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RESUMO

O uso da técnica de separagiio cromatografica de componentes por reciclo
apresenta alguns aspectos relevantes como melhorar o rendimento da separacéo,
diminuir o uso de solvente e 0 aumento da produtividade. O uso do reciclo na forma de
Reciclo Externo Estacionario (REE) € usualmente comparado 2 técnica cromatografica
de separacio bindria por Leito Mdével Simulado (L.MS), diferente desta que opera em
regime estacionério e € verdadeiramente continuo, o REE € um sistema repetitivo,
porém descontinuo. No presente trabalho foi utilizada a técnica de Reciclo Externo
Estaciondrio para separagdio e purificacio de uma mistura bindria de proteinas em
colunas cromatograficas com resinas de exclusfo de tamanho (G200. As proteinas
utilizadas foram a o-Lactalbumina e B-Lactoglobulina. O processamento de uma
mistura bindria dessas proteinas no REE forma um perfil cromatogréfico onde no inicio
e no final deste perfil € verificado a presenca das respectivas proteinas puras € no meio
do perfil encontra-se a mistura das duas proteinas, esta regido € recirculada ao mesmo
tempo em que uma nova amostra € injetada no processo. As fragdes de proteinas
retiradas foram analisadas por HPLC utilizando uma coluna de troca idmica. Os
resultados mostram que as aplica¢Bes do REE na separagéo e purificagio das proteinas
em questdo apresentaram purezas e rendimentos elevados, mas também foi observado
um fator de concentragio menor que 1,0 o que justifica o complemento por outra etapa
de processo de purificacdo para a obtengdo das proteinas individuais mais
concentradas. Os modelos matematicos aplicados & filtragio em gel em coluna
cromatografica foram discretizados através do método da colocagdo ortogonal. Os
sistemas de equagbes diferenciais e algébricas resultantes foram solucionados através
da rotina RUNGE-KUTTA GIL, o modelo matematico serviu para descrever por
simulacdo a técnica de separacdo por exclusfo de tamanho destas proteinas utilizando o
Reciclo Externo Estaciondrio. Este modelo matemético poderd ser usado para o
desenvolvimento de métodos de aumento de escala e otimizago do processo de

separagéo do REE.
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ABSTRACT

The chromatographic separation techniques by recycle exhibit important
aspects: improvement of the separation efficiency, lower use of solvent and the
increase of the productivity. The use of the recycle in the form of Stead State Recycle
{SSR) is usually compared to the chromatographic technique of binary separation by
Simulated Moving Bed (SMB). Different from this technique which operates in steady
state and is truly continuous, SSR is a repetitive although discontinuous system. In the
present work the Steady State Recycle was used for the separation and purification of a
binary mixture of proteins in chromatography columns using G200 size exclusion
resins. Proteins mixture of o-Lactalbumin and B-Lactoglobulin were used for the
processing in Stead State Recycle and forms a chromatographic profile which shows,
in its initial and final parts, presence of the respective pure proteins. In the middle
section of the profile there is a mixture of those two proteins, that is recirculated at the
same time a new sample is injected in the process. The fractions of the protein solution
taken out were analyzed by HPLC using a ion exchange column. The results show that
the application of the Stead State Recycle (SSR) in protein purification and separation
Ieads to high purity and efficiency. It was observed a decrease of purification factor to
less than 1.0, which justifies the complement for another stage of the purification
process to obtain more concentrated individual protein. The methods orthogonal
collocation and Runge-Kutta Gil ware applied to solve the mathematical models for gel
filtration in chromatography column using SSR. These mathematical models can be

used for the scale-up and optimization of the separation process by SSR.
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NOMENCLATURA

a-La a-lactoalbumina

ALy Factoglobuling

BSA Albumina do Soro Bovino

L Altura de coluna

H Altura de'pratos tedricos

h Altura do leito de particulas

D, Coeficiente de difus@o do solutc na fase sdlida
D, Coeficiente de dispersdo axial na fase liquida da coluna
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FC" 12 Fator de concentracdo para o experimento n para a a-
jactalbumina

FC's14 Fator de concentracao para o experimento n para a p-
lactoglobulina
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T Fator de fortuosidade
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High performance liquid chromatography
Imunoglobulinas

Lactoferrina

Lactoperoxidase

Largura do pico do pico de eluicdo a 50% da sua altura
Leito Movel Simulado

Lisozima

Massa molecular

Massa fotal coletada da Fracac A1 para a-iactalbumina
Massa iotal coletada da Fracdo A1 para B-lactogiobulina
Massa fotal coletada da Fracdo A2 para o-lactalbumina
Massa fotal coletada da Fragdo A2 para B-lactoglobulina
Massa total de a-lactaibumina na alimetagao

Massa total de B-lactoglobulina na alimetagéo

massa total recircutada do processo para o-
lactalbumina

Massa total recirculada do processo para p-
lactogiobulina

Massas de a-lactalbumina na Fracao |
Massas de a-lactalbumina na Fragao R1
Massas de o-lactalbumina na Fracao R2
Massas de B-lactoglobulina na Fragéo |
Massas de B-lactogiobulina na Fragéo R1

Massas de B-lactoglobulina na Fragdo R2
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Média do diametro das particulas do leito
Momento de ordem n

Numero de ciclos
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Porosidade do leito

Porosidade fotal da particula

Raio da particula

Razdo do didmetro molecular do soluto com o didmetro
do poro da particula

Reciclo Externo Estacionario

Relacdo da concentragao de proteina coletada com a
concentracdo da mesma proteina na alimentagdo
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAOQ

O soro do leite bovino, que € descartado como efluente de alta carga
orginica, pode ser obtido na fabricacéio do queijo pela coagulagdo da caseina do leite.
As proteinas presentes no lactosoro apresentam um excelente valor nutritivo e
farmacolégico, porém o seu uso no enriquecimento de produtos alimenticios € limitado

devido a sua baixa concentracfo.

As principais proteinas do soro do leite bovino sfio: P-lactoglobulina, o-
lactalbumina, albumina sérica bovina (BSA), imunoglobulinas, lactoferrina, B-
Lactoglobulina, lactoperoxidase, lisozima e outras em menor propor¢do. A maioria
apresenta propriedades fisiologico-funcionais importantes, tais como: a B-
lactoglobulina parece estar relacionada aos mecanismos de transporte de adsorcéo de
vitamina A (retinol), enquanto que a a-lactalbumina, a BSA e as imunoglobulinas tém
acdio importante sobre o sistema imunoldgico, estimulando a sintese de agentes

imunolégicos como a glutationa, (Brinks, 1996).

O uso da técnica de separagdio cromatogrifica de componentes por reciclo
apresenta alguns aspectos relevantes como um maior rendimento da separagdo, menor
consumo de solvente e maior produtividade em relagdo as técnicas tradicionais de
cromatografia em batelada. O uso do reciclo na forma de Reciclo Externo Estaciondrio
(REE) € usualmente comparado a técnica cromatografica de separac@o bindria por
Leito Movel Simulado (LMS), porém, diferente desta tdltima que opera em regime

estacionario ¢ é verdadeiramente continuo, o REE ¢ um sistema repetitivo, porém
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descontinuo. A relevéncia do estudo da técnica de separacio bindnia de proteinas por
" REE podera viabilizar sua competitividade operacional com o aumento da
produtividade. Esta técnica pode ser aplicada nfo somente a separagdo bindria, mas
também nas etapas de polimento, descontamninago ou concentracfio em uma seqliéncia

de “downstream”.

No presente trabalho foi utilizada a técnica de Reciclo Externo Estaciondrio para
separacdo e purificagio de misturas binarias de proteinas em colunas cromatograficas
com resinas de exclusdo de tamanho G200. As proteinas utilizadas foram a o-
Lactalbumina e B-Lactoglobulina em uma mistura sintética onde suas concentracdes
foram aproximadas as existente no lactosoro bovino sendo aproximadamente 1.0
mg/mL e 2,5 mg/ml., respectivamente. O processamento da mistura bindria dessas
proteinas no REE forma um perfil cromatografico onde no inicio e no final do mesmo ¢
verificada a presenca das respectivas proteinas puras enquanto que no meio do perfil
encontra-se a regifo de eluigcio onde as duas proteinas ndo apresentam separacdo. Esta
regifio € recirculada ao mesmo tempo em que uma nova amostra da mistura sintética

original € injetada no processo.

Um modelo matemaético foi desenvolvido para descrever a técnica de separagio
destas proteinas por exclusfio de tamanho utilizando o Reciclo Externo Estacionério.
Este modelo matematico poderd ser usado para o desenvolvimento de métodos de

aumento de escala e otimizac#o do processo de separagio do REE.
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CAPITULO 2

2 OBJETIVOS

Este trabalho apresenta como obijetivo o estudo da técnica de Reciclo Externo
Estaciondrio aplicada & separagfio de misturas protéicas bindrias em colunas
cromatograficas com resinas de exclusdo de tamanho. Em especial foi usado o par
binario das proteinas que podem ser isoladas do lactosoro: o-lactalbumina ¢ a B-

lactoglobulina. O trabatho foi desenvolvido conforme as seguintes fases:

e Montagem do equipamento experimental para o uso da técnica de Reciclo
Externo Estacionério.

¢ Empacotamento de duas colunas cromatogréficas com uma resina de excluséo
por tamanho molecular.

e Caracterizacio das particulas de resina quanto a pofosidade, didmetro médio e
distribuic@o de tamanhos; caracterizago do leito empacotado com resina quanto
a sua capacidade hidrodinamica, porosidade do leito e da particula e coeficiente
de dispersdo axial nas colunas.

s Realizag@o dos experimentos usando tempos de reciclo diferentes para avaliar o
comportamento dos resultados obtidos em termos da pureza ¢ rendimento das
proteinas em estﬁdo nas fractes coletadas durante o processo.

e Modelagem matematica do sistema, considerando as fases solida e fluida,

empregando os pardmetros experimentais de caracterizagfo e separagio obtidos.
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CAPITULO 3

3 REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1 O SORO DO LEITE BOVING

Carboidratos, lipideos, sais minerais € proteinas sfo os principais
componentes do leite, que juntos com a agua, formam misturas de sélidos dissolvidos,
dispersdes coloidais e emulsdes.

A lactose € o principal carboidrato do leite. Outros carboidratos incluem
monossacarideos, oligossacarideos 4cidos e basicos e grupo glicosil ligados a proteinas
e lipideos. Cerca de 98% dos lipideos presentes no leite sdo triglicerideos, havendo
pequena quantidade de acidos graxos livres, fosfolipideos, e esterdis. Os sais minerais
contribuem de forma importante no balanco e equilibrio idnico do leite. Na', K*, Ca™" ¢
Mg™ sdo os principais cations e os componentes anidnicos se apresentamn na forma de
fosfatos, citratos, cloretos, carbonatos e sulfatos (James, 1994). A Tabela 3.1 mostra

comparativamente a composicdo média do leite bovino e humano.

Tabela 3.1 — Composi¢io média do leite bovino e humano.

Componentes g/100g leite bovino  g/100g leite humano
H,O 87,3 87,1
Lactose 4.6 7,1
Lipideos 3.9 4,5
Caseinas 2.6 0,4
Proteinas do lactosoro 0.6 0,5
Cinzas 0,7 0,2

Fonte: James, 1994
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Davis (1965) afirma que o lactosoro s¢ apresenta sob a forma de um liquido
verde-armarelado contendo sais minerais, lactose ¢ proteinas. De acordo com o método
de producfo do queijo, os tipos de lactosoro podem ser classificados em dois tipos: o
lactosoro doce, onde o leite ¢ coagulado por agles enzimdticas, apresentando pH em
torno de 6,5, e o lactosoro 4cido que € obtido como subproduto de queijos produzidos
pela precipitacio do leite usando &cido latico ou acidos minerais como o acido

cloridrico .

Pelo fato de ser um subproduto em abundéncia na fabricaco de gueijos, 0
soro do leite vem tendo amplo interesse econdmico como fonte de proteinas, nas
aplicacbes médicas, na indistria alimenticia ¢ como suprimento para crescimento de
culturas microbioldgicas (Hahn et al., 1997). A Tabela 3.2 mostra a composicio das

principais proteinas do soro do leite bovino.

Tabela 3.2 - Composico média das principais proteinas do soro do leite bovino.

Proteina Concentracio (g/T) kDa PI
B-lactoglobulina 34 18,4 52

| a-lactalbumina 1,5 14,2 4,7-5,1
BSA 0,3-0,6 69 49

1gG, IgA, IgM 0,6-0,9 150-900 5,8-7.3
Lactoperoxidase 0,06 78 9.6
Lactoferrina 0,05 78 8,0

Protease-peptona 0,5 4,20 -

Fonte: Hahn et ala, 1997
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3.2 CARACTERISTICAS DAS PRINCIPAIS PROTEINAS DO SORQO
DO LEITE BOVINO

c-lactoalbumina (o-Laj — segundo Fox (1989), a a-La € uma das principais proteinas
do leite humano. A a-la se apresenta na forma esférica com massa molar de
aproximadamente 1,4x10° Kg/Kg-mol e ponto isoelétrico em torno de 4,8. A a-La é
conhecida por ter alto poder nutricional para criancas, devido & sua composicfio de
aminoacidos. Tem uma configuragéo estavel entre pH 5,4 a 9 e apresenta uma forte
ligagdo com o Ca”'. A pH 4 a proteina se desnatura de forma reversivel diminuindo sua

capacidade de agregagio pela perda dos fons Ca™ (De Wit, 1989).

Blactoglobulina (5-Lg) - € a proteina de maior concentragdo no leite bovino.
Apresenta duas grandes variedades genéticas, a B-LgA e B-LgB. Apesar de nfio existir
uma defini¢@io concreta, estudos levam a crer que o seu papel bioldgico estar associado
na ligacdo ¢ transporte do retinol e que resulta na forte protecio contra oxidacgdes
enzimaticas. A B-Lg tem sido encontrada com pontos isoelétricos entre 5,35 ¢ 549 ¢
devido a esta propriedade tem sido sujeita a vérios estudos fisico-quimicos (Fox.
1989).

Albumina do Soro Bovino (BSA) - esta proteina apresenta um massa molar de 6,6x10*
Kg/Kg-mol e ponto isoelétrico em torno de 4,9. A BSA tem alta solubilidade em agua
mas apresenta intensa precipitacio em temperaturas na faixa entre 40 ¢ 45°C. A um pH
4,0 a molécula de BSA sofre desnaturacdo acida (De Wit, 1989). A molécula possui 17
ligacdes dissulfeto e contém trés grandes dominios, com fungdes de ligacdes bem
definidas, as quais incluem ligagBes por fon metalico, lipideos e nucleotideos. A BSA
também transporta &cidos graxos insoliveis no sistema circulatorio. No leite sua
fun¢do ainda ndo estd bem definida. Provavelmente essa capacidade de transporte pela

habilidade de se ligar a 4cidos graxos pode promover a lipdlise (Fox, 1989).
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Imunoglobulinas(lg’s) — Sdo um grupo muito complexo de proteinas. No leite bovino
promovem uma imunidade passiva ¢ so encontradas nas classes I1gG, IgA e IgM. No
leite bovino, a IgG apresenta duas formas, 1gG1 e 1gG2, sendo a primeira a principal
classe de Ig no leite bovino podendo apresentar concentracdes de 100g/L no colostro
bovino. As IgG's tém uma massa molecular de 1, 5x10° Kg/Kg-mol e ponto isoelétrico
entre 6,2 ¢ 7,0. A IgA se apresenta como um mondmero de 1,6x10° Kg/Kg-mol, mas é
excretada como dimeros. As IgM's ocorrem como pentdmeros no quais cinco

mondmeros sdo ligados pela componente J e apresentam massa molar de 9,0x10°
Kg/Kg-mol, (Fox, 1989).

Lisezima (Lz)- ¢ uma proteina pequena de ponto isoelétrico 9,5 ¢ massa molecular de
18000 Da, quando encontradas no leite bovino. J& as encontradas no leite humano
apresentam valores de 1,5x10* Kg/Kg-mol. A Lz também é conhecida por apresentar
atividade antibactericida, causando a lise celular através da quebra das ligagdes
glicosidicas entre a dcido acetilmurimico e o N-acetilglicosamina, que constituem a

maior parte das paredes das células bacterianas (James, 1994).

Lactoferrina (Lf) — é um membro da familia das proteinas com ligagbes com o fon
ferro, conhecida também como transferrina. A Lf € uma forte glicoproteina de carater
basico composta de dois dominios. Possui dois sitios de ligacdo metalica que podem
ligar-se ao ion férrico (Fe®) na presenca do fon bicarbonato (HCO;"). O citrato pode
trocar o ion quelatado pela Lf, formando apo-lactoferrina ¢ ion citrato (Reiter, 1985). A
Lf tem massa molecular de aproximadamente 7,6x10* Kg/Kg-mol + 1,6x10° Kg/Kg-
mol ¢ apresenta ponto isoelétrico na faixa de 8,7 a 9,3. Infere-se que a Lf possui dois
diferentes mecanismos que influenciam no crescimento bacteriano. O primeiro envolve
a capacidade de se ligar aos fons de ferro (Fe) e inibindo a bactéria pela necessidade
deste elemento para promover seu crescimento. O segundo, menos compreendido,
consiste na interacdo da Lf com as paredes celulares da bactéria afetando de forma

significativa sua estrutura ¢/ou sua permeabilidade (Oram, 1968).
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Lactoperoxidase (Lp) — Apresenta massa molar de 7.8x10* Kg/Kg-mol e ponto
isoelétrico 9,6. A Lp sozinha nfo apresenta efeito antibacteriano, mas em combinagio
com o peroxido de hidrogénio ¢ o tiocianato formam o sistema lacoperoxidase (LPS) -
potente sistema antimicrobiano que inibe ¢ metabolismo bacteriano pela producio do
OSCN/O,8CN™ 0 qual oxida essenciaimente os grupos sulfidricos SH- de proteinas ¢

enzimas (James, 1994).

33 SEPARACAO DE  PROTEINAS POR  TECNICAS
CROMATOGRAFICAS

Os produtos de origem biotecnol6gica possuem grande diversidade e estdo
geralmente presentes em baixas concentragdes em caldos de fermentagio e
sobrenadante de culturas de células. A alta dilui¢Gio dos produtos de interesse, assim
como a grande variedade de espécies quimicas que interferem nos processos de
recuperagéo, fracionamento e purificacdo final tornam essas tarefas dificeis e onerosas,
respondendo na maioria dos prdcessos pelo maior percentual dos custos de produgéio
de biomolécula. No caso especial das proteinas as percentagens dos custos de
purificago atingem valores da ordem de 60% em relacdo aos custos totais do processo
de produgdio, podendo se situar na faixa de até 80% a 90% para produtos de
fermentac@o originarios de DNA recombinante (Blanch e Clark, 1997).

