidade neste concentrado (Morr e Ha, 1993). Barker et al.
(1886) obtiveram concentrados de proteinas a partir do soro de leite em resinas
trocadoras de ions, Shefarosil QMA. Utilizando esse método foi necessario um

fratamento previo de clarificag@o para a retirada de residuos de caseina evitando
assim a colmatagem da coluna.

Até o final da década de 80 havia por parte dos pesquisadores muito mais
uma busca de tecnologia para obtenc&o de concentrados protéicos, a partir do
soro de leite bovino, do que a purificacio especifica de uma determinada proteina.
O conhecimento mais especifico da funcionalidade das proteinas do soro do leite
bovino, entre elas a alfa-lactalbumina, por apresentar alto valor nutritivo, induziu os
pesquisadores a também obter estratégias de purificacdio de proteinas advindas
do soro do leite bovino com alto grau de pureza e ndo apenas a producio de
concentrados protéicos. Devido a essa tendéncia, na década de 90 surgiram
trabalhos que apresentam um conjunto de etapas e operacdes, que tendo como
objetivo principal, isolar as proteinas do soro do leite, dedicaram-se mais as
determinacbes das condigbes operacionais (pH, forca ibnica e tipos de resinas)
que pudessem isolar as diversas proteinas, bem como, trabalhos que apresentam
estudos de adsorcdo binaria de proteinas do soro de leite ovino, objetivando
verificar 0s mecanismos envolvidos na co-adsorgdo das proteinas. O
conhecimento desses mecanismos permitiram montar uma melhor estratégia de
purificacac para a proteina de interesse.

1
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Carrere (1993) estudou a adsorgdo da alfa-lactalbbumina e beta-
lactoglobulina em leito fluidizado e James (1994) a adsorgdo da lactoferrina e
lactoperosidaxe, em leito fixo. Esses autores usaram resinas trocadoras de ions,
no entanto, com énfase na obtencdo, em tanque agitado, de parémetros cineticos
e de equilibrio da adsorgdo bindria dessas proteinas com 0 intuito de modelar e

simular o comportamento das mesmas na coluna trocadora de ions.

Como exemplo de trabalhos que pesquisam estratégias de purificagao de
proteinas do soro pode-se citar o de Yoshida (1990), Ortin et al. (1992), Bramaud
et al. (1997), Hahn et al. (1998) e Ye et al. (2000). Yoshida (1990) separou as
proteinas do soro de leite em cinco fragdes por filtragdo em gel usando Sephacryl
S.200. A fragio 4 possuia a beta-lactoglobuiina na forma dimérica, a qual foi
separada em duas variantes por cromatografia de froca idnica. A fracdo 5 foi
submetida também a uma cromatografia de troca ibnica da qual obteve-se a alfa-
lactalbumina, a beta-lactoglobulina, a albumina e uma proteina ndo identificada. A
partir desse concentradc protéico a pureza da alfa-lactalbumina foi aumentada
através do método de Aschaffenburg (1968). Devido as inGmeras etapas
necessarias para isolar com elevado grau de pureza a alfa-lactalbumina o
rendimento no processo foi considerado baixo pelos proprios autores. Ortin et al.
(1992) apresentaram como objetivo principal do trabalho © estudo do
comportamento da distribuicdo das proteinas do soro do leite bovino alfa-
lactalbumina e beta-lactogiobulina em um sistema aquoso bifasico composto por
7% em massa de Dextrana 500 e 5% em massa de polietileno glicol 600. O
polietileno glicol possuia um ligante hidrofobico (palmitato) e a afinidade dessas
proteinas por esse ligante se da através de interagdes hidrofébicas. Os autores
separaram 2 alfa-lactalbumina da beta-lactogiobulina através da adicdo do ion
Ca?* ao meio. E interessante observar que o ion calcio ja era utilizado como parte
da estratégia de purificagdo da alfa-lactalbumina, mesmo sem ser a cromatografia
por adsorcio a operagio unitaria utilizada. Braumad et al. (1997) separa a alfa-
lactalbumina das demais proteinas do soro do leite bovino através da precipitaggo
da mesma, em pH 4,2, préximo ao do seu ponto isoelétrico, na presenca de citrato
(sequestrante do ion calcio). A adico do citrato favorecia a precipitagéo da alfa-
lactalbumina na temperatura de 35 °C. E interessante observar que esses autores
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isolaram a alfadactalbumina através da precipitacdo proximo ao seu ponto
isoeletrico a partir de um concentrado protéico obtido inicialmente pelo processo
de ultrafiltracdo do soro de leite bovino. O trabalho de Hahn et al. (1998)
apresenta metodos de fracionamento de proteinas do soro de leite bovino em
varias resinas trocadoras de ions (S-HyperD-F, S-Sepharose FF, Fractoge! EMD

803 650 (8) e Macro-Prep High S Suport). O principal objetivo do trabatho foi
verificar o desempenhc das diversas resinas quanio 3 resisténcia mecanica e
capacidade de ligaco em diferentes condigdes operacionais como pH, tampéo de
eluicdo e velocidade de fluxo. Ye et al. (2000) descreve um método rapido para
isolar proteinas do soro do queijo bovino sobre resinas trocadoras de ions. A alfa-
lactalbumina e beta-lactoglobulina foram adsorvidas conjuntamente sobre a resina
quaternario aminoetitToyopearl, a separacdo da alfa-lactalbumina da beta-
lactogiobulina ocorreu devido as diferentes condigbes de eluicio usadas no
processo de separacdo. Um fato relevante nesse trabatho é o de mostrar que,
além do uso de adsorventes seletivos, as condicBes impostas na etapa de eluicio
sao importantes na estratégia de purificacio de proteina. A resina catibnica
sulfopropil- Toyopearl foi utilizada para separar a lactoferrina e a lactoperoxidase.

A partir do ano 2000, os trabalhos relativos & purificagdo de proteinas do
soro do leite bovino seguiram a mesma tendéncia da década de 90, no entanto, ha
uma forte retomada na produgdo de concentrados protéicos através da
ultrafitracdo. Nessa década, nota-se basicamente dois fatos diferenciais
interessantes frente a ainda marcante busca de novas estratégias de purificacdo e
a retomada da obteng@o de concentrados protéicos via ultrafiltracgio, é que a
obtenc&o de diferentes proteinas do soro do leite leva a busca de melhor entender
0 comportamento individual das mesmas quando ocomem mudancas
conformacionais na sua estrutura. Pode-se citar como exemplos os trabathos de
Boye e Alli {(2000), Hong et al. (2002) e Noyelle e Van Dael (2002); os dois
primeiros trabalhos estudam a mudanca conformacional das proteinas do soro de
leite bovino como conseqiiéncia de tratamentos térmicos e o segundo devido a
ligaggo da proteina alfa-lactalbumina com vérios ions metdlicos. Essa
preocupagao em investigar tal comportamento das proteinas é justificada pela
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importancia funcional e organolepitica que essas proteinas oferecem aos
alimentos uma vez que as mesmas séo utilizadas como ingredientes na industria
alimenticia (Foegeding et al., 2002). Berfrand-Harb et al. (2003) monitoraram a
evolucdo da concentragio e modificagdo estrutural da alfa-lactalbumina e da beta-
lactoglobulina durante a fermentac8o de iogurte; esses autores creditam a essas
proteinas as mesmas caracteristicas anteriormente citadas sendo, portanto, de
suma importancia & manutencdo das mesmas nesse alimento tido como probigtico
e necessario ao desenvolvimento nutricional da humanidade. O diferencial relativo
4 obtengdo de concentrados via ultrafiltracdo € a preocupacéo, por parte dos
pesquisadores, em n&c somente obté-los, mas comprovar cientificamente a
importancia desse concentrado na dieta alimentar (Jacobucci et al., 2001).
Segundo Low et al. (2003), o soro do ieite bovino contém proteinas conhecidas
como imunomoduladoras (beta-lactogiobulina, aifa-lactalbumina, lactoperoxidae e
lactoferrina) e que estdo presentes nos concentrados proteicos, em concentracoes
diferentes.

2.1.1. Alfa-lactalbumina uma Metaloproteina de Alto Valor Nutricional

A affa-lactalbumina tem como principal fungao participar da sintese da
lactose nas glandulas mamaria. Essa proteina atua como uma subunidade
reguladora da galotosiltransferase favorecendo preferenciaimente a reagao sobre
a glucose, e induzindo a sintese de lactose, em oposicao a outros polissacarideos
que podem ser sintetizados por essa enzima. Apos a sintese da lactose a alfa-
lactabumina € dissociada da galactosiltransferase e, juntamente com outras
componentes do leite, € transportada ate a superficie das células epiteliais
mamdrias e conseqlientemente é descamregada no lumem alveoiar.

O interesse em separar a alfa-lactalbumina a partir do soro do leite bovino
com elevado grau de pureza surgiu, principalmente, devido a mesma possuir alto
valor nutritivo e ter a caracteristica de ligar-se a diversos ions entre eles o calcio,
cobalto, magnésio e zinco. A fungio da alfa-lactalbumina em sintetizar a lactose e
comum tanto nos seres humanos quanto na raga bovina. Segundo Heine et al.
(1990), esta enzima nestas espécies possui estruturas similares e essa
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caracteristica faz com que essa proteina minimize as propriedades antigénicas
encontradas em outras proteinas do soro do leite bovino. A alfa-lactalbumina
possui uma alta concentragdo de aminoacidos essenciais (triptofano, fenilalanina,
tirosina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, cisteina, lisina e valina)
perfazendo 63,2% do tofal de aminoacidos presentes na proteina. Comparando
com a caseina, as proteinas totais presentes no leite & as proteinas do sorc do
leite bovino, esses aminoacidos essenciais perfazem um total de 51,4%, 52,5% e
58,8%, respectivamente, de todos os aminoacidos presentes nas fontes proteicas
citadas. Segundo Heine et al. (1990), o mais importante & que a alfa-lactalbumina
tem uma alta concentracdo de lisina e cisteina e, particularmente, alta
concentracao de triptofano, porém, a baixa concentragao de cisteina e tiptofano
presente no leite bovino € que faz com que haja uma dificuldade em projetar uma
formulagdo de leite originaria dessa fonte, adequadamente balanceada para
aplicagdo em criangas desnutridas ou recém nascidas. A alta concentracéo da
alfa-lactalbumina no leite humano é a maior responsavel pela presenca dos
aminoacidos essenciais no mesmo.

Uma propriedade fisica interessante da alfa-lactalbumina é a capacidade
da mesma ligar-se a ons, entre eles, o ion calcio. A partir da década de 80,
pesquisas realizadas com relagdo & ligagdo desta proteina com Ca?* foram
intensificadas. Segundo Hirokal et al. (1980), Kronam (1981), Murakami et al.
(1981) e lkeguchi et al. (1986), esta ligacdo provoca uma mudanga conformacional
na estrutura da proteina. A alfa-lactalbumina é uma proteina que se torna mais
estavel ao calor na presenca do ion calcio, devido ao calcio formar ligacbes
ibnicas intermoleculares que tornam a molécula resistente ao desdobramento
térmico. Hendrix et al. (2000) realizaram um estudo calorimétrico sobre a
influéncia da concentragdo do ion caicio sobre a estabilidade da alfa-lactalbumina
bovina e comprovaram que o aumento da concentragio do ion calcio até 10 mM
na solug@o contento a proteina, faz com que ocorra uma maior estabilidade na
estrutura da proteina sendo necessario um aumento na temperatura do processo
para que a desnaturacdio ocorra. Para Rao e Brew (1989), o sitio de ligagdo desta
proteina com o ion calcio consiste de um grupo que possui uma grande
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quantidade de residuos de asparti e que esta espacialmente separado, na
estrutura da proteina, do grupo que proporciona a atividade funcional da mesma.

Segundo Lindahl e Vogel (1984), abaixo do pH 4,0 0 Ca?" dissocia-se da
proteina promovendo-a a apoprofeina. Tem sidc demonstradc que a
descaicificagdo da alfa-lactalbumina expbe dominios hidrofobicos. Essa
caracteristica foi observada por esses autores através do estudo da ligagdo desta
proteina em resinas com ligantes hidrofébicos como a Phenyl-Sepharose. Estes
dominios hidrofébicos tormam-se menos acessiveis & medida que o ion calcio liga-
se a proteina. Haezebrouck et al. (1992) estudaram as interacbes hidrofobicas da
alfa-lactalbumina do soro de leite de eqliinos através das mesmas técnicas acima
mencionadas, chegando as mesmas conciusbes, ou seja, a alfa-lactalbumina
toma-se hidrofilica & medida gue liga-se ao ion célcio.

A partir de tais comprovagdes, tem-se desenvolvido técnicas para purificar
a alfa-lactalbumina explorando a caracteristica hidrofébica e hidrofilica da proteina
na presenca ou auséncia do ion calcio, respectivamente.

2.2. Purificacao de Proteinas por Adsorgao

Recorre-se cada vez mais & Engenharia Quimica para que processos
desenvolvidos em laboratorios de biotecnologia possam repetir 0 mesmo sucesso
gquando do aumento de escala. Para isso torna-se necessario a coleta,
conhecimento e o entendimento dos parametros fundamentais destes processos e
das operagdes unitarias que as envolvem, como, por exemplo, a separacao de
proteinas por adsor¢ao.

A adsorgdo é um fenémeno de superficie em que as moléculas presentes
na fase fluida interagem e concentram-se na superficie do sdélido. Esta interagao
fisica decorre da existéncia de forcas na superficie que atraem e mantém as
moléculas do fluido (adsorbato), da fase liquida, na superficie do solido
(adsorvente).
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Os estudos dos fundamentos da adsorcdo dividem-se em duas categorias:
o estudo deo equilibrio, que revela o rendimento ou a capacidade maxima de
adsorcao de moleculas ou biomoléculas sobre a superficie de um sélido, e o
estudo da cineética ou dindmica do processo de adsorgdo que informa o tempo que
se ieva para adsorver uma determinada quantidade de moléculas na matriz sdlida,
Através destes estudos basicos de adsorgdo e das coletas dos dados
experimentais, com o objetivo de determinar parametros inerentes 2o processo,
podem ser desenvolvidos e testados modelos matematicos que descrevem a
adsorcao e dessorgdo de moléculas de proteinas.

A cromatografia por adsorcdo é um método amplamente utilizado na
purificacdo de proteinas. O termo cromatografia é definido como um método fisico
de separagao no qual os componentes a serem separados sdo distribuidos em
duas fases. Todas as técnicas cromatograficas possuem uma fase moével e uma
fase estacionaria. A fase estacionaria & constituida por um suporte sdlido
escolhido para reter o componente que se deseja separar. A fase mével & aquela
que arrasta os componentes da amostra & medida que percorre a fase
estacionaria.

Os processos cromatograficos mais utilizados para adsorgao de proteinas
sdo a troca ibnica, interacBes hidrofdbicas, afinidade e pseudoafinidade. C
adsorvente € constituido de uma matriz composta de material inorganico,
polimeros orgénico sintético ou polissacarideos. A caracteristica da matriz
determina as propriedades cromatograficas da mesma (estabilidade quimica e
resisténcia mecénica). A matriz sdlida possui grupos funcionais ligados e

distribuidos na sua superficie conferindo ao adsorvente as caracteristicas de
processo cromatografico acima citados.

2.2.1. Isotermas de Adsorcéo e Curvas de Rupturas

A isoterma de equilibrio descreve a adsorcio entre a quantidade de
adsorbato e a concentracdo de soluto que permanece em solugdo com o
adsorvente a temperatura constante. Apés o contato entre o sélido e o liquido, que
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pode ocorrer em experimentos realizados em tanques agitados ou em colunas, a
capacidade de adsorgio do adsorvente pode ser determinada.

Os modelos matematicos de equilibrio mais comumente utilizados nos
processos de adsorgdo séo: Langmuir, Freundilich e Braumer, Emett e Teller
(BET). Em 1940 foi proposta uma classificacdo para as isotermas conhecidas.
Essa classificacdo consiste de cince formas distintas de isotermas como

apresentado na Figura 2.1.

g | ¥ m i ¥
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Figura 2.1- Classificagdo das isotermas. 1, I, Ili, IV, V s&o os tipos de isotermas

segundo Rutheven, 1984, P pressdo do gas a ser adsorvido e R pressao de

saturacdo do gas.

As isotermas do tipo | representam as caracteristicas adsortivas
normalmente encontradas em sélidos microporosos onde o limite de saturagdo
comresponde ao btal preenchimento dos poros do adsorvente. As isotermas do
tipo 1l e 1ll sdo normalmente observada em solidos macroporosos. A isoterma do
tipo IV representa a adsorcdo em multicamadas. A isoterma do tipo V é observada
guando ocorrem efeitos de atracéo sorbato-sorbato (Rutheven, 1984).

A isoterma de adsorcio de Langmuir (1916) é amplamente utilizada em
sistemas de purificacdo de proteinas. As hipoteses consideradas para a
construcdo do modelo matemdtico representativo dessa isoterma de equilibrio

sao0.

» todos os sitios sdo0 energeticamente equivalentes;
» ha formacao apenas de monocamadas de solutos adsorvidos;
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> nado ocorre interacdo entre as moléculas adsorvidas com os sitios
adjacentes;
> as moleculas sdo adsorvidas em um nimero fixo de sitios definidos.

A equacao da isoterma € apresentada a seguir:

A= (2.1)

Onde q € a capacidade da resina em adsorver as proteinas nas condicdes de
equilibrio, gn € a capacidade méaxima de adsorcdo e Ky a constante de
dissociacao.

Em sistemas complexos geraimente adsorve-se sobre a resina mais de
um componente. Neste caso, a concentragdo de um composto no adsorvente
depende da concentragéo de todos os outros presentes na fase liquida. Muitas
vezes nos processos adsortivos de multicomponentes ocorre a competitividade
entre os mesmos. O modelo de isoterma competitiva de Langmuir em que s3o
adsorvidos dois componentes é apresentada a seguir;

_— qscf
T T T, xs.C. 22)

Onde q € a capacidade que a resina tem em adsorver, individualmente,
cada proteina uma vez atingida as condigdes de equilibrio, by, b, sdo as
constantes de adsorgdo para cada componente e, C+, C, 830 as concentractes de
equilibrio para os componentes 1 e 2, respectivamente.

Segundo Guiochon (2002), em inGmeros casos de adsorcao
multicomponente os valores de s, encontrado através da aplicacdo do modelo de
isoterma competitiva de Langmuir que melhor ajusta os dados experimentais, sdo
diferentes para os dois componentes. Neste caso, o modelo da isoterma ndo &
termodinamicamente consistente.
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A quantidade de produtos obtidos por volume de alimentagao injetado, na
coluna, fornece a capacidade dindmica oriunda da adsor¢do de proteina. A
determinacdo da concentragdo da soluggo do efluente, monitorado na saida da
coluna de leito fixo ou fluidizado, em funcdo do volume injetado fomece curvas de
rupturas (Cruz e Santana, 1996). A capacidade dindmica € uma funcdo da
velocidade linear que atravessa o© leito e da cinética de adsorg@o das proteinas
definidas sob as condicdes de processo (pH, forga idnica e temperatura) e das
propriedades fisicas do fluide (como por exemplo, a viscosidade). Devido aos
fendmenos de resisténcia que ocorrem em processos que envolvem transferéncia
de massa, a capacidade dinamica, geraimente, decresce com © aumento da
velocidade linear e com o aumento da viscosidade. A literatura apresenta
trabalhos que analisam o efeito sobre a capacidade dinémica, principalmente no
que diz respeito & velocidade linear, obtendo-se a mesma conclusdo,(Hjorth e
Kamp 1995; e Finette et al., 1997). S&o poucos os trabalhos encontrados na
fiteratura que apresentam o efeito da temperatura sobre a capacidade dinamica
em processos adsortivos. Sendo o efeito da temperatura um fator importante e
que deve ser analisado nos fenémenos que envolvem interacbes hidrofdbicas, é
interessante que a capacidade dindmica de adsorgéo de proteinas seja também
obtida a diversas temperaturas. Um trabalho classico que avalia tanto os efeitos,
em separado, da velocidade linear quanto da temperatura na eficiencia da coluna
em adsorver proteinas é apresentado por Finefte et al. (1997). Os autores
concluem que, dependendo da proteina a ser adsorvida, o aumento da
temperatura aumenta a capacidade de adsorgdo da mesma sobre a resina, devido
provavelmente, a mudanga na orientaggo/conformacao da molécula proteica,
ocorréncia de agregacdo da proteina, ou ambos. Se a proteina possui residuos
hidrofobicos, a elevaciio da temperatura, expde esses residuos aumentando a
area superficial hidrofébica da proteina podendo facilitar a interagéo entre o
adsorvente e a proteina. Esses autores também observaram que o aumento da
temperatura pode provocar um aumento na velocidade de adsorgdo dindmica
(dependendo da proteina a ser adsorvida e do tipo de adsorvente), provavelmente
devido a cinética de transferéncia de massa ocorrer mais rapidamente e, aumentar
a difusividade efetiva da proteina diminuindo assim, os efeitos dispersivos durante
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a adsorgdo, na pratica, esse efeito & visiveimente percebido no aumento da
inclinagdo da curva de ruptura.

Segundo Chase (1984a) as técnicas de operagio diferenciadas pelo
mode de operagdo de injegdo de alimentacdo comumente utilizadas nos

processos cromatograficos séo:

Metodo pulso: uma pequena quantidade da amostra de alimentacio é

injetada na coluna a qual, subseqlentemente, é eluida por técnicas que exploram
a diminuicdc da interagBo da proteina com o adsorvente. Essa pequena
quantidade de amostra injetada na coluna é o principal impasse para a utilizagdo
dessa técnica em aplicacbes macropreparativas.

Método frontat nesse método a amostra € continuamente alimentada na
coluna até que a capacidade maxima do adsorvente seja aicancada nas condicoes

de operag@o, e que, na saida da coluna, uma vez atingida a capacidade maxima
de adsor¢do, a quantidade de biomolécula que entra é igual & quantidade gue sai.
A variagdo da concentracdo do adsorbato na saida da coluna com o tempo,
representa o que anteriormente foi denominada de curva de ruptura (curva de
breakthrough). Segundo Chase (1984a) é comum interromper a alimentacdo da
solugao proteica antes que a capacidade maxima de adsorcio seja alcancada.

Em um sistema de adsorgdo onde o método frontal de injecdo da amostra
é adotado, o maior desempenho do processo de adsorcio é obtido guando a
inclinacdo da curva de ruptura é to ingreme quanto possivel. A Figura 2.2
apresenta © comportamento de duas curvas de rupturas com diferentes

inclinagbes obtidas em uma mesma coluna de leito fixo, porém, em condigbes
operacionais diferentes.
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b Time

L]

Figura 2.2- Influéncia da inclinagao da curva de ruptura sobre o desempenho da
adsorcdo: (@) menor inclinagao, baixa eficiéncia, (b) maior inclinagao, alta
eficiéncia. Onde Cp é a concentracéo inicial da substancia a ser adsorvidae C a

concentracao dessa sustancia com o tempo.

Segundo Chase (1984b) a eficiéncia da coluna de adsor¢ao & definida
como:

quantidade de adsorbato retido no leito x 100
quantidade de adsorbato aplicado ac leito

Eficiéncia =

(2.3)

e atribuindo o valor de ruptura igual a 10% da reiagéo(% J verifica-se que a
1]

eficiéneia € maior quando opera-se o leito a baixa velocidade de fluxo, altas
concentracdes de adsorbato, maior quantidade de adsorvente e menor densidade

de ligante.
2.3. Cromatografia de Interacao Hidrofébica

Nos Ultimos anos pesquisadores tém estudado e expiorado as
caracteristicas hidrofébicas das biomoléculas e o potencial da cromatografia de
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interagc@o hidrofébica para separa-las e purifica-las, principalmente de meios
complexos (Lindahl e Vogel, 1984; Noppe et al., 2000: Queiroz et al., 2001).
Portanto, as teorias que tém sido propostas para explicar os mecanismos que
estao envolvidos na cromatografia de interagao hidrofébica sdo essenciaimente
baseadas nas teorias derivadas para as interagées entre um scluto hidrofébico e a

agua.

