




















































































































Materiais e Métodos

o soro de leite liofilizado era dissolvido no tampão de adsorção 50 mM de

Tris com 35 mM de EDTA de forma que a concentraçãos:Je proteínas totais do

soro de leite bovino fosse igual a 5,0 mg.mL-1,o que equivalia em concentração

inicial de beta-Iactoglobulina e alfa-Iactalbumina valores de 2,10 e 1,51 mg.mL-1,

respectivamente. Em seringas de 3,0 mL, contendo 100 mg de resina, era

colocado a solução de proteínas na mesma concentração inicial. As seringas

contendo a solução protéica eram agitadas em agitador rotativo e, em intervalos

de tempos definidos, eram determinadas, em HPLC, as concentrações finais

dessas duas proteínas no sobrenadante.

Obtencão das Isotermas de Adsorcão

Para entender melhor o comportamento da \co-adsorção da alfa-

lactalbumina e beta-Iactoglobulina, por serem essas as ptoteínasque adsorvem

conjuntamente na resina hidrofóbica, foram obtidas isotermas de adsor-ção de

equilíbrio da alfa-Iactalbumina nas temperaturas de 25 e 30 DC;isotermas da beta-

lactoglobulina nas temperaturas de 25 e 30 DC; isotermas da alfa-Iactalbumina e

beta-Iactoglobulina, solução 1:1, em massa, nas temperaturas de 25 e 30 DC;

isotermas da alfa-Iactalbumina e beta-Iactoglobulina a partir do soro de leite bovino

na temperatura de 34 oCoOs experimentos para a obtenção das isotermas de

equilíbrio foram realizados em seringas de 3,0 mL. Em uma balança analítica

(Mettler AJ150) eram pesados aproximadamente 50 mg de resina, para as

isotermas das proteínas obtidas separadamente, 100 mg para as isotermas de co-

adsorção da alfa-Iactalbumina e beta-Iactoglobulina e para a do soro de leite

bovino. Após a pesagem, as resinas eram colocadas nas seringas juntamente com

a solução tampão de equilíbrio 50 mM de Tris com 1,5 mM de EDTA, pH 7,5, por

um período de aproximadamente 2 h. Após a etapa de equilíbrio das resinas o

tampão era retirado das seringas e 2,0 mL de solução protéica era colocado em

contado com a resina. As soluções-mãe eram preparadas com concentrações

conhecidas e a partir delas eram feitas diluições gerando novas soluções com

diferentes concentrações. Tanto as concentrações da solução mãe quanto às das

soluções sobrenadantes, após a etapa de equilíbrio, foram analisadas por HPLC.

Para obter as isotermas de equilíbrio o agitador rotativo, apresentado na Figura

46



Materiais e Métodos

3.3, permanecia dentro de uma estufa incubadora, modelo Nova Técnica, por um

período de 20 min nas temperaturas de 25, 30 ou 34 °c...

Com os valores das concentrações antes e após a adsorção, determinava-

se a concentração da proteína no adsorvente pela seguinte equação:

(Ci -Cf )Vs
q=

mR
(3.1)

onde q é a capacidade máxima de adsorção, Ci e Cf são as concentrações iniciais

e finais da proteína no sobrenadante e mRa massa da resina.

3.2.3. Experimentos Realizados em Coluna de Leito Expandido

o esquemaexperimentalno qual foram reali~adosos ensaiosna coluna

no modode operaçãofixo ou expandido,conformefluxogramamostradona Figura

3.2,é apresentadona Figura3.3.

Para empacotar a coluna com a resina hidrofóbica era necessário que a

mesma estivesse preenchida com água deionizada até aproximadamente 70 cm

de sua altura. A resina era então colocada na coluna e após atingir a altura de

sedimentação desejada, a água era retirada até que a mesma ficasse a uma altura

de 10 cm acima da altura máxima desejada pela expansão do leito. O pistão era

colocado na coluna e, em todos os experimentos, foi estabelecida uma distância

de 0,5 cm entre a altura final do leito expandido e o pistão. Todas as mangueiras

eram preenchidas com água antes de serem acopladas à coluna para evitar a

entrada de bolhas de ar. Antes da realização dos experimentos na coluna, a resina

era expandida com água deionizada até que visualmente não fosse percebida

nenhuma formação de aglomerados de resina.
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