Ultimamente os procedimentos mais utilizados para a separagdo de
proteinas consistem no uso de técnicas ¢ procedimentos cromatograficos. Um sistema
cromatografico compreende duas fases, uma fase estacionaria fixa e uma fase moével. O
principio da separagfo se baseia na existéncia de interacOes entre os constituintes da
fase movel e a fase estacionaria. As moléculas possuem interacdes diferentes com a

fase estaciondria, sendo transportadas a velocidades diferentes separando-se assim
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umas das outras. A Tabela 3.3 associa o tipo de cromatografia com o prineipio no qual
¢ baseada.

Tabela 3.3 — Técnicas e principios da cromatografia

Técnica Principic

Cromatografia de adsors@o Forgas de Van der Waals, ligagGes
de hidrogénio, momento dipolar

Cromatografia Hidrofobica Interaces hidrofébicas

Cromatografia de afinidade Interacdes biologicas especificas

Cromatografia de exclusdo Diferencas de tamanho Molecular

Cromatografia de troca idnica  Diferencas de cargas

Valendo-se das diferencas entre os pontos isoelétricos, na maioria delas
bem definidos, a cromatografia de troca idnica ultimamente tem sido amplamente
usada na separa¢do das proteinas. A vantagem do uso da cromatografia de troca i0nica
para proteinas € que a adsorcio pode ser facilmente reversivel com a mudanca das
condi¢cbes de processo. O desempenho do processo de cromatografia de troca idnica
segue uma seqiliéncia especifica de estagios que incluem adsorséo, lavagem, dessorséo
e regeneracdo. Durante o estagio de adsorsdo uma solucgio tampéo contendo a proteina
a ser separada ¢ aplicada a resina de troca ionica. Proteinas tendo alta afinidade com os
grupos funcionais carregados da resina sdo adsorvidas enquanto que as moléculas nao
ligadas sdo lavadas com o tampéo original e passam através da coluna. Durante a etapa
de dessorsdo as proteinas seletivas & resina sdo dessorvidas pelo aumento da forca

idnica (aumento da concentragio de sal) ou pela alteragdo do pH.

Variagdes do pH reduzem a relagfio de carga das proteinas, e decrescem as afinidades
da resina de troca idmicas desde que ligacGes eletrostdticas sdo formadas. A
regeneracdo da resina € feita permeando o leito de resina com uma solu¢do contendo

um gradiente de fons presentes originalmente na resina.
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3.4 CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHOS

Na separagdo de macromoléculas a técnica de cromatografia de exclusfio de
tamanhos, também chamada de filtragio em gel, € baseada na diferenga de tamanhos
ou volumes hidrodindmicos. Uma mistura protéica contendo componentes com
diferentes massas moleculares, quando permeado em um leito de resinas de exclusio
de tamanhos, o tempo de elui¢lo ¢ inversamente proporcional a massa molecular.
Proteinas com didmetros pequenos penetram nos poros das particulas do leito de
resinas diminuindo suas velocidades médias relativas e aumentando seus tempos de
cluigdo, as moléculas ou proteinas maiores, por sua vez, recebem uma menor influencia
dos poros, como ndc conseguem penetrar em todo o volume dos poros das particulas,
s#o eluidas primeiro. A cromatografia por exclusdo de tamanho se apresenta como um
indispensavel passo na separagdo e purificagio de proteinas e biopolimeros (Zhiguo Li
et all, 1998). Porém, segundo Janson {1998), o método mostra dificuldades de obtengéio
de fragbes puras ao processar misturas contendo proteinas com massa molares

proximas.

A cromatografia de exclus@o de tamanhos ainda € usada com uma importante
ferramenta para a separacfo preparativa e também em larga escala de macromoléculas.
Comercialmente esta etapa consiste em um ou mais ciclos em um processo de
separacdo ¢ purificacdo de biomoléculas. Devido ao fato de que os tipos de fase
estaciondria usada na cromatografia de exclusdo de tamanhos ndo apresentam fortes
ligagSes com o soluto durante a separagio, o volume de liquido ¢ bem menor
comparado com outros tipos de cromatografia, como por exemplo, cromatografia em

fase reversa e cromatografia de troca ionica.
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B -
Volume/tempo

Figura 3.1 - Esquema de uma cromatografia por exclusdo de tamanhos de uma mistura

de macromoléculas globulares.

3.4.1 Seletividade e Resolucio de Separacio.

Diferente do que acontece com outro tipo de matriz (cromatografia de troca
idnica ou fase reversa), a seletividade de matrizes de filtragdo em gel ndo € ajustavel ou
modifica-se mudando a composi¢do da fase mével (contanto que esta mudanga nédo
influencie na forma do soluto ou na estrutura de poro). Dessa forma, a seletividade do
gel é uma propriedade inerente do material, e o volume de separacio da coluna esta
limitado pelas caracteristicas da matriz ou suporte usado, como por exemplo, o volume

total de poros no leito.
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A capacidade de separacdo em colunas cromatograficas por exclusdo de
tamanhos pode ser caracterizada por uma varidve! independente denominada de
coeficiente de distribuicfo, X,, que € calculada a partir do volume de eluig8o, também

chamado de volume de retencfo.

VoV V.=V, (3.1)
A A 7

i t o

Onde ¥, € o volume de retencio ou eluicdo, V, é o volume de liquido total no
leito, ¥, € o volume nulo que corresponde ao valor do volume total dos espagos vazios

entre as particulas ¢ V; € o volume de poro.

O gréfico de X, versus o logaritmo da massa molecular (log Mr) resultard em
uma curva de seletividade sigmoidal que segundo Janson (1998), pode ser aproximada
por

K,=a-blogM, (3.2)

A relagdo a/b € relacionada ao tamanho de poro médio e uma distribui¢do de
tamanho de poro estreita resultard em uma alta seletividade (valor alto de 5).

De acordo com Gu (1995), O coeficiente de distribuigdo, K., ¢ semelbante ao

fator de exclusdo de tamanho, F,..

(3.3)

y
f
’ﬁm i 'tsmﬁ
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Onde £, ¢ a porosidade da particula acessivel & proteina e &, € a porosidade total da

particula.

3.4.2 Volume de Poro do Suporte

O volume de poro de material V; pode ser calculade subtraindo-se o volume
nulo ¥, do volume liquido total V. O volume do sélido ou da matriz ¥V, ¢ obtido
subtraindo-se o volume liquido total do volume geométrico da coluna V. O volume de

poro relativo do gel € expresso por:
(3.4)

V.
V. = L =
)

Um baixo volume de poro resultara em um baixo volume de separagfio da

f;ﬁ Mﬁ
!
o o

coluna. A Tabela 3.4 mostra caracteristicas de algumas colunas j4 empacotadas com

resinas comerciais de alta resoluc#o para separacio de proteinas e peptideos.

Tabela 3.4 caracteristicas de colunas empacotadas com resinas comerciais de alta

resolucfio para separacio de proteinas e peptideos.
Matriz Coluna diametro da F::;st:;a Porosidade | Permeabi | Fragdo de
pré- Material |particula {10] Globulares da Particula! lidade vazios Fase Movel
3 +V,
empacotada m) (M, X 109 ViVi+Vs)l | (VilVo) (VolVe)
Superdex Agarose ~
itideo Jextrana 13 01-7 1,2
Agarose
Superdex 75 dextrana 13 370 186
Agarose
Superdex 200 dexirana 13 10-600 1.7
Superose 12 | Agarose 10 1-2000 0,84 1,84 0,30
0,05 M fosfato + 0,156 M
Superose § | Agarose 13 540000 0,93 1,87 0,33 NaCl pH7.0
TKS SW 2000 Silica 10 0,5-60 0,66 0,85 0,39
” 0,05 M Tris HCI + 0,15 M
TKS SW 4000 Silica 11 51000 0,89 1,40 0,39 N&,CIO; pH7.5
Bio-SISEC | siica 5,10 5100
Bio-Sil SEC - 0,08 M fosfato + 0,32 M
250 Silica 511 10-300 NaCl pH7,0 20% Etanol
Fractogel TSK | Polimero ) 25 mM Tris-HCI +0,3
HW-558 | deVinl | ~o%0 1-1000 0,9 217 0.31 NaCl pH7.5
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3.4.3 Eficiéncia de Separacio.

Dois fatores contribuem para uma boa separacio. Um ¢ a diferenga nos
tempos de eluicfio entre os picos: quanto mais afastados, melhor € a separagdo. O outro
¢ o alargamento dos picos: quanto mais largo for o pico, pior serd sua separagéo.

Quando o soluto se move por uma coluna cromatografica sua tendéncia &
dispersar numa forma gaussiana com um desvio padrio o. Quanto mais tempo um
soluto fica na coluna, mais larga se torna a banda w. As medidas relativas a forma

gaussiana para um pico de eluigdo podem ser vistos na figura 3.2.

Lo Y g e o D
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Figura 3.2 Cromatograma gaussiano ideal mostrando como sdo medidos w e wyp,

Harris, D. C., (1999).

A equacdo abaixo define a resolugio de dois picos,

At, AV, (3.5)
W

med

w

med

Onde At; ou AV, ¢ a separaciio entre os picos, podendo ser em unidades de tempo ou

volume, € W4 € a largura média dos dois picos nas unidades correspondentes. Para
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analise quantitativa € altamente desejavel uma resolugdo maior que 1,5, como pode ser

observado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 Resolucdo de picos gaussianos de dreas e amplitudes iguais, mostrando
resolugdes de 0.5, 0,75, 1,0 e 1,5 com completa separagio, Harris, D. C., (1999).

3.4.4 Altura de Pratos Tedricos.

Como relatado anteriormente a mdxima seletividade na filtragio em gel €
diretamente afetada pela distribui¢fio dos tamanhos de poros, enquanto que a eficiéncia
¢ afetada apenas pelas condicdes hidrodindmicas. Por isso existe a preocupacio de
descrever com exatiddo o fendbmeno que controla o alargamento dos picos. Uma forma

de quantificar a eficiéncia de colunas cromatograficas ¢ a altura de pratos teéricos H.

i W

L L L[ W, JZ (3.6
N (p,/cf
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Onde: H € a altura equivalente de pratos tedricos, N € o nimero de pratos por altura de
coluna L e wy, € a base do pico correspondente a uma distribuicdo gaussiana relativa a

{o

Uma das equacdes mais aplicadas a4 medicio da altura de pratos em colunas
cromatograficas € a equacfo de van Deemter que foi apresentada por Giddings and
Mallik (1966), adaptada para cromatografia por exclusfio de tamanhos. A equacfio €

apresentada na forma:

H=A+Bu+Cu (3.7

Na Equag¢o acima o termo A reflete a influéncia dos multiplos percursos
difusionais do soluto. O segundo termo, o coeficiente B, descreve os efeitos da
dispersdo axial do soluto e finalmente o terceiro termo é referente as condigbes de
equilibrio no processo de separacéio devido as velocidades intersticiais do fluido,u é a
velocidade instesticial do fliido dada em cm/min. A equacZo de van Deemter é
apresentada com algumas modificaces quando aplicada a separagéio protéica, devido
ac baixo valor dos coeficientes de difusdo destas macromoléculas. Assim a Equacgio

(3.7) € apresentada da seguinte forma

2(0,61),,, +y.D_ [;— - ID
H=2Md,+ d +

u v,

3

AMRAPIE (3.8)
v, ) 307,

Onde D, ¢ o coeficiente de difusdo do soluto na fase mével, ¥ € o volume de vazios
do leito de particulas, ¥, é o volume de eluigdio, A corresponde a um fator de forma, A =

1 para esferas, ¥, € um fator de obstrugio nos poros e d, € o didmetro das particulas.
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3.4.5 Taxa Otima de Escoamento.

A taxa maxima de escoamento que pode ser aplicada em uma coluna
cromatografica usando resina de excluso de tamanho ¢ limitada pelas condigbes
fisicas e fisico-quimicas, tanto da coluna como da caracteristicas da resina em usoc. O
escoamento de liguido permeado através da coluna gera uma perda de carga no leito

que pode ser descrita segundo a equagfo de Hagen ¢ Poiseuille:

1 e) 3.9
AP:u._Lg.%@ f) k.36 G2

B £

Onde 4P ¢ a perda de carga em Pa, u € a velocidade superficial do fluido em cm/min, 1
¢ a viscosidade do solvente, L € a altura do leito de particulas, d, € a média do didmetro
das particulas do leito, € € a porosidade do leito, e k corresponde a um fator de forma

que para esferas pode ser considerado igual a 5.

Perdas de carga anormalmente altas podem ser causadas por saturagio de

filtros, conexdes ou tubos devido a precipitagdo da amostra ou de material particulado.

A velocidade superficial 6tima pode ser limitada pelos baixos coeficientes de
difusdo das macromoléculas. Estes coeficientes podem ser obtidos com o equilibrio
entre a fase moével e a fase estaciondria que € conseguido diminuindo a distincia de
transferéncia do soluto (reduzindo o tamanho de particula do leito), aumentando o
tempo de transferéncia disponivel (reduzindo a taxa de fluxo do solvente), e com ©
aumento da velocidade de transferéncia (aumentando a difusividade com o aumento da
temperatura). A velocidade 6tima de fluido intersticial pode ser obtida pela

diferenciacdo da equacdo (3.8) com relagéc & velocidade do fluido u, que resulta em:
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(3.10)

Na Equacfio 3.10 a difusividade D,, de proteinas globulares pode ser derivada da
formula dada por Tanford (1961).
Dys o #2,6.10° M7 (3.11)

A Equacdo (3.10) mostra que um fluxo 6timo € proporcional a difusfo na fase
mével e inversamente proporcional ao tamanho da particula. Na pratica a velocidade
superficial 6tima u,,, ¢ altamente influenciada pela velocidade intersticial no leito
observando-se assim uma velocidade real u, dada por:

v, = D,.y, - 60.4 (3.9
s
V 14

r r

Onde A corresponde a um fator de forma, A = 1, y, € um fator de obstrugéio nos poros, %
= K /4 e Vy/V(I-Vy/V,) = 0,23, assim a equacio (3.8) pode ser reduzida a

u, =65K,2n 3.9)
T

I4

A Tabela 3.5 mostra valores da velocidade nominal do fluido de acordo com a

equacdo (3.9) para uso na cromatografia por exclusdo de tamanhos.
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Tabela 3.5 Valores da velocidade nominal do fluido na cromatografia por excluséo de
tamanhos para valores de massa molecular.

Massa Velocidade Nominal do Fluido” (cnvh) para particulas de tamanho ha
Molecular | Difusividade® faixa de 10°m
do Soluto |  (em?/s). 10
_(gmal 2 5 1 | 45 | 20 | 35 | 80 | 75 | 100
500]  32.80 639 | 256 | 128 | 85 | 64 | 37 | 26 | 17 | 13
1000; 26.00 507 | 203 | 101 | 68 | 51 | 20| 20 ] 14 | 10
5000 1520 206 119 | 59 | 40 | 30 | 17| 121 8 5
10000 12.10 235 | 94 | 47 | 3 | 24 | 13| 9 6 5
15000 10.50 206 1 8 | 41 | 27 | 21 | 12| 8 5 4
50000 7.06 138 | 55 28 | 18| 14 | 8 6 4 3
75000 6.17 120 | 48 24 | 18| 12 | 7 5 3 2
100000 5.60 100 | 44 2 | 15| N 6 4 3 2
200000 4.45 87 | 35 17 | 121 9 5 3 2 2
300000 3.88 76 | 30 % | 10 | 8 4 3 2 2
400000 3.53 89 | 28 14 9 7 4 3 2 1
600000 3.08 80 | 24 12 8 6 3 2 2 1

# Calculado pela equagdo (3.7) assumindo o soluto como proteinas globuiareé
® Calculado a partir da equacdio (3.9) com K, = 0.5 ¢ Dm ~D

3.4.6 Sistemas de Cromatografia Continua

Ultimamente as operagdes de processamento na indﬁstria de separagfo quimica
tém visado a melhoria da qualidade de seus produtos, principalmente quando refere-se
ao rendimento. Em todos os casos a eficiéncia dos processos de separacéio tem um
impacto importante na qualidade e no custo final dos produtos. Porém, vérias situagdes
que envolvem a separacio de componentes quimicos similares ou a remogfo de
produtos que estdo presentes em baixas concentragbes estio sujeitos a reduzidas
eficiéncias de separacfio quando sfo usadas as técnicas de separacdo como destilagéo,
cristalizacio ou extracdo por solvente. Para estes casos de dificil separagcdo pelas
técnicas convencionais a adsor¢3o se apresenta como uma técnica eficaz, gerando

produtos de alta pureza e alta eficiéncia de separacgo.

A descoberta de novas drogas e o desenvolvimento da inddstria

by

farmacéutica levou a comercializagio de véarios isOmeros puros. Surgiu assim a
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necessidade de se produzir e purificar quantidades comerciais destes compostos a um
custo razoavel. A destilagdo nfo é uma opg¢do para a separa¢do de misturas isoméricas,
¢ a resoluclo por cristalizac8o ¢ normaimente dificil e cara. A UOP (United Oil
Products) tem aplicado industrialmente, desde os anos 60, a tecnologia de adsorcéio em
confracorrente, €m um processo conhecido como UQOP Sorbex®. Esta tecnologia
emprega o conceito de "Leito Mével Simulado” (LMS) ou "Simulated Moving Bed"
{(SMB), existindo mais de 100 unidades licenciadas pela UOP ne mundo, sendo gue as
principais aplicacOes usadas para esse processo sfdo apresentadas na Tabela 3.6,
(Gattuso, 1995). A tecnologia de LMS possui um grande potencial para solugdo dos
problemas de separacic encontrados nas areas de farmacos, quimica fina e
biotecnologia. As vantagens inerentes aos processos continuos sio ent8o validas para o
SMB, tais como aumento de flexibilidade ¢ um nivel constante na qualidade dos
produtos. Além, disso, o processo de LMS leva também a uma pureza e recuperacio

dos produtos desejados (Gattuso, 1995; Keller, 1995).

Tabela 3.6 - Unidades industriais do processo Sorbex®.

Nome N° de
comercial Sistema a ser separado unidades
licenciadas
Parex p-xileno de misturas de xilenos 53
Molex n-parafinas de hidrocarbonetos ciclicos 33
Olex Olefinas de parafinas 5
Cymex p- ou m-cymeno de misturas de cymenos 1
Cresex p- ou m-cresol de misturas de cresois 1
Sarexz Purificacdo de frutose 5
Citrex Purificacgio de 4cido citrico 1

Fonte: Ganetsos € Barker, 1994,

Desde 1964, sistemas cromatograficos continuos tém sido utilizados em

escala industrial principalmente nas indistrias petroquimicas (Processsos SORBEX e
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PAREX, désenvoividos pela Unitéd Qil Products), e de processamento de aglicares
(Corbett ¢ Burke, 1996). A tecnologia do LMS tem sido também estudada e aplicada a
produtos de quimica fina Ganetsos e Barker, (1994) e de origem biotecnolégica
Yamamoto et al (1992), especialmente na separacio de enantidmeros. O LMS
apresenta vantagens econdmicas em relacfio aos outros sistemas cromatograficos em
batelada por diversas razdes: € um processo continuo e permite separar a partir de uma
mistura compostos similares, permitindo altas producdes ¢ baixo consumo de solvente.
Em geral nesse tipo de sistema o volume de adsorvente requerido é aproximadamente
25% do requerido na cromatografia em batelada (Gottschlich et al, 1996).
Especificamente para a purificacfio de enzimas o LMS foi utilizado pare ¢ estudo da
purificagdo de quimeotripsina bovina por Gotischlich et al. {1996). Mais recentemente,
Gottschlich e Kasche (1997) aplicaram o LMS & purificagic de anticorpos

monoclonais.