A interacao entre dois ou mais componentes hidrofobicos em solugao
aquosa ocorre espontaneamente e € principaimente determinada pela mudanca

positiva da entropia do sistema aquoso (AS >0) que resuita em um valor negative

para a energia livie (AG<0), segundo a Equacdc 2.4, expressandc que o

fendmeno & termodinamicamente faveravel,

AG = AH -TAS (2.4)

O aumento da temperatura muda a variagao da entalpia e da entropia
envolvidos nas interagdes hidrofobicas. No entanto, um fratamento teédrico da
influéncia da temperatura nas interagtes hidrofdbicas, é bastante complexo, mas
pode-se concluir que o as forcas de interaces hidrofébicas devem aumentar com
o aumento da temperatura (Janson e Rydén, 1998).

A hidrofobicidade das proteinas estd baseada na hidrofobicidade dos
aminoacidos. Os aminoécidos hidrofobicos tém a tendéncia de se concentrarem
na superficie interna das proteinas globulares e os hidrofilicos na superficie
externa. A hidrofobicidade das proteinas é baseada na soma da hidrofobicidade
dos aminoacidos.

Existem varios métodos usados para estimar a hidrofobicidade dos
aminoacidos. Duas delas sao explicadas a seguir. A primeira & baseada nas
medidas diretas da solubilidade individual dos aminocacidos em solucbes aquosas
e solventes orgdnicos. A segunda é baseada na inspecdc empirica do

conhecimento da estrutura da proteina, sendo a escala amostral da
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hidrofobicidade construida baseada, por exemplo, na fragdo de aminoacidos que
estdo no interior da proteina, nos diferentes aminoécidos que a proteina apresenta
na sua estrutura, ou na acessibilidade do solvente nas vizinhangas dos diferentes
tipos dos residuos de aminoacidos (Janson e Rydén, 1998).

A Tabela 21 apresenta a comparagdo das duas escalas de
hidrofobicidade, a primeira baseada na solubilidade do aminoacido e a segunda
sobre a fracdo de aminoacidos situados no interior da proteina (valor médio obtido
de 20 aminoacidos de estrutura conhecida).

A alfa lactalbumina é uma proteina que apresenta na sua estrutura uma
grande quantidade de tripotafano, um dos aminoacidos que independente da
abordagem | ou |l apresenta acentuado valor de hidrofobicidade. A cisteina, que
também se apresenta em grande quantidade na alfa-lactalbumina, apesar de estar
posicionada na escala | abaixc de oufros aminoacidos, possui um valor
consideravel de hidrofobicidade sendo maior do que o apresentado pela
abordagem Il, e estando nesse segundo caso, melhor posicionada.

Tabela 2.1- Escala da hidrofobicidade de amincacidos.

Escala I (kcal/mol) Escala Il (kcal/mol)
Trp 3,77 Fhe 0,87
te 3,15 Tp 0,86
Phe 2.87 Cys 0,83
Pro 2,17 lie 0,79
Tyr 2,67 Leu Q.77
Leu 247 Met 0,76
Val 1,87 val 0,72
Met 1,67 His 0,70
Lys 1,64 Tyr 0.64
Cys 1,62 Ala 0,52
Ala 6,87 Ser 0,49
His 0,87 Arg 0,49
Arg 0,85 Asn 0,42
Glu 0,67 Gly 041
Asp 0,66 Thr 0,38
Gly 0,10 Giu 0,38
Asn 0,08 Asp 0,37
Ser 0,07 Pro 0.35
Thr 0,0/ Gin 0,35
Gin 0,00 Lys 0.31

*Tonte. Janson € Ryder (18955},
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Dois fatores importantes que afetam a interacdo entre a profeina e ¢
adsorvente num processo cromatogréfico por interacdo hidrofobica sdo as
caracteristicas da fase estacionaria e da fase moével. Com relagdo a fase
estacionaria as mesmas diferem entre si principalmente pela natureza dos ligantes
imobilizados na matriz sdlida. Os ligantes mais usados na cromatografia de
interac@o hidrofébica sdo os aicanos de cadeia linear com ou sem o grupo amino
terminal. Segundo Queiroz et al. (2001) o fenil e outros compostos aromaticos s&o
também usados como ligante, apresentando bons resultados devido a mistura de
interagOes hidrofobicas e aromaticas n-n. A fase mavel deve ter caracteristicas tais
como tipo e concentracdo de sal, pH e temperatura que favorecam a interagdo da
proteina, presente na fase liquida, com o adsorvente. No caso da adsorcdo da
affa-lactalbumina, advinda do leite bovino, em resinas hidrofébicas  é
imprescindivel a presenca de um agente quelante na fase moével (tampac de
adsorgdo) uma vez que na presenca do ion Ca®* (ion abundante no soro e no leite
bovino) essa proteina apresenta-se na forma hidrofilica (Noppe et al., 2000).

24. Leito Expandido

Em meados do século XX, os processos que utilizavam a fluidizacéo
sélido-liquido, vinham sendo empregados em muitas areas de quimica industrial
como, por exempio, no tratamento de aguas residudrias, através do processo de
adsorgéo por troca idnica. Segundo Gopal et al. (1993), a partir da década de
sessenta, essa técnica comegou a ser utilizada sem muito sucesso em processos
biotecnologicos, devido as limitagdes de propriedades fisicas, como a pequena
diferenca de densidade entre a particula sélida empregada como adsorvente e o
liquido, e a complexidade inerente aos fluidos .usados em processos
biotecnoldgicos.

Apesar dos problemas acima citados, quanto a utilizacdo do leito
fluidizado para a purificacio de biomoléculas entre elas proteinas, o mesmo
continuou sendo utilizado devido ao interesse por parte da industria de
biotecnologia em diminuir o ndmero de operacdes unitarias usadas no
processamento de purificacdo, principaimente a centrifugacéo e a filtragdo, uma
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vez que as proteinas geralmente sdo sintetizadas em meio liquido que contém
particulas sélidas em suspenséo (fragmentos de céiulas), ou recuperadas de
meios complexos como € o caso do soro do leite, por ser esse um fluido que
provoca a colmatagem de leitos fixos, segundo Bascoul et al. (1993), Carrere
(1993}, James (1994).

Como conseqiléncia da reducdo do numerc de etapas na Recuperacao
Purificacdo de Biomoléculas, os custos na produgdo e obtencao da proteina de
interesse, com elevado grau de pureza, sao diminuidos.

O emprego da fluidizaco do leito com os adsorventes convencionalmente
utilizados na adsorgao em leito fixo provocam elevada mistura entre o liquido e 0
adsorvente gerando uma dispersao axial elevada, diferindo do comporiamento
desejavel de escoamento tubular apresentado pelo leito fixo e aproximando-se
indesejavelmente ao comportamento de tanque agitado. onde a existéncia de
apenas um estagio de equilibrio compromete a eficiéncia do processo de
separacéo por adsorgdo. Algumas alternativas foram criadas para limitar o grau de
mistura existente no leito fluidizado. Buijs e Wesselingh (1980) desenvolveram uma
coluna com bandejas, providas de distribuidores de fluxos, que serviam como
suporte para o adsorvente sélido, entretanto, a reducao do grau de mistura néo foi
suficiente para a melhoria da eficiéncia da coluna e do processo se comparada ao
leito fixo. Terranova e Burns (1990), Chetty e Burns (1991) desenvolveram uma
coluna de leito fluidizado estabilizado magneticamente usando adsorventes de
afinidade nao magnetizados, misturados com particulas de material magnetizado
inerte em relagéo a adsorgdo; com esse procedimento obtiveram baixa mistura no
leito, porém, devido & complexidade da estrutura do equipamento, viavel em escala
de laboratério, ndo houve um favorecimento no que diz respeito ao aumento de

escala para uso industrial.

No inicio dos anos 90 Draeger e Chase desenvolveram uma coluna
cromatografica provida de um distribuidor de fluxo que permitia uma fluidizacao
estavel do leito com escoamento tubular mesmo utilizando adsorventes a base de

agarose convencionalmente utilizados em adsorgao em leito fixo. Essa fluidizacao
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estavel s6 era conseguida quando baixas velocidades de fiuxos eram utilizadas,
provocando baixa produtividade no processo de purificagdo de biomoléculas a
partir de meios complexos. Estes pesquisadores perceberam a necessidade de
ser desenvelvido adsorventes com alta velocidade de sedimentag¢&o. Surgiu entio
a necessidade de desenvolver adsorventes capazes de exibir caracteristicas
fisicas e adsortivas desejaveis para que a técnica de fluidizac@o solido-liquido
pudesse ser usada na separacdo de biomoiéculas apresentando as mesmas
caracteristicas enconiradas em leito fixo.

A ciara distingéo entre o termo fiuidizado e expandido foi introduzido por
Chase (1994). Segundo o autor se o leito de adsorvente tem uma distribuicao
apropriada de tamanho e densidade, ocorre uma grad uagao no lefto de adsorvente
dentro da coluna, com particulas maiores e mais densas localizando-se junto &
base da coluna e particulas menores e menos densas préximas ao topo do leito.
Esse gradiente de tamanho e densidade de particulas gera uma estabilidade
significante da expanséao do leito, contribuindo grandemente para a reducao da
mistura de adsorventes, o que marcadamente n&o & uma caracteristica do leito
fluidizado.

No ano de 1993 a Pharmacia Biotech introduziu no mercado novos tipos
de adsorventes e colunas denominados de STREAMLINE designados
especialmente para a tecnologia de leito expandido. Altas velocidades de fluxos
podem ser usadas, durante a aplicacdo da amostra, devido as particulas de
adsorventes possuirem alta velocidade de sedimentacédo conseguida através da
inclus@o de um ndcleo de cristal de quartzo na matriz de agarose. Tém sido
desenvolvidos novos tipos de adsorventes, mantendo-se as caracteristica de alta
densidade, oriundos de varios tipos de materiais (Voute et al., 1999, Theodossiou
et al. , 2002).

2.4.1 Determinacéo do Comportamento Fluidodinamico do Leito Expandido

A adsorgéo em leito expandido ocorre de forma a purificar a biomolécuia
desejavel, oriunda de um meio que contém particulas em suspensao, combinandc
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a clarificacao, a captura € a concentrag&o em apenas um estagio de operagao. A
literatura descreve a utilizacdo e aplicacdo do leito expandido na purificacéo de
enzimas oriundas de culturas de células de leveduras (Chang e Chase, 1995), de
anticorpos monoclonais provenientes de meios de cultura de céiuias animais
(Sumi et al., 1999) e de proteinas contidas em meios complexos (Noppe et al.,
1999, Conrado et al., 2000).

Para obter o comportamento fluidodindmico do leito expandido deve-se
estudar o regime de escoamento do fiuido, o grau de mistura do fluido na coiuna e
a possibilidade de existéncia de camada estagnada entre o fluido e o adsorvente.
Deve-se ressaltar que a adsorcao em leito expandido esté baseada no controle da
fluidizacdo estavel, na qual combinam-se as propriedades fluidodinamicas do leito
fiuidizado com as propriedades cromatograficas do leito fixc.

Uma das formas de conhecer o comportamento de um leito fluidizado, em
funcao das propriedades fisicas das particulas e do fluido, & atraveés da correlacao
de Richardson e Zaki (1954). Para particulas esféricas rigidas Richardson e Zaki
(1954) propuseram que a relagéo entre a velocidade superficial do liquido (v) e a
velocidade de equilibrio (vis) fosse dada pela Equagao 2.5:

v ¢ (2.5)

onde ¢ é a porosidade do leito e n € o coeficiente de Richardson e Zaki.

Para a determinacéo da porosidade do leito expandido, atraves da
Equacéo 2.6, apresentada a seguir, € necessério conhecer o grau de expansao do
leito. O grau de expanséo fornece a relacéo entre a altura final do leito apos a
expansdo (H) e a altura do leito sedimentado (Ho).

£= 1-(1—53)% (2.6)

sendo g a porosidade do leito fixo.
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Atraves da linearizacao da Equacéo 2.4 pode-se determinar a velocidade de
equilibrio de uma particula e o coeficiente de Richardson e Zaki experimentais se
a porosidade do leito for conhecida. A Equacdo 2.7 apresenta a equacao
linearizada de Richardson e Zaki:

inv=lnv, +ninse (2.7}

C valor de n é fungao do nimero de Reynolds terminal (Reys) e da relacdo
entre o diametro da particula (d) e da coluna (D).

nis=4,65 +20 (d/D) (Re< 0,2) (2.8)
nis=4,40+18(a/D)Rew %% (0,2<Rew<1,0) (2.9)
s=4,40+18(d/D)Reys (1,0<Re<200) (2.10)

mys=4,40Re "’ (200< Reys << 500) (211
ns=2,40 (Regs > 500) (2.12)

Reys € dado pela expresséao:

d
Rets - _vm{ﬁg._
L,

(2.13)
onde d & o did@metro da particula, p a densidade do liquido, 4 @ viscosidade do

liguido e v @ velocidade terminal ou de Stokes apresentada na Equacdo 2.14:

2

d g
184,

y, =

(o, - p) (2.14)

sendo ps € a densidade do sélido
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O estudo da fluidodinamica do leito expandido até o inicio do anc 200C
restringia-se basicamente a determinag&o dos parémetros de Richardson e Zaki e
do coeficiente de dispersdo axial através da aplicagdo do modelo classico da
dispersao, denominado aqui neste trabalho de MD, quando a fluidizagao ocorria
na presenca da solugdo tampdo. A necessidade de avaiiar se ocorre 0
comprometimento da fluidizacao do leito expandido quando o meio complexc era
injetado de forma continua na coluna foi se tornando cada vez mais necessario. A
fluidizacgo estavel do leito pode ser comprometida dependende da complexidade
do meio; esse comprometimento esta relacionado com a quantidade de particulas
solidas presentes, entre elas, células, e com o grau de interagao dessas particulas
sélidas da fase liquida com o adsorvente, segundo Fernandez-Lahore (1999), bem
como, com a viscosidade do liquido, segundo Barnfield-Frej (2000).

A principal diferenca entre o leito fixo e o leito fluidizado estavel refere-se a
mobilidade das particulas solidas dentro do leito. Essa mobilidade pode gerar um
aumento no grau de mistura dentro da coluna provocando um afastamento da
idealidade do escoamento tubular.

A falta de estabilidade do leito ieva ao desvio da idealidade do fluxo,
principalmente devido & formagéao de canais de fluxos no leito, da formagao de
agregados e de “pontos estagnados” de fluido dentro da coluna. Para obter o
comportamento fluidodindmico do leito expandido e verificar sua estabilidade €
necessario obter experimentalmente a Distribuicdo do Tempo de Residéncia
(DTR). Através da obtengéo das curvas de distribuicao pode-se aplicar, modelos
matematicos que possuem parametros fisicos que quantificam esse grau de
comprometimento. O modelo que tem sido usado € denominado de PDE (axially
dispersed plug-flow exchanging mass with stagnant zones) e formece ftrés
parametros: o nimero de Peclet (quantifica o grau de mistura dentro do leito
expandido), o parametro N (fornece o grau de interag@o entre os componentes da
fase fluida e o adsorvente) e o pardmetro ¢ (indica o grau de comprometimento da
fluidodinamica do leito).
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Para a obtenc@o da DTR s&o utilizados fluidos tracadores que néo
interferem no processo e que possam ser detectados em meios complexos onde a
turbidez estiver presente. A literatura apresenta inGmeros fluidos tragadores e
métodos de detecgdo para a obtencac da DTR, no entanto, para os processos de
adsorgao em leito expandido os tragadores mais utilizados s30 ions de brometo cu
litio, detectados por eletrodos de ions seletivos (Fernandez-Lahore et al., 2000) ou
0 aminoacido friptofano detectado pela técnica de fluorescéncia, Fernandez-
Lahore et al. (1999).

2.4.1. 1.Modelo Classico da Dispersao (MD)

O modelo mais usado para determinar o comportamento fluidodinamico do
leito € o modelo da dispersdo (MD) que caracteriza o escoamento do fluide na
coluna levando em consideragéo apenas ¢ transporte por convecgéo e dispersao
axial resultando na Equacao 2.15:

cC *C oC
—=0_ =+ V—
ot oz oz

(2.15)

onde C & a concentracdo do elementoc de fluido que sai da coluna, z é o
comprimento da coluna, t o tempo e D, a disperséo axial. Uma solugao analitica,
apresentada na Equacdo 2.16, a qual descreve a DTR normalizada (Eg) em
fungdo tempo adimensional 6 = {¢/f} e do nimero adimensional Pe. Pe & definido

segundo a Equacgao 2.17.

2
E, = exp[ Pe(1-9) J (2.16)

(2.17)

onde v € a velocidade superficial e L o comprimento da coluna.
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A distribuicdo de uma curva como a DTR deve ser quantificada pelos
momentos da distribuicdo, os quais sdo calculados de acordo com a Equacéo
2.18:

m, = ?a‘“‘C(f)df (2.18)

sendo k a ordem do momento, C(t) a concentracéo do fluido tragador na saida da
coluna e t o tempo necessario para um elemento de fluido percorrer toda a coluna.
O valor de m, representa a area abaixo da curva concentragdo-tempo e é usado
para normalizar os momentos. O primeiro momento normalizado (u4) representa o
tempo de residéncia médio 1 e o segundo momento normalizado (uz) € utilizado
para calculo da variancia da distribuigcdo o~ As equacgdes dos momentos utilizadas

sa0 apresentadas a seguir:

jtc:(t)dt
B, =2— (2.19)
J'tdt
1]
ot =, — i (2.20)

A média e a variancia da DTR sfo usadas para caicular o namero
adimensional Pe.

2.4.1.2. Modelo PDE

Villermaux e Swaaij (1969) propuseram uma equagdo matematica mais
rigorosa para avaliar a Distribuigdo do Tempo de Residéncia de um fluido, que
escoa em uma coluna de forma tubular com um certo grau de mistura e com troca
de matéria entre uma camada estagnada e uma camada dindmica. Esse modeio
de escoamento foi denominado pelos autores como modelo PDE. O modelo se
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caracteriza pela determinacéo de trés parametros: o ntimero de Pe, o pardmstro N
que determina ¢ grau de interagdo enire os constituintes do meio COMPIEXo € ¢
adsorvente e a fragho do fluido em escoamento dindmico, determinado pelo

paramstro o. A Figura 2.3 apresenta ¢ esquema representative do modelo PDE.

Um valor de ¢ igual a2 1,0 representa que a expansao do leito é ideal, sem
formacéo de agregados ou canais preferenciais dentro da coluna. Valores acims
de 40, para 0 nimero de Pe, representam uma baixa dispersio axial dentro da
coluna e, valor de N igual a zero significa que nédo ccorre interacdo entre os
constituintes da fase fiuida com o adsorvente a ponto de gerar uma camada

astagnada.
4
{1-9
Escoamento Regiio
Dinadmico Estagnada
{Pe, ¢)

Troca de matéria (N)

Figura 2.3- Esquema representative do modelo PDE

Pe'? e_xpé( fﬁ\é, e_xp(~ (Peq)’? AY Z)
Cts)=LYE, )= > (2.21)

onde ﬁx(s+§\+;@~w

¢) 40 s+N(l-9)

La}
wrd
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A Equacao 2.21 apresenta a expressdo da DTR no dominio de Lapiace no
qual os parametros do modelo podem ser obtidos atraves da comparacao entre a
curva de distribuicio experimental e a teérica. A expressao da transformada de
Laplace permite o célculo dos momentos da distribuicao pela Equagdo 2.22
apresentada a seguir

k. [ 8"C
me = (1) gm( 5" } (2.22)
onde k representa a ordem do momento, C a concentragéo do fluido tragador na
saida da coluna e s o tempo no dominio de Laplace.

O momento de ordem 1 fornece o nimero de Pe, ¢ momento de ordem 2
o valor da variancia da curva de distribuicdo e através dele obtém-se a relagao
entre o Pe e N: 0o momento de ordem 3 quantifica a assimetria da curva de
distribuicao e relaciona as trés variaveis. As Equagdes 2.23 a 2.25 apresentam as
relagBes entre os parametros fisicos, obtidos através da aplicagao do modelo PDE
e os momentos determinados através da curva de distribuigao:

i

1.11=I+—)6E (223)
2 3 2B(1
° = Pe " Pe? W(E;;“) (@24)
188 20 68(1—(;))(1 J 12 12
L= (3, 200 )+ e —+1 — ,
My =t (G0 =2 )Y T el T TN e ) TP T NPe (2.25)

onde B =(1-9)".

A relacdo entre os momentos da curva de distribuigdo e os parametros
obtidos através da equacgido do modelo MD é diferente das Equagdes 2.23 a 2.25
obitidas para o modelo PDE. O momento normalizado de ordem 1 fornece o tempo

de residéncia médio. O momento centrado em relagéo ao tempo de residéncia (p,-
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u®) & a variéncia da DTR. O momento de ordem 3 nao & normalmente utilizado
pelo modelo MD.

2.5. Planejamento Experimental

A gquantidade de particulas solidas, a densidade e a viscosidade da
solugdo, como também as condicGes operacionais, tais como, temperatura, grau
de expansao e altura de leito, sfo parametros fisicos considerados criticos para
adsorcdo em leito expandido porque podem comprometer a fluidizacdo e
estabilidade do escoamento de um fluido em um leito expandido. A otimizacao de
um processo através da observacgéo e analise de multivariaveis é importante para
melhor compreender um sistema operacional. Um planejamento experimental
fatorial possibilita, através da Metodologia da Superficie de Resposta (RSM), a
execucao e avaliagdo dos experimentos com todas as possiveis combinagdes
entre as variaveis independentes, ou seja, entre as variaveis que interferem no
processo. Um planejamento fatorial possibilita ainda a avaliacdo dos efeitos
individuais de cada variavel, dos efeitos sinergéticos ou antagdonicos entre as
variaveis independentes sobre as varigveis respostas, ou seja, aquelas gue se
deseja obter.

Para aplicar a Metodologia da Superficie de Resposta é necessario a
selecdo de um numero fixo de niveis para cada variavel independente e entao
executar 0s experimentos com todas as combinacdes possiveis entre as
varigveis. Normalmente o primeiro planejamento a ser executado é o
planejamento fatorial de dois niveis (nivel +1 e nivel -1) para cada variavel. Para
as variaveis investigadas s&o necessarios 2° nimero de experimenios, onde s é o
numero de varidveis independentes. E recomendavel a execucao de 3 ensaios no

ponto central (nivel 0) para permitir o calculo do erro experimental.

Com os resultados obtidos do planejamento & possivel avaliar os efeitos e
as interacbes sobre a resposta e determinar quais os efeitos mais significativos e
ajustar empiricamente um modelo linear, ou de primeira ordem, correlacionando
as variaveis independentes com a variavel resposta. Se o modelo de primeira
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ordem nao apresenta uma boa correlagdo com os dados experimentais, pode-se
ampliar o modelo com mais 2s experimentos, segundo configuracdo estrela,

obtendo-se assim um modelo quadratico (Barros et al., 2001).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os procedimentos dos ensaios de
fluidizacao realizados na coluna de leito expandido com solugéo tampéo e sore do
leite bovino, bem como os procedimentos para a realizagdc dos ensaios de
adsorcao para obtengéo das curvas de rupturas do soro, objetivando a obtencao
da proteina alfa-lactalbumina pura e o entendimento do processo de adsorgao,
realizada em leito expandido com a resina hidrofobica tendo como ligante o fenil.

Para aicangar o objetive acima exposto, os ensaios de fluidizacdo do soro
e obtencao das curvas de rupturas foram organizados seguindo a metodologia de
planejamento experimental descrita por Barros et al. (2001). As variaveis
controladas escolhidas para esse estudo foram as que podem influenciar
diretamente a adsorgdo da proteina, realizada em leito expandido de resina
hidrofébica, como o grau de expansao, a temperatura e a altura do leito
sedimentado.

Para a complementacdo do entendimento do processo de adsorgdo do
soro do leite foram determinadas isotermas de equilibrio da alfa-lactalbumina e
beta-lactoglobulina a partir do soro de leite bovino, da alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina de alta pureza, separadamente, e da alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina a partir de uma solugédo 1:1 (em massa), a varias temperaturas. A
beta-lactoglobulina € a principal proteina que adsorve conjuntamente com a alfa-
lactalbumina. Ensaios de eletroforese SDS-PAGE e de focalizacdo isoelétrica
foram realizados para acompanhar e confirmar a presenca da alfa-lactalbumina
nas fracdes eluidas.

L
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O fluxograma simplificado dos ensaios realizados em tanques agitados,

para a determinac&o da cinética e das isotermas de equilibrio, é apresentado na

Figura 3.1. A Figura 3.2 apresenta o fluxograma dos ensaios realizados na coluna,

onde obteve-se as curvas de rupturas e os experimentos necessarios ao

acompanhamento do comportamento fluidodinamico do leito.

EXPERIMENTOS REALIZADOS EM TANQUE

AGITADO

'

DETERMINAGCAO

CINETICA DE
SEQUESTRO DO
Ca*"

DAS CONDICOES
PRELIMINARES DE
ADSORCAO

v

DEFINICAO DAS
CONCENTRACOES
DOS TAMPOES DE

ADSORCAO E
ELUICAO

OBTENGAO DAS
ISOTERMAS DE
EQUILIBRIO

v

» o-La E p-Lg, SEPARADAMENTE, NAS T=25°C e 30 °C.
> a-La E p-Lg, JUNTAS, NAS T= 25 °C e 30 °C.

» o-La E B-Lg DO SORO DO LEITE BOVINO NA T= 34 °C.

Figura 3.1 - Fluxograma simplificado do procedimento experimental realizado em

tangues agitados.
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EXPERIMENTOS REALIZADOS EM COLUNA

.

ESTUDO DO COM PORTAMENTO
FLUIDODINAMICO

]

OBTENGCAO DAS CURVAS DE

| !

APLICAGAO DO MODELO MATEMATICO

OBTENCAO DOS PARAMETROS

RUPTURAS |
OBTENCAODEn E LEITO LEITO FIXO
vi PARA SOLUCAO EXPANDIDO
TAMPAO 1
L 4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
OBTENCAD SOLUGAO FATORIAL LINEAR E
DAS D(';E"R TAMPAO QUADRATICO
v
PLANEJAMENTO :
EXPERIMENTAL FATORIAL VARIAVEIS ESTUDADAS
QUADRATICO T, Hy, Gexp
SORO DO DETERMINACAO DA PUREZA
LEITE l

ANALISE ESTATISTICA DOS
RESULTADOS

v

ANALISE DE VARIANGIA

v

o, N, Pe

CORRELACOES

v

MODELOS ESTATISTICOS

v

ANALISE FINAL DAS SUPERFICIES
DE RESPOSTAS

Figura 3.2 - Fluxograma simplificado do procedimento experimental realizado na

coiuna
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3.1. Materiais

Proteinas Padrdes
As proteinas padrdes utilizadas neste trabatho foram a alfa-lactaibumina e a

beta-lactoglobulina com pureza de 85% e 80%, segundo o fabricante (Sigma®
Chemical Co., EUA). Nas preparacbes das solugbes eram levados em
consideracdo os valores dessas purezas. A alfa-lactalbumina foi usada para
obtencéo das isotermas de adsorgdc e como marcador de pl no ensaio de
focalizacdo isoelétrica. A beta-lactogiobulina foi utilizada na obtencédo das

isotermas de equilibrio.

Soro do Leite Bovine

O soro do leite bovino utilizado neste trabalho foi produzido pelo instituto de
Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas-SP. Esse Instituto produz, em uma
planta piloto, localizado no Laboratério de Tecnologia de Laticinios (TECNOLAT),
um concentrado de soro de leite, denominado de CSL, atraves do processo de
ulfrafitracdo. Como 0 nosso objetivo era a purificagcdo de uma proteina em leito
expandido, a materia-prima a ser utilizada nao deveria ser submetida a nenhuma
operacado unitaria anterior 2 adsor¢do, como centrifugacao e filtracéo, por isso, a
coleta do soro, aqui denominado de in natura, foi realizada logo apods a
coagulacdo do leite bovino desnatado. O leite utilizado era desnatado e
pasteurizado (a pasteurizagéo era realizada a uma temperatura de 75 °C por um
tempo de 15 seg). A coagulagao do leite foi feita com a adigdo do coalho, que
contém a enzima quimosina, na propor¢céo 30 mL de coalho para cada 100 L de
leite, e adicao de uma solugao aquosa contendo 50% de CaCl; em massa. Para
cada 100 L de leite adicionava-se 25 mL da solugZo salina. Apos a adi¢do desses
componentes o leite era homogeneizado e mantido em repouso por um periodo de
40 a 60 min em temperatura de aproximadamente 35 °C. O material coagulado foi
cortado, para uma melhor separacao do soro, o soro foi coletado, colocado em
bandejas de inox e congelado a —20 °C em cameras de refrigeragdo, e

posteriormente liofilizado.
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Adsorvenie

O adsorvente hidrofébico utilizado neste trabalho foi o Streamline Phenyl
usado em processos cromatograficos. Esse adsorvente é macroporoso, reticuiado
com 6% de agarose. Sua densidade é de aproximadamente 1,2 g.mL™ e possui
uma estabilidade de pH na faixa de 2 a 13. O didmetro médio das particulas & de

180 um determinado pelo equipamento da Mastersizer S da Maivern Instruments.

Coluna de | eito Expandido

A coluna usada possuia diametro interno de 25 mm e altura de 1,0 m. Era
isolada termicamente e aquecida por banho termostatico com temperatura
controlada.

3.2. Metodologia
3.2.1- Determinacéo das Propriedades Fisico-Quimicas

Determinacao de Proteinas do Soro de Leite Liofilizado

Foi determinada, no Laboratério de Propriedades Fisicas (LPF) do
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA) da Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) da Unicamp, a quantidade total de proteinas do soro do leite. O
método de determinagéo foi o Kjeldahal, seguindo a metodologia descrita pela
“‘Association of Official Analytical Chemistry” (A.O.A.C, 1990). Por esse método
detectou-se um valor médio de 16% de proteinas totais. As analises foram
realizadas em triplicatas. Para os ensaios de adsorcéo o soro do leite liofilizado foi
solubilizado no tamp&o de adsorgéo de modo a restabelecer a concentragao inicial
de proteinas totais de aproximadamente 5,0 mg.mL™".

Determinacao de Lipideos

A percentagem de lipideos foi determinada no LPF da FEA pelo método
descrito por Bligh e Dyer (1959). Em um tubo pirex de 700 mL era colocado 3,5 g
de soro liofilizado finamente moido e homogeneizado e adicionava-se 10 mL de

cloroférmio, 10 mL de metanol e 8 mL de agua destilada, agitava-se por 30 min,
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adicionava-se mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solugao de sulfato de sbdio
1,5%, agitava-se a amostra vigorosamente por 20 min e deixava-a em repouso
para que ocorresse naturalmente a separacao entre as fases, succionava-se e,
loge em seguida descartava-se a camada metandlica superior. Apds esse
procedimento filtrava-se a camada inferior em papel de filtro quantitativo (de modo
gue a solugdo ficasse limpida) para um tuboe de 30 mL, mediua-se 5 mi. de filtrado
e transferia-se para um Becker de 50 mlL previamente tarado. Evaporava-se 0
solvente em estufa a 100 °C esperava-se que a amostra atingisse a temperatura
ambiente em um dessecador, para posterior pesagem. O método considera que
todo o material retido no Becker é lipideo extraido da amostra. Para obter a
percentagem de lipideos totais € necessario ievar em consideracao o fator 4 de
diluicho. A percentagem de lipideo presentes no soro in natura usado nesse
trabalho foi de 4,6%. As analises foram realizadas em triplicatas.

Determinacac de Cinzas

As cinzas foram determinadas seguindo a metodologia da O.AA.C. Um
grama (1,0 g) da amostra do soro in natura foi colocada em um cadinho dentro de
uma mufla aquecida a 600 °C por aproximadamente 24 h. Apés esse tempo e a
amostra atingir a temperatura ambiente, a mesma era submetida a pesagem, e a
relacdo entre a massa da amostra antes e ap6s a pesagem é considerada como
cinzas.

Determinacao de Carboidraios

A percentagem de carboidratos foi obtida por diferenca quando somados as
percentagens de lipideos, proteinas e cinzas. O valor de carboidrato apresentado
foi de 68%. As andlises foram realizadas em triplicatas. Essa analise seguiu as
instrugbes da A.O.A.C.

Fletroforese SDS-PAGE

As analises de eletroforese foram realizadas em gel de poliacrilamida
seguindo o protocolo de Laemmili (1970). O gel foi preparado a uma concentragao
de poliacrilamida a 18%. As amostras e os marcadores padroes foram preparados

em solugdo tamp&o contendo dodecil sulfato de sodio e B-mercaptoetanol. A
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concentragac de proteinas injetadas em cada “pogo” do gel de concentracdo era
de aproximadamente 200 pg.mL™". A separac¢ao das proteinas foi conduzida numa
célula de eletroforese do tipo Mini-Protean |l (Bio-Rad, EUA) submetida a tensao
de 220 V. A coloragéo do gel foi realizada com solugdc de nitrato de prata
seguindo o protocoic de Morrissey (1981).

Determinacéo da Cinética de Sequestro do lon Ca®* pelo EDTA

O caicio € um elemento que esta presente no soro do leite e liga-se a alfa-
lactalbumina tornando-a hidrofilica. E necesséario um tratamento prévio do soro,
com o EDTA, para seqlestrar o fon calcio da proteina tornando-a hidrofébica,
permitindo uma maior eficiéncia do processc de adsor¢dc por interacéo
hidrofobica. E fundamental estudar a cinética do seqliestro do EDTA-Ca® porque
através desse estudo pode-se obter o tempo necessario em que o soro do leite
deve permanecer em contato com o EDTA e pronto para ser adsorvido na resina.
Fol preparada uma amostra do soro de leite na concentragdo de 5,0 mg.mL’ de
proteinas em solugao aquosa contendo 50 mM de Tris-HCI, pH 7,5. Ap6s a
solubilizac&o o soro de leite era filtrado em membrana de 0,65 um e sé entdo era
adicionado o agente quelante EDTA na concentracdo de 35 mM ao soro. Era
realizada a homogeneizagao do soro e, inicialmente, a cada 10 min uma aliquota
era coletada e analisada em espectrofotdmetro de massa (GBC 905AA) até que a
concentragdo de Ca®* permanecesse constante. A concentracéo do ion céalcio na
solugéo era obtida através de uma curva de calibragao realizada com CaCl.

Determinacdo das Proteinas Alfa-Lactalbumina e Beta-Lactoglobulina por HPLC

As andlises quantitativas das proteinas alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina presentes nas amostras dos ensaios realizados para a obtencao
das curvas cinéticas do soro de leite bovino, das isotermas de equilibrio de co-
adsorgao, das isotermas dessas proteinas contidas no soro de leite, realizados em
tanques agitados e, das amostras da alimentacao, da etapa de lavagem e de
eluigdo, dos ensaios obtidos na coluna de leito expandido, foram realizadas em
HPLC, da Shimadzu (Japao), utilizando uma coluna de troca aniénica Mono Q da
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Pharmacia Biotech. A fase movel utilizada foi o tampao Tris-HCI, 20 mM, pH 8.0 e
a eluigdo foi efetuada em gradiente de 12 mM.min™* numa vazao de 1 mL.min™. As
proteinas alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina eram quantificadas através de
curvas de calibragdo obtidas com as proteinas padrac da SIGMA-EUA. Os
ensaios realizados para a obtencdo das curvas de equilibrio foram efetuados em
duplicatas. Os dados para a construgéo das isotermas de equilibrio em separado
dessas duas proteinas (ensaios realizados em triplicatas e em tanques agitados) e
os obtidos para a construgdo das curvas de rupturas, das proteinas do soro do
leite bovino realizado nas colunas de leito fixo ou expandido, foram determinados
através da absorbancia por um detector UV & 280 nm.

3.2.2. Experimentos de Cinética e de Equilibrio Realizados em Tanques Agitados

O esquema para obtengio dos dados de ensaios realizados em tanques
agitados e, apresentado no fluxograma da Figura 3.1, & mostrado na Figura 3.3.
As seringas, que simulavam tanques agitados, possuiam no seu interior a solugao
protéica juntamente com o adsorvente solido. Essas seringas eram providas de
um filtro localizado na base interna que impedia a entrada ou a saida da solugao
protéica sem que uma forga adicional fosse imposta aos émbolos das mesmas. Os
tanques eram agitados através de um agitador rotativo.

Figura 3.3- Esquema da seringa e do agitador rotativo para obtencao dos dados
dos ensaios realizados em tanques agitados.
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Determinacao das Condigdes Preliminares de Adsorcdo da Alfa-Lactalbumina a
Partir do Soro de Leite Bovino

Para obter a alfa-lactalbumina a partir do soro de leite bovino através do
processo de adsorg&o por intera¢do hidrofébica usando a resina hidrofébica, foram
realizados testes preliminares na temperatura 25 °C para encontrar a
concentragbes do tamp&o de adsorgdo Tris-EDTA que adsorvesse em maior
quantidade a alfa-lactalbumina e do Tampzo de eivicac Tris—CaCl; que
conseguisse retirar a maior quantidade dessa proteina da resina hidrofobica. A
escolha da melhor condigéo foi baseada na analise, por meio de eletroforese SDS-
PAGE, da pureza da proteina da fragdo eluida. As concentracbes de EDTA
testadas foram 15, 20 e 35 mM e de CaCl> 0,1; 1.0 e 1,5 mM. O pH da solugédo
tampao foi 7,5 e a concentragdo de Tris foi mantida em 50 mM por ser essa a
concentracac comumente empregada em processos de adsorcdo de alfa-
lactalbumina em resinas hidrofébicas (Lindah! e Vogel, 1984: Noppe et al., 1999).
Os experimentos de adsorgéo eram realizados em seringas de 3,0 mL contendo
aproximadamente 50 mg de resina. Essa resina era equilibrada no tampao Tris—
EDTA, 50 mM de Tris com 1,5 mM de EDTA pH 7,5 porcercade2hea seringa
era mantida sob agitagdo constante. Estudos cinéticos, realizados posteriormente,
demonstraram que um tempo de 20 min era suficiente para que a condicdo de
equilibrio seja alcancada. Apos o equilibrio, o tampao era retirado da seringa, e
2,0 mL do soro de leite com concentracéo de 5,0 mg.mL" de proteinas totais eram
colocados em contato com a resina por um periodo de aproximadamente 1 h.
Apos a lavagem com a solugéo tampao, era realizada a etapa de eluicéo. A fracdo
eluida era coletada e analisada por eletroforese SDS-PAGE.

Obtencéo das Curvas Cinéticas da Alfa-Lactalbumina e Beta-Lactoglobulina a
partir do Soro de Leite Bovino

As curvas cinéticas dessas duas proteinas foram obtidas, na temperatura
25 °C, em seringas contendo a solucdo do soro do leite bovino e o adsorvente
Streamline-Phenyl. As resinas foram equilibradas no tampé&o 50 mM de Tris com
1,5 mM de EDTA.
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O soro de leite liofilizado era dissolvido no tampéao de adsor¢cao 50 mM de
Tris com 35 mM de EDTA de forma que a concentragdo de proteinas totais do
soro de leite bovino fosse igual a 5,0 mg.mL™", o que equivalia em concentragéo
inicial de beta-lactoglobulina e alfa-lactalbumina valores de 2,10 e 1,51 mg.mL",
respectivamente. Em seringas de 3,0 mL, contendo 100 mg de resina, era
colocado a solugao de proteinas na mesma concentragcéo inicial. As seringas
contendo a solugdo protéica eram agitadas em agitador rotativo e, em intervalos
de tempos definidos, eram determinadas, em HPLC, as concentracdes finais

dessas duas proteinas no sobrenadante.

Obtencao das Isotermas de Adsorg¢ao

Para entender melhor o comportamento da .co-adsorgdo da alfa-
lactalbumina e beta-lactoglobulina, por serem essas as proteinas que adsorvem
conjuntamente na resina hidrofébica, foram obtidas isotermas de adsor¢cao de
equilibrio da alfa-lactalbumina nas temperaturas de 25 e 30 °C; isotermas da beta-
lactoglobulina nas temperaturas de 25 e 30 °C; isotermas da alfa-lactalbumina e
beta-lactoglobulina, solugdo 1:1, em massa, nas temperaturas de 25 e 30 %G
isotermas da alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina a partir do soro de leite bovino
na temperatura de 34 °C. Os experimentos para a obtencdo das isotermas de
equilibrio foram realizados em seringas de 3,0 mL. Em uma balanga analitica
(Mettler AJ150) eram pesados aproximadamente 50 mg de resina, para as
isotermas das proteinas obtidas separadamente, 100 mg para as isotermas de co-
adsorcao da alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina e para a do soro de leite
bovino. Apés a pesagem, as resinas eram colocadas nas seringas juntamente com
a solugédo tampao de equilibrio 50 mM de Tris com 1,5 mM de EDTA, pH 7,5, por
um periodo de aproximadamente 2 h. Apos a etapa de equilibrio das resinas o
tampao era retirado das seringas e 2,0 mL de solugao protéica era colocado em
contado com a resina. As solugbes-mée eram preparadas com concentragdes
conhecidas e a partir delas eram feitas diluicbes gerando novas solugdes com
diferentes concentragdes. Tanto as concentragdes da solugdo mae quanto as das
solugdes sobrenadantes, ap6s a etapa de equilibrio, foram analisadas por HPLC.
Para obter as isotermas de equilibrio o agitador rotativo, apresentado na Figura
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3.3, permanecia dentro de uma estufa incubadora, modelo Nova Técnica, por um

periodo de 20 min nas temperaturas de 25, 30 ou 34 °C.

Com os valores das concentragdes antes e apos a adsorgao, determinava-
se a concentragdo da proteina no adsorvente pela seguinte equacao:

Ci -Cf Vs
q=¥

m, (3.1)

onde q é a capacidade maxima de adsor¢ao, Ci e Cf sdao as concentragdes iniciais

e finais da proteina no sobrenadante e mg a massa da resina.

3.2.3. Experimentos Realizados em Coluna de Leito Expandido

O esquema experimental no qual foram realizados os ensaios na coluna
no modo de operacgao fixo ou expandido, conforme fluxograma mostrado na Figura

3.2, € apresentado na Figura 3.3.

Para empacotar a coluna com a resina hidrofébica era necessario que a
mesma estivesse preenchida com agua deionizada até aproximadamente 70 cm
de sua altura. A resina era entao colocada na coluna e apoés atingir a altura de
sedimentacao desejada, a agua era retirada até que a mesma ficasse a uma altura
de 10 cm acima da altura maxima desejada pela expansao do leito. O pistao era
colocado na coluna e, em todos os experimentos, foi estabelecida uma distancia
de 0,5 cm entre a altura final do leito expandido e o pistdao. Todas as mangueiras
eram preenchidas com agua antes de serem acopladas a coluna para evitar a
entrada de bolhas de ar. Antes da realizagdo dos experimentos na coluna, a resina
era expandida com agua deionizada até que visualmente ndo fosse percebida

nenhuma formagao de aglomerados de resina.
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1- Bomba P-500 e P-6000
2- Vavula de sete vias

3- Loop de 500 microlitros (injegao do fluido tragador)
4- Super loop de 700 mL

5- Misturador

6- Banho termostatico

7- Coluna de leito expandido (isolado termicamente)
8- Detector de UV (254-280 nm)

9- Registrador

10- Computador

11- Coletor de fracdes

12- Eletrodos de ions seletivos e de referéncia (temperatura 22 °C)

13- pH metro/mV
14- Solugdo tampéao

Figura 3.3- Esquema utilizado para a obtengéo da DTR do soro do leite bovino.
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Estudo da Fluidodindmica do Leito

Q estudo da fluidodinamica do leito foi realizado com a solugdo tampao e
com o soro do leite bovino. Com a solucdo tampao foram realizados experimentos
para cbservar as caracteristicas da expansao do leito. O primeiro experimento foi
realizado para observar as diferentes alturas finais de leito expandido
correspondentes as diferentes velocidades lineares de alimentacéo da solucdo
tampac. A partir desses dados experimentais era aplicado a equacédo de
Richardson e Zaki para determinar os parametros n e vi. O segundo, de uma série
de experimentos, foi a obtencdo de parametros que informaram;

1. o grau de mistura, ou seja, o0 modo de escoamento do fluido,
através do coeficiente de dispersdo axial, Dy,

2. aformacéo de camadas estagnadas entre o adsorvente e a resina,
comprometendo a qualidade da fluidizacdo, medida através do
parametro ¢;

3. ainteracdo entre os componentes da fase liquida (tampé&o ou soro)

e aresina, informacao permitida através do parametro N.

Todos esses parametros foram obtidos através da aplicacdo do modelo
matematico PDE. Para obté-los é necessario aplicar a técnica de estimulo e
resposta e obter a Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR) dos elementos de
fluidos que escoam na coluna. A resolucdo das equagdes para a obtencdc dos
pardmetros do modelo PDE foi realizada através de um programa Fortran descrito
posteriormente e apresentado no Apéndice |I.

Os experimentos realizados com o soro do leite bovino tiveram como
objetivo observar o comprometimento da qualidade da fluidizagdo quando se
passa da etapa de equilibrio para a etapa de adsorgdo. Os parametros que
fornecem tal comprometimento s3o os mesmos parametros obtidos com os
ensaios realizados com a soiugéo tampao.
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Técnica do Estimuio e Resposta: Obtencdo da Distribuicdo do Tempo de
Residéncia (DTR)

A técnica experimental do estimulo e resposta € usada para a obtencao da
distribuicdo do tempo de residéncia de um fluido gue escoa. Esta técnica consiste
em perturbar o sistema com um fluido tragador, de concentracao inicial conhecida,
o observar como ele responde & perturbacéo, através da medida da concentragac
com © tempo, na saida do sistema. Estas medidas s&o convertidas em DTR
informando guanto tempo cada fracdo de fluido passou dentro do sistema. C fluido
tracador deve ser uma substancia que possa ser detectada na saida do sistema e
que, ao escoar no sistema liquido-sdlido, ndo o perturbe e néo interaja com ele.
Através da DTR, aplicando a teoria dos momentos € as equacdes dos modelos
PDE, avalia-se & performance da coluna de leito expandido quanto a sua
fluidodinamica. A funcéo resposta depende de como foi feita a perturbacéo na
entrada do sistema. Em todos os experimentos realizados nesse trabalho a
perturbagéo foi na forma de pulso. O sinal resposta dessa perturbagéo € chamado
de curva C. A Figuras 3.5 representa o sinal de entrada e saida dessa
perturbagdo. A curva C normalizada € denominada de curva E ou DTR. A Figura
3.6 contém a curva DTR normalizada. Uma curva de distribuicao, como a DR,

pode ser quantificada peios momentos da distribuigao.