Como esquematizado na Figura 3.2, o LMS utiliza uma série de colunas de
adsor¢io (oito colunas ou doze colunas, por exempio), contendo um adsorvente
apropriado. As colunas sdo conectadas a recipientes que contém a solugdo com o soluto
e o eluente e que recebem as correntes de saida do produto através de linhas
controladas por um conjuntc de valvulas de posi¢cGes muiltiplas. Esse conjunto de
vélvulas controladoras permite que sejam alternados, em intervalos de tempo regulares,
os pontos de entrada da alimentacdo, do eluente e das correntes de saida. O sistema
troca, portanto, as posicdes entre os pontos de entrada e saida, simulando assim o
escoamento em contracorrente da faze liquida com a fase solida.

A separacgfio binaria de sistemas protéicos também foi estudada com éxito
utilizando técnicas de cromatografia continua tipo LMS. Em um de seus trabalhos,
Lucena (1999) simulou, utilizando técnicas computacionais a separagdo da «-
Lactalbumina e B-Lactoglobulina em IMS apresentando perfis de eluigdo que

comprovam a potencialidade da técnica.
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Figura 3.2 - Esquema de um sistema de Leito Moével Simulado

3.5 ALTERNATIVA AOS SISTEMAS DE CROMATOGRAFIA
CONTINUA USANDO SISTEMAS DE RECICLO EXTERNO
ESTACIONARIO (REE)

A cromatografia preparativa em batelada empregando técnicas de reciclo tem se
mostrado um meio efetivo de separar enantidmeros intermediarios visto que € grande a
necessidade de intermedidrios quirais puros de firmacos na industria farmacéutica.
Porém, nesse tipo de cromatografia, quando ¢ requerida alta taxa de produgdo, s&o
usadas grandes quantidades de solvente. Como resultado, o custo operacional do uso da
cromatografia preparativa em batelada ¢ alto e freqlientemente se apresenta inviavel

economicamente (Francotte et al, 1997).
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Nos ltimos anos, a separacio de enantidbmeros em cromatografia por leito
movel simulado (LMS) cresceu em comparacio a cromatografia preparativa em
batelada, a principal razdo, quase sempre, é devido 3 necessidade do maior uso de
solvente na cromatografia preparativa em batelada quando comparada com a
cromatografia em LMS para a separacéio de uma mesma quantidade de racémicos, além
disso, o custo operacional neste Gltimo € significativamente menor que no primeiro.
Nos casos onde se tem a fase estaciondria de baixa resolucfo para enantidmero, a taxa
de produgdo, normalmente, serd maior com o uso da cromatografia em SMB, Schulte
et al (1997), Francotte et al (1998). A desvantagem principal do uso da cromatografia
por SMB ¢ o custo de instalacfio. Sistemas de SMB sdo significativamente mais caros o

que pode, em certos casos, inviabilizar o investimento (Grill and Miller, 1998},

Grill and Milier (1998), apresentaram o desenvolvimento de um processo
cromatografico em estado permanente, para um sistema binario semelhante ac LMS.
Neste trabalho, este novo processo € deniminado reciclo externo estacionario em
circuito fechado com injegdo periédica intra-perfil (REE em circuito fechado). O REE
e o LMS sdo técnicas de cromatografia binarias em estado permanente. Por outro lado
o LMS € um sistema verdadeiramente continuo enquanto ¢ REE € um sistema
repetitivo, porém descontinuo. Assim comeo no LMS, no REE em circuito fechado a
amostra ¢ injetada junto ao perfil cromatografico circulante, e sao coletadas duas
fracdes no inicio € no final do perfil. Os eventos (tais como coleta da fracdo 1 na
primeira extremidade do perfil, inje¢do de amostra e coleta da fracdo 2 na segunda
extremidade do perfil) acontecem a cada ciclo em seqii€ncia. O tipico processo REE
em circuito fechado € na verdade um processo de cromatografia preparativa em
batelada de alto desempenho que foi modificado pela inclusdo de uma véalvula de
reciclo (usada para recircular a fracfio ainda nio separada do perfil cromatografico
através de um “loop”) e uma valvula de injecfio (usada para injetar amostra nova no
ponto apropriado do perfil de eluicdo da coluna). Porém, diferente do seu trabalho

anterior, Grill and Miller (1998), uma $6 coluna foi usada, o que limita a possibilidade
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de aumento de escala, a Figura 3.3 mostra o esquema do equipamento utilizado por
Grill and Miller (1998).

Figura 3.3 - Esquema do equipamento utilizado por Grill et al (1998), para separacéo de
enantidmeros. A - Bomba Cromatografica de alimentagfio; FW - Bomba Cromatografica de solvente;
W, W1, W2 — Rejeitos; F1, F2 — Amostras.

Mecanismos subjacentes do Reciclo Externo Estacionario de circuito fechado
foram estudados por Grill and Miller (1998), usando a separag¢@io de um intermedidrio
de racémico farmacéutico, sendo constatado que a criagéo de um perfil cromatografico
em estado estacionario € crucial para obter fracdes de alta pureza. A estrutura do perfil
em estado estacionario ¢ controlada pelo tamanho das fragdes coletadas e pela
localizacdc dos pontos de injecdes. Os resultados obtidos por Grill em REE foram
comparados a uma separagio de LMS com o mesmo intermedidrio farmacéutico.
Usando as mesmas fases estaciondrias quirais e mesma fase mével, a taxa de produgdo,
pureza, € recuperagles para as duas técnicas mostraram-se parecidas, mas com o REE
foi usado um volume maior de fase mével por grama de racémico. Porém comparado

com uma cromatografia convencional o REE apresentou menor volume de fase moével.
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Figura 3.4 - Esquema do equipamento utilizado por Grill (1999), para separar misturas
de metil e propil para hidroxibenzoatos. A - Bomba Cromatogréafica de alimentagio; W —
Rejeitos; F — Amostras.

Em seu trabalho anterior, Grill and Miller (1998), usou o REE em duas colunas
para separar misturas de metil-para-hidroxibenzoatos e propil-para-hidroxibenzoatos.
O sistema SSR em duas colunas apresenta as mesmas caracleristicas que os sistemas
com uma coluna, porém, no lugar de um loop, onde é armazenada a fragdo a ser
reciculada no sistema de uma coluna, no sistema de duas colunas esta fracdo ja ¢
enviada para a proxima coluna dando seqliencia a uma nova separa¢iio € um novo
ciclo. A Figura 3.4 apresenta um esquema do sistema SSR em duas colunas utilizado
por Grill and Miller (1998).

Os custos de instalagio de um REE de circuito fechado nfio se apresentam tdo
elevados quanto o observado na instalacfio de um sistema de cromatografia preparativa
em batelada (HPLC). Mas eles sfio substancialmente abaixo dos observados na
instalacdo de um sistema cromatografico continuo tipo LMS de capacidade de

producio comparavel.
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3.6 DISTRIBUICAO DO TEMPO DE RESIDENCIA (DTR)

O teste de estimulo e resposta, Levenspiel (1974), ¢ um método de investigagio
amplamente usado para saber por quanto tempo as moléculas individuais permanecem
no interior do leito de particulas ¢ que indica qual € a distribui¢8o dos tempos de
residéncia do fluido que estd escoande no interior do leito de particulas numa coluna

cromatografica.

A distribuicdo desses diferentes tempos, que corresponde a diferentes caminhos
feitos pelas moléculas do soluto no interior do leito de particulas na coluna
cromatografica, € denominada de distribuic8o de idade de saida, E, ou distribuigo de
tempo de residéncia (DTR) do fluido. O tempo (idade), neste caso, € utilizado para
representar o intervalo de tempo que um elemento da corrente de fluido permaneceu no

interior da coluna.

E conveniente representar a DTR do fluido de tal forma que a 4rea sob a

curva seja unitéria, como apresentado na equagéo (3.10).

IE(r)dt =1 (3.10)
0

Este procedimento ¢ denominado de normalizagio da distribuicdo. Na Figura
3.5 esta representada a curva E de distribuigio de tempo de residéncia de saida de um

fluido escoando através de um leito de particulas numa coluna cromatografica.
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Figura 3.5 - Curva de distribui¢do de idade de saida, E, para um fluido escoando
através de um leito de particula numa coluna cromatogréfica.

Um estimulo pode ser a entrada de um tragador no fluido que entra na
coluna cromatografica, enquanto que a resposta € um registro do tempo do tracador que
deixa a coluna. Qualquer substincia que possa ser detectada e que nfo perturbe o
escoamento na coluna, pode ser usada como um tragador. Alguns tipos de sinais de

entrada podem ser utilizados, tais como: casual, periddico, em degrau e pulsante.

Introduzindo-se 4 entrada da corrente fluida o tragador na forma de um sinal
pulsante ideal, tem-se o que é denominado de fungfio delta de Dirac ou impulso. A
resposta obtida na forma normalizada de curva C. A normalizacio € efetuada pela
divisdo de concentracdo medida pela vazio total Q. Na figura 3.6 esta representada a

curva C e suas propriedades.
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Figura 3.6 - Sinal tipico da curva C, obtido como resposta a um sinal de entrada tipo
pulso ideal.

Para relacionar E com C para o escoamento em regime permanente, €
importante notar que a DTR para qualquer lote de fluido que entra deve ser a mesma
que para qualquer lote que sai, para ndo contrariar a suposi¢cdo de regime permanente.
Se introduzirmos na coluna, no tempo t=0, um impulso de um fluido tracador, entdo a
curva C registrara, para esse tracador, o instante no qual as moléculas saem da coluna.
Isso quer dizer que a curva C representa a distribui¢fo dos tempos de residéncia. Desde
que a curva C representa a DTR para um lote particular de fluido que entra, ela pode
também representar a DTR para qualquer outro lote, em particular. Dessa forma, C=E,

e a curva C da diretamente a distribuicio dos tempos de residéncia.

3.6.1 Analise da Distribuicio dos Tempos de Residéncia

Utilizando-se de procedimentos estatisticos, caracteriza-se a funcfo de
distribuigdo de tempos de residéncia (DTR) em termos de seus parmetros tais como o
tempo médio de distribuicio, a dispersdc do tempo médio e/ou cauda da distribuigéo.

Os momentos da DTR séo definidos da seguinte forma:
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Mo, = |t E(t)dt
J (1) (3.11)

onde im € a ordem do momento; Am=1 indica ¢ tempo de retencdo médio, fp, € Am=2
indica a variéncia, ¢, para ¢ momento centrado em relacdio ao tempo de retencdo

médio. Dessa forma, o primeiro momento € representado pela expressio:

TIE(r)dt

Mo, =1, =2 (3.12)
[ct)ar
o segundo por
03'(: —t, Y Cle)dr
o = Mo, — (Mo, =2 _ (3.13)
[c)ar
ou,
" .
2 _ Jt ok (3.14)

o th

] G]C(t)dr )

onde ¢’ éa varidncia, que representa o quadrado da amplitude da distribuigio e tem
dimensdo de tempo ao quadrado.
As equacdes (3.13) e (3.14), podem ser representadas na forma

discretizadas,
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S
= (3.15)
> C.ar
fl
L > HCN,
e (3.18)

Som

i=1

3.6.2 Aplicacdo do Método dos Momentos

Pelos dados experimentais nfio € possivel obter de forma direta 2 DTR, mas
as respostas transientes de uma dada perturbacfio. A aplicagdo do método, se
fundamenta no conhecimento dos momentos de primeira ¢ de segunda ordem das
curvas C(t), uma obtida com a coluna sem o leito de adsorvente, e outra com a coluna

contendo o leito, respectivamente.

A relagdo entre esses momentos nos fornece informagdes intrinsecas do

sistema através das relages:

Mo, =Mo,, — Mo,,, (3.17)

2 2 2 3.18
O, =0, ~0, (3.18)

As relacdes (3.17) e (3.18), fornecem respectivamente o tempo de retencio

¢ a variancia do sistema.

3.6.3 Modelo de Escoamento com Dispersio para Coluna Cromatografica de
Exclusio de Tamanhos
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O modelo de dispersiio € baseado no conceito de cromatografia, e envolve
as fases estaciondrias e méveis. A fase -staciondria corresponde ao liquido no interior

do adsorvente, ¢ a fase mével ac liquido no espago intersticial as particulas.

O balango de massa do soluto (tragador) na fase movel € expresso pela
equacio (3.19), supondo que a geometria da particula € esf€rica, € que o soluto nfio tem
interacfio especifica com o sélido adsorvente, Nakanishi ¢ al (1977); Furusawa et al.,
(1976):

oC, &c, oc, 3K (3.19)
&y =& - - 4C ~C
& & bDé? &2 & R { &Xg s}mR
onde a equacdo acima descrita segue as seguintes condicGes de contorno
t=0,z20 = Cb :Csm() (320)
OSI‘SI’O,Z#O,C:COijESECZﬁ_xu(Cb_CO) (321
r>to,z=0,c=0_—.>pb?£é_=ucb (322)
oz
oc (3.23)

z=1, D, Zt=0
oz

onde que Cy(mg/mL) é a concentraciio de tracador na fase de liguido externa, C;

(mg/ml) € a concentracio do tracador nos poros da fase estaciondria, k; (cm2/s) € o
coeficiente de transferéncia de massa, z (cm) € a posi¢do ao longo da altura do leito, &
¢ a porosidade do leito empacotado, D, (cm2/s) € o coeficiente de difusdo do soluto na
particula, v (cm/min) € a velocidade do fluido na coluna, » (cm) € a posi¢éio ao longo do
raio da particula € R (cm) € o raio da particula . O balango de massa na particula €

€Xpresso por:
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ac, {azcs 2 ac] (3.24)
=D, +

Do modelo fisico utilizado, as seguintes condi¢des de contorno sfo representativas

o0 g (3.25)
o

r=R, K,C,-C,)=¢,D %;— (3.26)

O sistema de equacdes acima pode ser resolvido aplicando-se a
transformada de Laplace (Furusawa et al., 1976). As derivadas de primeira ¢ segunda
ordem da solu¢do, conforme o teorema de Van Der Laan (1957), representam 08

momentos de primeira e segunda ordem, de acordo com a expressédo:

Mo, =(- 1){3 G(s)} —o (3.26)

os*

Furusawa et al (1976) e Arnold et al (1985), apresentam como solugfo para

0s momentos as seguintes expressoes:

Mo, =2(+6,)+ 5 (3.27)
u 2
2 3.28
ot = 2”{5 4-—(1-4-5)2 1] +lo 3-28)
u 12 '
Sendo que:
./ (3.29)
518, H&KJ
£, £,

2 @2 : (3.30)
8 =8, | 2 X, e 1+£~‘3’~I(:z 1,3
i D, % .
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A aplicagdo de um tragador que nfo seja adsorvido, ou seja, K, =0, leva a

simplificacdio das equacdes (18) e (19), resultando
t (3.31)

;2 (3.32)

Aplicando-se ao sistema {coluna empacotada com resina) dois tragadores
distintos, ou seja, um que possa penetrar nos poros do adsorvente (substincia com peso
molecular pequeno, exemplo acetona) e outro que néo possa penetrar nos poros do
adsorvente (substincia de alto peso molecular, exemplo dextrana-blue), pode-se obter a
porosidade do leito, ¢, e calcular a porosidade da particula, ,, utilizando-se a equagio
(3.31).

3.6.4 Determinacio do Coeficiente de Dispesido Axial da Coluna (D;) e do
Coeficiente de Difusdo do Soluto na Particula (D))

Da equacfio (3.16) o segundo momento central representa a varidncia do perfil
de eluicdo a qual € relativo ao HETP ou & eficiéncia da coluna. Utilizando as
transformadas de Laplace para as curvas de elui¢do, pode-se encontrar os valores do
segundo momento na seguinte forma (Nakanishi et al, 1977)

2 3.33
M, m[—%{J[—gg—ﬁﬁ'HK)z L K( L3 H (3-33)
L U

. 15 {p, (KR

O valores de Dy/v e D, sdo encontrados com o grafico M»(2z/v) versus I/v

com os valores dos coeficientes angular e linear respectivamente.



Capitulio 3 Reviséo Bibliografica 37

De acordo alguns autores o valor de D, pode ser obtido de acordo com
correlacdes originadas a partir dos valores da difusividade molecular (D). Segundo

Satterfield et al (1973), temos:

D, =P (121042 42,000 —0958) (3-34)
T

Onde, 1 € o fator de tortuosidade e A € a razdo do didmetro molecular do sclute com o
didmetro do poro da particula que segundo Janson ¢ Rydém, (1998) ¢ igual a (I-W/Ke)
considerando-se um modelo de poro cilindrico onde o fator de tortuosidade T pode ser

arbitrariamente substituido por 1/g,,.

James (1998) mostrou que para sistemas protéicos (trabalho realizados com
Lactoferrina e Lactoperoxidase) a influéncia do Ky na difusdo nos poros de particulas
adsorventes de resinas de troca i0dnica, pode ser desprezada, uma vez que ensaios de
modelagem partindo de dados experimentais, mostram que os valores obtidos para D,
valores de K, obtidos a partir da Equag¢ao (3.35) foram os mesmos quando admitindo K
— og ou seja, a resisténcia no filme liquido para sistemas protéicos nfio influencia os
valores obtidos para a difusfio nos poros. A Tabela 3.7 e a Figura 3.7 mostram os

resultados obtidos por James (1998).

2

2D E
K, ="2m 4031 £ Aot
d pcDm p(.‘

T (3.36)
wMn )

]; (3.35)

D, =94x107"
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Tabela 3.7 Comparagéo dos valores de difus&o nos poros assumindo que existe € que
n#o existe resisténcia no filme liquido da particula para as proteinas Lactoperoxidase ¢
Lactoferrina.

Lactoperoxidase iactoferrina
Resina | KnX10" D, x10" | D107 Biot D,’x10"| D107 Biot
(cm/s) | (cm¥s) | (cm?/s) (cm?s) | (em®/s)
Sepharose
BigBeads | 390 | 200 | 2,00 | 39,00 | 550 | 550 | 142,00
Sephrose
Fast Flow 4,40 3,00 2,50 | 16,00 | 5,00 5,00 | 93,00
Sepharose
High
Performce | 8,90 2,50 3,50 | 10,00 | 6,00 6,00 | 56,00

* Km calculado a partir da equacdo (3.35)

® valor obtido assumindo que nfo existe resisténcia no filme liquide na particula admitindo Er— o
¢ valor obtido assumindo que existe resisténcia no filme Hquido na particula.