Entrads palso de ideal

Figura 3.5- Sinal de entrada e saida da perturbagao pulso provocada na entrada
da coluna.
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Figura 3.7- Curva de Distribuigdo de Tempo de Residéncia (OTR), também
chamada de curva E.

Obtencado da DTR da Soiucao Tampao

Neste trabalho obteve-se a DTR dos elementos do fluido tamponante gue
escoa na coluna Streamiine SP-25 contendo a matriz hidrofébica, em trés alturas
de leitos sedimentados (15, 20 e 25 ¢cm) e graus de expansio que variam de 2,00
a 3,20 vezes as alturas iniciais do leito. A obtenc&o da curva E era realizada apos
¢ equilibrio da resina injetando-se na entrada da coluna 500 ul de uma solugédo de
acetona a 20%. A absorbancia da acetona na saida da coluna foi detectada por
um detector UV a 254 nm e o sinai da absorbancia em miiivoltsfoi obtida por uma
placa de aquisicdo de dados acoplada a um computador. A curva de distribuigéo
foi analisada utilizando o método dos momenios e, através da aplicacdo do
modeio matematico, foram determinados os pardmetros que informaram o

comportamento fluidodinamico do leito expandido.

Obtencac da DTR do Sorc do Leite Bovino

A obtengdo da curva de distribuicdo do soro do leite bovino informa o
comportamento e o possivel comprometimento da fluidodinamica do leito
expandido quando uma solugdo mais complexa do que a solugdo tamponante
escoa atraves da coluna.

No caso do soro do leite bovino, a DTR foi obtida para uma altura de leito
sedimentado de 15 cm, graus de expansao de 1,50 & 3,00 vezes a altura do ieito

antes da expans&o e temperaturas que variaram entre 22 e 34 °C.
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As combinacdes entre as varidveis temperatura e grau de expansao, sob
as quais foram obtidas e avaliadas as distribuicbes do tempo de residéncia, foram
definidas através de um planejamento experimental.

O fluido tracador usado nesse experimento foi uma solugdo a 2% de
brometo de potassio; o mesmo foi escolhido em virtude de ndo interagir nem com
a proteina nem com 0 adsorvente e por poder ser determinado atraves de um
eletrodo de ion seletivo para brometo, evitando a inconveniéncia de se trabalhar
com acetona como fluido tragador (usado no experimentos para obtencao da DTR
para o fluido tamponante) peio fato da acetona ndo poder ser detectado em célula
UV a 254 nm uma vez que a mesma estd em solugao do soro de leite, solugdo
essa que é turva. O acompanhamento da variagao da concentragéo desse fluido
tracador com o tempo foi obtido através de um eletrodo de ion seletivo para
brometo (marca Raldekis, Hungria) o qual estava acopiado diretamente a um
condutivimetro (Digimed, DM-20); a Imedida do ion brometo foi feita de forma

descontinua e a temperatura de 22 °C.

A curva E so foi obtida apts a saturagio da resina na coluna. Essa
saturacdo assegura que o estado estacionario foi atingido e que a fluidodinamica,
na presenga do soro do leite, esta completamente estabelecida dentro da coluna.
Dependendo do grau de expansao em que estivesse sendo obtido a DTR, o
volume do soro de leite necessario para saturar o leito e manté-lo fluidizado por
um tempo suficiente para coleta dos dados experimentais, apos a perturbagao do
sistema com o fluido tracador, era bastante elevado: em torno de 1200 ml.. Dessa
forma houve a necessidade de preparar o soro de leite com o dobro da
concentracio e coloca-lo no loop de 700 ml. O joop era provido de um émbolo que
se movia impulsionado pela agua cuja alimentagéo era feita por uma bomba P-500
do FPLC. Através desse mecanismo o soro escoava até o misturador do FPLC
onde era efetuada a diluicdo pela solugdo tampéo que estava sendo alimentada
pela bomba P-6000 do FPLC. Apds a mistura das solugbes, o soro do leite com
concentracdo de 5.0 mg.mL" alimentava continuamente a coluna. Uma vez
ocorrido a saturacio da resina, injetava-se 500 ul da solugao de brometo de
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potassio & 2% através da valvula de sete vias. Eram coletadas varias fracGes de
2,0 mL de soro na saida da coluna no coletor de fracdo FRAC 200 da Pharmacia
Biotech e através de um eletrodo seletivo para o ion brometo eram determinadas
as concentracbes desse ion em cada amostra obtendo-se, assim, a curva de
distribuicac do soro de leito bovino na coluna de leito expandido. Através das
analises dos pardmetros obtidos pelc modelc PDE péde-se determinar o
comportamento fluidodindmico do soro de leite na coluna SP-25.

Obtencao das Curvas de Rupturas

Através da obtencao das curvas de rupturas para o soro do leite bovino
avaliou-se a influéncia da altura do leito sedimentado, da temperatura e do grau de
expansac na adsorcdo da aifa-lactalbumina no leito expandido de resina
hidrofébica. O sistema para a obtengcdo das curvas de rupturas é o mesmo
apresentado na Figura 3.3. Os tampdes utilizados no processo de adsor¢ao do
soro de leite s@o apresentados a seguir:

1. tamp&o de equilibrio: 50 mM de Tris-1,5 mM de EDTA
2. tampéo de adsorgédo: 50 mM de Tris-35 mM de EDTA
3. tampéo de lavagem: 50 mM de Tris-1.5 mM de EDTA
4. tampé&o de eluigdo: 50 mM de Tris-1,5 mM de CaCl,

O pH das solugbes tamponantes, exceto o do tampao de adsorgédo, foram
gjustados em 7,5 com HCL O tampado de adsorg@o era preparado sem que
houvesse o ajuste do pH. O mesmo dissolvia o soro do leite liofilizado e apés a
dissolugdo e seqliestro do ion calcio pelo EDTA a solucao apresentava-se com pH
em torno de 6,5 que era ajustado para 7,5 com solucdo de aménia. O soro era
aquecido ou resfriado, de acordo com a temperatura na qual se desejava obter as
curvas de rupturas, e s6 entdo era colocado no loop de 700 mL. Esse loop era
isolado termicamente de forma a manter a temperatura do soro durante todo o
experimento.

Apobs o equilibrio da resina, ocorria a etapa de adsorcao do soro de leite
bovino na coluna até a saturacao da resina. Os fluxos dos tampdes e do soro do
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leite bovino eram os mesmos e 0s seus valores estavam diretamente relacionados
ao valor dos graus de expansao em gue se desejavam obter as curvas de
rupturas. A absorbancia do soro do leite bovino na saida da coluna era obtida por
detector UV & 280 nm. O volume do soro do leite bovino coletado apds a etapa de
lavagem, o injetadoc na coluna durante a alimentacéo e o da fragfo eluida eram
anotados para serem levados em consideragao nos balancos de massa. As
concentragbes de alfa-lacatalbumina das fragdes coletadas em todas as etapas
eram determinadas por HPLC. A etapa de eluicdo era realizada com a coluna
operando na forma de leito fixo. O calculo da eficiéncia da coluna em adsorver
todas as proteinas do soro de leite bovino era realizada através da Equacéo 2.3,

de modo que a quantidade de soro de leite adsorvido na coluna era igual a area
representado abaixo da curva a partir de % 0 = 10% (Cq € igual a concentragao

inicial de proteinas do soro de leite e C a concentracao do soro de leite no tempo)
e a quantidade de soro aplicado a coluna era igual a toda a area situada abaixo da

curva de ruptura.

A coluna Streamiine SP-25 era totalmente isolada termicamente. A
temperatura da coluna e dos tamples era mantida através de dois banhos
termostaticos. Apds a etapa de eluigéo, o pistdo da coluna era movido de forma
que a coluna tornasse a operar em modo expandido para que a regeneragao da
coluna fosse executada com 0,5 M de NaOH com fluxo de aproximadamente 100
cm.h’. Nessa etapa esperava-se gue a coluna atingisse a temperatura ambiente
para que a solucéo de soda caustica fosse injetada continuamente na coluna.

As combinacdes das varidveis temperatura e grau de expansao, para a
obtencdo das curvas de rupturas, foram determinadas através do planejamento

experimental que sera descrito nos proximos itens.

3.3. Apresentacg&o do Programa Computacionat

O programa escrito em linguagem Fortran, apresentado no Apéndice I, foi
desenvolvido em parceria com o Prof. Nagel Alves Costa do Departamento de

Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande, Paraiba.
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Esse programa tem como objetivo a obtencdo da DTR teérica obtida
através da transformada de Laplace da Equagao 2.21. A resolucdo dessa equacao
foi realizada através da utilizacao de subrotinas da Biblioteca IMLS do programa
Fortran PowerStation 4.0. O método numeérico utilizado foi o de Levenberg-
Marquart usando diferencas finitas. Os parametros do modelo PDE sao obtidos
apos o ajuste da DTR tedrica com a experimental.

3.4. Planejamento Experimental

Neste frabalho, executou-se foi primeiramente o planejamento
experimental fatorial completo (modelo de primeira ordem). Através da analise
estatistica desse planejamento, houve a necessidade de amplia-lo para um
planejamento estrela (modelo quadratico). No planejamento fatorial linear foram
avaliadas trés variaveis independentes (altura do leito sedimentado, grau de
expansao e temperatura) sobre a varidvel resposta pureza. Foram realizados 2°
experimentos com 3 repetigGes no ponto central. Os vaiores das variaveis foram
escolhidos e baseados nos dados da literatura e em dados obtidos neste trabaiho.
As alturas escolhidas para serem investigadas foram 15; 17,5e 20 cm. O primeiro
valor foi escothido para o nivel —1 porque a literatura retrata que a partir de 10 cm,
os efeitos dispersivos na entrada da coluna sao despreziveis, Chase (1994). A
altura de 20 cm foi escolhida para o nivel +1 porque acreditava-se que nessa
altura poderia ter um diferencial na separacao das proteinas melhor do que a
obtida na altura de leito de 15 cm. O valor do nivel 0 deve ser a média entre os
valores dos outros niveis. A escolha dos graus de expansao foi baseado nos
valores maximo (2,00 vezes a altura do leito sedimentado) e minimo (1,50 vezes a
altura do leito inicial) comumente usado na literatura. Os valores das temperaturas
foram escolhidos apenas para verificar se havia uma diferenca significativa na
adsorcéo do soro de leite bovino e, conseqlentemente, na pureza da alfa-
lactalbuminana, quando a adsorczo ocorre na temperatura ambiente, 25 °C. e na
temperatura de 30 °C.
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Apos a andlise estatistica dos dados desse planejamento, concluiu-se que
havia a necessidade de amplia-lo para um planejamento fatorial estreia. Neste
planejamento experimental) foram realizados 22 ensaios, quatro experimentos nos
pontos axiais e trés repeticdes de ensaios no ponto ceniral. As variaveis
independentes estudadas foram temperatura e grau de expansao. A temperatura
minima investigada foi 22 °C, escolhida para dar um diferencial pronunciado da
temperatura minima avaliada no planejamento linear. A temperatura maxima
escolhida foi 34 °C, pois essa foi aproximadamente a temperatura em que houve a
coagulacdo da caseina do leite bovino.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente capitulo tem por objetivo apresentar e discutir os resultados
dos experimentos realizados com a matéria-prima soro do leite bovino in nafura
com o intuito de observar o comportamento adsortivo de proteinas presentes no
meio, principalmente, as proteinas alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina, sobre o
adsorvente hidrofébico, em testes realizados em tanques agitados e na coluna de
leito expandido StreamlineSP-25. Sac apresentados os testes cinéticos e de
equilibrio das proteinas do soro do leite bovino e das proteinas alfa-lactalbumina e
beta-lactogiobulina realizados em tanques agitados. Sao apresentados os estudos
do comportamento fluidodindmico obtido na coluna SP-25 com o adsorvente
hidrofébico, onde verificou-se, principalmente, o efeito da dispersadc axial e o
comprometimento da estabilidade do leito na presenca do soro do leite bovino
através da determinagao de parametros importantes a serem considerados em um
processo de aumento de escala, como por exemplo, o ndmero de Peclet. Note-se
em todo o trabalho uma énfase na determinaciao de dados experimentais em
testes realizados na coluna, em diferentes condigdes operacionais de temperatura
e grau de expansé&o, tanto na obtencéo do comportamento fluidodinamico do leito
guanto na obtencdo das curvas de rupturas na presenca do soro de leite bovino
com o intuito de verificar os efeitos dessas varidaveis sobre a pureza e recuperagao
da alfa-lactalbumina e sobre a eficiéncia da coluna em adsorver todas as proteinas
do soro do leite bovino. Utilizou-se do planejamento estatistico como ferramenta
para determinar os efeitos e as interacdes que as variaveis de processo interferem
na RPB realizada em leito expandido. Sendo o soro do leite o bioproduto objeto de
estudo desse trabalho, foi determinada a faixa 6tima de processamento do mesmo
para obter a alfa-lactalbumina com pureza de 100% detectado por HPLC.
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4.1. Determinacio das Condigdes Preliminares de Adsorcdo e Eluigdo da
Alfa-lactaibumina a Partir do Soro de Leite Bovino

Experimentos preliminares foram realizados para avaliar a influéncia do
EDTA no tamp&o de adsorcdo Tris-EDTA, a substituicdo do EDTA pelo calcio no
tampao de eluigdo Tris-CaCl, em pH 7.5 & a cinética e sequesiro do Ca** pelo
EDTA. A escolha da melhor condicio de adsorcao da alfa-lactalbumina a partir do
soro do leite bovino foi determinada pela andlise da eletroforese SDS-PAGE tendo
como referéncia a proteina alfa-lactalbumina contida no marcador de massa
molecular utilizado.

(Os experimentos de adsorcdo foram realizados em seringas, simulando
um tangue agitado, contendo uma massa fixa de 50 mg de resina e 2 mb ge
solugdo protéica conforme discutido no item 3.2.2. A Tabela 4.1 apresenia as
condicBes em gue foram realizados os testes preliminares de adsorgdo da alfa-
lactalbumina a partir do soro de leite bovino.

Tabela 4.1- Concentragio dos tampdes de adsor¢ao e eluigo usados nos testes
experimentais para adsorcio da alfa-lactaibumina a partir do soro do Igite bovino.

Condicdes Adsorcao Eluigao

50 mM Tris-0,1 mM CaCl.
50 mM Tris- 1,0 mM CaCl»
50 mM Tris- 1,5 mM CaClp

Primeira 50 mM Tris-1&E mM EDTA

50 miM Tris-0,1 mM CaCl,
50 mM Tris-1,0 mM CaCl:

Segunda 50 mM Tris- 25 mM EDTA EQ mM Tris 5 mM CaCly
50 mM Tris-0,1 mM CaCl,
Terceira 50 mM Tris- 35 mM EDTA |20 MM Tris-1,0 mM CaCl,

50 mM Tris-1,5 mM CaCl;

A Figura 4.1 apresenta a eletroforese de fragbes eluidas realizada para as
trés diferentes condigdes de adsorgéo apresentadas. Observa-se através da Figura
4.1 que a terceira condicdo de adsorcéo foi a que apresentou 0 melhor grau de
pureza da aifa-lactalbumina, ou seja, guandc o tampdo de eluigdo utilizado
apresenta conceniracdo de CaCly igual 2 1.5 mM. A massa molecular dessa

proteina é de 14,4 kDa. Ficou definido que as condigbes em que seriam realizados

LAy
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0s experimentos para obtencdo da alfa-lactalbumina em tanque agitado e em
coluna seriam:

Tampé&o de equilibrio: 50 mM de Tris com 1.5 mM de EDTA
Tampé&o de adsorgdo: 50 mM de Tris com 35 mM de EDTA
Tampéo de lavagem: 50 mM de Tris com 1,5 mM de EDTA
Tampéo de eluicdo: 50 mM de Tris com 1.5 mM de Call,

¥ & @ @

1*-condicdo Marcadores 2:condigao “condicao
de MM

- I
)

a b ¢ a b c a c
Figura 4.1- Eletroforetograma das fracdes sluidas do soro de lsite bovine apds as
condigOes de adsorgdo. 12 condigdo: 50 mM Tris-15 mM EDTA, 2% condicao: 50
mM Tris-25 mM EDTA, 3? condiglo: 50 mM Tris-35 mM EDTA. As lefras abec
indicam amosiras eluidas com as concentragbes de 0,1, 1,0 & 1,5 mM de CaCl,,
presentes no tampéao de eluicdo, respectivamente.

Uma vez estabelecida as condicdes de adsorcdo e eluicdo da alfa-
lactaibumina foi necessério determinar o tempo minimo em gue o soro do leite
bovino deveria ficar em contato com o tamp&o de adsorcéo de forma que a alfa-
lactalbumina tivesse o Ca*' dissociado e assim se tornasse o mais hidrofébica
possivel, garantido a sua adsorgéo na resina Streamline Phenvyl.

A Figura 4.2 mostra o grafico da cinética de seqlestro do Ca® da alfa-
lactalbumina para ¢ soro do leite bovino pelo agente quelante EDTA. Em um
tempo de aproximadamente 200 min (3,33 h) ocorreu o sequestro dos ions Ca®,
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Desse modo o soro do leite bovino liofilizado, antes do processo de adsor¢ao, era
solubilizado no tampao de adorgéo 50mM Tris-35 mM EDTA. O soro permanecia
em contato com esse tampao por um tempo minimo de 3,33 h. Apos a adsorcao a
etapa de eluigio era realizada com tampéo Tris-CaClz, nas concentragbes de 50

mM e 1,5 mM, respectivamente.
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Figura 4.2- Cinética de sequestro do fon calcio presente na alfa-lactalbumina
presente no soro do leite bovino pelo agente quelante EDTA.

4.2, lIsotermas de Adsorg¢ao

Foram determinadas isotermas de adsorgdo da alfa-lactalbumina e da
beta-lactoglobulina padrio, separadamente, isotermas de adsorgdo conjunta da
alfa-latalbumina e da beta-lactogiobulina a partir de uma solugéo 1:1, em massa,
das proteinas padrao nas temperaturas de 25 e 30 °C, e também as isotermas
dessas duas proteinas a partir do soro do leite bovino na temperatura de 34 °C.

As isotermas de co-adsorcdo dessas duas proteinas foram realizadas
porque, nos primeiros ensaios de adsorgao sobre a resina hidrofobica em coluna,
a beta-lactoglobulina foi a proteina que apresentou maior quantidade adsorvida na

resina Streamline Phenyl juntamente com a alfa-lactalbumina.

Veredas (2000) estudou a cinética de adsor¢do da alfa-lactalbumina

padrao sobre a resina hidrofébica em questao em tanque agitado, nas
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concentracGes iniciais de 0,564; 1,33 e 1,56 mg.mL™" e temperatura de 24 °C, e
determinou que a partir de 20 min praticamente nao ocorre variacdo de
concentracdo dessa proteina na solucio sobrenadante. Assim nesse trabalho,
adotou-se um tempo de 20 min para obtencao das isotermas de equilibrio da alfa-
lactalbumina e da beta-lactogiobulina separadamente.

A cinética da alfa-lactalbumina e da beta-lactogiobulina, a partir do soro do
leite bovino, foi obtida em tanques agitados na temperatura de 25 °C e nas
concentragdes iniciais de 1,5 mg.mL" para alfa-lactalbumina e 2,3 mg.mL"" para
beta-lactoglobulina ( Figura 4.3). Através do comportamento cinético dessas duas
proteinas pode-se concluir que em um tempo de aproximadamente 30 min atinge-
se a condicao de equilibric tanto para alfa-lactalbumina quantc para beta-
lactalbumina. Neste trabalho foi adotado o tempo de 30 min para obtencdo das

isotermas de equilibrio dessas proteinas a partir do soro de leite bovino.
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Figura 4.3- Cinética de adsor¢do da alfa-lactalbumina (w) e da beta-lactoglobulina
(s}, a partir do soro de leite bovino, na resina Streamline Phenyl. T= 25 °C, pH 7.5;
solucdo tampao 50 mM Tris-35 mM EDTA.

As Figuras 4.4 e 4.5 mostram as isotermas da alfa-lactalbumina e da beta-
lactoglobulina, separadamente, nas temperaturas de 25 e 30 °C. A Tabela 4.2
apresenta os valores dos par@metros determinados através da aplicacao do

modelo de Langmuir (Equagac 2.1) para o ajuste dos dados experimentais. O
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aumento da temperatura aumenta a capacidade de adsorgao dessas profeinas e a
capacidade de adsorgéo da beta-lactogiobulina na resina € maior do que a da alfa-
lactalbumina nas duas temperaturas estudadas. A Tabela 4.2 apresenta os valores
de qm para as duas proteinas e a comparagao entre esses valores confirma o que

acima foi exposto.
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Figura 4.4- Isotermas de adsorgao da alfa-lactalbumina na resina hidrofébical obtida:
nas temperaturas de 25 °C (%) e 30 °C (s), em solugao tampao 50 mM de Tris-35 mM
EDTAepH75.
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Figura 4.5- Isotermas de adsorgao da beta-lactoglobulina na resina hidrofdbica

obtida nas temperaturas de 25 °C (%) e 30 °C (s), em solugéo tamp&o 50 mM Tris-35
mM EDTA e pH 7.5.
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Tabela 4.2- Parametros obtidos através do ajuste do modelo Langmuir para a
adsorcdo da alfa-lactalbumina e da beta-factoglobulina padrac.

Alfa-lactalbumina Beta-lactoglobulina
T gm Kq R® gqm Kq R?
¢ | (mg.g") |(mg.mL") {mg.g") | (mg.mL")
25 18,66 1,85 0,96 48,76 2,66 0,98
30 37,32 0,58 0,97 66,74 1,59 0,98

As constantes de dissociacdo para a alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina diminuiram com o aumento da terperatura, no entanto, esse efeito
foi mais acentuado para a alfa-lactalbumina, indicando que na faixa de
temperatura estudada a alfa-lactalbumina adsorve mais fortemente na resina do
que 2 beta-lactoglobulina. A temperatura é um parametro que aumenta a interacao
da alfa-lactalbumina na resina hidrofobica. Provavelmente esse aumento decorre
da existéncia de uma maior forca de ligagdo entre os aminodacidos apolares
acessiveis da estrutura da alfa-lactalbumina com o grupo fenil da resina, do que os
aminoacidos apolares da beta-lactoglobulina. No entanto, a capacidade maxima
de adsor¢do da beta-lactalbumina é maior se comparada com a da alfa-
lactalbumina.

As isotermas obtidas da adsorgdo conjunta da alfa-lactalbumina e beta-

lactoglobulina na temperatura de 25 °C se sobrepdem indicando que nessa
condicao € inviavel a separagéo dessas duas proteinas ( Figura 4.6).
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Figura 4.6- Isotermas de co-adsor¢go da alfa-lactalbumina (®) e da beta-
lactoglobulina (s), na resina hidrofébica obtida a partir de uma solucao 1:1 padrao,
a temperatura de 25 °C, pH 7.5 em solugao tampé&o 50 mM Tris-35 mM EDTA.

A Figura 4.7 apresenta as isortemas de adsorcéo conjunta da alfa-
lactalbumina e beta-lactoglobulina na temperatura de 30 °C. Pode-se observar,
comparando-se as isotermas apresentas nas Figuras 4.6 e 4.7, que este aumento
da temperatura deslocou a condigao de equilibrio da alfa-lactalbumina, e provocou
um aumento na capacidade de adsorcdo e interagdo com a resina. Acima da
concentracdo de equilibrio de 0,8 mg/ml, o comportamento da isoterma da alfa-
lactalbumina traduz a tendéncia de formagao de multicamadas. O aumento da
interacao é percebido através do aumento da inclinagéo da reta na faixa linear da
isoterma na temperatura de 30 °C se comparada & de 25 °C para alfa-
lactalbumina, confirmando o que ja havia sido observado na isoterma obtida em
separado na temperatura de 30 %C. A capacidade de adsorgdo da beta-
lactoglobulina nao sofreu alteragdo com o aumento da temperatura.
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Figura 4.7- Isotermas de co-adsorcdo da alfa-lactalbumina (®) e da beta-
lactoglobulina (e), na resina Streamline Pheny! obtida a partir de uma solugéo 1:1

padréo, temperatura de 30 °C, pH 7,5 e soluciio tampao 50 mM Tris- 35 mM
EDTA.

104

q(mg.g”)

24 = °

41 N

1h |

I ! i ' ] M i ! I * i ¥ 1 3 3 :
0.0 0.2 0.4 086 0.8 1.0 1,2 1.4

Concentragio de equilibrio (mg.mL"™)

0

Figura 4.8- Isoterma de co-adsorcioc da alfa-lactalbumina (m)e da beta-
lactoglobulina () contida no soro de leite bovino, obtida na resina hidrofébica e
temperatura de 34 °C, solugéo tampao 50 mM Tris -35 mM EDTA e pH 7.5.
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A Figura 4.8 apresenta as isotermas da alfa-lactalbumina e da beta-
lactoglobulina obtidas a partir do soro do leite bovino in natura na temperatura de
34 °C. Apesar das capacidades de adsorgio das proteinas terem diminuindo em
relagdo as obtidas na co-adsorgdo a partir das solugbes binarias, o©s
comportamentos das isotermas s&o semelhantes as obtidas na temperatura de 30
C, significando que nessas temperaturas os mecanismos envolvidos para
adsor¢ao dessas proteinas sdo 0s mesmos.

O modelo de Langmuir modificado para isotermas de co-adsor¢ao,
apresentado na Equagdo 2.2, poderia ser aplicado para alfa-lactalbumina e beta-
lactoglobulina, na regidoc de monocamada, nc entanto, segundo Guiochon (2002),
esse modelo s6 tem consisténcia termodinamica (estabelecendo uma condico de
equilibrio) quando os gm para cada proteina, ajustados pelo modelo, s&o iguais.
Observando as isotermas apresentadas nas Figuras 4.7 e 4.8 percebe-se que 0s
gm séo diferentes para as duas situagdes estudadas.

4.3. Comportamento Fluidodinamico do Leito Expandido

4.3.1. Determinacéo dos Parametros de Richardson e Zaki

Foram realizados experimentos para estudar a expanséao do leito de resina
hidrofobica como uma funcao da velocidade superficial utilizando o tampao de
equilibrio Tris50 mM -35 mM EDTA , para as alturas de leitos sedimentados de 10,
15, 20, 25 e 30 cm e velocidades lineares variando entre 3,25 cm.min” e 6,30

cm.min”.

Ha uma relagdo linear entre a altura do leito e a velocidade superficial para
todas as alturas de leito sedimentado e velocidades lineares estudadas (Figura
4.9). Esse comportamento indica que na faixa de velocidade estudada a
fluidizacao do leito é estavel.
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Figura 4.9- Altura final do leito expandido em funcao da velocidade linear do fluido
tamponante a temperatura de 25°C para alturas de leito sedimentados de (m) 10
cm (o) 15 cm (a) 20 cm (+) 25 cm (o) 30 cm.

Atraves da regresséo linear do grafico do logaritimo natural da velocidade

linear pelc logaritimo natural da porosidade do leito expandido pode-se obter os

parametros n e vi da equacgdo de Richardson e Zaki (1954) (Figura 4.10). O
parametro n esta relacionado com o regime de fluxo do processo e vt com a

velocidade terminal de equilibrio. A Tabela 4.3 apresenta os valores de n e vt para

a fluidizac&o da resina nas condigbes estudadas nesse trabalho.
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Figura 4.10- Linearizacdo dos dados obtidos para velocidades lineares versus
porosidade, para as alturas de leito sedimentado () 10 cm, (o) 15 cm, () 20 cm, (+)
25 cm, {0) 30 cm, objetivando a obtencéo dos parametros de Richardson e Zaki.

Tabela 4.3- Parametros de Richardson e Zaki para a fluidizagdo da resina

Streamline Phenyl obtidos com a solugo tampao 50 mM Tris e 35 mM de EDTA,
pH 7.5 e T= 25 °C.

H, n Vi R’ MNys L17Y) Vis Vim Rey | Rew d Jin
{cm) {cm/min) (cm/min) | {cm/min) {um) | (cp)
10 | 4.7 17.8 0,87
15 | 54 245 (3,89
20 | 54 250 098 1 451 49 221 21,1 070 063 ; 182 096
258 143 17.8 0,98
30 | 47 19,9 0,87

Os valores de n e v; foram obtidos, através dos dados experimentais,

aplicando a Equagao 2.7. O valor de ny, foi obtido da Equagao 2.9 levando-se em

consideragdo o Reynolds terminal (Reys) obtido com o valor da velocidade terminal

(vis) calculado pela Equacdo 2.14 ( Equagéo de Stokes). Os parametros nm, Vv €

Rew sd0 as médias dos valores de n, v e R; (Reynolds obtido através dos valores

de v;, respectivamente.

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

quando os valores de n variam de 4,65 a 2,39. Jottran (1952) encontrou valores
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para n igual a 5,6 para Reynolds terminal na faixa de 0,004 a 0,7 para particulas
de diametro entre 20 e 130 um, fluidizadas com agua; essa faixa de Re, & bem
menor do que a considerada por Richardson e Zaki, no entanto, o autor considera
que o fluxo € laminar. Um trabalho recente (Theodossiou et al., 2002) compara
valores de n experimental obtidos para protdtipos de adsorventes desenvoividos
em laboraiorio (até entdo ndc comerciais e com alta densidade, e didmetro de
particula pequena, em torno de 24 a 45,5 um) com o adsorvente comercial da
linha Streamline (com didmetro de particula entre 70 a 260 um). O valor de n
experimental obtido para o adsorvente nio comercial variou entre 5,02 a 5,81 para
valores de Reys entre 0,066 a 0,080 e o da linha Streamline apresentou um valor
de 6,55 e Reynolds terminal de 0,76 No entanto, apesar dos altos valores de n
esses autores consideraram que o regime de fluxo € laminar. Observando na
Tabela 4.3 os valores obtidos para o parametro nys € ny verifica-se que os valores
s80 proximos e estdo dentro dos da faixa prevista por Richardson e Zaki (1954),
Jottran (1952) e Theodossiou et al. (2002). Desta forma pode-se assegurar que
nas faixas de altura e velocidade linear estudadas, neste trabalho, o fluxo foi
laminar quando o leito é fluidizado com a solugcdo tampao. O valor encontrado
para viv € 0 estabelecido pela equacdo de Stokes (vi) sdo proximos, indicando
que a velocidade de equilibrio nao foi ultrapassada, ou seja, o lejto possui uma
fluidizacao estavel.

4.3.2- Analise da Distribuico do Tempo de Residéncia (DTR)

Foram obtidas as curvas de Distribuicido de Tempo de Residéncia (DTR),
usando a técnica de estimulo e resposta na coluna SP-25 contendo leito de resina
hidrofébica fluidizado com tampéoc e com soro do leite in natura. O objetivo da
obtencao das curvas de DTR era a determinacéo dos parametros ¢, Pe, Dax e N
atraves da aplicagcdo do modelo matematico PDE. Os valores desses parametros
podem caracterizar que tipo de escoamento predomina na coluna, mistura ou
tubular, através de Da, 0 grau de comprometimento da fluidizacdo, através do
parametro ¢ e o grau de interacao entre todos os constituintes presentes no reio
liguido com o adsorvente sélido.
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Como anteriormente mencionado, ¢ avango desse modelo frente ao
modelo classico de dispersao & que o mesmo prevé troca de matéria entre uma
camada fluida que se move ao longo do leito e uma camada estagnada, fendbmeno
esse nao previsto pelo modelo da dispersdo. Os parametros previstos pelo modeio
sao obtidos através da resolugdo da Equacao 2.17. Foi utilizado um programa

Fortran, apresentado no Apéndice |, para a resolucio dessa equagéo.

4.3.1.2- Andlise da DTR pelo Modelo PDE

DTR obtida com solucio tampao

A determinacdo da DTR com a solugdo tampéo, antes da obtencgdo da
mesma com © soro do leito bovino, se fez necessaria uma vez gue 0s parametros
fluidodinamicos obfidos através da distribuicao com essa solugio servem como
referéncia permitindo comparar o grau de comprometimento da fluidodinamica do
leito quando a coluna passa a ser alimentada com a solugdo complexa (soro do
leito bovino). Como conseqiiéncia do comprometimento da fluidizagdo pode
ocorrer a diminuicdo da eficiéncia da adsorcdo das proteinas na coluna de leito
expandido.

A Figura 4.11 apresenta a Curva de Distribuicdo do Tempo de Residéncia
experimental e a obtida pelo modelo PDE, para a solugdo tampéo Tris-EDTA nas
concentragbes de 50 mM e 35 mM, respectivamente, obtidas na altura de leito de
15, 20 e 25 cm e graus de expanséo de 2,20; 2,75 e 3,00.

A Tabela 4.4 apresenta os parametros ¢, Pe, Dax e N encontrados através
da aplicacdo do modelo PDE para a solucdo tampdo. Através da Figura 4.11
pode-se concluir que ocorre um bom ajuste do modelo aos dados experimentais
para as alturas de leito e graus de expanséo investigadas nesse trabalho.

Através dos valores encontrados para os pardmetros, pode-se concluir
que os valores de D,, estdo dentro do previsto na literatura para leito expandido.
Batt et al. (1995) encontrou valores de D. para uma série de experimentos

realizados com resinas Streamline iguais a 1,86 x 10° m®.s™, usando velocidades
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de 135 cm.h” e altura de leito sedimentado de 8,6 cm. Thtmmes et al. (1996)
encontrou valores de Dy, na faixa de 6 x 10° a 9 x 10° m%s™” em colunas com
altura de leito de 6,0 cm e velocidades lineares que variam de 375 cm.h™ a 200
cm.h'. Os parametros Pe e D, estéo intrinsecamente relacionados e altos valores
do namero de Pe séo indicativos de uma baixa dispersdo axial. Um nimero de Pe
igual a 40 e considerado um valor critico em se tratando de leito expandido. Nesse
trabalho nas condigbes experimentais em que foram obtidos as DTRs com a
soluggo tampao o numerc de Pe esteve igual ou acima do valor considerado

critico.

Tabela 4.4- Parametros obtidos através da aplicagdo do modelo PDE para
expansaoc do leito ocorrido na presenca do tampéo 50 mM de Tris e 35 mM de
EDTA, pH 7,5, T= 25 °C.

Ho Gexp Pe ® N Dax
2,20 40 0,98 0,06 471x 107
15 2,75 54 1,00 0,00 7,97 x 10°
3,00 54 0,98 0,00 1,01 x 107
2,20 80 1,00 0,00 3,72x10°
20 275 90 1,00 0,00 6,00 x 107
3,00 93 1,00 0,00 7,10 x 10®
2,20 80 1,00 0,00 3,84 x 10°
25 2,75 91 1,00 0,00 7,47x 10°
3,00 92 0,98 0,10 88x10°
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0 0

Figura 4.11- DTRs obtidas com a solugao tampao 50 mM de Tris e 35 mM de
EDTA, pH 7,5, T=25 °C para alturas de leito sedimentado de 15 cm (a), 20 cm {(b)e
25 cm (c) e graus de expansdo de 2,20 () 2,75 (+) e 3,00 (o) A linha cheia (— )
representa o ajuste pelo modelo.
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Fernandez-Lahore et al. (1999) aplicando o modelo PDE as curvas de
distribuicao obtidas com tampéo contendo sulfato de aménio em resina do mesmo
tipo utilizado neste trabalho, encontrou valores de o, PeeNiguaisa 0,55, 72e 4.8
respectivamente. O alto valor encontrado para N ¢ justificado pelos autores pela
possivel interagdo do tampac com a resina hidrofébica, uma vez que 0 tampac
contém sal de amoénio. Essa interagio provoca um gradiente de concentracao,
proximo a superficie da resina, promovendo a formacdo de uma camada
estagnada levando portando ao comprometimento da fluidizagao, apresentado
pelo valor do pardmetro ¢= 0,55. Os baixos valores encontrados para N neste
trabalho indicam que ndo ha formacio de camada estagnada na presenca da
solucdc tamp@c a ponto de comprometer a fluidizacdo do leito. FEsse

comportamento & confirmado pelos altos valores encontrados para ¢.

DTR obtida com o soro do leite bovino

A obtencdo da DTR com o soro do leite bovino permitiu avaliar
quantitativamente um possivel comprometimento da fluidodinamica do ieito
expandido em comparagcdo com a fluidodindmica estabelecida com a solugéo
tampao e com o proprio soro do leite bovino nas varias condigoes operacionais de
temperatura e grau de expansao em que ocorreram a adsor¢ao das proteinas do
soro do leito bovino.

A Figura 4.12 apresenta as DTR obtidas para a solugao tampéc e o soro
do leite bovino, nas mesmas condicdes de grau de expansaoc e temperatura.
Observando as curvas de distribuicdo obtidas as mesmas apresentam-se
simeétricas, porém, com um namero de Pe igual a 48 para o soro de leite e maior
do que o encontrado para a solugdo tampao que & igual a 40. Kalil (2000), Chase
{(1994) e De Luca et al. (1994), reportam comportamento semelhante para
algumas solugdes protéicas complexas caracteristica creditada a uma maior
viscosidade da solugdo que favorece, dependendo da velocidade linear de
trabalho, a uma maior expansdo do leito. Kalil (2000) estudando o efeito da
expansao do leito em fungio da velocidade linear com a solugdo tampdo e com

caldo bruto com células, observou que ocorria uma expansao um pouce maior do
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leito quando se aplicava o caido bruto. Esta diferenca foi observada a partir da
expansdo de 2,00 vezes a altura inicial do leito. A autora credita essa diferenca de
comportamento & maior viscosidade do caldo bruto se comparada com a
viscosidade do tampao. O soro do leite tem viscosidade igual a 1073 cp e o
tampao de equilibrio Tris-EDTA igual a 0,958 ¢p, a temperatura de 25 °C. Esse
aumento na viscosidade da solugdo provocou um aumento na aitura do ieito de
resina, levando a crer que ha um re-equilibrio nas forgas que agem sobre as
particulas solidas, aliada a uma velocidade linear ideal (como conseqléncia
aumento do grau de expansio e porosidade do leito) gerando uma melhor
fluidizacdo do leito.

Os valores de N s3o iguais a zero para as duas solugdes indicandc que
ndo ha forte interacdo entre os constituintes das solugdes com © adsorvente e,
portanto, nao ha formagéo de camada estagnada e que um valor de ¢ elevado e
igual a 1,00 para a solug&o tampéao e 0,95 para ¢ soro do leite demonstra que a
fluidizacao do leito ndo foi comprometida devido a formacdo de camada

estagnada.
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Figura 4.12- Curvas de Distribuigdo do Tempo de Residéncia obtidas para o soro
de leite bovino e para a solugao tampéo 50 mM tri-35mM EDTA, pH=7.5 (0) soro
do leite, Gex=2,25, T= 25 °C, (m) tampao, Gex=2,25, T= 28 °C
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A Figura 4.13 apresenta curvas de distribuicéo obtidas para o soro do leite
bovino em diferentes temperaturas e graus de expansdo. Os valores dos
parametros Pe, ¢ e N para todas as condicdes operacionais estudadas sdo

apresentados na Tabela 4.5.

2.5

E(6)

Figura 4.13- Curvas de Distribuicdo do Tempo de Residéncia obtidas para o soro
de leite bovino, pH=7,5 (*) Gep=2,25, T= 34°C, (+) Geyp=3,00, T=28 °C, (m)
Gexp=1,50, T= 28 °C

Tabela 4.5- Parametros Pe, ¢ e N obtidos através do modelo PDE para o soro do
leite bovino. Altura de leito sedimentado igual a 15 cm.

Ensaios T Gexp Pe 0] N
1 24 1,71 12 93 0,01
2 32 1,71 35 87 0,11
3 24 2,75 41 87 0,11
4 32 2,75 50 97 0,00
5 22 2,25 35 82 0,11
6 28 3,00 37 97 0,00
7 34 2,25 57 o7 0,00
8 28 1,50 9 87 0,13
9 28 2,25 48 95 0,00
10 28 2,25 46 93 0,01
11 28 2,25 47 96 0,03
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Fernandez-Lahore et al. (1999) e (2000) avaliam a influéncia da
concentracdo de células presentes no meio liquido sobre a fluidodinamica do leito
expandido com diferentes tipos de adsorventes. Estes autores trabalharam com
velocidade linear fixa e temperatura constante, portanto, nao verifica a influéncia
gue as condigdes operacionais, tais como, temperatura e a velocidade linear (esta
Gitima variavel estar diretamente relacionada com o grau de expansac e
consequentemente, a porosidade), podem afetar a fluidodinamica do ieito, uma
vez que nao sdc apenas a complexidade da solugdo e o grau de interacdo dos
constituintes que alimenta a coluna os responsaveis pelo comprometimento da
estabilidade do leito.

No presente trabalho foram avaliados os efeitos da temperatura e do grau
de expans&o. Avaliou-se o0 grau de expansao acreditando-se que 0 mesmo tem
uma importante influéncia sobre a fluidodindmica do leito, uma vez que, a
velocidade linear afeta diretamente o grau de mistura do fluido e do solido
refletindo na dispersao axial. Avaliou-se o efeito da temperatura devido a mesma
aumentar as interacbes hidrofobicas entre a proteina e o adsorvente, podendo
provocar um gradiente de concentragéo entre a fase fluida e sdlida e, com isto,

gerar uma camada estagnada.

Nas condictes de T e Gexp, em que foram obtidas as curvas de distribuicao
para o soro do leite bovino percebe-se um comprometimento da estabilidade do
leito nas DTRs obtidas nos menores graus de expansdo. As curvas obtidas nos
graus de expansdo de 1,50 e 1,71 nao possuem simetria e apresentam um
acentuado desvio para a esquerda, indicando que a maioria dos elementos de
fluido que escoa na coluna permanece um menor tempo do que nas condi¢cbes de
grau de expans&o de 3,00 e 2,25 e temperaturas de 28 e 34 °C, respectivamente.
Esse comportamento é tipico de formagaoc de canais preferenciais formados ao
longo do leito. Em contrapartida & formag&o de canais dentro da coluna ha, por
parte do solido, formacao de aglomerados visualmente percebidos no experimento
realizado no grau de expansao igual a 1,50 e temperatura de 28 °C. A formagéo
de canais preferenciais provocou uma drastica diminuicgo do ndmero de Pe, se

comparada com as demais condigdes em que foram obtida as DTRs, como pode
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ser verificado na Tabela 4.5. E interessante observar que nos graus de expansao
de 2,25 e 3,00 e temperaturas de 32 e 28 °C, respectivamente, o niimero de Pe
para a condicao de menor grau de expansao é maior do que o de maior grau.
Quando foram analisadas as curvas de distribuicdo da soluczo tampao com a do
soro do leite bovino na condicdo de Gep= 2,25 e T= 28 °C, verificou-se gue o Pe
para o sofo era maior do que para a solugdo tampao. Esse comportamento foi
fisicamente explicado pelo fato do soro possuir maior viscosidade do que a
solugdo tampao. No entanto, sabe-se que o aumento da temperatura diminui a
viscosidade da solugdo, dessa forma o comportamento deveria ser o inverso,
porem, para obter um grau de expans&o maior & necessario gue se trabalhe com
uma maior velocidade linear o que pode provocar (dependendo do valor dessa
velocidade) um aumento no grau de mistura da soluc@o aumentando a dispersio
axial na coluna e uma conseqgiiente diminuicdo no nimero de Pe. Dando
continuidade a analise da fluidodinamica do leito, é de se esperar que o efeito da
temperatura traga alguma conseqléncia, uma vez que, o aumento na temperatura
aumenta a interac&o das proteinas hidrofébicas do soro com o adsorvente e que
esta interag@o pode gerar um gradiente de concentragao e, conseqglientemente, a
formagcéo de uma camada estagnada entre o adsorvente e soro do leite,
quantitativamente representado pelo parametro N. Avaliando os dados de N na
Tabela 4.5 percebe-se que estes sao préximos ou iguais a zero, independente das
condicbes de trabalho aqui estudadas. Com os valores apresentados para o
parametro N pode-se concluir que os constituintes do soro do leite bovino
adsorvem na resina, mas, nao tao fortemente a ponto de gerar uma camada
estagnada que afeta a fluidizacéo do leito. Esse fato é confirmado pelos valores de
¢ que com o soro do leite, nas condigbes aqui estudadas, apresentaram valores
acima de 0,8, valor esse considerado critico segundo Fernandez-Lahore et al.
(2000) para leito expandido.

Pode-se concluir que, com o soro do leite bovino, os numeros de Pe
obtidos abaixo do valor critico sao, principalmente, devido ao aumento da
dispersao axial dentro da coluna e nao pela formacgéo de uma camada estagnada
proveniente de uma forte interagio entre os componentes presentes no soro do
leite a ponto de ser refletido no comprometimento da estabilidade do leifo. A
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formacdo de camada estagnada refletiria quantitativamente no parametro ¢, que
para esse trabalho apresenta valores acima de 80% como mencionado
anteriormente. Os efeitos e as interagdes entre as variaveis Gex, € T sobre ao
parametros Pe, ¢ e N serdc mais perceptiveis quando for analisado o

planejamentoc experimental que sera discutido no item 4.6.

4.4. Estudo Comparativo entre a Adsorgao do Leito Fixe e o Leito Expandido

Foram obtidas curvas de rupturas para o soro de leite na coluna SP-25
operando com o leito no modo fixo e expandido com a mesma altura de leito (fixo
e sedimentado) igual 2 10 cm e velocidade linear de 4,00 cm.min™. O objetivo
desse estudo foi observar o comportamento da adsorgdo nesses dois modos de
operacgao. A Figura 4.14 apresenta as curvas de rupturas para a adsorgac do soro
de leite no leitc fixo e expandido que as curvas se sobrepbem. Esse
comportamento era esperado uma vez que o leito expandido deve operar de forma

similar ao leito fixo.
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Figura 4.14- Curvas de rupturas do soro de leite bovino obtidos no modo de
operacao fixo (a) e expandido (m) para altura de leito de 10 cm.

Essa similaridade de comportamento € devido a expansao do leito ser
estavel e com baixo coeficiente de disperséo axial, provocada pela caracteristica
inerente ao adsorvente que, uma vez fluidizado, gera um gradiente de densidade
de particulas dentro da coluna, segundo Chase (1994). A Tabela 4.6 apresenta os
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vaiores de D e Pe obtidos para o leito fixo tendo como fluido de alimentacgo da
coluna a solugao tampéo de equilibrio. O coeficiente de dispers&o axial, esperado
e reportado na literatura (10‘7) , € uma ordem de grandeza menor do que ao valor
encontrado para o leito expandido(10°®) .