* Valores obtidos através da referencia James (1998).
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Figura 3.7 Influéncia do Kyna difusfio nos poros de particulas adsorventes de

resinas de troca ibénica
Figura obtida através da referencia James (1998),
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CAPITULO 4

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EMPACOTAMENTO DAS COLUNAS UTILIZADAS NO REE

Os empacotamentos das colunas seguiram as instrucdes do manual do

fabricante (Pharmacia Biotec-EUA) com algumas modificagfes.

a)
b)

c)
d)

e)

g

h)
)

Com o pistdo superior das colunas desmontados, foi medido o volume 1til da
coluna.

Uma suspensdc de 75% da resina em agua foi preparada ¢ homogeneizada.

Essa suspenséo foi colocada de uma tnica vez dentro da coluna.

A base superior da coluna juntamente com o pistdo superior foi colocada de
forma a ndo comprimir a suspenséo.

Foi conectada na parte superior da coluna uma bomba de média pressdo P-500
da Pharmacia Biotec-EUA, ¢ foi mantido uma vazdo de 1 ml/min até que toda a
suspensdo decantasse. Essa operacdo durou em média 2 hrs.

O pistdo foi acomodado na superficie do leito sedimentado, a vazdo da bomba
foi modificado para 8,0 mL/min (suficiente para manter um leitura de 3500 pa
na bomba) durante 45 min.

Apds os 45 min, o pistdo foi ajustado para comprimir 3 mm a partir da
superficie do leito.

Para finalizar, foi mantido uma vazio de 8 ml./min durante 5 min.

O mesmo procedimento foi feito para a segunda coluna.
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A figura 4.1 mostra um esquema da seqiiéncia dos passos de empacotamento das

colunas usada no sistema de REE.

Compressio de 3 vim oo
beite seguido de wm fuxo de
# mi‘min por S min

Suspensdo 75%

Fluxo de 1 mlimin atd Fluxe do 8 mtfmin
total sedimpentacio duraate 45 min

Figura 4.1: esquema da seqiiéncia dos passos de empacotamento das colunas usada no
sistema de REE

4.2 POROSIDADE DO LEITO E DA PARTICULA

Para um bom desempenho do sistema um dos principais pontos a ser
avaliado ¢ a boa condi¢@o das colunas cromatograficas. Assim, para nfo se ter grandes
diferengas no perfil cromatografico ao longo dos ciclos de processo, as semelhancas
entre as colunas devem ser as melhores possiveis, considerando a altura do leito, forma

de empacotamento, massa de resina e niimeros de pratos tedricos.

Para a determinag@o da porosidade da particula da matriz Sephadex G200°,

utilizou-se o sistema mostrado na Figura 4.2. Utilizou-se o tampéo fosfato 50 mM pH
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6,5 com 1 M de NaCl, e os tragadores acetona (1%) e dextrana-blue de massa molar
2000000 g/g-mol (0,2%).

Ap6s a montagem do sistema mostrado na Figura 4.3, mantendo-se os
adaptadores moveis encostados (sem o leito de resina), € com o sistema de aquisi¢cdo de
dados e espectrofotdmetro operando, injetou-se 200 pL do tragador acetona 1%, para
uma determinada vazdo volumétrica Q (mL/min). Coletou-se o sinal V(mV) de saida
no espectrofotdmetro correspondente & absorbancia medida no comprimento de onda
A=265 nm. Repetiu-se esta operacdo para um total de 5 vazdes voluméricas. O mesmo
procedimento foi executado com o tracador dextrana-blue, para as mesmas vazdes
volumétricas. A mesma coluna usada anteriormente foi empacotada com a resina
sephadex G200°, formando-se um leito de altura h(cm). Condicionou-se a resina no
tamp3o fosfato 50 mM com 1M de NaCl. Com o sistema de dados e espectrofotometro
operando, executou-se o mesmo procedimento anterior para os dois tragadores. As

vazdes volumétricas utilizadas também foram as mesmas.

Espectrofotometro

Valvula de
injecio

(uj(((n’ft |

AA | Descarte
Loop

\ | Coluna

\ Aquisicio
de dados

Bomba Adaptadores

Figura 4.2 - Equipamentos utilizados para obten¢io de dados relativos a técnica dos
momentos
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As absorbdncias medidas sfo proporcionais & concentracdio para valores
menores que a injetada. Dessa forma, o primeiro momento foi calculado pela

expressdo:

ftC(t)dt Zn:tici iti(QVi) zn:tiVi
My =R~ _ &

fC(Z)dt ici En:ti(QVi) Zn:tiVi
0 i=] i=1 i=1

Onde M’y; é o primeiro momento para o sistema sem a resina (coluna vazia com os
dois adaptadores mdveis encostados), ti (min) € o tempo em que se mediu C(t), a
concentragdo de tragador na saida da coluna, Q € a constante de proporcionalidade
entre a concentragdo do tracador € o valor do sinal V; (mV) medido no
espectrofotdmetro no tempo t;. Nio ha necessidade de construir-se uma curva de
calibragdo relacionando absorbancia do tragador versos a concentragio do mesmo;

basta utilizar a tensdo medida.

O primeiro momento para o leito, My, quando a coluna esta empacotada com a

resina, foi calculado pela expressdo:

° n (4.2)

ficttde Suc Sular) Sur
0 . i=1 _ I=1

— =

o0

o ¥c Suer) S

0 i=1 =1 =1

O primeiro momento para o leito, MLOI, foi calculado fazendo-se a diferenga

entre os primeiros momento do sistema com a coluna empacotada, My, e aquele sem a
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resina, M’ p;, De acordo com Arnold et al (1985) e Furusawa et al (1976). O primeiro

momento € calculado pela expressdo:

4.3)
M =M -0 =2 =2 +{i-c )]

N

Determinou-se a porosidade do leito de resina utilizando-se os dados obtidos
com o tragador de aito peso molecular, dextrana-blue, visto que esta molécula ndo pode
penetrar nos poros da particula de resina. Neste caso a porosidade da particula €
tomada virtualmente como sendo €,=0, € a expressio para o primeiro momento do leito

fica:

A L b _ h 44)
My =M My -2 =,

que € a equacdo de uma reta com inclinagéo €., € que representa a propria porosidade

do leito de resina, que pode ser obtida a partir do grafico de M"y; versus h/v,.

Dessa forma, a porosidade da particula foi obtida com a utilizagcdo dos dados do
tracador acetona, visto que este pode penetrar nos poros da particula. O valor de

[&+(1-&)&,] corresponde a inclinagdo da reta obtida no grafico de M-y, versus h/v,.

O mesmo procedimento usado para avaliar a porosidade do leito e da particula
foi utilizado para determinar os valores de D, e D, da Equacéo (3.33). Com o sistema
de aquisi¢do de dados e espectrofotdmetro operando, injetou-se 200 pul da proteina o-
lactalbumina para uma determinada vazdo volumétrica Q (mL/min). Coletou o sinal
V(mV) de saida no espectrofotdmetro. O sinal corresponde a absorbéncia medida no

comprimento de onda A=280 nm. Repetiu-se esta operacdo para um total de 5 vazdes
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volumétricés. O mesmo procedimehto foi executado com a proteina B-lactoglobulina,
para as mesmas vazdes volumétricas. A mesma coluna, j4& empacotada com a resina
Sephadex G200%, formando-se um leito de altura h(cm). Condicionou-se a resina no
tampdo fosfato 50 mM pH 6,5. Com o sistema de dados e espectrofotometro operando,
executou-se o mesmo procedimento anterior para as duas proteinas. As vazdes
volumétricas utilizadas também foram as mesmas.

As absorbéncias, ou concentracdes, medidas sdo proporcionais a variancia

do sistema de acordo com a equacdo (3.16), dessa forma temos:

?(t—Mol)zc(t)d’ i(ti—Mo!)2ci i(zi"Mol)z(QVi) Zn(ti“Mal)zVi (45)
M(;’; = G -~ = i=} - - i=1 - - j=i -
fc@a Z c, Zt,(QV,) Zt,V,
(4.6)
M =[:’::’ij Dy sy +BRK[ L, S
: v ) v 15 D, (&,R)

Com o gréﬁco M oy/(22/v) versus 1/v temos valores que se aproximam de um
modelo linear do tipo M’ ,/(2z/v) = a.1/v + b. Com os valores dos coeficientes angular

(a) e linear (b) sdo calculados os valores de D;/ve D, pelas equagdes.

4.7
a= -1-)-"—(1 +HK Y
U
HR*K( 1 5 (4.8)
b= +
5 (D, &)

Os valores de Ky foram encontrados de acordo com Geankoplis, (1993), com a
seguinte equacfo usada para predizer a transferéncia de massa de uma fase liquida para

a superficie de s6lidos em sistemas agitados, Polson (1949).
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| 2 1 4.7
K, =Ln g3 £ |’ Lok P
7 d p.D,) \ Pl
D, =9.4x10"° — L (4.8)
p(Mw )3

4.3 NUMERO DE PRATOS TEORICOS DAS COLUNAS

Seguindo orientagdes do fabricante da resina (Pharmacia Biotec-EUA), apds o
empacotamento da coluna esta devera ser submetida a um teste para identifica¢éo do
nimero de pratos tedricos que corresponde a eficiéncia da coluna. Este procedimento
determina se o empacotamento foi bem sucedido.

O teste foi realizado para as duas colunas empacotadas, utilizando a bomba P-
6000, com uma velocidade superficial de 60 cm/h € uma injecdo de um pulso de 0,20
ml de acetona. A resposta foi um pico, obtido pelo detector UV a 280 nm.

O numero de pratos teéricos foi calculado segundo a equagdo abaixo de acordo
com a Figura 4.3:

N 4.9)

1000
;=5.54(Ve /W%)Z.-—i-—
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Figura 4.3 - Exemplo de um resultado obtido da avaliacdo da eficiéncia da coluna
usando o método descrito no manual do fabricante Pharmacia Biotech para a resina
Shepadex G200°. V., é o volume de eluicdo em mL, W, € a largura do pico a 50% da
sua altura em mm.
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44 SOLUCAO DO MODELO DE ADSORCAO EM COLUNAS
CROMATOGRAFICAS.

O modelo de escoamento em uma coluna cromatografica com resina de
exclusdo de tamanhos, representados pelas Equacdes 3.19 e 3.24, juntamente com as
respectivas condi¢des de contorno (Equacdes 3.20 a 3.23, 3.25 e 3.26), foram reduzidas
a um sistema de equacgOes diferenciais ordinarias e algébricas, utilizando-se o método
de colocagdo ortogonal conforme Finlayson (1980), Villadsen e Michelsen (1978), e
Yao e Tien (1992) e Neves (1995).
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De forma simplificada, a aplicacdo do método da colocagdo ortogonal envolve a
escolha de um polindmio ortogonal para o qual sdo calculadas as raizes z; € as matrizes
de discretizaglio 4; € By. A solugdo obtida para o sistema corresponde apenas a pontos
discretos ao longo da dimensdo radial da particula de adsorvente, pontos estes que séo
definidos pelas raizes do polindmio ortogonal. O polindmio ortogonal usado foi o de

Jacobi, cuja expressdo € descrita em Villadsen e Michelsen (1978),

¥y (a,)x_(—1)"r(,3+1)d"[(l..x)wxnw] (4.10)
(L-x)"x" P2 (x)= Tl 5D =

em que o indice n corresponde ao grau do polindmio, /{n) a fungdo gama, e o ¢ S aos

pardmetros da func¢do peso definida pela equagio:
w(x)=x?(1-x) (4.11)

Dessa forma, para cada par de parametros (¢, /) escolhidos, corresponde uma

série de polindmios ortogonais denotada por P,/*? (x).

A solucdo deste sistema de equacgdes diferenciais e algébricas foi obtida
simultaneamente, utilizando o método RUNGE KUTTA - GILL. A aplicagdo do
método ortogonal € a solugdo do sistema de equagbes diferenciais foram

implementadas num programa computacional em linguagem Fortran.

4.5 RECICLO EXTERNO ESTACIONARIO (REE)

O reciclo externo em duas colunas ja ¢ conhecido desde 1974. A Figura 4.4

apresenta um esquema do sistema REE utilizado para o processamento de uma mistura
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binaria de a-lactalbumina e P-lactoglobulina, proteinas presentes no soro do leite
bovino. Foi utilizado a resina de exclusdo de tamanho, Gel Superdex 200° da
Pharmacia Biotech que segundo Janson e Rydém (1998), apresenta resolucdo em uma
faixa de massa molecular considerando proteinas globulares de massa molar 5 -
600000 g/g-mol. Os leitos fixos das colunas cromatograficas foram preparados
segundo o fabricante e tendo ambas apresentadas N > 10000 pratos tedricos por metro,

de acordo com os célculos realizados através da Equac@o 4.9.

Figura 4.4: Esquema do equipamento experimental usado para o processamento da
mistura bindria das proteinas a-lactalbumina e p-lactoglobulina em REE. B1 e B2 séo
bombas cromatograficas liquidas de baixa e média pressdo C1 e C2 sfo colunas de
leito fixo de resina Sephadex G200 com 6,4 cm de altura € 2,6 cm de didmetro V1 e V2
sdo valvulas de 4 vias para recirculagdo, VC € uma valvula de coleta de fragdes, VE ¢
um valvula eletrdnica para injecdo de amostra no sistema e UV é um analizador em
linha por absorbéncia de ultravioleta 280 nm.

A seguir temos a seqiiéncia de passos para um ciclo de processamento no REE:
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a)

b)

d)

g

h)

Inicialmente a solugfio tampao € bombeada pela bomba B1 para as colunas C1 e
C2 interligadas em série pelas valvulas V1, VC e V2.

A bomba B2 € acionada e a injec8o da mistura bindria € feita pelo acionamento
da valvula VE, e as posic¢des das valvulas V1 V¢ e V2 ddo as condi¢des para a
amostra ser introduzida na coluna C1. A véalvula V1 também da condi¢des para
direcionar o fluxo de saida da coluna C2 para o rejeito.

No inicio do perfil cromatogréafico a valvula V1 toma a posi¢do para direcionar
o fluxo de saida da coluna C1 para o analisador. A vélvula VC toma a posic¢éo
de coleta da 1° fragdo. A Bomba B2 € acionada mantendo o fluxo na coluna C2.
Ap0s a coleta da 1° fragfio, a valvula VC toma a posi¢do inicial e envia o fluxo
que sai da coluna Cl para a coluna C2, esta fragdio recirculada corresponde a
primeira fracdo de reciclo. Neste momento a bomba B2 ¢ desligada.

Apos o reciclo da 1° fragdo a V2 € colocada na posicdo de injecdo do fluxo de
amostra que vem bombeada pela bomba B2 através da vilvula VE. A posicdo da
valvula V1 esta ligando a fluxo que sai da coluna C1 para o analisador e ligando
a saida da C2 para o rejeito.

Apés a injecdo, a bomba B2 ¢ desligada e tem inicio do 2° reciclo que
corresponde ao fluxo que vem da coluna C1 e direciona para a coluna C2.

Ap6s o segundo reciclo a valvula VC € colocada na posi¢do de coleta e tem-se o
inicio da coleta da 2° fracdo que corresponde ao final do perfil cromatografico
que sai da coluna C1. Neste momento a bomba B2 € acionada mantendo o fluxo
constante na coluna C2.

Ap0s a coleta da 2° fracdo, a V1 € posicionada para direcionar o fluxo da coluna
C2 para o analisador; dessa forma a valvula VC mantém a mesma posi¢do para
coletar a 1° fragdo vinda da coluna C2 proveniente da 2° injecdo (item “e”).

No inicio do perfil cromatografico da coluna C2 a véalvula V1 toma a posi¢do
para direcionar o fluxo de saida da coluna C2 para o analisador. A valvula VC
toma a posicdo de coleta da 1° fracdo. A Bomba B2 € acionada mantendo-se 0

fluxo na coluna C1.
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j) Apos a coleta da 1° fracdo, a valvula VC toma a posi¢éo inicial e envia o fluxo
que sai da coluna C2 para a coluna Cl1, esta fracdo recirculada corresponde a
primeira fracdo de reciclo. Neste momento a bomba B2 € desligada.

k) Apés o reciclo da 1° fracdio a V2 ¢ colocada na posicdo de injecdo do fluxo de
amostra que vem bombeada pela bomba B2 através da valvula VE. A posigéo da
valvula V1 esta ligando a fluxo que sai da coluna C2 para o analisador ¢ ligando
a saida da C1 para o rejeito.

I) Apoés a injecdo, a bomba B2 € desligada e tem-se o inicio do 2° reciclo que
corresponde ao fluxo que vem da Coluna C2 que € direcionada para a coluna
Cl.

m) Ap6s o segundo reciclo a valvula VC € colocada na posigéo de coleta e tem-se o
inicio da coleta da 2° fracdo que corresponde ao final do perfil cromatografico
que sai da coluna C2. Neste momento a bomba B2 ¢ acionada mantendo-se o
fluxo constante na coluna C1.

n) ApoOs a coleta da 2° fragdo, a V1 € posicionada para direcionar o fluxo da coluna
C1 para o analisador, dessa forma a valvula VC mantém a mesma posi¢éo para
coletar a 1° fracdo vinda da coluna C1 provenienté da 3° injecdo (item “k™).

0) A seqiiéncia de passos a partir do passo 3 é repetida, trocando a seqiiéncia das
colunas de acordo com o nimero de ciclos desejados. Neste trabalho para cada
experimento foram repetidos 16 vezes. |

p) Ao final de cada processo experimental foi mantido o fluxo da solug¢do tampdo
nas colunas para retirar todo o excesso de material protéico. Apds a
estabilizagdo do sinal do analisador, a soluggo foi trocada por 4gua desionizada

com 20% de etanol para acondicionamento das colunas.

A Figura 4.5 mostra um cromatograma caracteristico de um ciclo de
processamento da mistura das proteinas a-lactalbumina e B-lactoglobulina no sistema
de REE. E possivel observar que a forma do cromatograma corresponde a uma

distribuicdo normal, caracteristica de cromatogramas obtidos por componentes puros.
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A semelhanga se deve ao fato das proteinas apresentaram caracteristicas semelhantes e
possuirem seus cromatogramas individuais intercalados e apresentando baixa

resolucdo, como jé discutido em 3.4.3.
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Figurad4.5 Cromatograma caracteristico Figura4.6 Cromatograma caracteristico
de um ciclo no processamento da mistura de uma seqiiéncia de 6 ciclos no
bindria de p-lactoglobulina e _o- processamento da mistura bindria de -
lactalbumina em REE. Os valores s3o lactoglobulina e . a-lactalbumina em
apresentados em concentragdio REE. Os valores sdo apresentados em
adimensional (Concentragdo  porcentagem de Absorbincia em
total/concentragdo total maxima) em relagdo ao tempo de elui¢dio em min.
relagcdo ao volume eluido em mL . ‘

No cromatograma apresentado na Figura 4.5 sdo mostradas divisdes por linhas
tracejadas que identificam fragdes distintas, cada uma apresentando caracteristicas
diferentes.