Tabela 4.6 — Parametros obtidos através da aplicagio do modelo MD para aftura
de leito fixo de 10 cm, solugdo tampao de equilibrio, pH 7,5 e T= 25 °C.

" o* Dax Pe
(cm/min) (m’Is)
2,03 0,0157 2,66 x 107 127,00
3,25 0,0204 5,50 x 107 97,94
3,65 0,0218 5,90 x 10”7 91,53
4,06 0,0238 8,10 x 107 84,13
4,46 0,0229 8,52 x 107 87,03

4.5. Analise das Curvas de Ruptura e da Determinacgio da Recuperagao e
Pureza da Alfa- lactalbumina a Partir do Soro do Leite Bovino

Os ensaios de adsor¢do no leito expandido com a resina foram realizados
em condi¢gbes experimentais de modo que a influéncia do grau de expansao,
temperatura e a interacdo entre ambas pudessem ser evidenciadas sobre a
eficiéncia da coluna em adsorver as proteinas do soro do leite bovino e,
consequentemente, sobre a recuperacio e pureza da alfa-lactalbumina. Neste
trabalho a eficiéncia € o principal fator em que se baseiam as analises
comparativas entre as varias condigbes operacionais usadas para obtencao das
curvas de rupturas.

Estdo aqui abordados apenas os experimentos realizados com a altura do
leito sedimentado igual a 15 cm. O grau de expansao variou de 1,50 a 3,00 e a
temperatura de 22 a 34 °C. As condi¢bes estabelecidas de temperatura e grau de
expansao para obtengéo das curvas de rupturas no processo de adsorcao, ou
seja, as combinagdes das variaveis T e Gy, seguiram a metodologia usada para
a otfimizagao de processos, usando como ferramenta o planejamento
experimental, cujos resultados serao discutidos no item 4.6.
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No presente item sdo avaliadas as curvas de rupturas comparando 0s
dados obtidos entre duas ou trés situagbes operacionais, entre os onze ensaios
em que foram realizados os experimentos, buscando um entendimento fisico do
que ocorreu quanto & eficiéncia da coluna em adsorver todas as proteinas do sore
do leite bovino e, conseqiientemente, a influéncia sobre o grau de pureza € &
recuperacao da alfa-lactalbumina. Essa forma de analise comparativa entre os
dados obtidos ndo & a forma ideal, uma vez que as combinagbes das variaveis
foram obtidas através de um planejamento experimental e que metodologicamente
uma analise estatistica englobando as diferentes situagdes operacionais € a mais
indicada. No entanto, a forma em que foram analisados os dados favorece a uma
investigacdo, mesmo que especulativa, interessante para a obtencdo de uma
fundamentacao tedrica gue serve também para uma conclusao do comportamento

fisico e ndo apenas estatistico realizado com o planejamento experimental.

4.5.1 Curvas de Rupturas Obtidas para o Soro do Leite Bovino

A Tabela 4.7 apresenta as condigbes de temperatura e grau de expansao
em que foram obtidas as curvas de rupiuras e os respectivos valores de pureza
(Pz) e eficiéncia (Ef) da coluna de leito expandido em adsorver todas as proteinas

do soro de leite bovino e, consequentemente, a alfa-lactalbumina.

Tabela 4.7- Condicdes operacionais das curvas de rupturas do soro do leite bovino

e os valores de pureza da alfa-lactalbumina e eficiéncia da coluna.

Ensaios T (°C) Gexp Pz (%) Ef (%)
1 24 1,71 71 76
2 32 1,71 82 79
3 24 2,75 83 78
4 32 2,75 100 92
5 22 2,25 77 75
6 28 3,00 84 84
7 34 2,25 100 91
8 28 1,50 79 68
9 28 2,25 85 90
10 28 2,25 82 88
11 28 2,25 85 87
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A Figura 4.15 apresenta as curvas de rupturas nas condicoes de maior e
menor eficiéncia da coluna em adsorver as proteinas do soro de leite bovino. As
menores eficiéncias ocorreram nos graus de expansdo de 1,50, 1,71, 2,25 e
temperaturas de 28, 24 e 22 °C, respectivamente, e a maior eficiéncia no grau de

expansio 2,75 e temperatura de 32 °C.
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Figura 4.15- Curvas de rupturas do soro do leite bovino; menor Ef: Gep=1,50,
T=28 °C (W), Gexp=1,71, T= 24 °C { *),G0p=2,25, T= 22 °C (a): maior Ef: Gexp=2.25,
T=32°C (+).

Nas condigbes de menor eficiéncia (68%, 76%, 75%) as purezas da alfa-
lactalbumina foram iguais a 79%, 71% e 77%, e na de maior eficiéncia (92%) a
pureza da alfa-lactaibumina foi de 100%, determinada por HPLC. A Tabela 4.8
apresenta os dados e as condigbes em que foram obtidos a maior e a menor
eficiéncia da coluna e o grau de pureza alcancada para a alfa-lactalbumina.
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Tabela 4.8- Dados da pureza da alfa-lactalbumina e da maior e menores

eficiéncias obtidas na coluna de leito expandido.

TECC) Gexo Pz (%) | Ef (%)
28 1,50 79 68
Menores Ef 24 1,71 71 76
22 2,25 77 75
Maior Ef 32 275 100 98

E interessante observar que a pureza, igual a 79%, obtida no grau de
expansaoc 1,50 e temperatura de 28 ®C, é maior do que a pureza de 71% obtida na
condigéo de grau de expansé&o 1,71 e temperatura de 24 °C, e praticamente igual
a pureza de 77% obtida no grau de expansao de 2,25 e temperatura de 22 °c,

apesar da eficiéncia ser menor, mas deve-se observar que a temperatura em que
foi realizado o experimento no Gexp de 1,50 & maior do que as demais e igual a 28

9C, levando a concluir que um aumento no grau de expansao aumenta a eficiéncia
na adsorcdo das proteinas do soro de leite e que um aumento na temperatura
aumenta o grau de pureza da alfa-lactalbumina. No entanto, comparando 0s
valores das eficiéncias obtidas para o grau de expansdo 1,71 e 225 nas
temperaturas de 24, 22 %C, respectivamente, observa-se que as mesmas sao
praticamente iguais, porém, os valores das purezas sao diferentes, sendo o de
maior valor obtido a menor temperatura, 22 %C. Nesse ultimo caso a diferenca
entre as temperaturas (2 OC) é muito pequena e que provocou uma diferenca de
8% na pureza e que um aumento consideravel no grau de expansao
(aproximadamente 32%) praticamente nao provocou grandes variagbes na
eficiéncia sendo, portanto, precipitado concluir que o aumento da temperatura s6
influencia o aumento da pureza da proteina e que o aumento do grau de
expansio, por sua vez, € o unico fator que provoca o aumento da eficiéncia do

processo de adsorcao.
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Analisando os dados de Ef e Pz obtidas no mesmo grau de expanséo e
temperaturas diferentes, apresentados na Tabela 4.9, e na mesma temperatura
com graus de expansdo diferentes, apresentados na Tabela 4.10, cyjas curvas de
rupturas sao apresentadas na Figura 4.16, num primeirc momento pode-se
conciuir que ¢ aumento da temperatura e do grau de expansdc aumenta a

eficiéncia de adsorgdo e a pureza da alfa-lactalbumina.

Tabela 4.9- Pureza da alfa-lactalbumina e eficiéncia da coluna no mesmo
grau de expansio e temperaturas diferentes.

Gexp=1,71
T(C) Pz (%} Ef (%}
Ensaio 1 24 71 76
Ensaio 2 32 32 79
Gexp=2,75
T {°C) Pz (%) Ef (%)
Ensaio 3 24 83 78
Ensaio 4 32 100 92

Tabela 4.10- Pureza da alfa-lactalbumina e eficiéncia da coluna na mesma
temperatura e graus de expanséo diferentes.

T=24°C
Gexp Pz (%) Ef (%)
Ensaio 1 1,71 71 76
Ensaio 3 2,75 83 78
T=32°%
Gexp Pz (%) Ef (%)
Ensaio 2 1,71 82 79
Ensaio 4 2,75 100 92

A conclus@o de que um aumento na eficiéncia e na pureza esta
intrinsecamente relacionado ao aumento do grau de expansio e temperatura,
conjuntamente, torna-se comprometida se for generalizado para todas as
condicbes operacionais aqui investigadas, basta comparar os valores das
eficiencias e purezas obtidas nos ensaios 4 e 6, onde percebe-se uma gueda na
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eficiéncia e pureza a medida que a temperatura diminui e o grau de expansao
aumenta e, comparado os dados de pureza e eficiéncia obtidos nos ensaios 3ed,
observa-se que os mesmos diminuem a medida que a temperatura aumenta e o
grau de expansao diminui. A Tabela 4.11 apresenia os dados dos ensaios acima

citados.

Tabela 4.11- Dados obtidos para pureza da alfa-lactalbumina e eficiéncia da

coluna em diferentes graus de expanséo e diferentes temperaturas

Pz (%) EF (A)
Ensaio 4 Cou™2y 0 100 92
Ensaio 6 G i 84 84
Ensaio 3 Cont 20y 83 78
Ensaio 8 G i 79 68

Assim, pelas analises feitas até o presente momento, percebe-se que ha
uma sinergia de fendmenos presentes no processo de adsorcao no leito
expandido de resinas hidrofébicas quando as duas variaveis controladas (Gexp e T)
sao modificadas.

Diante do que acima foi exposto ¢ dificil concluir, através de uma analise
comparativa entre os ensaios, como essas duas variaveis afetamn o processo de
adsorcao quanto & pureza dos produtos e eficiéncia da coluna. Essa forma de
analise mostra a influéncia e o consegiiente efeito que duas variaveis coniroladas,
no presente caso temperatura e grau de expansao, podem apresentar no
processo de adsorcdo do soro do leite bovino em resinas hidrofébicas e leito
expandido. Uma variavel pode ter maior efeito sobre a adsorgéo de proteinas do
que outra. Deve-se, entdo, avaliar a influéncia que cada uma, e ainda a
combinacdo delas pode afetar o processo. Em se tratando de uma mistura
complexa, como é o caso do soro do leite bovino, os efeitos das combinacbes das
duas variaveis no estudo da adsorcdo também sdo complexos; esses efeitos

podem ser positivos e negativos sobre a variavel resposta pureza ou eficiéncia. O
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efeito € positivo quando o aumento da variavel controlada aumenta, por exemplo,
a eficiéncia e a pureza. Os efeitos negativos estao relacionados com o aumento
da variavel resposta quando a variavel controlada diminui. Uma variave! pode
contribuir de forma positiva e a outra de forma negativa para o aumento da
variavel resposta. A andlise ideal &€ observar e avaliar guantitativamente os efeitos
globais das variaveis sobre a adsorgdo do soro do leite bovino nas condigcbes
estudadas e analisar estatisticamente os dados.
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Figura 4.16- Curvas de rupturas obtidas nas condigcOes (m) Gegp= 1,71, T= 24 °C;
(*) Gexp=1.71, T= 32 °C; (&) Gexp=2,75, T= 24 °C; (+) G¢yo=2,75, T= 32 °C.

A literatura apresenta curvas de rupturas obfidas experimentalmente de
forma convencional, ou seja, mantendo-se constante a temperatura e analisando
principaimente o efeito da variacdo da velocidade linear que também esta
relacionade com o efeito do grau de expansdo sobre a capacidade dinamica da
coluna de leito expandido (Tong et al., 2002, Finette et al,, 1998, Mullick et al.,
1998, Thémmes et al., 1995). Segundo esses autores o aumento da velocidade
linear diminui a capacidade dinamica de adsorcdo das proteinas. Finnet et al.
(1998) estudaram o efeito da temperatura, que variou entre 4 e 37 °C, mantendo a
velocidade linear constante e igual a 3,82 em.min™ na adsorcdo em separado da
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lisozima e da albumina do soro humano em leito expandido, no adsorvente
Cibracon Blue F3A imobilizado em Fractosil 1000, e observaram que 0 aumento
da temperatura aumenta a capacidade de adsorgao das proteinas e que a
inclinagao das curvas de rupturas tornavam-se mais ingremes. Os autores
explicam que a reducdo da viscosidade do fluido a altas temperaturas afeta a
difusividade da proteina em solucdo, e melhora o iransporte das moléculas da
fase fluida até a superficie externa do adsorvente, e dessa superficie, até o interior
dos poros. Em adicdo a influéncia da reducéo da viscosidade do fluido sobre
esses fendmenos de transportes, variagbes sobre a inclinacéo das curvas de
rupturas para essas proteinas em diferentes temperaturas deve também ter sua
origem na combinagaoc de efeitos dependentes da temperatura como variagdo da
conformagédo de ambas proteinas, variagbes nos valores de pK e mudangas dos

estados de ionizagdo das proteinas.

Com os experimentos realizados nesse trabalho com o soro do leite
bovino, fica evidente, pelo que foi exposto até o presente momento, que os efeitos
combinados provocados pela variagdo da velocidade linear com a temperatura
afetam tanto a eficiéncia da coluna em adsorver todas as proteinas do soro do
leite bovino, quanto & pureza da alfa lactalbumina. Ha uma velocidade linear e
uma temperatura 6tima, iguais a 3,50 cmmin”  (Gep=2,25) € 34 °c,
respectivamente, nas quais a dispersdo axial € a menor obtida, uma vez que
apresenta 0 maior nimero de Pe, como pode ser visto na Tabela 4.5, nas
condicbes experimentais estudadas, indicando que nas melhores condicbes de
fluidizacao e na maior temperatura ha uma maior eficiéncia em adsorver todas as
proteinas do soro de leite bovino e que, a alfa-lactalbumina é a proteina que
adsorve mais seletivamente na resina hidrofobica. A Figura 4.17 apresenta as

curvas de rupturas obtidas nessas duas condigoes.

Nas condi¢des de graus de expansao em que foram obtidas as melhores
purezas, as porosidades do leito s&o iguais a 0,72 para Gexp= 2,25 € 0,77 para
Gexo= 2,75. Para o grau de expansdo de 3,00 e porosidade de 0,79 a eficiéncia e
pureza decairam, nessa condicdo o numero de Pe (37) apresentou um valor

abaixo do valor considerado critico para leito expandido. Chang e Chase (1996),
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trabalhando com a adsorcdo da enzima lisozima em resina Streamiine SP e
comparando diferentes graus de expanso, concluiram que uma maior quantidade
de proteina adsorvida era alcangado com a expansao do leito de duas vezes,
correspondendo a uma porosidade de leito de 0,70. Kalil (2000), estudando a
adsorgao de inulinase em cromatografia de troca idnica, concluiu que o aumento
da expansdo do leito diminui a massa adsorvida dessa enzima na coluna
Streamline SP-25. A melhor adsor¢do, encontrada por essa autora, foi com a

altura do leito expandido igual a duas vezes a altura do leito sedimentado.
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Figura 4.17 - Curvas de rupturas do soro do leite bovino obtidas nas condigdes:
(W) Gegp= 2,75, T= 32 °C; (*) Gexp= 2,25, T=34°C. Absgy é a absorcao inicial do
soro de leite. Absg é a absorgdo do soro do leite.

O aumento do grau de expansdo aumenta a porosidade do leito e,
conseqientemente, possibilita uma melhor passagem de particulas sélidas pelos
espacos vazios. Para alcancar uma maior expansio, partindo da mesma altura do
leito sedimentado, necessita-se do aumento da velocidade de alimentacéo do
fluido. Esse aumento da velocidade diminui a formacgéo de aglomerados na resina;
a aglomerag&o da resina compromete a fluidizagdo do leito e conseqilentemente a
adsorcdo das proteinas. O aumento da velocidade linear nao pode ser

demasiadamente elevado evitando assim que a velocidade de sedimentacic de
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Stokes seja ultrapassada. Acima da velocidade de equilibrio, a fiuidizacao do leito
expandido deixa de ser estavel, o que n&o & desejavel para um processo de
adsor¢ao realizado em colunas. O aumento da expansao do leito, até 2,75 vezes,
aliado a diminuicac da formacgao de aglomerados e a presenca de uma fluidizacao
estavel favorece a difusao das proteinas até a superficie da resina aumentando a

adsorcao do soro do leite e aumentando a retengao na coluna.

Nos experimentos em que a adsorgdo ocorreu nos graus de expansao de
1,50 e 1,71 houve uma diminuigdo na altura do leito quando a coluna de leito
expandido deixou de ser alimentada pelo tampao de equilibrio (etapa de equilibrio)
e passou a ser alimentada pelo soro do leite bovino (etapa de adsorcdo). Para o
grau de expanséc de 1,50 em que a altura final do leitc era igual a 22,50 cm, com
a aplicacdo do soro essa altura diminuiu para 20,00 cm e se manteve até a
saturacéo do leito. Essa diminuigao da altura do leito € um sinal de que existe a
formagao de agregados na resina e que a velocidade linear ora controlada no
processo, nao foi suficiente para vencer essa agregacéo atraves da fluidizacéo do
leito.

Com uma baixa velocidade linear os efeitos dispersivos na entrada da
coluna ainda s@o acentuados comprometendo a adsorgdo da solugéo proteica. Na
condicdo de grau de expanséo de 1,50 ao ser retirada cuidadosamente, a resina
da coluna, logo apos a etapa de adsorcao, foi percebido visualmente a formagao
de aglomerados na resina. Com expansées de 2,00 e 2,50, as alturas finais do
leito eram mantidas mesmo apos a alimentagéo do soro do leito bovino. Retirada a
resina da coluna, apds a etapa de adsorgdo, foi visualmente perceptivel a

diminui¢ao dos aglomerados.

Para graus de expansbes acima de 2,25 percebia-se uma maior
fluidizacao do leito e até mesmo a formacéo de uma camada de espuma com
espessura de aproximadamente 1,00 cm no final da coluna, chegando muitas

vezes ao entupimento do pistao devido ao arraste da resina.
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Vale salientar que nos ensaios realizados para observar visualmente a
diminuico da altura do leito, a formagao de aglomerados na resina, a formacéo de
espumas apos a aplicacao do soro do leite, e a viscosidade foram todos realizados
a temperatura de 25 °C. A temperatura &€ uma variavel que afeta a retencéo das
proteinas em cromatografia, influenciando as caracteristicas tanto da fase mével
quanto da fase estacionaria. O efeito de temperatura pode estar relacionado com
a variagao da viscosidade da soluc@c protéica, caracteristica fisica muito
importante na cromatografia de leito expandido, com a estrutura e a mudanca
conformacional da proteina, com a solubilidade da proteina em solugbes aguosas,
como também, a forga de interagdo entre a proteina e o ligante.

Em relacao ao soro do leite bovino percebe-se que acima de 32 °C ocorre
um aumento da eficiéncia na adsor¢do das proteinas do soro do leite e um
consequente aumento na pureza da alfa-lactalbumina. Segundo Hjertén et al.
(1974), na cromatografia de interaces hidrofébicas o aumento da temperatura
acentua a retenca@o de proteinas e a diminuicdo da temperatura geralmente
promove a eluicdo da proteina. Para Jan-Christer Janson e Lars Rydén (1998), o
tratamento tedrico da dependéncia da temperatura nas interagdes hidrofobicas é
bastante complexo, no entanto pode-se concluir que a intensidade das interacdes
hidrofobicas aumenta com o aumento de temperatura.

4.5.2 Recuperacgio e Purificacdo da Afa-Lactalbumina

Apos os ensaios de adsorgdo foram realizadas as etapas de lavagem da
resina, eluicio da proteina e regeneracio do leito. A Tabela 4.12 apresenta os
resultados da pureza, recuperagdo, perda e fator de purificagdo da proteina alfa-
lactalbumina obtidas durante a realizacdo do processo de cromatografia de
interacGes hidrofébicas com o soro de leite bovino. Os balancos de massa para os

processos de adsorgao dessa proteina sdo mostrados no Apéndice |l

A pureza (Pz) da alfa-lactalbumina obtida da fragao eluida com CaCl, foi
determinada por analise em HPLC, que fornece a percentagem da proteina

contida na amostra em relagéo as demais presentes no meio. A recuperacdo {Rc)
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foi definida como a relagdo entre a quantidade em massa da proteina aifa-
lactalbumina que foi alimentada na coluna e a quantidade em massa dessa
proteina obtida na eluicdo. A perda (Fp) apresentada na Tabela 4.12 foi definida
como a relagdo entre a quantidade em massa da alfa-lactalbumina obtida no
processo de regeneragdo da coluna e a quantidade em massa da proteina obtida
na eluicdo; essa perda representa a percentagem de alfa—lactalbumina que deixou
de ser obtida na etapa de eluicéo.

Tabela 4.12- Valores da pureza, recuperacdo, regeneracéo, perdas referentes a
eluicao e fator de purificag@o da alfa-lactalbumina.

T Gexp Pz Rc Perdas Fp
(°C) (%) (%) (%}
24 1,71 71 9,3 0,00 3,39
22 2,25 77 9,3 0,00 3,70
28 3,00 84 8,2 6,65 4,10
28 1.5 79 8,0 0,00 3,60
24 2,75 83 8,0 0,00 3,69
32 1,71 82 7.8 11,26 4,50
28 2,25 85 7.8 0,00 3,90
28 2,25 85 7.7 0,00 4,00
34 2,25 100 7,7 14,23 475
28 2,25 82 7.5 0,00 2,70
32 2,75 100 7.4 16,00 4,50

A Figura 4.18 apresenta um cromatograma completo nas condigbes onde
se obteve a maior e a menor recuperacao da alfa-lactalbumina a partir do soro do
leite bovino na resina Streamline Pheny! na coluna SP-25.

Na condigdo de menor recuperagao, temperatura de 32 °C e grau de
expansio de 2,75 e na de maior recuperagdo, temperatura de 24 °%C e grau de
expansao de 1,71, as purezas foram de 71% e 100%, respectivamente. Deve-se
ressaltar que os valores reportados da pureza foram as apresentadas contidas no
registrador do HPLC. Comparando a andlise quantitativa (obtida através do HPLC)
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com a analise qualitativa (obtida por eletroforese, ver Figura 4.21 ) observa-se que
nas condicoes em que foram obtidas pureza da alfa-lactalbumina de 100%, pode-

se visualizar na analise qualitativa, impurezas de carater protéico.
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Figura 4.18- Cromatogramas completos da obtengdo da alfa-lactalbumina nas
condi¢bes de menor recuperacao ( ® ) Gex= 2,75, T=32 °C e maior recuperagao (=)
Gexp= 1,71, T=24 °C.

Observando a Tabela 4.12 percebe-se que as condi¢des nas quais
ocorreram perdas, tendo como referéncia a eluicdo, estdo associados as
condigbes de operacao realizadas com as maiores temperaturas, 34, 32 e 28°C,
indicando que a temperatura realmente aumenta a interagdo da proteina com a
resina nao promovendo a retirada total da alfa-lactalbumina. Nesse trabaltho, todas
as etapas de eluicao foram realizadas na mesma temperatura em que foram
promovidas as etapas de adsorcéo e lavagem. A escolha desse procedimento foi
feita como uma forma de evitar, num primeiro momento, a otimizacdo de uma
variavel a mais (temperatura de eluigdo) no processo.

Na etapa de eluigido realizada na menor temperatura estudada, 22 °C,
obteve-se o maior valor recuperacéo da alfa-lactalbumina igual a 9,3% indicando

que nessas condi¢bes ocorreu um favorecimento da eluigao da proteina.
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Independente das condigbes em que foram realizados os processos
cromatograficos neste trabalho, a quantidade recuperada da alfa-lactalbumina foi
baixa. No entanto devem ser ressaltadas duas importantes questdes. A primeira &
que todo o processc para obtencdo dessa proteina foi realizadc em apenas um
ciclo de adsorcdo. A segunda & que as perdas na etapa de lavagem foram
bastante elevadas, como pode ser observadc nos balangos de massa

apresentados nc Apéndice .