Na Figura 4.6 € mostrado um exemplo do cromatograma das duas proteinas
individuais onde a absorbancia total resulta no cromatograma apresentado pela Figura

4.5. Dessa forma, as fracGes coletadas Al e A2 sdo as fragdes mais ricas em f-

lactoglobulina e a-lactalbumina, respectivamente.
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As fracGes R1 e R2 sdo as fracOes onde as proteinas se apresentam misturadas,
sendo que na fracdo Rl a concentracdo de B-lactoglobulina se apresenta em maior
propor¢cdo. Da mesma forma, a fracio onde a concentracdo de c-lactalbumina tem
maior proporc¢éo € a R2. Essas duas fracGes sfo recirculadas no processo, ou seja, elas
séo transferidas do ciclo(n) para o ciclo(n+1). Este procedimento € feito no passo 4
apresentado anteriormente.

A fracdo denominada por “I” também e recirculada do ciclo(n) para o ciclo(n+1).
Porém, essa fragdo entra na proxima coluna juntamente com uma nova injecdo de
amostra ndo processada com o mesmo volume ¢ mesma concentracio da injecéo

anterior. Este procedimento € feito no passo 5 apresentado anteriormente.

4.6 ALIMENTACAO DO SISTEMA REE.

A alimentac@io dos testes experimentais no sistema de REE foi produzida
sinteticamente por um mistura das proteinas a-Lactalbumina e B-Lactoglobulina,
ambas produzidas comercialmente pela SIGMA®. Procurou-se manter a concentragio
dessas proteinas na alimentac8o similar aos valores de concentra¢do encontrados no
soro do leite bovino que ¢ em média 1,5 mg/mL para a a-Lactalbumina e 3,0 mg/mL

para a B-Lactoglobulina.

Ainda sob forma experimental com o objetivo de obter fracGes puras de a-
Lactalbumina e de B-Lactoglobulina, foi testado como alimentagdo, um concentrado
protéico do soro do leite bovino. O soro do leite e também seu respectivo concentrado
foram produzidos em uma planta piloto do TECNOLAT, o6rgdo do Instituto de
Tecnologia de Alimento de Campinas. O leite ja desnatado e pasteurizado a 72°C por
15 seg. foi estocado em tanques encamisados de ago inox e aquecido de 30°C para

35°C para uma coagulagéo prévia.
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A adigciio do coalho (enzima quimosina) foi feita a uma concentracdo de 30
- mL/100L leite juntamente com uma solugédo de 50% de CaCl, em uma concentragdo de
25 mL/100L de leite. Ap6és uma homogeneizacio deixava-s€ em repouso por um

periodo de 40 min a 60 min para a coagulaco.

O codagulo foi cortado para separagdo do soro, que foi estocado em um tanque
inox de 200L, onde era aquecido a 37°C. Mantido a essa temperatura o soro foi
submetido ao processo de ultrafiltracdo através de membranas de 10kDa de didmetro
de poro. Na ultrafiltragéo utilizou-se um fator de concentracdo de 8 a 10, o que era
seguido de 12 ciclos de diafiltracdo. Apods o término do processo, o soro concentrado
foi acondicionado em bandejas, congelado em cémaras a -20°C e posteriormente

submetido a desidratacdo por liofilizacdo.

A Figura 4.7 mostra um fluxograma geral da produgéo do concentrado protéico

de soro doce.
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Figura 4.7- Fluxograma geral do produgéo do concentrado protéico de soro doce

4.7 IDENTIFICACAO DAS FRACOES PROTEICAS

A pureza e o rendimento das fra¢des coletadas foram medidas por
cromatografia analitica em um HPLC modelo SHIMADZU. Amostras de 20 pl foram

aplicadas em uma coluna de troca i0nica analitica Mono Q 5/5 (Pharmacia Biotec-
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EUA), equilibrada com tampdo Tris-HCl a pH 8,0. A eluicdo foi feita com um
gradiente linear partindo de zero a 0,30 M de NaCl no tamp@o original durante 25 min
com vazdo de 1 ml/min. As fragdes foram monitoradas por absorbincia no UV a 280

nm.

A Figura 4.8 mostra um esquema do sistema cromatografico para identificacdo das

proteinas nas fragdes de a-lactalbumina e B-lactoglobulina.

) Bombas A e B
Matriz :

@ Proteina positiva
@ Proteina negativa

Amostra

Coluna Tris-HCI pH B0 Tris-HCI pH §,0
0,3 i de MaCl

Figura 4.8 - Esquema do sistema cromatografico na identificacéo de proteinas



Capitulo § Resultados e Discussdo 57

CAPITULO 5

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 POROSIDADE DA RESINA SEPHADEX G200® E DO LEITO
EMPACOTADO

Determinou-se a porosidade das particulas da Resina Sephadex G200 e do
leito das duas colunas usadas através do método dos momentos, utilizando-se vazdes
volumétricas na faixa de 1,0 mL/min a 3,0 mL/min. Foram utilizadas duas colunas
Pharmacia®, modelo XK-26 (2,6 cm de didmetro). Procurou-se manter as duas colunas
com um maximo de similaridade entre si, mantendo-se o leito de resina com altura
h=6,4 cm para ambas. Exemplos dos sinais V(mV) coletados no espectrofotdmetro
para a coluna 1, quando injetou-se o tragador, com a coluna vazia € com a coluna com
o leito, € apresentado na Figuras 5.1 e 5.2, juntamente com os respectivos tempos de
retencdo medidos. Como era esperado, o tempo de retengfo (tr=1245,0) para a coluna
com o leito de resina € bem maior que o obtido quando a coluna estava vazia (tr=49,9).
A Tabela 5.1 mostra os resultados das outras taxas volumétricas na obtengdo dos
valores do tempo de retengdo para a coluna vazia. A tabela 5.2 apresenta os valores dos
tempos de retengdo obtidos para os tragadores acetona e Dextrana Blue seguindo o

método dos momentos.

Nas Figuras 5.3 e 5.4 estfio plotados os dados experimentais para as duas
colunas usadas respectivamente, obtidos para os primeiros momentos relativos ao leito
de resina usando os dois tragadores, bem como a equacgio da reta ajustada aos dados

experimentais.
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Figura 5.1 - Sinal (mV) coletado em fung¢do do tempo (s), para uma coluna vazia,
usando o tragador acetona, € vazdo volumétrica Q = 1,5 mL/mim.
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Figura 5.2 - Sinal (mV) coletado em funcéo do tempo (s), para a coluna 1 com esta
coluna empacotada com um leito de resina com h = 6,4 cm, usando o tragcador acetona,
e vazdo volumétrica Q = 1,5 mL/mim.
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Tabela 5.1 - Valores do tempo de retengéio para a coluna vazia

Coluna Vazia (tragador acetona)

F(ml/min)
1.00
1.25
1.50
1.75
2.00
2.50
3.00

63
55
50
42
35
29
24

M, (segundos)

59

Tabela 5.2 - Valores dos tempos de retengéio obtidos para os tragadores acetona e Dextrana
Blue seguindo o método dos momentos para as colunas 1 € 2 com h =6,4 cm

Coluna 1 Coluna 2
womis) i, )| racadoracetona | "0 dextrene vegmaor | waceder
My, (s) My (s) My, (s) My (s)
0.0031 2039 1868 734 1831 771
0.0039 1631 1494 587 1464 605
0.0047 1359 1245 503 1232 513
0.0055 1165 1067 420 1057 433
0.0063 1019 934 368 909 375
0.0078 816 747 289 685 292
0.0094 680 623 222 553 244




Capitulo 5 Resultados e Discussdes 60

2000.00 —,
% Acetona
1600.00 —
# Dextrana Blue
% -  —— Calculado
£
8
2 120000 —
7] M ,,=0,9161( hivs)
8
° 4
e
o
E  800.00 —
=
S N
=
M  =0,3601( hiv )
400.00 —| o1 s
0.00 .
i ‘ 1 | l ' 1 ' |
0.00 500.00 1000.00 1500.00 2000.00 2500.00
hivs

Figura 5.3 - Dados experimentais e calculados para os momentos do leito de resina,
utilizando-se os tragadores acetona e dextrana blue para a coluna 1.
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Figura 5.4 - Dados experimentais e calculados para os momentos do leito de resina,
utilizando-se os tragadores acetona e dextrana blue para a coluna 2.
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Para a coluna 1 a equacgdo da reta ajustada aos dados experimentais dos
momentos para o leito, usando o tragador dextrana blue, é:

h (5.1

M, = 0,3601(—)

v

5

onde a inclinagdo representa a propria porosidade do leito de resina, g, = 0,3601.

Para o tracador acetona, a equacfo da reta ajustada aos dados experimentais

v

s

5.2
M, =0,9161( h ] (>-2)

onde o valor da inclinacdo 0,9161 € equivalente a [¢, + (1 - &) &]. Assim, com o valor
obtida da porosidade do leito g, = 0,36, calcula-se o valor da porosidade da particula de
sendo g; = 0,87.

A Tabela 5.3 mostra todos os resultados calculados obtidos pelo método dos
momentos para o calculo da porosidade da particula e do leito para as duas colunas

empacotadas, assim como as equagdes da reta ajustada para cada caso.

Tabela 5.3 - Resultados do célculo da porosidade da particula e do leito para as duas
colunas empacotadas mostrando as equagdes da reta ajustada.

Coluna 1 Coluna 2

Modelo dextrana

Biue My=0,3601(h/vy) | Mps=0,3731(h/v,)

Modelo Acetona | My=0,9161(h/vy) | My=0,9256(h/v,)

Porosidade do Leito

0,36 0,37
(ce)
Porosidade da
Particula (g;) 0.87 0,88

el E R

URCAMP

hafrivt
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5.2 NUMERO DE PRATOS TEORICOS DAS COLUNAS

O ntmero de pratos teéricos foi calculado segundo a equacfo (4-9) de acordo
com o manual do fabricante da resina. As Figuras 5.5 e 5.6 mostram o resultado desta

avaliacd@o onde os valores foram medidos em porcentagem de absorbéncia.

125

100 -

75 -

ABS(%)

50

25

O i H T i t 7 i ¥
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (min)

Figura 5.5 Resultado da avaliagdo de eficiéncia com o célculo do numero de pratos
tedricos por metro para a coluna 1. Onde ABS(%) corresponde a porcentagem de

absorbancia em ultravioleta 280 nm.
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Figura 5.6 Resultado da avaliacdo de eficiéncia com o célculo do numero de pratos
tedricos por metro para a coluna 2. Onde ABS(%) corresponde a porcentagem de
absorbancia em ultravioleta 280 nm.

Os valores obtidos pelo teste de eficiéncia utilizando a equacgéo (4-9) foram N =
13000 ¢ N = 11300 para a coluna 1 e coluna 2, respectivamente. Apesar de
apresentarem volumes de eluicdo ¥, bem aproximados para ambas colunas, o valor de
W, para a coluna 2 mostrou-se um pouco maior que o encontrado para a coluna 1,
fazendo com que o valor de N/m para a coluna 2 fosse menor que o encontrado para a
coluna 1. Porém, segundo o fabricante, para valores de N/m acima de 10000 a coluna
encontra-se bem empacotada, isenta de distirbios que possam comprometer a

separacdo. Na Tabela 5.4 encontra-se o resultado total do ensaio.

Tabela 5.4 - Resultados do ensaio para calculo do nimero de pratos tedricos por metro para as

duas colunas usadas

Coluna 1 Coluna 2
H (cm) 6,4 6.4
v, (cm’) 7,0 6,9
W 12 (cm’) 1,7 1,8
N/m 13045 11306
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5.3 CALCULO DO COEFICIENTE DE DISTRIBUICAO k. PARA AS
COLUNAS UTILIZADAS.

Amostras de proteinas foram injetadas na coluna 1 em trés vazdes volumétricas
diferentes (1,0 mL/min, 1,5 mL/min ¢ 2,0 mL/min) para obter um valor representativo
do volume de eluicdo, a média dos trés volumes obtidos nas trés vazdes volumétricas
diferentes. As proteinas utilizadas foram o-lactalbumina MM 1,4x10* g/g-mol, B-
lactoblobulina MM 1,86x10* g/g-mol, BSA MM 6,6x10* g/g-mol, Imunoglogulina G
MM 1,5x10°g/g-mol ¢ a Lactoferrina MM 8,0 x10* g/g-mol, todas proteinas puras
lactosoro bovino padrio Sigma. Da mesma forma que as proteinas foram injetados
amostras de Dextran e Acetona para obter os valores de volume nulo ¥, da coluna e
volume total ¥, respectivamente. Os valores de K, foram obtidos segundo a Equacdo

(3.1). A Tabela 5.5 mostra os valores obtidos para o calculo do X..

Tabela 5.5 - Valores obtidos para o calculo do K, para as protemas a-lactalbumina, B-
lactoglobulina, BSA, Imunoglobulina G e Lactoferrina

Proteina Vi Vo MM Kd Log(MM)
a-lactalbumina 14000 0,82 4,14
B-lactoblobulina 18600 0,67 427
BSA 31,60 13,92 66000 0,58 4,82
Imunoglobulin G 150000 0,42 5,17
Lactoferrina ' 180000 0,23 5,25

Com os dados da Tabela 5.5 foi possivel obter um ajuste dos valores gerando os
parametros da Equacfo 3.2 que pode ser observado na Figura 5.7. Assim, temos:
K, =2,555-0,1844.log MM (5.3)
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Figura 5.7 Representacdo grafica dos valores do K, para as proteinas a-lactalbumina,
B-lactoglobulina, BSA, Imunoglobulina G e Lactoferrina, apresentando o valor de K,
na forma de um modelo log linear.

5.4 DETERMINACAO DOS COEFICIENTES DE DISPERCAO AXIAL
NA FASE LIQUIDA DA COLUNA (Dy») E DIFUSAO DO SOLUTO
NA FASE SOLIDA (Dp)

As Figuras 5.8 a 5.12 e a tabela 5.6 mostram os experimentos e resultados dos
métodos dos momentos aplicados a o-lactalbumina realizados na coluna 1 em
concentracdes variando de 0,5 mg/mL a 2,5 mg/mL. Para cada concentragdo diferente
o experimento teve a vazdo volumétrica variada de 1,25 a 3,5 mL/min e o mesmo
procedimento foi aplicado a B-lactoglobulina. Os valores sfo apresentados nas Figuras
5.13 a 5.17 e na tabela 5.10. Os pontos experimentais geraram comportamento linear
com valores aproximados de coeficiente angular e linear, o que implica na
aplicabilidade da Equacio (3.33). No entanto segundo Nakanishi, et al (1977)
considerando que o coeficiente de transferéncia de massa (k¢ ) é razoavelmente grande,

o termo 5/K:R € muito pequeno, o que faz com que a Equagfo tome a forma:
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22\ D HR*K|[ 1
My, =2 | 22 (1+HK) + —_
% (u )Lz( ) 15 (D H

0 14

(5.4)

E como conseqiiéncia o coeficiente linear do modelo que representa os dados

experimentais toma a forma:

b

D

p

_HRZK 1 (5.5)
=5

¢ Experimental - alfa-La C=0,5 mg/ml
— Modelo

{

S
M o2/(22/v) = 0,0137(1/v) + 0,3218
R? = 0,9841

Moz/(ZZ/V)
O = N W b

T [ 1 I T 1

0 50 100 150 200 250 300
1/v (cm/s)

Figura 5.8 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a o-
lactalbumina com concentragdo de 0,5 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equacdo (5.4).
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Figura 5.9 Resultados

1/ (cm/s)

experimentais obtidos para o segundo momento para a o-

lactalbumina com concentra¢fo de 1,0 mg/ml em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equacéo (5.4).

¢ Experimental alfa-La C=1,5 mg/ml

3 ——Modelo
so .
By Mo,/(22/v) = 0,0009(1/v) +
N1 A 0,3238
= 4] R? = 0,9839
0 —
0 50 100 150 200 250 300

Figura 5.10 Resultados

1/v (cm/s)

experimentais obtidos para o segundo momento para a o-

lactalbumina com concentracdo de 1,5 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equagio (5.4).
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¢ Experimental alfa-La C=2,0 mg/mi

3 —— Modelo
= 3 N
Rz .
% ‘? i My2/(2z/v) = 0,00981/ + 0,3523
= ] R?=0,9789

O i 1 I T T H

0 50 100 150 200 250 300
1/v (cm/s)

Figura 5.11 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a -
lactalbumina com concentragdo de 2,0 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equagéo (5.4).

4 - ® Experimental alfa-La C=2,5 mg/ml
— Modelo

= 3
N
o2
= Moo/(2z/v) = 0,0101(1/v) + 0,3406
=14 R? = 0,9789

0 H T T T 1

0 50 100 150 200 250 300
1iv (cmis)

Figura 5.12 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a o-
lactalbumina com concentragdo de 2,5 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equagéo (5.4).
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Tabela 5.6 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a o-
lactalbumina com concentragfo variando de 0,5 a 2,5 mg/mL em um leito de resina
comh=6,4 cm.

M 4, /(22/v)
v(cm/s) v
0,5 mg/mL {1,0 mg/mL |1,5 mg/mL 2,0 mg/mL |2,5 mg/mL
0,0039 254,85 3,66 2,91 2,80 2,80 2,90
0,0047 | 212,37 3,16 2,78 2,43 2,39 2,39
0,0055 182,03 2,87 2,25 2,28 2,21 2,27
0,0063 159,28 2,70 213 1,82 2,06 2,03
0,0078 127,42 2,11 1,74 1,61 1,57 1,74
0,0094 106,19 1,69 1,48 1,37 1,29 1,33
0,0110 91,02 1,50 1,24 1,20 1,26 1,20
4 - ¢ Experimental beta-Lg - C = 0,5 mg/ml
—— Modelo
3 o
3 .
% 2 - Moo/(2z/v) = 0,0115(1/) + 0,282
s 1- R? = 0,9769
O ] T ¥ T 1 1

0 50 100 150 200 250 300
1/v (cm/s)

Figura 5.13 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a -
lactoglobulina com concentragdo de 0,5 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equagéo (5.3).
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¢ Experimental beta-Lg - C = 1,0 mg/ml

4 - —— Modelo
3 "
3
% 24 M,/(22/v) = 0,0109(1/v) + 0,26
s 1 R2 = 0,0856
O T T T H T 1
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1/v (em/s)

Figura 5.14 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a [3-
lactoglobulina com concentragéo de 1,0 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equacio (5.3).

¢ Experimantal beta-Lg - C = 1,5 mg/mi

4 —— Modelo
-
3
S Moo/(22/V) = 0,0117(1/) + 0,2443
= 1 R2 = 0,9937
0 : , : ‘ : ,
0 50 100 150 200 250 300

1/v (cm/s)

Figura 5.15 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a [-
lactoglobulina com concentragdo de 1,5 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equacéo (5.3).
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¢ Experimental beta-Lg - C = 2,0 mg/ml

4
- Modelo
=37
2.
E M oo /(22/v) = 0,0126(1/) +0,2772
= 1 R? = 0,9854
0 T T S T 1

0 50 100 150 200 250 300
1/v (em/s)

Figura 5.16 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a -
lactoglobulina com concentragdo de 2,0 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equacdo (5.3).

¢ Experimental beta-Lg - C = 2,5 mg/ml

i

5 —— Modelo
=4
33
S 2 M 02/(22/v) = 0,0142(1/) + 0,2472
= 1 - R? = 0,9886
O T T T i I 1

50 100 150 200 250 300
1/v (cnv/s)

o

Figura 5.17 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a -
lactoglobulina com concentracdo de 2,5 mg/mL em um leito de resina com h = 6,4 cm
apresentando o ajuste linear proposto pela Equacdo (5.3).
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Tabela 5.7 Resultados experimentais obtidos para o segundo momento para a B-
lactoglobulina com concentrag@o variando de 0,5 a 2,5 mg/mL em um leito de resina
comh=6,4 cm.

v(cm/s) v M oz /(22/v)
0,5 mg/mL | 1,0 mg/mL | 1,5 mg/mL | 2,0 mg/mL |2,6 mg/mL

0,0039 254,85 3,10 2,97 3,20 3,40 3,92
0,0047 212,37 2,73 2,64 2,76 3,12 3,34
0,0055 182,03 2,51 2,30 2,36 2,51 2,77
0,0063 159,28 2,09 1,88 2,18 2,20 2,34
0,0078 127,42 1,88 1,65 1,66 1,92 2,07
0,0094 106,19 1,47 1,49 1,55 1,62 1,81
0,0110 91,02 1,20 1,18 1,28 1,40 1,60

A partir dos valores do segundo momento obtido experimentalmente para ambas
proteinas € com o uso do modelo descrito pela Equagdo (5.4) temos os valores de D,
para cada concentragdo usada, ou seja, 0,5; 1,0; 1,5;2,0; € 2,5 mg/mL. A Tabela 5.8 e a
Tabela 5.9 mostra os valores de D, para cada concentragdo usada para as proteinas f-

lactoglobulina e a-lactalbumina, respectivamente.

Tabela 5.8 valores de D, (Coeficiente de difusdo do soluto na fase sélida) para
diferentes concentragbes para B-lactoglobulina em resinas de exclusdo de tamanho
Sephadex G-200, valores obtidos através da aplicacdo do método dos momentos em
uma coluna com altura de leito z = 6,4 cm.

s - | Moy /(22/) = a(1/v) + b
o (M/MLI b r*  |D, (cm’/s) |D, (cm’/s)
05 | 1.156E02 | 028 0.97 1,07E-06 | 1,11E-05
1,0 | 1,008-02| 0,26 0,98 1,15E-06 | 1,05E-05
15 | 11702 | 0,24 0,99 1,22E-06 | 1,13E-05
20 | 126E-02| 027 0,98 1,11E-06 | 1,22E-05
25 | 142E02| 025 0,98 121E-06 | 1,37E-05
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Tabela 5.9 valores de D, (Coeficiente de difusdo do soluto na fase so6lida) para
diferentes concentragSes para o-lactalbumina em resinas de excluso de tamanho
Sephadex G-200, valores obtidos através da aplicagio do método dos momentos em
uma coluna com altura de leito z = 6,4 cm.

Co.a (Mg/ml)

Mox/(22/v) = a(1h) + b

a b r D, (cm*/s)| D, (cm*“/s)
0,5 0,0138 0,32 0,98 9,33E-07 1,33E-05
1,0 0,0106 0,36 0,97 8,26E-07 1,02E-05
1,5 0,0099 0,32 0,98 9,33E-07 9,56E-06
2,0 0,0098 0,35 0,97 8,47E-07 9,47E-06
25 0,0101 0,34 0,97 8,76E-07 | 9,78E-06
1.1E-06 -
5 9.2E-07 - o s ° .
£ 7.2E-07
< 5.2E07 -
© 32807 -
1.2E-07 : : : ; : i
00 05 10 15 20 25 3.0

C.-La (mg/ml)

Figura 5.18 valores de Dp para diferentes concentragdes de o-lactalbumina ¢, em
resinas de exclusdo de tamanho Sephadex G-200, valores obtidos através da aplicacdo
dos métodos dos momentos em uma coluna com altura de leito z = 6,4 cm.
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Figura 5.19 valores de D, para diferentes concentragdes de B-lactoglobulina ®. em
resinas de exclusdo de tamanho Sephadex G-200, valores obtidos através da aplicacdo
dos métodos dos momentos em uma coluna com altura de leito z = 6,4 cm.
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5.5 PROCESSAMENTO DE MISTURAS PROTEICAS DE p-
LACTOGLOBULINA E o-LACTALBUMINA EM REE.

Os experimentos se seguiram variando os volumes das fragdes recirculadas R1 e
R2 em cinco valores diferentes, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 mL. Na Tabela 5.10 sdo

mostradas as condi¢bes de processo para cada experimento realizado.

Tabela 5.10 Condi¢des de processo para os experimentos realizados no reciclo externo
estacionario utilizando uma mistura bindria de -lactoglobulina e a-lactalbumina .

Tempo Concentragao Concentracao
. Volume R1- P Volume de Inicial de B- Inicial de o-
Experimento Total de . ) :
R2 (mL) . . |Inje¢do (mlL)| lactoglobulina lactalbumina
Ciclo (min)
{mg/mL) {mg/mL)
1 1,0-1,0 6,56 2,85
2 1,5-1,5 5,96 3,19
3 2,0-2,0 14 1.9 6,49 2,98
4 2525 6,87 2,80
5 3,0-3,0 5,35 2,57

Nos primeiros testes realizados para definir as condi¢des de processamento das
proteinas em estudo no REE, foi verificado que com um volume de injegédo de 2,0 mL,
com um fluxo de 2 mL, 14 mim foram suficiente para que ocorresse toda a eluicdo da
amostra, em um perfil cromatografico equivalente ao observado pela Figura 4.5, porém
devido as condigdes operacionais e principalmente devido a distribui¢do das valvulas
de controle de direcionamento de fluxo no sistema, na pratica o volume de injegéo foi
correspondente a 1,9 mL. Esse valor € relativo a aproximadamente 5,5 % do volume

total do leito das colunas empregadas no sistema de REE, que € igual a 34,0 mL.

Segundo Janson e Ryden (1998), para obter uma méxima resolucdo em
separagdo cromatografica convencional por colunas de exclusdo de tamanhos, os
volumes de injecdo deverdio ser de 2% a 6% do volume da coluna quando processado

respectivamente de 0,5 a 5,0% do volume da coluna por hora. Em termos fisicos, isso
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significa que para se ter uma maxima eficiéncia de separacdo usando-se as colunas
utilizadas no REE, para processar 6% do volume do leito em amostra, s6 teriamos uma
completa eluicdo em 6,8 h de processamento. Hagel et al (1992), para separar IgG de
transferrina em Superdex® 200, utilizou 2 ¢ 3% do volume do leito em volume de
injecdo aplicando essas taxas de escoamento, € obteve respectivamente 99,5 ¢ 95,0%

de recuperacgéo com 99,99% de pureza.

A utilizacdo do REE permite que se possa aumentar a taxa de fluxo nas colunas
uma vez que apenas as regides de alta pureza do perfil de elui¢do (referentes ao inicio e
final do perfil de eluicdo) € que sfo coletadas, ou seja, as fragdes Al e A2. O volume
das fracdes de reciculo R1 e R2 tem como papel manter no sistema a parte do perfil
cromatografico que apresenta as duas proteinas em estudo, de certa forma “retardando”
a separacdo desta fracdo, uma vez que novos ciclos de eluicio serdo gerados e essas

fracGes serdo incorporadas a esses novos ciclos.

Com a formagdo de ciclos repetidos pela recirculagio das fragdes R1, R2 e INJ,
juntamente com a inje¢io de volumes e concentragdes constantes de novas amostras, a
concentracio das amostras coletadas Al e A2, fragdes que apresentam alta pureza de B-
lactoglobulina e o-lactalbumina, respectivamente, mostram uma tendéncia de atingir
uma relagio C;/C, igual a 1, ou seja, a soma da massa das proteinas individuais
corresponde ao valor das mesmas presente na alimentagdo, o que caracteriza o estado

estacionario.

Os resultados dos experimentos de processamento no REE foram apresentados
mostrando a relagdo de concentragdo adimensional C;/C, (massa de proteina coletada
sobre a massa de proteina na alimentag@o obtida ao longo dos ciclos de eluigéo) € da

pureza das fragdes coletadas.
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[c e }100 (5.6)
C
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(Q’:—L&}wo -1

0

Para B-lactoglobulina

Para a-lactalbumina

Quanto & pureza, a relacio de porcentagem utilizada foi a massa da proteina

individual sobre a massa total da fracgo.

C C , 5.8)
( £-ls }100: —F8 1100 (
Para B-lactoglobulina Cr Cpore +Cora
: 5.9)
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As Figuras apresentadas a seguir mostram os experimentos realizados com a
variagdo do volume das fragdes R1 e R2, seguindo as condigbes de processo
épresentadas na Tabela 5.10.

As Figuras 5.20 a 5.23 mostram o perfil de rendimento e pureza obtido pelas
concentragdes das proteinas em estudo, para o processamento em REE de uma amostra
de B-lactoglobulina e a-lactalbumina com concentragdes iniciais de 6,56 € 2,85 mg/mL

e volumes de reciclo R1 e R2 de ambos 1,0 mL.

A relagdo de porcentagem da concentragdo de proteina referente a Equagéo (5.6)
para PB-lactoglobulina atinge valores proximo a 100% a partir do 6° ciclo de
processamento. A Figura 5.20 mostra que a partir deste ciclo, o estado estaciondrio €

atingido.
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Na Figura 5.21, que mostra valores de pureza de acordo com a Equagfo 5.8,
valores proximos a 100% sdo atingidos logo a partir dos primeiros ciclos de

processamento.
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Figura 5.20 Perfil da concentracio relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-
lactalbumina (4) na fracdo coletada Al ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos de 1,0 mL.
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Figura 5.21 Perfil de pureza relativa das proteinas [B-lactoglobulina (®) e a-
lactalbumina () na fracdo coletada Al ao longo dos ciclos de elui¢do no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 1,0 mL.
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Figura 5.22 Perfil da concentracfio relativa das proteinas B-lactoglobulina (&) e a-

lactalbumina () na fracdo coletada Al ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 1,5 mL.
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Figura 5.23 Perfil de pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-

lactalbumina () na fracdo coletada Al ao longo dos ciclos de eluicdo no REE para
volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos de 1,5 mL.
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Figura 5.24 Perfil da concentragfio relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e o-

lactalbumina (#) na fracfio coletada Al ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,0 mL.
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Figura 5.25 Perfil de pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-

lactalbumina () na fragdo coletada Al ao longo dos ciclos de eluicdo no REE para
volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos de 2,0 mL.
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Figura 5.26 Perfil da concentragdo relativa das proteinas P-lactoglobulina (E) e o-
lactalbumina (#) na fracdo coletada Al ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,5 mL.
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Figura 5.27 Perfil de pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-

lactalbumina (4 ) na fragdo coletada Al ao longo dos ciclos de elui¢do no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,5 mL.
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Figura 5.28 Perfil da concentragfio relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-

lactalbumina (4) na fracfio coletada Al ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 3,0 mL.
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Figura 5.29 Perfil de pureza relativa das proteinas [B-lactoglobulina (®) e o-

lactalbumina () na fracdo coletada Al ao longo dos ciclos de elui¢do no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 3,0 mL.
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Figura 5.30 Perfil da concentragdo relativa das proteinas B-lactoglobulina (&) e -
lactalbumina (#) na fragdo coletada A2 ao longo dos ciclos de elui¢do no REE para
volumes de reciclo R1 € R2 ambos de 1,0 mL.
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Figura 5.31 Perfil de pureza relativa das proteinas [-lactoglobulina () e o-
lactalbumina (4 ) na fragdo coletada A2 ao longo dos ciclos de elui¢dio no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 1,0 mL.
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Figura 5.32 Perfil da concentragdo relativa das proteinas B-lactoglobulina (&) e o-

lactalbumina (4 ) na fracdo coletada A2 ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos de 1,5 mL.

120

100 s
80
60
40
20
0 —] — B EEE

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Ciclos

Concentragao
adimensional

Figura 5.33 Perfil de pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-

lactalbumina (¢) na fracdo coletada A2 ao longo dos ciclos de elui¢cdo no REE para
volumes de reciclo R1 € R2 ambos de 1,5 mL.
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Figura 5.34 Perfil da concentracdio relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-

lactalbumina (¢ ) na fragdo coletada A2 ao longo dos ciclos de eluicdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,0 mL.
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Figura 5.35 Perfil de pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e o-

lactalbumina (4) na fracdo coletada A2 ao longo dos ciclos de eluicdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,0 mL.



Capitulo 5 Resultados e Discussdes 85

120
100

80 +— >

Concentragao
. . 60
adimensional @
40

20 °

>
Ot+—ew2ve995e59 656080808

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Ciclos

¢

L4

Figura 5.36 Perfil da concentracio relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e o-

lactalbumina (¢) na fracfo coletada A2 ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,5 mL.
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Figura 5.37 Perfil de pureza relativa das proteinas [-lactoglobulina (®) e o-

lactalbumina (¢) na frag8o coletada A2 ao longo dos ciclos de elui¢do no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 2,5 mL.
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Figura 5.38 Perfil da concentracdo relativa das proteinas B-lactoglobulina (&) e o-
lactalbumina (¢) na frac8io coletada A2 ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 e R2 ambos de 3,0 mL.
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Figura 5.39 Perfil de pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e o-

lactalbumina (¢ ) na fracdo coletada A2 ao longo dos ciclos de eluigdo no REE para
volumes de reciclo R1 € R2 ambos de 3,0 mL.

De todos os experimentos realizados, apenas os que tiveram maiores valores de
volumes de recirculacfio, R1 e R2, apresentaram um perfil de concentracio relativa
préximo a valores de 100% na regido estaciondria do processo, geralmente para
niimero de ciclos maiores que 6. O contrario pode ser observado nas Figuras 5.20 e
5.22 que mostram os resultados dos perfis da massa relativa das proteinas (-

lactoglobulina e a-lactalbumina na fragfo coletada A1 para volumes de R1 ¢ R2 de 1,0
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e 1,5mL, respectivamente, e pelas Figuras 530 ¢ 5.32 que mostram os resultados dos
perfis da massa relativa das proteinas B-lactoglobulina e a-lactalbumina na fracio
coletada A2 para volumes de R1 e R2 de 1,0 e 1,5mL, respectivamente. Nestas figuras
€ observada uma contaminac@io de uma fracdo pela oufra, ou seja, a fraco Al que
deveria apresentar purezas proximas a 100% para a B-lactoglobulina apresenta a
presengca de «a-lactalbumina; da mesma forma a frac8o A2 apresenta presenca da
proteina B-lactoglobulina, podendo-se concluir que nos experimentos (1 e 2, ver Tabela
5.10) com volumes de reciclo R1 e R2 de 1,0 ¢ 1,5mL os perfis de concentragéo
internos nas colunas para as duas proteinas pode ndio apresentar uma eficiéncia de
separacdo que permita a coleta de amostras com alta pureza. Para esses experimentos

as fragbes Al e A2 apresentam volumes de 5,5 ml € 5,0 ml.

As Figuras de 5.40 a 5.44 apresentam os cromatogramas que mostram perfis de
absorbancia total dos experimentos realizados em REE para mistura binaria de P-
lactoglobulina e a-lactalbumina, com taxa de fluxo de 2,0 mL/min, em colunas com
6,4 cm de leito fixo de resinas de exclusdo de tamanhos Sephadex G200. Os
experimentos seguiram a seqiiéncia apresentada pela Tabela 5.10, onde foi variado o

volume de reciclo R1 e R2 em 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mL.
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Figura 5.40 Perfis de absorbéncia total dos experimentos realizados em REE para
mistura bindria de B-lactoglobulina ¢ a-lactalbumina, com vazio de 2,0 mL/min, em
colunas com 6,4 cm de leito fixo de resinas de exclusfo de tamanhos Sephadex G200 ¢
fragdo de reciclo R1 e R2 de 1,0 mL.

1.2 -
104 11 :
Fracao A1—s :
%% Frdgdo R1 i
g oo :
Lo06, Fraggol :
m 1 1 ¥ 1
< i : t :
2 Fracao R2 :
<044 1 1 ;
Fragdo A2 i
02{ I} ! :
0.0 41t . - Nt
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Tempo (min)

Figura 5.41 Perfis de absorbincia total dos experimentos realizados em REE para
mistura bindria de B-lactoglobulina e a-lactalbumina, com vazdo de 2,0 mL/min, em
colunas com 6,4 cm de leito fixo de resinas de exclusdo de tamanhos Sephadex G200 ¢
fracdo de reciclo R1 e R2 de 1,5 mL.
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Figura 5.42 Perfis de absorbéncia total dos experimentos realizados em REE para
mistura bindria de B-lactoglobulina e a-lactalbumina, com vazio de 2,0 mL/min, em
colunas com 6,4 cm de leito fixo de resinas de exclus@o de tamanhos Sephadex G200 e
fracdo de reciclo R1 e R2 de 2,0 mL.
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Figura 5.43 Perfis de absorbancia total dos experimentos realizados em REE para
mistura bindria de B-lactoglobulina e a-lactalbumina, com vazdo de 2,0 mlL/min, em

colunas com 6,4 cm de leito fixo de resinas de exclusdo de tamanhos Sephadex G200 e
fracdo de reciclo R1 e R2 de 2,5 mL
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Figura 5.44 Perfis de absorbancia total dos experimentos realizados em REE para
mistura bindria de B-lactoglobulina e a-lactalbumina, com vazio de 2,0 mL/min, em
colunas com 6,4 cm de leito fixo de resinas de exclusdo de tamanhos Sephadex G200 e
fracdo de reciclo R1 e R2 de 3,0 mL

Como ja foi dito anteriormente, os experimentos seguiram um processamento
com total de 16 ciclos cada; no entanto, nas figuras 5.40 a 5.44 ndo séo apresentados os
cromatogramas de todos os ciclos, uma vez que os ultimos cromatogramas sdo
similares uns com os outros. Esta caracteristica se torna verdadeira quando o processo

ja se apresenta em regime constante ou estaciondrio, e a relacdo C;/Cy se aproxima de 1.

E observado também que ao longo dos experimentos a base dos cromatogramas
aumenta em fun¢do do aumento dos volumes de recirculacéo, ou seja, das fragdes R1 e
R2. Este comportamento caracteriza uma melhor efici€ncia de separa¢do uma vez que
o aumento dos volumes recirculados leva a um aumento da pureza das fragdes Al e A2

para as proteinas f-lactoglobulina e a-lactalbumina, recpectivamente.
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Com excecdo dos primeiros experimentos (1 e 2, que apresentam volumes
recirculados R1 e R2 de 1,0 e 1,5 mL), se forem observados os cromatogramas da
Figuras 5.42, 5.43 e 5.44, vé-se que estes sofrem uma ligeira inclinag@io para a direita
na direc¢@o da fracio A2 mais rica em o-lactalbumina. Pelos resultados extraidos pode-
se concluir que a a-lactalbumina sofre uma maior dispers@o ao longo do processo
justificando seu menor coeficiente de difusividade, uma vez que na maioria dos
experimentos a fragiio Al (fragdo mais rica em B-lactoglobulina) apresenta indices de.

pureza menores que os encontrados para a fracdo A2.