Veredas (2000) obteve recuperacdo de alfa-lactaibumina em leito
expandido de até 16,26%, no entanto o soro do leite utilizado foi submetido a uma

etapa de ulirafiltragéo antes do processo de adsor¢&o na resina hidrofdbica.

Um aumento na interagéo das proteinas presentes no soro do leite bovino
com a resina hidrofébica poderia diminuir as perdas de proteinas no processo de
lavagem. A adicio de sais, em meio protéico, aumenta a retencao e a seletividade
da proteina sobre ligantes hidrofébicos, devido a esses compostos aumentarem a
tensao superficial da agua favorecendo a exposicéo dos aminoacidos apolares
presentes na proteina. Veredas (2000) estudou a influéncia da adi¢do do sulfato de
amdnio sobre a adsorgéo de proteina e concluiu que ndo ocorreu efeito significativo
na capacidade de adsorgio das proteinas totais contidas no concentrado de soro
de leite. Porém nao foi observado no trabalho a adsorgdo seletiva da proteina alfa-
jactalbumina, segunda proteina com maior nimero de residuos hidrofobicos
presentes no soro do leite e, que adsorve mais do que a beta-lactoglobulina, como
mostram as isotermas de equilibrio da co-adsorgéo e do soro do leite bovino. Para
diminuir a interacéo da alfa-lactalbumina sobre a resina hidrofébica na etapa de
eluicao, além da mudanca do EDTA pelo ion Ca®*, pode-se diminuir a temperatura
de operacao.

Com relagio a pureza da alfa-lactalbumina, conclui-se que a temperatura
esta intrinsecamente relacionada com a seletividade do adsorvente em adsorver a
proteina. A Figura 4.19 apresenta um eletroforetograma mostrando um perfil de
pureza, referente a alfa-lactalbumina, obtido neste trabalho. O resultado da

eletroforese mostra uma proteina pura com massa molecular de 14,4 kDa obtida
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nos Gep de 2,25 e 2,75 e temperaturas de 34 e 32 °C confirmando ser essa

proteina a alfa-lactalbumina.

Mt 2 3 4 5 M 6 7 8 9 M Massa
- - Molecular
j kDA

Figura 4.19- Eletroforese SDS-PAGE, em gel gradiente 8-15%, das fracoes
eluidas do soro do leite bovino, sob condigcbes redutoras. M-marcadores de baixa
massa molecular. 1 e 2- o-La Pz = 100 %, 3- a-La Pz =85 %, 4-a-La Pz = 84,44
%; 5- a-La Pz = 8279 %; 6- a- La Pz =82 %, 7-a- La Pz = 79 %; 8-a-La Pz =
77,44 %; 9- - La Pz = 71%.

A confirmacéo do resultado da eletroforese é mostrada através da
focalizagao isoelétrica realizada com a fragdo de eluigdo com grau de pureza de
100% acima mencionada e apresentada na Figura 4.20.

1 2 3 4  Marcadores de pl
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Figura 4.20- Focalizagao isoelétrica da a-L.g :1 e 2- o-Lg padrdo Sigma; 3- o-Lg

obtida nas condigbes de adsorgio Gep=2,25 e T= 34 °C; 4- a-Lg nas condigbes
de adsorgdo Gep=2,75 e T= 32 °C.
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Veredas (2000), trabalhando com concentrado do soro do leite bovino
encontrou um fator de purificacdo para alfa-lactalbumina de 5,26 para uma
guantidade inicial de alfa-lactaiburnina presente no concentrado de 15,56%. O
fator de purificacdo encontrado neste trabalho variou de 2,70 a 4,75, como
mostrado na Tabela 4.12, para uma concentragao média de alfa-lactaloumina no
soro in natura de 22,23%. E relevante apresentar que nas condigbes em que
foram obtidas purezas de 100% os fatores de purificagéo estao aproximadamente
5 vezes o valor inicialmente encontrado da alfa-lactalbumina no soro do leite

hovino que € em torno de 20%.

A Figura 4.21 apresenta os cromatogramas obtidos em HPLC da amosira
do soro de leite in natura e das amostras obtidas nas etapas de lavagem e eluicao.
A alfa-lactalbumina apresenta, nas condigbes de eluigdo utilizadas nas analises,
um tempo de retencao médio de 17,5 min.

Soro do leite in natura Etapa de Lavagem Etapa de Eluigao
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Figura 4.21 — Cromatogramas obtidos em HPLC apods analise da alfa-lactalbumina
contida no soro in natura, na etapa de lavagem e na etapa de eluicéo
respectivamente.
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4.6. Oftimizacao do Processo de Adsorgio do Soro do Leite Bovino

Os experimentos realizados para se obter a alfa-lactalbumina, o mais pura
possivel, foram realizados através de planejamentos experimentais fatoriais que
permitem avaliar todas as combinagbes possiveis das varidveis a serem
estudadas, realizando um menor ndmero de experimentos. Através da analise

desses planejamentos é possivel obier modeios estatisticos.

As variaveis independentes analisadas foram a altura do leito sedimentado,
a temperatura e grau de expanséo, e as dependentes ou respostas, foram pureza,
recuperagao, eficiéncia da coluna de adsorgéo em adsorver todas as proteinas do

soro, e parametros relacionadas a fluidodinamica do leitc (Pe, N e o).

Foram realizados dois planejamentos fatoriais: um primeiro planejamento
fatorial completo linear e um segundo planejamento fatorial completo com pontos
axiais, ou seja, quadréatico. A realizacdo desse segundo planejamento surgiu apos
a analise estatistica do primeiro planejamento, indicando a necessidade de
ampliagdo na faixa de estudo das variaveis independentes, bem como, da
ampliacao do proprio modelo.

4.6.1 Resultado e Analise do Planejamento Fatorial Completo Linear

Neste primeiro planejamento foram analisadas as influéncias da Ho, T e
Gexp apenas sobre a pureza da alfa-lactalbumina. A matriz deste planejamento é
mostrada na Tabela 4.13. Os valores decodificados de cada nivel sao

apresentados na Tabela 4.14.
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Tabela 4.13- Planejamento experimental fatorial completo para a avaliagdo da

pureza da alfa-lactalbumina obtida a partir do soro de leite “in natura”.

Ensaios Altura do Leito Temperatura! Graude Pureza

{em) °c Expansao %
1 -1 -1 -1 51
2 +1 -1 -1 60
3 -1 +1 -1 54
4 +1 +1 -1 72
5 -1 -1 +1 77
6 +1 -1 +1 61
7 -1 +1 +1 83
8 +1 +1 +1 75
9 0 0 0 55
10 0 0 0 56
11 0 0 0 55

Tabela 4.14- Valores utilizados no planejamento fatorial linear

Nivel -1 0 +1
He {cm) 15 17,5 20
T (°C) 25 27,5 30
Gexp 1,5 1,75 2,0

A escolha da altura do leito sedimentado de 15 cm para o nivel -1 foi
baseada em dados reportado na literatura Chase (1994). O nivel +1 foi fixado em
20 cm por que a partir dessa altura, nos graus de expansio estudados nestes
primeiros experimentos, 1,50 e 2,00, acreditava-se que a altura final atingida pelo
leito seria suficiente para fornecer um niimero de estagios de equilibrio satisfatorio
para separacio da alfa-lactalbumina das demais proteinas. Os niveis escolhidos
para a temperatura basearam-se na necessidade de avaliar a interagdo
hidrofébica da proteina com a resina na temperatura ambiente e observar o efeito
gradativo do aumento da temperatura na pureza da proteina.

Pode-se observar através da Tabela 4.13 que no experimento do ensaio 1,

realizado na combinacao do planejamento experimental no nivel -1, para todas as
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variaveis estudadas, a pureza da alfa-lactalbumina foi a de menor valor e igual a
51%.

No experimento do ensaio 7, foi obtido o maior valor de pureza neste
planejamento, 83%. As combinagdes das variaveis apontam para o nivel +1 para
a temperatura e o grau de expansdo e -1 para a variavel altura do leito
sedimentadc. Comparando o ensaio 1 com o 7, conclui-se que a altura do leito
sedimentado, na faixa aqui estudada, nao influencia na pureza da proteina alifa-
lactalbumina. O aumento da temperatura e do grau de expansdo provoca o
aumento da pureza. A confirmagéo desses efeitos e 0 seu grau de influéncia séo
mostrados na Tabela 4.15.

A Tabela 4.15 apresenta um resumo dos efeitos principais e interagbes
das variaveis independentes, altura do leito sedimentado, temperatura e grau de
expansao sobre a variavel resposta pureza da alfa-lactalbumina para um modelo
completo de primeira ordem. Os blocos de cor cinza pertencem as variaveis que
apresentaram significancia estatistica em nivel de 85% de confianga.

Tabela 4.15- Efeitos principais e interagctes sobre a pureza da alfa-lactalbumina

Fatores Efeitos
Media _ . B3,76
Ho 0,596
T Cee o 2,586
Gexp L 14,746
Hovs T SR -1,896
H[) vs Gexp SRR T "12,446
Tvs Gexp - 6,966
Ho vs T vs Gexp : : 5,746

Pode-se confirmar que a altura e o grau de expansdo, na faixa estudada,
influenciam positivamente sobre a pureza da alfa-lactalbumina, tendo o grau de
expansao efeito nas interacbes hidrofobicas entre a proteina de interesse e a
resina, nos ensaios realizados na coluna.
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Atraves da analise da eletroforese apresentada na Figura 4.22, percebe-
se que na etapa de lavagem ha eliminagao de todas as proteinas, inclusive da
alfa-lactalbumina e da beta-lactoglobulina. A eletroforese da etapa de eluicéo foi
realizada com uma amostra coletada nas condi¢bes em que foram realizados os
experimenfos do ensaio 7, observa-se, portanto, predominantemente a presenca
da aifa-lactalbumina e da beta-lactoglobulina. A ligagdo dessa lltima proteina era
esperada uma vez que a mesma & a proteina do leite bovino que esta presente
em maior quantidade no soro do leite @ que possui a maior quantidade de sitios
hidrofébicos.

i

St s

Figura 4.22- Eletroforetograma das fracoes de soro de leite bovino na resina
Streamline Phenyl. 1- Fracdo da etapa de eluicdo do ensaio 7. 2- Fragdo da
etapa de lavagem do ensaio 3- Fragéo de alimentacdo do soro de leite bovino

4- Marcadores de baixa massa molecular.

A percentagem de variacdo explicada (R? para este planejamento foi de
77%. Essa variacdo é um parametro estatistico importante para ser analisado no
planejamento fatorial quando se busca a obtengdo de um modelo experimental.
Esse parametro compara a varidncia dos pontos experimentais em relagdo ao
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modelo proposto, que neste planejamento é o linear de primeira ordem, com a
variancia da propria populagao de pontos experimentais.

O valor de R® de 77% é considerado um valor baixo, mesmo para
processos biologicos, onde sao aceitdveis valores em torno de 85%. Apesar do
nao ajuste ac modelo experimental, a relevancia das respostas dos experimentos
foi importante, por ter confirmado a consideracdo de que a proteina beta-
lactoglobulina adsorve conjuntamente com a alfa-lactalbumina. A partir dessa
confirmagao foi realizado um planejamento fatorial quadratico ampliando a faixa de
investigag&o das varidveis independentes, principalmente a temperatura, e que a
altura do leito sedimentado foi a variavel eliminada para estudo no planejamento
quadratico, uma vez que no nivel de confianga estatistica (95%), em que as outras
variaveis foram avaliadas, ela ndo apresentou efeito significativo.

4.6.2 Analise do Planejamento Fatorial Completo Quadratico

Os ensaios experimentais realizados para o planejamento experimental
fatorial 2° + configuraggo estrela, com o soro do leite, para as varidveis respostas
pureza (Pz), recuperacgdo (Rc}, eficiéncia da coluna em adsorver as proteinas do
soro de leite bovino (Ef), nimero de Peclet (Pe), fragdo de camada dinamica (@),
unidades de transferéncia de massa (N), em funcdo das duas varidveis
temperatura e grau de expansao, méﬁféndo-sékébnstante os valores T= 28 %C e
Gep=2,25 séo apresentados pela matriz da Tabela 4.16. Como a altura do leito
sedimentado ndo apresentou efeito significativo sobre a pureza essa variave! foi
eliminada neste planejamento. Os valores decodificados de cada nivel utilizado
sdo apresentados na Tabela 4.17.

99



Resultados e Discussbes

Tabela 4.16- Planejamento experimental fatorial completo quadratico para pureza
recuperagéao da alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in natura .

—— T Pz Re Ef
Ensaio ) Gexp (%) (%) (%) Pe ¢ N
1 -1 -1 71 9,0 76 12 85 0,01
2 +1 -1 82 7,8 79 35 87 0,11
3 -1 +1 83 8,0 78 41 87 0,11
4 +1 +1 100 7.4 92 50 g7 0,00
5 -1,41 0 77 9,3 75 35 82 0,11
6 0 +1,41 84 8,2 84 37 g7 0,00
7 +1,41 0 100 7,7 81 57 97 0,00
8 0 -1,41 79 8,0 68 S 87 0,13
9 0 0 85 7.7 90 48 95 0,00
10 0 0 82 7.5 88 46 93 0,01
1" 0 0 85 7.8 87 47 96 0,03

Tabela 4.17- Valores decodificados

de cada nivel usados nc planejamento

experimental.
Nivel -1,41 -1 0 +1 +1,41
T (°C) 22 24 28 32 34
Gexp 1,5 1,71 2,25 2,75 3,00

Para o ajuste do modelo de segunda ordem utilizou-se o programa

STATISTICA, versao 6,0, para realizar as regressdes, que gerou os modelos

codificados, com os parametros estatisticamente significativos de 12 ordem, 28

ordem e, com as duas interacdes das variaveis temperatura e grau de expansao.

4 6.3 Analise dos Efeitos

A Tabela 4.18 apresenta o resumo dos efeitos da temperatura e do grau de

expansdo sobre as variaveis respostas para o modelo quadratico com nivel de

confianca de 95%. Os blocos de cor cinza s&o os valores que apresentaram

significancia estatistica.
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Tabela 4.18- Efeitos principais e interagdes sobre a pureza e recuperacao da alfa-

lactalbumina
Efeitos estimados
Fatores Pz Rc Ef Pe ® N
(%) (%) {%)

Média  B4,00 | 788 | 8833 | 47,00 | 9467 | 0,013
TL) 1505 | -1,10 | 990 | 1587 | 830 | -0,084
T(Q) 403 | 072 4,40 -1,00 -6,01 0,061
Gexp (L) 9,59 -0,35 9,40 20,00 6,53 -0,091
Gexp (Q) 2,73 | 035 | -11,45 | -2400 | -177 0,071
TLvsGep(l)| 310 | 051 | 550 | -7,00 4,00 0,02

"L (linear), Q (quadratico)

Na Tabela 4.18, observando-se os efeitos globais da varidvel temperatura
e grau de expansao no processo de adsor¢ao e conseqlientemente sobre a pureza
da alfa-lactalbumina, pode-se concluir que os mesmos foram positivos e maior para
a temperatura. Essa comprovacdo através da andlise estatistica dos dados
confirma o que anteriormente havia sido discutido, no item 4.5.1, com base no
comportamento fisico do processo, ou seja, a temperatura aumenta as interacdes
hidrofébicas da proteina alfa-lactalbumina com o adsorvente sélido usado nesse
trabatho. A temperatura aumenta em média 15% a pureza da alfa-lactalbumina
enquanto o grau de expans&o aumenta em 9,59%. Apesar do Gy, apresentar o
valor do efeito menor do que a temperatura, o fato de ser positivo s6 vem confirmar
que é necessario o aumento da porosidade do leito para que o processo de
adsorcao em leito expandido seja eficaz.

Analisando a recuperacéo da alfa-lactalbumina no processo de adsorcao,
observa-se através do ensaio 1 e da comparagao com o ensaio 4, que diminuindo
a temperatura e 0 grau de expansao, ha um aumento na recuperacio da alfa-
lactalbumina, ou que, o aumento da temperatura e do grau de expansao diminuem
a recuperacao. Os efeitos da temperatura e do grau de expansio sobre a variavel
resposta recuperacao sao negativos, como pode ser observado na Tabela 4.18. A

temperatura apresenta em valor absoluto efeito maior do que o grau de expansao.
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A contribuicdo para a diminuigdo em média da recuperagao desta proteina foi de
apenas 1,1 % e 0,35% para a temperatura e o grau de expansao respectivamente.
Os baixos valores percentuais desses efeitos sdo coerentes com os valores
obtidos experimentalmente, uma vez que, ¢ menor valor obtido para a variavel
resposta (7,4; ensaio 4) é aproximadamente 80% do encontrado para o maior
valor de recuperagio (8,3; ensaio 5). Independente da questdo matematica € a
temperatura a variavel, das que foram estudadas nesse trabalho, a que mais
interfere na recuperacgao da alfa-lactalbumina, o aumento da temperatura dificulta
a eluicdo dessa proteina.

Os efeitos das variaveis independentes sobre a eficiéncia da coluna em
adsorver todas as proteinas do soro de ieite bovino foram positivos e apresentam
praticamente os mesmos valores, indicando que tanto a temperatura quanto grau
de expansdo aumentam a eficiéncia da adsorcdo das proteinas na resina
hidrofébica. Deve-se observar que a conseqliéncia desses efeitos positivos sobre
a adsorcédo das proteinas do soro do leite bovino reflete-se em um aumento da
pureza da alfa-lactalbumina.

Os efeitos estimados relacionados com as respostas dos parédmetros
obtidos através da aplicacao do modelo PDF apresentam para o nimero de Pe e
¢ valores positivos, ou seja, o aumento da temperatura e do grau de expansao
diminuem a dispersao axial dentro da coluna e a formacao de camada estagnada
frente a2 camada dinamica. Esses comportamentos confirmam os efeitos negativos
produzidos pela temperatura e grau de expansao com relagdo ao parametro N, ou
seja, se as variaveis independentes diminuem a formacgao da camada estagnada
um maior coeficiente global de transferéncia de massa € obtido, fazendo com que
o valor de N seja diminuido. E interessante observar que o grau de expansao
contribui bem mais do que a temperatura para o aumento do numero de Pe, ja o

aumento do parametro ¢ é influenciado mais pela temperatura.

Analisando globalmente todas as variaveis respostas pode-se afirmar que

a T e o Gy aumentam a pureza da alfa-lactalbumina porque as mesmas
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influenciam tanto as interactes hidrofébicas das proteinas do soro do ieite bovine
quanto a fluidodinamica do leito, sendo esse comportamento confirmado por um
aumento da eficiéncia da coluna em adsorver todas as proteinas do soro do leite
bovino, um alto valor de Pe (para leito expandido) e ¢ em decorréncia da auséncia

de camada estagnada apesar da complexidade da matéria-prima.

464 Analise da Regressac dos Modelos Estatisticos

As Equacdes 4.1 a 4.6 correspondem aos modelos estatisticos codificados
para todas as variaveis respostas analisadas. As varidveis independentes

destacadas em negrito s&o as estatisticamente significativas.

Pz (%) = 84,0 + 7,81 T + 4,68 Gexp + 2,04 T2 — 1,46 Gexp™+ 1,55 Gegp T (4.1)
Rc(%)= 7,7 — 0,55T — 0,17Gexp+ 0,36T + 0,17Gexp” + 0,25 T. Gy (4.2)

Ef (%) =88,3 + 4,95 T + 4,70 Geyp — 2,23 T2 = 5,73 Gexp2 + 2,75 T. Gy~ (4.3)

pe = 47,0 + 7,88 T + 10,40 Gexp“"' 0,5 TZ""’ 12,00 Gexpz_ 3,50 T.Gexp (4.4)
N =0,013 - 0,04 T~ 0,04 Geyp + 0,03 T2 + 0,04.Gexp™ 0,01 T.Geyp (4.5)
9=94,7+ 445 T + 3,27. Gexp~3,02 T? —1,77 Gexp*2,00 T.Gerp (4.6)

A Tabela 4.19 apresenta a percentagem de variagio explicada (qualidade
do ajuste) e os coeficientes de regress@o para as combinacbes das variaveis
estudadas deste planejamento. A significancia estatistica para os modelos
representados nas Equacdes 4.1 a 4.6, cujos resultados sdo apresentados nas
Tabelas 1.1, H1.2, 1.3, liL.4, liL.5 e 1.6 (ANOVA) do Apéndice ill, foi determinada
pela analise da variancia.
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Tabela 4.19- Resultado da analise da regresséo para a pureza e recuperagac da
alfa-lactalbumina

Teste F {(Regressao)

Variavel ggﬁiz?: Coeficient? de Feaic Fian Fenic/Fia

Resposta (%) Correlacao MQR/MQ;, (95%) cale™™ ta
Pz 90,05 95,13 9,8 5,05 1,90
Re 87,10 93,33 6,73 5,05 1,33
Ef 96,40 98,18 26,83 5,05 5,31
Pe 99,80 99,89 506,7 5,05 100,00

98,54 99,27 10,9 5,05 2,15

N 91,60 95,71 14,2 5,05 2,81

Os modelos estatisticos para pureza e recuperacac da alfa-lactalbumina
apresentam coeficientes de correlacao de 0,9513 e 0,9333, respectivamente,
indicando um bom ajuste dos dados experimentais aos preditos pela correlacao.
Os modelos apresentam uma percentagem de variagdo explicada pela regressao
de 90,05% e 87,10%, ou seja, para a pureza da alfa-lactalbumina 90,05% da
variagdo total em tomo da média é explicada pela regressdo para um valor
maximo explicavel de 99,20% e para a recuperagdo 87,10% da variagdo total em

torno da média é explicada para uma variagdo maxima explicavel de 99,41%.

O modelo estatistico para a eficiéncia da coluna em adsorver todas as
proteinas do soro do leite bovino apresenta um coeficiente de correlagéo de
0,9818 indicando um 6timo ajuste dos dados experimentais aos preditos pelo
modelo. A variagdo maxima explicavel foi de 99,24% para essa variavel resposta.
As Figuras 4.23, 4.24 e 4.25 apresentam os pontos experimentais em boa
concordancia com os pontos previstos pelo modelo.

O teste F obtido pela regressao para verificar se as equacdes do modelo
4.1, 42 e 4.3 sé@o estatisticamente significativa e dtil para fins preditivos,
apresentaram o0s seguintes valores: para a pureza e recuperacdo da alfa-

lactalbumina a relacdo entre Fo em fungdo do Fupy € 1,90 e 1,33 vezes,
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respectivamente, indicando que para essas duas variaveis respostas o modelo €
estatisticamente significativo; para a variavel eficiéncia o Fqy € 5,30 vezes 0 Figp,
podendo-se afirmar que o modelo é estatisticamente significativo e preditivo
segundo Box et al. (1978).
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Figura 4.23 - Valores observados versus valores preditos para pureza da alfa-
lactalbumina.
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Figura 4.24 - Valores observados versus valores preditos para recuperacao da
alfa-lactalbumina.
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Figura 4.25 - Valores observados versus valores preditos para eficiéncia da coluna
em adsorver todas as proteinas do soro do leite bovino.