Pelo fato da a-lactalbumina contaminar a fracdo Al em maior proporcéo, esta
apresenta uma diminuic8io do rendimento em relacdo a B-lactoglobulina. Isto pode ser
evidenciado pela Figura 545 que mostra os valores dos rendimentos totais
encontrados nos processamentos em REE das proteinas B-lactoglobulina e a-
lactalbumina para os experimentos realizados. O rendimento foi calculado de acordo

com as equagdes abaixo:

Para a-lactalbumina (mtjl o =Mt —mrl 100 (5.10)
2 .
mta-La
Para B-lactoglobulina mtgng - mtﬁiLg —mry, 100 (5.11)
4 miy . [
mr, , =mRl,_, +ml, +mR2,_ (5.12)
mr)_, = mRUy_, +ml, +mR2% . (5.13)

Onde: mt*',;, = massa total coletada da Fracdo Al para a-lactalbumina ; mt*? 1. =
massa total coletada da Fragio A2 para o-lactalbumina; mr*%,;, = massa total
recirculada do processo para a-lactalbumina (soma das massas de a-lactalbumina nas

fragbes R1, I e R2 para o 1ltimo ciclo, equagdo 5.12); mr’, . = massa total da
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alimentacdo para a-lactalbumina; mtAlg..Lg = massa total coletada da Fracdo Al para B-
lactoglobulina ; mt* p-Lg = massa total coletada da Fragdo A2 para B-lactoglobulina ;
mr*? p-Lg = massa total recirculada do processo para PB-lactoglobulina (soma das
massas de B-lactoglobulina nas fracdes R1, I ¢ R2 para o tltimo ciclo, equacdo 5.13);

mr” p-Lg = massa total da alimentagfo para B-lactoglobulina .

Devido ao fato dos experimentos de separaco de [B-lactoglobulina e a-
lactalbumina em REE terem sido realizados com colunas de 6,4 cm de leito contendo
resinas Sephadex 200, ndo foi possivel a realizagio de testes com fragdes recirculadas
R1 e R2 que fossem maiores que 3,0 ml. Para valores de reciclo maiores ocorreria um
alargamento bem maior da base dos cromatogramas, o que significa que o final dos
mesmos extrapolaria o tempo de 14 minutos que corresponde ao tempo de ciclo,
comprometendo com isso as fragdes Al e A2, e aumentando significativamente as
perdas de produto. Nas Figuras 5.43 e 5.44 pode-se observar que o tempo de resolucéo
da fracdo A2 ndo € suficiente para que todo o final do cromatograma seja coletado € a
parte da fragdo em excesso € contabilizada como perdas do processo. A Figura 5.43
mostra que para os experimentos 4 € 5 ocorre um aumento das perdas de proteina tanto

em P-lactoglobulina (fragdo A1), como também para a a-lactalbumina (fracdo A2).

A Tabela 5.11 mostra um resumo dos resultados encontrados para os
experimentos realizados em REE para mistura bindria de f-lactoglobulina ¢ a-
lactalbumina, com taxa de fluxo de 2,0 mL/min, em colunas com 6,4 cm de leito fixo
de resinas de exclusdo de tamanhos Sephadex G200. Os experimentos seguiram a
seqiiéncia apresentada pela Tabela 5.10 onde foi variado o volume de reciclo R1 € R2
em 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 ml. Nesta tabela € apresentado o fator de concentragdo em
termos das proteinas de maior concentracdo para cada fra¢do coletada. O fator de

concentragdo definido pelas EquagGes 5.14 e 5.15 determina o quanto o componente
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(proteina) em questdo estd concentrado em relagdio a sua concentracdio presente na

alimentag@o; valores menores que 1 significam que houve diluigdo na separagéo.

- Aln
Mmp-1g

-Lactalbumi — —dln 5.14
Para a-Lactalbumina P V. e mane V. ne ( )
p-lg — me B-Lg m” v
p-Lg B-Lg” Aln
V_nc
—A42n
. Mo-La
Para B-Lactoglobulina v i e (5.15)
I s T
ma—La a—LaVAZn
V,nc

—dm iy .t ~ .
Onde: mea-1. ¢ a média das massas das seis tltimas fracdes A2 coletadas de a-La, V,,, €

o volume da fragdo A2 coletada para o experimento #, V,, ¢ o volume da alimentagfo

por ciclo para o experimento n € nc € o niimero de ciclos.
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Figura 5.45 Valores dos rendimentos totais encontrados nos processamentos em REE

das proteinas B-lactoglobulina (®) e a-lactalbumina (¢) para os experimentos com
volumes de reciclo R1 e R2 de 1,0; 1,5;2,0; 2,5 ¢ 3,0 mL.
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Figura 5.46 Valores das perdas encontrados nos processamentos em REE das

proteinas [-lactoglobulina (®) e o-lactalbumina (4) para os experimentos com
volumes de reciclo R1 ¢ R2 de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 mL

Tabela 5.11 Resumo dos valores de processo obtidos para a separagfio de uma mistura

protéica de P-lactoglobulina e o-lactalbumina em REE para os experimentos com
volumes de reciclo R1 e R2 de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 mL

Experimento 1 2 3 4 5
) T 256 | 520 | 478 | 434 | 410
Massa Total Injetada (mg) g-l_; 1049 {924 171073 11109 1 85,6
o AT aLa 62 1 3.1 725 75 T3
Massa Total ¢ Big 801 1607 1 838 897 1 639
Coletada (mg) Fracio A2 a-La 31,0 38,8 34,2 324 29,9
¢ B-Lg 89 123 70 0.9 0.7
) - ola 652 | 836 | 844 | 862 | 6852
Redimento (%) Big 705 1924 1 062 1674 54.0
Pareza® (%) olaemA2 | 771 | 968 | 969 | 993 | 983
o BlgemAl [ 624 7953 17968 17080 1 989
e Comcontracs alaemA2 | 020 | 035 | 042 | 046 | 058
ator de Lonc gao B-Lgem Al 0,40 | 0,36 0,41 0,46 0,54

* Foi calculado a média da pureza dos Ultimos seis ciclos, priorizando a regido onde o perﬁ de concentracao se
apresenta aproximadamente constante.

5.6 MODELAGEM MATEMATICA

Em uma cromatografia por exclusdo de tamanhos sdo considerados os trés

processos de transferéncia de massa na coluna:

a) Dispersdo axial na fase liquida da coluna;
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b) Transferéncia no filme liquido entre a fase estaciondria (particula) e a fase
movel (fluido);
c) Difusdo dos componentes através dos macroporos das particulas na fase

estacionaria.

Porém algumas consideragdes devem ser feitas antes da formulacdo do modelo

matemético como forma de simplificar a aplicacfio das equacgdes, como se segue:

a) E considerado que a coluna é isotérmica;

b) N3o ocorre interacdo entre os solutos;

¢) Os coeficientes de Difusdo e de Transferéncia permanecem constantes ao longo
da coluna;

d) A distribuicdo das particulas ao longo da coluna € mantida constante;

e) E desconsiderada qualquer forma de difusdo radial na coluna.

5.6.1 Formulacao do Modelo Matematico

De acordo com as consideracdes feitas as equagdes matematicas que descrevem
o comportamento da cromatografia por exclusdo de tamanho sdo formuladas como
equacgdes diferenciais parciais de balango de matéria para os componentes na fase

movel e fase estacionaria, como é mostrado:

76, _ 8 3K (1-8)G-Cou) (5.16)
& & &R,

2[R

=D,

As condi¢des de contorno seguem:

t=0,z20 = C,=C, =0 (5.17)
.18
t>1,,z=0,C=0=D, aacb =vC, (5-18)
74
UNICAMDP

BIBLIOTECA CF

#

ey

tj.}fyﬁﬁ}
z %

kI

FERR
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z=1=D, % g (5.19)
0z
0<t<t,z=0,C=C, =D, 666’,, .—.u(cb_ca) (5.20)
z
Para a particula:
oc, 8°C, 28C, (5.21)
:D R
ot e roar
r=0,%% 0 (5.22)
or
oC, (5.23)
r=RK,(C,-C )=eD, =
Introduzindo as varidveis adimensionais temos:
Para Coluna
05 ,2 9.5 T (5.24)
0 L Co R
pe, =L g Kk | EDL _3Binfl-¢,) (5.25)
Dp (SPDP) Rpu gp
i 5.26
222 re, T -g(0-0) 20
or oy
T:O,y:Q(D:B:O (5.27)
OSrﬁro,yzo,cI):l:>éq_)=PeL(q)__l) (5.28)
@} .
(5.29)

T>T ,y'=O,C =0=>§9=Pe )
) 0 o L



Capituio 5 - Resultados e Discussbes 97

Para Particuia
gg_n 2’9 200 (5.30)
or ox? x ox
5.31
x=1 0
Cé(r):{l se 0<57r<7,,0 se t27, (5:32)
0

Uma das principais dificuldades no tratamento matemético para a solucdo
numérica de sistemas dessa natureza, consiste na avaliacéo dos valores de D;, D), e K.
Os resultados obtidos por equacdes empiricas muitas vezes ndo se ajustam as
condic¢des reais; assim, uma alternativa seria a avaliacdo desses pardmetros por técnicas

experimentais, como € o caso do método dos momentos, mostrado anteriormente.

O modelo acima, representados pelas Equacdes 5.26 e 5.30, pode ser reduzido a
um sistema de equacdes diferenciais ordinarias e algébricas, DAE, aplicando o método
da colocagio ortogonal, conforme Finlayson (1980), Villadsen e Michelsen, (1978).
Dessa forma, discretizando-se a varidvel espacial y da Equagdo 5.26, através do

método da colocagdo ortogonal obtém-se:

d(I) N+2 N+2 5.33
- =5 B,®, - Pe, Z 4,0, -£®,-0,) (j=2.N) (5-33)
k=1

que representa as equagdes diferenciais ordindrias nos pontos de colocagdo (j=2...N)
internos ao dominio 0 < Y > 1. Aplicando-se 0 método da colocagdo as condigdes de

contorno (Equacgdes 5.28 € 5.29) resulta:
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N+l

D A4,®, =Pe(@-1) (5-34)

k=1
WEd 5.35
> 4,D, =0 (5-35)
k=1

A condig8o inicial é:
T:O (Dj :O 9}, :O (5.36)

As equagdes na fase sélida ficam:

(5.37)

dg n N+l 2 N+l
— = >»B .6, +—> A.0
r gp (; a2 X poe Jk kJ
Com as condig¢des iniciais

Na2 | 5.38
S 4,®, =Bi (@, -k0,) (c>0,¥=1) (5-38)
k=1

N+2 . (5 .39)

> 4,0,=0 (r>0,Y=0)
k=1

A solugdo do sistema de equagGes diferenciais ordinédrias formados pela
equagdo 5.33, juntamente com a equag@o 5.37, correspondentes a fase solida, foi
realizada simultancamente, utilizando o método de integracio RUNGE KUTTA -
GILL com cédigo FORTRAN de dominio publico.
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5.6.2 Resultado da Simulacio do Sistema de Reciclo Externo Estacionario na
Separacio da a-Lactalbumina e B-Lactoglobulina.

As Figuras de 5.47 a 5.56 mostram os resultados obtidos pela simulagio do sistema de

Reciclo Externo Estaciondrio na separagdo da a-Lactalbumina e 3-Lactoglobulina.

Os resultados encontrados pela simulagfio mostraram uma concordincia com os
valores encontrados pelos testes experimentais. Porém, foi observado que em todos os
resultados obtidos por simulagfo o estado estacionario € atingido logo apds os primeiros ciclos

enquanto que para os valores obtidos pelos testes experimentais esse tempo foi maior.

90
80
70

60
Concentragdo 5

adimensional 4o |

30
20
10

0

.\; \\

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Ciclos

Figura 5.47 Perfil da concentracfio relativa obtido pela simulacdo em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragdo Al
ao longo dos ciclos de elui¢do para volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 1,0 mL.
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Figura 5.48 Perfil da concentragdo relativa obtido pela simulagdo em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragdo A2
ao longo dos ciclos de elui¢do para volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 1,0 mL.

120
100
Concentraciao 80
adimensional 60 /
40
20
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Figura 5.49 Perfil da concentragdo relativa obtido pela simulagio em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragdo Al
ao longo dos ciclos de eluigdo para volumes de reciclo R1 € R2 ambos com 1,5 mL.
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Fragdo 2

100

Concentragio 60 /
adimensional 49

0 g ; ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Figura 5.50 Perfil da concentracdo relativa obtido pela simulagdo em REE do

processamento das proteinas f-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragcdo A2
ao longo dos ciclos de eluigdo para volumes de reciclo R1 € R2 ambos com 1,5 mL.
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Figura 5.51 Perfil da concentragfio relativa obtido pela simulagdo em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragdo Al
ao longo dos ciclos de elui¢@o para volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 2,0 mL.
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Figura 5.52 Perfil da concentracdo relativa obtido pela simulagdo em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragdo A2
ao longo dos ciclos de elui¢@o para volumes de reciclo R1 € R2 ambos com 2,0 mL.
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Figura 5.53 Perfil da concentragio relativa obtido pela simulagdio em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fracdo Al
ao longo dos ciclos de eluig¢fo para volumes de reciclo R1 € R2 ambos com 2,5 mL.
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Figura 5.54 Perfil da concentracdo relativa obtido pela simulagdo em REE do

processamento das proteinas f-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragio A2
ao longo dos ciclos de eluigdo para volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos com 2,5 mL.

100
80
Concentl:agﬁo 60
adimensional 40 /
20
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Ciclos

Figura 5.55 Perfil da concentracdo relativa obtido pela simulagio em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fracdo Al
ao longo dos ciclos de eluigfio para volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.56 Perfil da concentracio relativa obtido pela simulagdo em REE do

processamento das proteinas B-lactoglobulina (—) e a-lactalbumina (—) da fragdo A2
ao longo dos ciclos de elui¢do para volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Tabela 5.12 Resumo dos valores de simulacdo do processo de separagdo de uma

mistura protéica de B-lactoglobulina e a-lactalbumina em REE com volumes de
recicloR1 eR2de 1,0; 1,5;2,0;2,5¢ 3,0 mL

Experimento - Simulagao 1 2 3 4 5
: wla 456 | 520 | 478 | 434 | 410
Massa Total Injetada (ma) B-Lg 1048 | 924 | 1073 | 11098 | 856
o oLa 64 | 70 79 1 05 0.3
Massa Total ¢ Big 787 1910 | 885 | 962 1 715
Coletada (mg) 3 aila 322 77406 17383 1404 | 353
Fragéo A2 Big 187 | 00 0.0 0.3 13
: - aLla 741 1 906 | 803 | 896 | 903
Redimento (%) pig 786 080 1 081 | 083 | %44

a-La em A2 63,4 100,0 100,0 99,3 96,7
B-Lg em A1 82,7 92,0 97,9 99,6 99,6
- o-La em A2 0,24 0,33 0,35 0,40 0,45
Fator de Concentragéo B-Lg em A 0,26 0.35 0.38 0.43 0.45

* Foi calculada a meédia da pureza dos Titimos seis ciclos, priorizando a reg%o onde o perﬁ'! de concentracdo se
apresenta aproximadamente constante.

Pureza* (%)

De acordo com a Tabela 5.12, que mostra o resumo dos resultados obtidos pela
simulagdo dos experimentos, é observado que os menores rendimentos € purezas S0
encontrados para o primeiro experimento realizado com volume de reciclo R1 ¢ R2 de
1;0 mL. Apesar dos valores simulados nfo estarem exatamente iguais aos obtidos
experimentalmente, estes apresentam tendéncias semelhantes. E observado que o Fator
de Concentragéo manteve-se abaixo de 1.0 para todos os experimentos € que aumenta

ao longo dos experimentos com o aumento do volume de eluigdo das fragdes R1 e R2.

5.7 PROCESSAMENTO DE UMA MISTURA PROTEICA DE SORO DO
LEITE BOVINO EM REE.

Utilizando as mesmas condi¢des de processo que foram usadas para o
experimento 6 onde o volume de reciclo das fragdes R1 e R2 foi de 3,0 mL, para o
processamento em REE de uma mistura binaria de B-lactoglobulina e a-lactalbumina,
foi feito um experimento utilizando um concentrado protéico de soro de leite bovino,

sendo esse concentrado adquirido e processado segundo procedimento descrito na
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secdo 4.6. A alimentagdo ytilizada produzida a partir deste concentrado teve suas
caracteristicas, em termos de concentracdo de proteina, semelhantes as encontrada no
soro do leite bovino in natura. Este experimento teve como objetivo verificar a
funcionalidade da técnica de separacdo em REE quando da utilizacdo de misturas

multicomponentes.

A Figura 5.57 mostra um cromatograma de um ciclo utilizando como
alimentac@o o concentrado protéico do soro do leite restituido & suas concentragdes
iniciais. E possivel observar a presenca bem definida de dois picos; o primeiro deles
corresponde as proteinas de alto peso molecular, que seriam a Lactoferrina, a
Lactoperoxidase, as Imunoglobulinas € a BSA; o segundo corresponde as proteinas -
lactoglobulina e a-lactalbumina. Assim, para o processamento aplicando as condi¢des
ja estudadas apenas seria utilizada no processo a fracdo referente ao segundo pico,
devendo as proteinas de alto peso molecular, presentes no primeiro pico ser descartadas

como rejeito do processo.
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12 4 Pico com as proteinas de maior peso molecular
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Figura 5.57 Cromatograma de um ciclo de processamento em REE utilizando como
alimentagdo o concentrado protéico do soro do leite restituido & suas concentragdes
iniciais para volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos com 3,0 mL

As Figuras 5.58 a 5.61 mostram os resultados de um processamento em REE
com volumes de reciclo R1 e R2 de 3,0 ml utilizando como alimentagio o concentrado

protéico do soro do leite restituido a suas concentracgdes iniciais.
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Figura 5.58 Perfil da concentragéo relativa obtido pelo processamento em REE de um
concentrado protéico de soro bovino obtendo as proteinas B-lactoglobulina (=) e o-

lactalbumina (#) para a fragdo Al ao longo dos ciclos de elui¢do com volumes de
reciclo R1 € R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.59 Perfil de pureza relativa obtido pelo processamento em REE de um
concentrado protéico de soro bovino obtendo as proteinas B-lactoglobulina (&) e o-

lactalbumina () para a fracdo Al ao longo dos ciclos de eluicdo com volumes de
reciclo R1 € R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.60 Perfil da massa relativa obtido pelo processamento em REE de um
concentrado protéico de soro bovino obtendo as proteinas B-lactoglobulina (=) e a-

lactalbumina (&) para a fragdo A2 ao longo dos ciclos de eluigdo com volumes de
reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.61 Perfil de pureza relativa obtido pelo processamento em REE de um
concentrado protéico de soro bovino obtendo as proteinas B-lactoglobulina (=) e a-
lactalbumina (@) para a fragdo A2 ao longo dos ciclos de eluicdo com volumes de
reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.

Os resultados mostraram que o processamento de uma mistura multicomponente
do soro do leite bovino, para a separagio de proteinas p-lactoglobulina e o-
lactalbumina, néo apresentou bons resultados, gerando as fra¢des coletadas Al e A2
com baixa pureza, baixa massa relativa (m,/my ) e a presenga de perdas significativas

para a p-lactoglobulina.

Uma alternativa para aumentar a pureza das fra¢Ses coletadas Al e A2 foi
submeté-las novamente ao processo REE como fragdes de alimentacdo. A Figura 5.62
mostra um fluxograma da seqiiéncia do reprocessamento em REE das fragdes Al e A2
obtidas como resultado de um primeiro processamento em REE usando como
alimentacdo o soro do leite bovino, uma mistura multicomponente com a presenga das

proteinas B-lactoglobulina e a-lactalbumina.
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Concentrado
do Soro do
Leite

.

¢ REE ——

Fracao Fracao
coletada coletada
A1 A2

| l

REE REE

Fracao Fracao Fracao Fragao
coletada coletada coletada coletada
A1b A2b Ala A2a

Figura 5.62 Fluxograma da seqiiéncia de etapas no processamento em REE do soro do
leite

As Figuras 5.63 a 5.70 mostram os resultados do reprocessamento em REE das
fracdes Al e A2 obtidas como resultado de um primeiro processamento em REE

usando como alimentacdo o soro do leite bovino com volumes de reciclo R1 € R2 de

3,0 mL.
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De acordo com a Figura 5.62 o processamento 1 gera as fracdes Al e A2, sendo
que a fragcdo Al se torna a alimentacdo do processamento 2a, que por sua vez gera as
fracobes Ala e A2a. Da mesma forma a fracdo A2 do processamento 1 se torna a

alimentacgdio do processamento 2b que gera as fragdes Alb e A2b.

Um segundo processamento das fragdes coletadas de um experimento utilizando
como alimentag@o o soro do leite bovino em REE resultou em um aumento na pureza

das novas fracgdes coletadas.
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Figura 5.63 Perfil da massa relativa das proteinas [-lactoglobulina (®) e o-
lactalbumina (4) para a amostra coletada Ala que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras A1 do processamento 1 utilizando como alimentagio o soro bovino
com volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.64 Perfil da pureza relativa das proteinas f-lactoglobulina (®) e a-
lactalbumina (€) para a amostra coletada Ala que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras Al do processamento 1 utilizando como alimentag@o o soro bovino
com volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.65 Perfil da massa relativa das proteinas p-lactoglobulina (#) e a-
lactalbumina (€) para a amostra coletada A2a que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras Al do processamento 1 utilizando como alimentagfo o soro bovino
com volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.66 Perfil da pureza relativa das proteinas P-lactoglobulina (&) e o-
lactalbumina (€) para a amostra coletada A2a que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras A1 do processamento 1 utilizando como alimentagdo o soro bovino
com volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.67 Perfil da massa relativa das proteinas f-lactoglobulina (H) e o-
lactalbumina (@) para a amostra coletada Alb que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras A2 do processamento 1 utilizando como alimentago o soro bovino
com volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.68 Perfil da pureza relativa das proteinas f-lactoglobulina (®) e a-
lactalbumina (#) para a amostra coletada Alb que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras A2 do processamento 1 utilizando como alimenta¢fo o soro bovino
com volumes de reciclo R1 ¢ R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.69 Perfil da massa relativa das proteinas f-lactoglobulina (E) e a-
lactalbumina (9) para a amostra coletada A2b que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras A2 do processamento 1 utilizando como alimentag¢@o o soro bovino
com volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.
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Figura 5.70 Perfil da pureza relativa das proteinas B-lactoglobulina (®) e «o-
lactalbumina (#) para a amostra coletada A2b que foi obtida pelo processamento em
REE das amostras A2 do processamento 1 utilizando como alimentag¢&o o soro bovino
com volumes de reciclo R1 e R2 ambos com 3,0 mL.

Na Tabela 5.13, pelos resultados obtidos, € verificado que além de ocorrer baixa
resolu¢do de separacdo (visto que ocorre contaminac¢io de ambas as fra¢des Al ¢ A2),
existe uma considerdvel perda de massa de p-Lactoglobulina durante o processamento

do soro do leite bovino em REE com volumes de recirculagdo R1 e R2 de 3,0 mL.

No reprocessamento das fragdes Al e A2, verifica-se que a massa relativa
encontrada para as fragOes coletadas Ala, A2a, Alb e A2b aproxima-se de 1, ou seja, a
massa de proteina coletada ¢ aproximadamente igual & massa de proteina na
alimentacéo. Porém, mesmo com uma alta recuperacio foi verificado pelas andlises em
HPLC que a pureza das fragdes A2a e A2b ndo atingem valores proximos a 100%. Tal
comportamento era de se esperar, visto que nfo foi verificada contaminacio de [-
Lactoglobulina nestas fragdes, a diminui¢fio da pureza das fracdes A2a e A2b, podem
ser atribuidas a residuos de ordem protéica provenientes do préprio concentrado
protéico do soro do leite bovino ou a proteinas de baixo peso molecular (menor que

1,6x10* g/g-mol que é a massa molar da o-lactalbumina).

Os fatores de concentragdo definidos pelas equagdes 5.40 e 5.41 foram bem

menores que 0s encontrados nos experimentos realizados com as proteinas P-
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Lactoglobulina e o-Lactalbumina na forma de uma mistura binaria. As fragdes
coletadas se mostraram bem diluidas em relagdo a alimentagdo apesar de terem sido

observados valores proximos a 100% de massa relativa e de pureza.
p

a

‘ My 1a
Para a-Lactalbumina: v « o (5.40)
FCPn = 2o o pet = Dactalaon
Ma-La Ma-1aV,
Ve
Para B-Lactoglobul Dpete (5.41)
ara B-Lactoglobulina: V ne me v :
Aln a A2n __ """p-Lg” Aln
Fi Cﬂ-Lg == = Fi Cﬂ-Lg T —Aln
Mp-Lg mp-1gV,
Ve

Onde m,_,, € a massa de a-La na alimentagdo do primeiro processamento usando o

yo o = 41n . ,oqe .
concentrado protéico do soro do leite, ms-;, € a média das massas de a-lactoglobulina

para a fracio coletada 4/n (n equivale a “a”, “b” ou € inexistente quando referente ao
primeiro processamento), V,, € o volume coletado da fracdo Aln e ¥, € o volume da

alimentaco.
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Tabela 5.13 Resultados do processamento em REE usando como alimentagdo o soro
do leite bovino com volumes de reciclo R1 e R2 de 3,0 mL.

processamento 1 2a 2b

Massa Total Injetada o-La 427 2.7 11,9
(mg) B-Lg 89,0 13,8 12,5

Massa Fracdo A1n a-La 47 0,0 0,0
Total ¢ Blg 234 100 | 7.8
Coletada Fracdo A2n o-La 20,9 2,1 9,0
(mg) ¢ p-Lg 225 10,0 1 00
. * 10 o-La 49 3 73,4 63,9
Redimento* (%) B-ig 6.6 779 76.7
a-La 1.7 0,5 2.1

Perdas (mg) Big 38.7 0.6 0.4

a-L.a em A2n 50,0 63,4 87,8
p-Lg em A1n 70,1 100,0 : 100,0
Fator de Concentragao a-La em Azn 0.41 0,04 0,16

B-LgemAiIn| 021 0,09 | 0,07

Pureza* (%)
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CAPITULO 6

6 CONCLUSOES

1. Com base nos resultados obtidos no estudo da separacfo bindria das proteinas B-
lactoglobulina e oa-lactalbumina em Reciclo Externo Estaciondrio (REE)
utilizando duas colunas cromatograficas empacotadas com resinas de exclusio

de tamanhos Sephadex 200, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

2. E de extrema importincia a uniformidade das caracteristicas das colunas
cromatograficas utilizadas em sistemas de Reciclo Externo Estacionario (REE),
principalmente, em termos de massa de resina, volume de leito e principalmente
eficiéncia de separagdo, sendo esta ultima medida através do ntimero de pratos

tedricos.

3. O empacotamento correto das colunas cromatograficas € fator determinante para
que o processo de separagdo em Reciclo Externo Estacionédrio (REE) seja

confidvel e para que os ciclos de processamento se apresentem uniformes.

4. A técnica de determinagdo dos coeficientes de difus@o das proteinas em estudo
pelo método 'dos momentos se mostrou uma ferramenta eficaz para a
comparacdo com os valores presentes na literatura e também serviu para
avaliacdo do desempenho das colunas cromatograficas utilizadas no processo de

separacdo em Reciclo Externo Estacionério (REE).
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5. Foi verificado que os valores dos coeficientes de difusdo D na particula da
resina utilizada no processo (Sephadex 200) para as proteinas B-lactoglobulina
¢ o-lactalbumina n#o apresentaram grandes variacSes quando avaliados em
funcdo da concentracdo de proteina na faixa de 0,5 a 2,5 mg/mL utilizando o

método dos momentos.

6. O reciclo externo estaciondrio aplicado & separacio de uma mistura bindria das
proteinas B-lactoglobulina e a-lactalbumina mostrou um elevado desempenho

promovendo rendimentos maiores que 85% e purezas proximo a 100%.

7. Foram obtidos na presente tese valores elevados de rendimento e pureza para o
processamento de uma mistura binaria das proteinas B-lactoglobulina e a-
lactalbumina em reciclo externo estacionéario utilizando colunas cromatograficas
com resinas de exclusdo de tamanho. Os valores dos fatores de concentrac¢do se
mantiveram menores que 1, significando que as fragGes coletadas foram mais
diluidas que a alimentagdo. O processo REE necessita, portanto, ser
complementado por uma etapa de concentragio para a obten¢do das proteinas

individuais mais concentradas.

8. O aumento do rendimento das fra¢cdes aumenta com o volume recirculado das
fracdes R1 e R2. No entanto, para os experimentos com volumes de recirculagéo

de 2,5 e 3,0 mL foram observadas perdas de massa de proteina no processo.

9. Os resultados obtidos pela simulagio utilizando o modelo matemaético aplicado,
mostraram-se satisfatorios uma vez que estes seguiram a mesma tendéncia dos

resultados obtidos experimentalmente.
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CAPITULO 7

7 SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

. Utilizar a técnica de Reciclo Externo Estacionario na separagéo protéica

utilizando colunas com resinas de troca idnica, para isso deveré ser feito

estudos preliminares de equilibrio.

Estudar a variacdo das condi¢des operacionais como vazéo volumétrica,
tipo de tampédo utilizado, pH, temperatura, etc., utilizadas na separacéo

protéica utilizando a técnica de Reciclo Externo Estacionario.

. Realizar novos estudos da técnica de Reciclo Externo Estacionario

priorizando aumento de escala assim como utilizar diferentes volumes de

leito nas colunas cromatogréficas.

Estudar a discretizacdo dos modelos matematicos utilizados na
simulacdo da separac¢do e purificagdo protéica, utilizando a técnica de
reciclo externo estacionario, usando o método da colocagéo ortogonal em

elementos finitos.



Capitulo 8 Referéncias Bibliograficas 123

CAPITULO 8

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARNOLD, F.H., BLANCH, HW., WILKE, C.R., "Liquid chromatography plate
height equations" Journal of Chromatography, v. 330, p. 159-199,(1985).

BLANCH, H. W. e CLARK, D. S., “Biochemical Engeneering”, Marcel Dekker, p. 5-
25, (1997).

CORBETT, J. E BURKE, D. “System optimization in the chromatographic separation
of fructose from dextrose in the corn wet milling industry”, Proceedings of

Symposium on Industrial-Scale Process Chromatographic Separations, New
Orleans,U.S.A., March, (1996).

DAVIS, J. G. “Cheese, Volume I Basic Technology”, J. & A. Churchill Ltd., London,
Chapter 2, p. 22., (1965).

DE WIT, J. N., “Functional properties of whey proteins”. Developments in Dairy
Chemistry — 4. Elsevier Applied Science Publishers Ltd, London & New York,
(1989).

FINLAYSON, B. A., “Nonlinear analysis in chemical engineering”, McGraw-Hill,
New York, (1980).

FOX, P. F., “The milk proteins system”. Developments in Dairy Chemistry — 4.
Elsevier Applied Science Publishers Ltd, London & New York, (1989).



Capituio 8 Referéncias Bibliograficas 124

FOX, P. F., “The milk proteins system”. Developments in Dairy Chemistry — 4.
Elsevier Applied Science Publishers Ltd, London & New York, (1989).

FRACOTTE, E. e RICHERT, P., “Applications of simulated moving bed
chromatography to the separation of the enantiomers of chiral drugs”, J.

Chromatogr., v A 769, p. 101-107, (1997).

FRACOTTE, E. ¢ RICHERT, P., “Simulated moving bed chromatography
resolution of chiral antitussive”, J. Chromatogr., v A 796, p. 239-248, (1998).

FURUSAWA, T., SUZUKI, M., SMITH, J.M., "Rate Parameters in heterogeneous
catalysis by pulse tecniques”, Catal. Ver.-Sci. Eng., v. 13, p. 43-76, (1976).

GANETSOS, G. E BARKER, P.E., Eds., “Preparative and Production Scale
Chromatography “, Marcel Dekker, Inc., New York, (1994).

GATTUSO, M. J.,, UOP SORBEX® Simulated Moving Bed (SMB) Technology. A
Cost-Effective Route to Optically Pure Products. CHIMICA OGGL/Chemistry
today, September, p. 18-23 (1995).

GEANKOPLIS, C. J., Transport processes and unit operation, Prentice Hall
International Editions, New Jersey, (1993).

GIDDINGS, J.C. e MALLIK, K.L., “Theory of Gel Filtration (Permeation)
Chromatography”, Analytical Chemistry, v. 38 (8), p. 997, (1966).

GOTTSCHLICH, N. E KASCHE, V., “Purification of monoclonal antibodies by
simulated moving-bed chromatography”, Journal of Chromatography A, v.
765, p. 201-206, (1997).

GOTTSCHLICH, N., WEIDGEN, S. E KASCHE, V., “Continuouos biospecific
affinity purification of enzymes by simulated moving-bed chromatography:



Capitulo 8 Referéncias Bibliograficas 125

theoretical description and experimental results’, Journal of Chromatography
A, v. 719, p. 267-272, (1996).

GRILL, C.M. and MILLER, L., “Separation of a Racemic Pharmaceutical Intermediate
Using Closed-Loop Steady State Recycling”, Journal of Chromatography A, v.
827, p. 359-371, (1998).

GRILL, CM., “ External Steady State Recycling: A New Binary Preparative
Chrometographic Technique”, Isolation and purification, v. 3, p. 29-50, (1999).

GROVES, M. L., “Preparation of some iron-binding proteins and a-lactalbumin from
bovine milk”. Biochim. Biophys. Acta. v. 100, p. 154-162, (1965).

HAGEL, L. e JANSON, J. C., “Size exclusion chromatography, in HEFTMANN,
E., ed. Chromatography”, 5t edition, p. 267-307. Elsevier, Amsterdam, (1992).

HAHN, R., SCHULZ, P., SCHAUPP, C. e JUNGBAUER, A, "Comparasion of
Cation-Exchangers for Fractionation of Bovine Whey Proteins" Institute for

Applied Microbiology, poster, (1997).

HARIS, D. C., Quantitative Chemical Analyses, Fifth Edition, W. H. Freuman and
Company, New York, (1999).

JAMES, E. A., “The application of multicomponente adsorption theory to ion-
exchange chromatography system for recovery of whey proteins”. Ph D

Thesis, University of Queensland, Australia, (1994).

JANSON, J. C., RYDEM, L., "Protein Purification - Principles, High Resolution
Methodos, and Applications". Second Edition, Wiley-VCH. New York (1998).

KELLER, G. E., “Adsorption - Building Upon a Solid Foundation” Chemical
Engineering Progress, v. 91 (10), p. 56-67, (1995).



Capitulo 8 Referéncias Bibliograficas 126

LEVENSPIEL, O., Engneharia das Rea¢des quimicas, 2* Edicdo, Editora Edgard
Blucher Ltda, Sdo Paulo, p. 207-215, (1974).

LUCENA, S. L. “Modelagem e Simulacio da Separacio das Proteinas a-
Lactalbumina e b-Lactoglobulina por Cromatografia Preparativa em
Resinas Trocadoras de Anions utilizando Leito Mével Simulado”, Tese de

Doutorado, Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, Brasil, (1999).

NAKANISHI, K., YAMAMOTO, S., MATUSNO, R., KAMIKUBO, T. " Analysis of
Dispersion Mechanism in Gel Chromatography" Agricultural Biology
Chemistry, v. 41, p.145-1473, (1977).

NEVES, S. B., “Modelagem de um leito fixo de adsorciio para sistemas liquido-
s6lido”, Salvador: UFBA, Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Engenharia
Quimica, Universidade Federal da Bahia, (1991).

ORAM, J. D., “Inhibition of bacteria by lactoferrin and other iron-binding chelating
agents. Biochimica et Biophysica Acta., v. 351, p. 170-176, (1968).

POLSON, A, 1950, "Some Aspects of Diffusion in Solution in Solution and a
Definition of a Colloidal Particle". J. Phys. Colloid. Chem., 54, 649.

REITER, B., “The biological signiﬁcance of the non-immunoglobulin prtective
proteins in milk: lysozume, lactoferrin, lactoperoxidase”. Developments in Dairy
Chemistry — 3. Elsevier Applied Science Publishers Ltd, London & New York,
(1985).

SATTERFIELD, C. N., COLTON, C. Y., PITHER, W. H., Restricted diffusion in
liquids within fine pores, AIChE Journal, v. 19, p. 628-635 (1973)

SHULTE, M., “Comparation of the specific productivity of different chiral
stationary phase using for simulated moving bed chromatography”, Journal
Chromatography, c. A 813, p. 3735-3748, (1997).



Capituio 8 Referéncias Bibliograficas 127

TANFORD, C. Physical Chemistry of Macromolecules, Wiley, New York, (1961).

VAN DER LAAN, E. Th. Notes on the difusion-type model for the longitudinal
mixing in flow ( LEVENSPIEL, O. AND SMITH, W.K.) Chemical
Engineering Science, v. 7, p. 187-191, (1957).

VILLADSEN, J. e MICHELSEN, M. L., “Solution of differential equation models
by polynomial approximation”, Prentice Hall Inc, New Jersey, p. 445, (1978).

YAMAMOTO, S., “Ion Exchange Chromatography of Proteins”, Marcel Dekker,
Inc., New York, (1988).

YAO, CHUNCAI, TIEN, CHI, “Approximation of intraparticle mass trnasfer in
adsorption process II — non-linear system”, Chemical Engineering Science, v.
47,n. 2, p. 465-473, (1992)

ZHIGUO LI, GU, Y., GU, T. "Matematical Modeling and Scale-up of Size-exclusion
Chromatography". Biochemical Engineering Journal, v. 2, p. 145-155 (1998)