A Figura 4.26 apresenta as superficies de resposta para a pureza,
recuperacdo e eficiéncia da coluna, e foram construidas para todas as
combinacgbes das varidveis. A superficie de resposta mostrada na Figura 4.26(a)
revela que em valores de temperatura abaixo do ponto central e em graus de
expansdo menor do que 2,00 concentram-se os menores valores de pureza. Nesta
faixa de temperatura para graus de expansac acima de 2,00 h& um moderado
aumento de pureza. A partir dd ponto .central ha um aumento na inclinagéo da
superficie de resposta. E nessa regido da superficie onde encontram-se os
maiores valores de pureza. O 'aume_nto dessa inclinacao € mais a___i:entuado devido
a variagdo da temperatura do que. dé .g_’ra;_xki_dé"expanséo. O co'mportamento da
recuperacio da alfa-lactalbumina frente as variacdes de temperatura e grau de
expanséo, observado através do grafico de superficie mostrado na Figura 4.26 (b),
revela que a partir do ponto central seguindo na diagonal no sentido dos menores
valores da temperatura e do grau de expansdo, a superficie de resposta é
hastante inclinada apontando para a regido de maiores valores de recuperagao da
proteina. No entanto o universo em que se pode variar a temperatura e o grau de
expansado para obter valores acima de 10% de recuperagéo € bastante limitado.

Essa limitagdo € maior para a temperatura do que para o grau de expanséo. A
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superficie de resposta para a eficiéncia da coluna em adsorver todas as proteinas
do soro do leite bovino, apresentado na Figura 4.26(c), mostra que para alcancar
elevadas eficiéncias deve-se aumentar o grau de expansao e a temperatura. A

partir do ponto central, T=28 °C e Gep = 2,25, s80 obtidas eficiéncias acima de
88%.
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Figura 4.26 - Superficies de respostas para as variaveis pureza (a), recuperacao
(b) e eficiéncia (c).

Os modelos estatisticos para os parametros obtidos través do modelo
PDE, Pe, ¢ e N apresentam coeficientes de correlagao 0,9988, 0,9927 e 0,9571,
respectivamente, indicando um 6timo ajuste dos dados experimentais, para as
variaveis Pe e ¢ e um bom ajuste para a variavel N, aos preditos pela correlagéo.
Os modelos estatisticos dessas variaveis, apresentados nas Equacdes 4.4 a 4.6,
possuem uma percentagem de variagéo explicada pela regressao de 99,80, 98,50
e 91,60 para Pe, ¢ e N, respectivamente, ou seja, para o nimero de Pe 99,88%
da variacdo total em torno da média é explicada pela regressao para um valor
maximo explicavel de 99,80%, para ¢ 99,27% da variagéo total em torno da média
é explicada para uma variagdo méxima explicavel de 91,60%. As Figuras 4.27,
429 ¢ 4. 30 aapresentam os pontos experimentais em boa cencordancta com oS
pontos prev,f,stos pelo modelo. O teste F obtido pela regressao para venflcar se a
equagao do modelo 4.4, 45 e 4.6 é estatisticamente significativa e util para fins
preditivos, apresentaram os seguintes valores: para o numero de Pe 0 Fea em
relagdo ao Fwp € 100 indicando que para essa variavel resposta o modelo é
estatisticamente significativo e altamente preditivo; para a variavel ¢ 0 Fca € 2,15

vezes o Fup, podendo-se afirmar que o modelo é estatisticamente significativo,
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para o parametro N o F.y é 2,81 vezes o Fiwp, sendo, portanto, considerado
estatisticamente significativo
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Figura 4.27 - Valores observados versus valores preditos para o nimero de Pe.
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Figura 4.28- Valores observados versus vgiores preditos para o parametro o.
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Figura 4.29 - Valores observados versus valores preditos para o parametro N.

As superficies de respostas obtidas para os parametros Pe, ¢ e N sao
apresentadas na Figura 4.30. A Figura 4.30(a) mostra que serdo obtidos valores
de Pe acima de 40, ou seja, a coiu,ﬁ'af}'tﬁ:perando com baixa dispersdo axial, quando
a temperatura e o grau de expansé _:_?fb;"e_m fixados em valores acima do ponto
central. O modelo estatistic'{;;___'f}é{iéé%;ﬁé&_i‘;:_:para esse pardmetro é altamente
preditivo. A Figura 4.30(b) mostraquaafaixa de temperatura e grau de expansao
em que se deve operar a coluna de leito expandido, sem que haja
comprometimento da ﬂuidizég‘éo do leito, fepresentado numericamente ¢, € a
mesma obtida para o niimero de Pe_, demonstrando uma perfeita concordéancia
fisica com o que ocorreu com b processo e os dados experimentais obtidos, ou
seja, uma baixa dispersdo axial € um pré-requisito para que a fluidizacao estavel
do leito seja garantida. Observa-se através da Figura 4.30(c) que foram obtidos
valores de N aproximadamente igual a zero, evitando com isso possiveis formagédo
de camadas estagnadas, quando a coluna de leito expandido foi operada em
temperaturas e graus de expansac acima do ponto central.
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Figura 4.30 - Superficie de resposta para o numero de Pe (a) e os parametros ¢
(b) e N (c).

112



Conclusées

CAPITULO 5

‘CONCLUSAO

O objetivo principal deste_:'.tfab'a-ih-o' foi estudar o comportamento da
adsorgdo do soro do leite bovino e a-'ﬁuﬁﬁcagéo da alfa-lactalbumina em resina
hidrofobica em leito expandido, expiorando a capacidade dessa proteina ligar-se a
metais. Para alcancéa-lo foi necessario investigar a influéncia de parametros
quimicos e fisicos que interferem na adsorgdo e na fluidizacao do leito de resina.
Primeiramente foram definidas as condigbes quimicas a serem fixadas para o
estudo da adsorcdo da alfa-lactalbumina, e em seguida as condigbes fisicas que
intrinsecamente afetariam a fluidizacdo, como altura, temperatura e grau de
expansao do leito.

Investigando o comportamento da adsorcao em leito expandido avaliando-
se os efeitos multivariaveis (temperatura e grau de expansio), usande como
ferramenta um planejamento experimental, ficou evidente que a influéncia
conjunta das mesmas sobre a adsor¢io de proteinas é de fundamental
importancia, uma vez que, os resultados encontrados, no que diz respeito ao
efeito da velocidade linear, sio divergentes quando confrontados com os da
literatura. Ressalta-se que n&o foram encontrados resultados sobre o efeito
dessas variaveis na adsorgdo de proteinas que n3o tenham sido realizados de
forma univaridvel. Nesse trabalho, os resultados encontrados mostram que o
aumento da velocidade linear e, conseqlentemente, o grau de expansio
associado com o aumento da temperatura, aumentam a eficiéncia da coluna em
adsorver as proteinas do soro de leite bovino, imprimindo uma fluidodinamica
estavel, sob o ponto de vista do leito expandido, com nuimeros de Pe de
aproximadamente 50, indicando um comportamento ideal da coluna devido ao
baixo grau de mistura. Os efeitos positivos dessas duas variaveis implicaram no
ndo comprometimento da fluidizagdo do leito, representado numericamente por
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valores de ¢ de aproximadamente igual a 1,0, provavelmente, devido aos
constituintes da matéria-prima nao terem interagido fortemente com o adsorvente
a ponto de gerar uma camada estagnada e conseqlentemente resisténcia a
transferéncia de massa, na faixa operacional em que foram realizados os
experimentos. Esse dltimo comportamento, fisicamente € confirmado através dos
efeitos negativos, observados através das analises estatisticas dos dados que a
temperatura e o grau de expansac apresentam sobre o parametro N, ou seja, um
abaixamento da temperatura e do grau de expansdc implica em uma diminuicac
da interagado dos constituintes da matéria-prima com o adsorvente. Em valores

absolutos N é aproximada igual a zero para todas as situacdes estudadas.

Deve-se ressaltar que para baixas temperaturas e baixos graus de
expansao visualmente percebe-se que ha diminuigio da altura do leito expandido

provocada provaveimente pela formacao de aglomerados na resina.

Através dos ensaios de equilibrio realizados em tanques agitados
observou-se que a beta-lactoglobulina apresenta maior capacidade de adsorgéc
do que a alfa-lactaibbumina quando a adsorcao das proteinas € realizada em
separado nas duas temperaturas estudadas (25 e 30 °C). Os dados experimentais
sdo bem ajustados pelo modelo de Langmuir. Quandc a adsor¢éo dessas
proteinas foi realizada conjuntamente na temperatura de 25 °C, a capacidade
adsortiva das duas & a mesma, no entanto, na temperatura de 30 e 34 °c
provavelmente ocorre competitividade entre as mesmas pelo adsorvente de forma
que houve uma mudanga no mecanismo de adsorcdo, passando a alfa-
lactalbumina a adsorver com maior capacidade sobre a resina do que a beta-
lacatalbumina, inclusive com formagao de multicamada. Os ensaios de adsorgéo
(curvas de ruptura) obtidas na coluna com o leito no modo expandido confirrmam
que ha grande perda na etapa de lavagem dessas duas proteinas, porem, a alfa-
lactalbumina & a proteina que aparece em maior quantidade na etapa de eluigao.
O aumento da temperatura e do grau de expansdo aumenta a pureza da alfa-
lactalbumina. Foi obtido grau de pureza de 100% da alfa-lactalbumina, segundo a
técnica de andlise adotada, ou seja, HPLC.
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A principal conclus@ic resultante desse trabalho foi que a estratégia
adotada para purificacdo da alfa-lactalbumina é viavel principalmente quando
explora-se o potencial que o aumento da temperatura propicia ac aumento das
interagbes hidrofobicas, e que, diante da complexidade da matéria-prima a ser
adsorvida, o leffo expandido operando em condigbes otimizadas ¢ indicado para
ser usado no processo de adsorgéo desse produto e gue em apenas um ciclo de
operacao a recuperacao da alfa-lactabumina foi de aproximadamente 9%.
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CAPITULO 6

SUGESTOES PARA 0S PROXIMOS TRABALHOS

Os resultados obtidos através das curvas de equilibrio demonstram gue ha
uma mudanca de mecanismo de adsorgdo quando as proteinas alfa-iactalbumina
e beta-lactoglobulina sdo adsorvidas conjuntamente em diferentes temperaturas.
Uma investigacdo mais avancada, através da ampliacdo da faixa de temperatura
de adsorcao estudada, a aplicagao de modelos como o de Langmuir para ajustar
os dados experimentais de mistura binaria, bem como, um estudo cinético com
diferentes concentracdes inicias do soro do leite bovino, pode ajudar a entender os

fenémenos que estio ocorrendo durante a adsorgao dessas proteinas.

Sendo a cromatografia de interagdes hidrofdébicas o método
cromatogréafico estrategicamente escolhido para adsorver a proteina alfa-
lactalbumina, um aumento na capacidade adsortiva da mesma sobre a resina
deve ser avaliado, de forma que, sugere-se uma otimizagédo na etapa de adsor¢ao
na coluna através da utilizacdo de solugbes tampdes com a presenca de sais
(aumento da forga ibnica) de forma que favoreca uma melhor interagdo dessa
proteina com a resina hidrofobica, visando aumentar a percentagem de
recuperacao da mesma. Ainda no que diz respeito ao aumento da percentagem de
recuperacao da alfa-lactalbumina, sugere-se também que seja investigada a
possibilidade de realizar o processo de adsor¢éo em mais de um ciclo operacional.

Uma vez que o aumento da temperatura e a ligac&o do ion calcio com a
proteina fizeram parte da estratégia de adsorgao e eluicéo da alfa-lactalbumina e
sabendo-se que esses dois fatores podem modificar a estrutura da alfa-
lactalbumina € interessante que seja investigado a possibilidade de mudanca
estrutural da mesma através de técnicas de caracterizagéo que permita confirmar

tal fato como, por exemplo, dicroismo circular.
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APENDICE | - Programa Computacional

| —

—--Definicao do Arquivo de Dados

PROGRAM Libia

USE global

Especificacfio das Varidveis
IMPLICIT NONE
CHARACTER(256) Nome_Arqui

REAL~*8, DIMENSION(:), ALLOCATABLE :: tempo, dados
INTEGER N, i

WRITE(*,*) 'Entre com o nome do arguivo’
READ{*,*} Nome_Argui
OPEN(2, file=Nome_Arqui)
-Definicdes iniciais e entrada de dados
WRITE(*,*) "Entra com o Namero de Amostra’
READ(*,*} N
N_Pontos=N
ALLOCATE(tempo(N), dados(N))
DO =1, N
READ(2,*) tempo(i), dados(i)
Fexp(i) = dados(i)
tmedio(i) = tempo(i}
END DO
CALL Optime()
Saida de Dados

11

WRITE(3, 11) Phy, NUT, P

FORMAT(20x, Resultados do Programa'// &
2x,"Fracio de Fluido (phy):', F20.1¢/ &
2x,'Nimero de Unidades de Transferéncia: ', F8.4 / &
2x,'Niimero de Péclet:’, F10.4}

DO i=1,N_Pontos

WRITE(9,'(4(F12.8,2x))) Tempo(i), Fexp(i), Feaie(i), Fexp(i)-Feale(i)
END DO
DEALLOCATE(tempo, dados)

END

MODULE Global

REAL*8 NUT, PHY, P, M1, M2, M3, Var, tmedio(200),Fexp(200), Fealc(200)
INTEGER N_Pontos

END MODULE
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SUBROUTINE Optime()
USE Msims!
USE Global

Declaracio das varidveis
INTEGER LDFJAC, M, N, IPARAM(T), ITP
REAL*8 FJAC{N Pontos,3), FSCALE(N_Pontos), FVEC(N_Pontos), RPARAM(T), x(3),

+ XGUESS(3), XLB(3), X8(3), XUB(3)

CrmmeemmmemmeCompute the least squares for the Rosenbrock function

C

EXTERNAL ROSBCK

DATA XS/3*1.0d6/
DATA XLB/0.0d0, 0.0d0, 0.0d0/, XUB/0.99999d0, 50.0d6, 400.0d0/

All the bounds are provided

LDFJAC=N_Pontos
M=N_Pontos
N=3

C-eem———Chamada da subrotina do IMSL para inicio dos célculos

+
C

Fstimativas iniciais
XGUESS(1) = 0.940
XGUESS(2) = 0.0d0
XGUESS(3) = 40d¢
CALL DU4LSF (IPARAM, RPARAM)
IPARAM(3) = 10000
IPARAM(4) = 10000
DO i =1, N_pontos
FSCALE(i)=1.0d0
END DO
ITP=0
RPARAM(3) = 1.0D-14
RPARAM(4) = 1.0D-14

CALL DBCLSF (ROSBCK, M, N, XGUESS, ITP, XLB, XUB, X8, FSCALE,
IPARAM, RPARAM, X, FVEC, FJAC, LDFJAC)

Atribuigio dos resaitados

Phy = x(1)
nut = x{2)
P=x(3)
END
Chamada da Subrotina

SUBROUTINE ROSBCK (M, N, X, F)
USE Global

INTEGER M, N

REAL*S X{N), F(V)

Inicio dos calculos

Phy = x(1)
put = (2}
P=x(3)
WRITE(3,*) 3(1), x(2), x(3)
CALL laplace()
DO i=1, N_pontes
F(i) = Feale(i) - Fexp(i)
END DO
RETURN
END
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SUBROUTINE Lapiace(

L DefinicGes das subrotinas do Microsoft IMSL
USE Msimsl
USE Giobal

C Especificacoes das Variaveis

INTEGER L KMAX N
REAL*8 ALPHA, FINV(N_Pontos),RELERR,T(N_Pontos)
COMPLEX(8) F
EXTERNAL F
C DefinicGes Iniciais
Commmmmmm —Passagem dos Tempos Médios para T usado na Subroting INLAPeemmmawmmoemmeeee
DO 1=1, N_Pontos
T(I) = tmedio{I)

END DG

C—mmemee—Drefinices Iniciais para a subrotina INLAP de IMSL
N =N_Pontos
ALPHA =¢

KMAX =300000
RELERR=1.0D-8
CALL DINLAP (F, N, T, ALPHA, RELERR, KMAX, FINV)
C-—--—--Impressio dos Tempos e dos valores das funcdes Inversas de Laplace—mmmemmmemee
DOi=1,N Pontos
Feale(i) = FINV(I}
END DO
END

COMPLEX(8) FUNCTION F (S)

USE Global

REAL*8 al, a2, a3, a4, a5, a6,a7
COMPLEX(8) s, num, den

al =0.5d0*(P/phy)**0.5d0

a2 =P/2.d0

a3 = (P*phy)**0.5d0

a4 = pat/{phy)

a5 = P/(4.d0*phy}

a6 = Nut**2/(phy*(1.d0-phy))

a7=phy**0.5

Num = 2.d0*a}*dexp(al}*cdexp(-aS*((s+a4+as-aél(s+a4))**O.Sdl)))
den = 0.5*Pe**0.5 + a7*(s+a4+a5-a6/(s+ad))
F = Num/den

RETURN

END
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TABELAS DOS BALANGOS DE MASSA PARA ALFA-LACTALBUMINA

Tabela 11.1- Balango de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite

seguintes condigbes: T= 24°C, Gexp=1,71€ Cx0=1,05 mg.mL"

in natura nas

w-actalbumina | Alimentagdo | Lavagem | Eluigdo | Regeneragdo | Perdas | Recuperagdo
Massa (mg) 334,99 256,80 31,34 0,00 288,24
% 100 76,68 2,35 0,00 0,00 86,04

Tabeta i1.2- Balango de massa para aifa-lactalbumina a partn' do soro de leite
seguintes condigbes: T= 22°C, Gexp=2.25 € Co=1,05 mg. mL~

in natura nas

a-lactalbumina | Alimentacdo | Lavagem | Eluicdo | Regeneragao Perdas | Recuperagio
Massa (mg)_ 368,73 310,30 34,24 0,00 344,54
% 100 84,15 928 0,00 0,00 93,44

Tabela 11.3- Balango de massa para alfa-lactalbumina a partlr do soro de leite J
seguintes condigdes: T= 28°C, Geg=3,0 & C,=1,02 mg. mL~".

in natura nas

a-lactalbumina | Alimentacdo | Lavagem | Eiuigdo | Regeneracdo | Perdas Recuperagido
Massa (mg) 326,30 261,07 26,85 1,78 289,70
% 100 80.00 6,25 0,54 6,66 86,80
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Tabela 11.4- Balanco de massa para alfa-lactalbuminzg a partir do soro de leite in nafure nas
seguintes condigdes: T= 28°C, Gep=1,5 € C0=1,09 mg. mL ™"

o-lactalbumina | Alimentacao | Lavagem | Eluigdo | Regeneracio | Perdas Recuperagio
Massa {(mg) 219,08 188,67 17,75 0,00 206 42
% 100 86,11 8,10 0,00 0,00 94,22

Tabela 1.5~ Balanco de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in natura nas
seguintes condigbes: T=24 °C, G,,=2,75 e Cq0=1,12 mg. mL~".

a-lactalbumina | Alimentagdo | Lavagem | Eluicdo | Regeneracio | Perdas Recuperagio
Massa (mg} 358,58 291,21 23,08 0,00 314,29
% 100 81,21 6,43 0,00 0,00 87 64

Tabela 11.6- Balango de massa para alfa-lactalbumina 3 partir do soro de leite in natura nas
seguintes condiges: T= 32°C, Ge=1,71 & Coo=1,07 mg. mL™"..

a-lactalbumina | Alimentacio | Lavagem | Eluigdo | Regeneragio | Perdas Recupera¢do
Massa {mg) 342,40 298 34 2663 2,99 327,96
% 100 87,13 7,77 0,87 11,26 894,78

Tabela 11.7- Balango de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in nafura nas
seguintes condigdes: T= 28°C, Ggp=2,25 € C0=1,09 mg. mL™"

o-factalbumina | Alimentacio | Lavagem | Eluicdo | Regeneragio | Perdas Recuperacgio
Massa (mg) 365,15 276,75 27,58 0,00 304,34
% 100 75,79 7,55 0,00 0,00 83,84




Apéndice 1i

Tabela 11.8- Balanco de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in natura nas

seguintes condicdes: T= 28°C, Gep=2,25 & Cq0= 1,07 mg. mL .

o-Jactaibumina | Alimentacfio | Lavagem | Eluicdo | Regeneracio | Perdas Recuperacao
Massa {(mg) 342,37 283,80 26,46 0,00 310,26
Yo 100 82,89 7.73 0,00 0,00 90,62

Tabela 11.9- Balanco de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in natura nas

seguintes condigdes: T= 34°C, Geg=2,25 € Cg0=1,05mg. mL "

a-actalbumina | Alimentagao | Lavagem Eluicio | Regeneragdo | Perdas | Recuperagao
Massa (mg) 368,06 279,58 28,21 4 01 311,08
% 100 76,00 7,66 1,08 14,21 84,71

Tabela 11.10- Balanco de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in natura nas

seguintes condices: T= 28°C, Geg=2,25 € Co0= 149 mg. mL ™",

a-actalbumina | Alimentacdo | lLavagem Eluicio | Regeneracio | Perdas | Recuperacao
Massa(mg) | 373,94 | 288,90 | 2003 0,00 317,93
% 100 77,26 7,76 0,00 0,00 85,02

Tabela 11.11- Balanco de massa para alfa-lactalbumina a partir do soro de leite in natura nas

seguintes condigoes: T= 32°C, Gex=2,75 & Co0=1,11mg. mL ™",

a-lactalbumina | Alimentacie | Lavagem | Eluicdo | Regeneragao Perdas | Recuperac¢ao
Massa {mg) 332,865 281,04 24 77 4,01 309,82
% 100 84,50 7.44 1,20 16,20 93,14
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TABELAS ESTATISTICAS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL

Tabela lll.1- Analise de variancia para a pureza da alfa-lactalbumina

Fonte de variagio

Soma Quadratica

Graus de Liberdade

Meédia Quadratica

Regressio 686,731 5 137,346

Residuo 71,977 5 14,396

Falta de ajuste 65,977 4 16,494
Erro puro 6,00 2.0 3,00
Total 758,709 10,0 75,59

Tabela lll.2 - Andlise de varincia para a recuperacao da aifa-lactaibumina

Fonte de variacao

Soma Quadratica

Graus de Liberdade

Media Quadratica

Regressiao 3,714 5 0,743
Residuo 0,552 5 0,110
Falta de ajuste 0,527 4 0,131
Erro puro 0,025 2,0 0,012
Total 4,266 10,0 0,427

Tabela lil.3 - Analise de variancia para a eficiéncia da coluna

Fonte de variagdo

Soma Quadratica

Graus de Liberdade

Média Quadratica

Regressiao 590,705 458,077
Residuo 22,022 4,404
Falta de ajuste 17,356 4 4 339
Erro puro 4 666 2.0 2,333
Total 612,727 10,0 61,273
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Tabeta 1.4 - Analise de variincia_para o nimero de Peclet

Fonte de variacao | Soma Quadratica | Graus de Liberdade Média Quadratica
Regressac 2290,388 5 458,077
Residuo 4,521 5 0,904

Falta de ajuste 2,521 4 0,630
Erro purc 2,000 2.0 1,000
Total 2294909 10,0 229,491
Tabela 111.5 - Analise de variancia para o parametro N do modeio PDE
Fonte de variagdo |Soma Quadratica |Graus de Liberdade Média Quadratica
Regressio 0,041 5 0,008
Residuo 0,004 5 0,0008
Falta de ajuste 0,003 4 0,00075
Erro puro 0,00047 2,0 0.0002
Total 0,044 10,0 0,0044

Tabela 1.6 - Analise de variancia para o parametro ¢ do modeio PDE

Fonte de variagdo | Soma Quadratica | Graus de Liberdade |Média Quadratica
Regresséo 312,969 5 62,594
Residuo 21,976 5 4,395
Falta de ajuste 17,309 4 4,327
Erro puro 4.666 2,0 2,333
Total 317,636 10,0 31,764




