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Versos da can¢do “No Ceard é assim” (1942),

Do compositor cearense, Carlos Barroso.



Resumo

O Acido hialurdnico (AH) é um polissacarideo linear com importantes aplica¢des na
inddstria farmacé€utica, médica e cosmética, fazendo-se necessdria sua purificacdo por ser
oriundo de uma variedade de fontes, animal e ndo animal. Assim sendo, o presente trabalho
discorre sobre a separacdo do AH produzido por fermentagdo em meio de cultura sintético,
utilizando a técnica cromatografica de exclusdo por tamanho. Determinaram-se as melhores
condi¢cdes de separacdo utilizando, inicialmente, uma coluna de exclusdao por tamanho
operando em batelada. Estas condi¢cdes foram mantidas em todos os ensaios e serviram de
modelo para a obtencdo dos pardmetros para o escalonamento do processo. Ainda em
batelada, avaliou-se a inser¢ao da técnica cromatogrifica de troca idnica acoplada a
exclusdo por tamanho, com o intuito de aprimorar a separacao do AH, averiguando resinas
de carater cationico e anidnico. Realizou-se um estudo comparativo entre o processo em
batelada, com e sem a inser¢do da troca idnica, € 0 semicontinuo operado com reciclo
externo estaciondrio (REE), visando a obtencdo de fragdes de AH e proteinas com elevado
grau de pureza. Considerando-se o processo semicontinuo operado em REE foram
avaliados diferentes volumes de reciclo, sendo eles 1,0; 1,5; 2,25 e 3,0 mL. Os resultados
obtidos com o processo semicontinuo em REE alcancaram um percentual de purificagdo
entre 92% e 97% para o AH, trabalhando-se com volumes de reciclo de 1,0 a 3,0 mL,
enquanto que para as proteinas mostrou-se invidvel. A inser¢do da cromatografia de troca
i0nica mostrou-se promissora com o uso da resina catidnica, apresentando 98% de pureza
com um rendimento de 99% para o AH; ao contrdrio da resina anidnica que exibiu uma
perda mdssica de AH em torno de 50%. O escalonamento do processo cromatografico de
exclusdo por tamanho mostrou-se possivel, apresentando resultados semelhantes a operagao

em batelada.

Palavras-chave: dcido hialurdnico, cromatografia de exclusdo por tamanho, reciclo externo

estaciondrio e cromatografia por troca iOnica.
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Abstract

The hyaluronic acid (HA) is a linear polysaccharide with important applications in the
pharmaceutical, medical and cosmetics industry. Its purification is necessary because it is in
a mixture coming from a variety of sources, animal and non-animal. The aim of this work is
the separation of HA obtained by fermentation in synthetic medium, using the technique of
size exclusion chromatography. The best conditions for HA separation were determined
using, initially, a batch operation size exclusion column. These conditions were maintained
in all trials and served to obtain the parameters for the large scale process. The batch
operation also evaluated the ion exchange chromatography technique coupled to size
exclusion, in order to enhance the separation of HA by examining cationic and anionic
resins. A comparative study was carried out between the batch process, with and without
the inclusion of ion exchange, and the semi-batch process with steady state recycling
(SSR), in order to obtain fractions of HA and proteins with high purity. The semi-batch
process operated with SSR assessed in differents volumes of recycle (1.0, 1.5, 2.25 and 3.0
mL). The results obtained with the semi-batch process with SSR achieved a purification
percentage between 92 % and 97% for HA, working with recycle volumes from 1.0 to 3.0
mL, showing to be feasible for HA, while for the proteins proved to be unfeasible, with a
maximum of 60 % purity. The ion-exchange chromatography obtained good results with
the use of cationic resin, with 98% of purity and a yield of 99 % for HA, unlike the anionic
resin which exhibited a mass loss of HA around 50 %. The scale-up process for size

exclusion chromatography proved to be possible, with similar results to batch operation.

Key-words: Hyaluronic acid, Size exclusion chromatography, Steady state recycle, lon

exchange chromatography.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes Gerais

O 4cido hialurénico (AH) € um polissacarideo linear, composto por milhares de
dissacarideos formados por dcido D-glicuronico e N-acetil-D-glicosamina ligados entre si
por ligacdo glicosidica B (1-3) e, alternados, por ligacao glicosidica § (1-4) (KAKEHI et al.,
2003). Também referido como um polieletrélito natural, o AH consiste de um gel hidratado

encontrado em tecidos animais (ZHOU et al., 2006; RANGASWAMY e JAIN, 2008).



Capitulo 1 — Introducdo

Na natureza, o AH € encontrado como parte da parede celular de algumas bactérias
e na crista de galindceos. Nos mamiferos, o AH € abundante nas vélvulas cardiacas, na
pele, nos tecidos esqueléticos, no humor vitreo, no cordao umbilical e no liquido sinovial
(JIANG et al., 2007). Comercialmente, o AH produzido pode ser de origem animal, cujas
principais fontes sdo a crista de galinidceos e o corddo umbilical, ou de origem ndo-animal,
através da via fermentativa, utilizando bactérias do tipo Streptococcus equi (ZHOU et al.,
2006; SOUSA et al., 2009; PIRES, 2009). A producao de AH por processos fermentativos
vem sendo uma opg¢do cada vez mais atraente, vantajosa e confidvel, considerando-se as
restricdes quanto ao uso de materiais de origem animal e a conseqiiente preocupagdo para

aplicagdes biomédicas, devido a ameaga de contaminagdo por agentes virais (PIRES, 2009).

As aplicacdes do AH baseiam-se em suas propriedades fisicas (hidratacdo e
viscosidade), bem como na ordem de grandeza da sua massa molar (MORRA, 2005). A
auséncia de imunogenicidade ou de toxicidade, juntamente com suas propriedades
viscoeldsticas, levam a uma gama de aplicacdes nas industrias cosmética, médica e
farmaceéutica, incluindo hidratantes para a pele, preenchedores faciais e na cicatrizacao de
ferimentos (ZHOU et al., 2006; RANGASWAMY e JAIN, 2008). A demanda por AH ¢
cada vez mais crescente em virtude da incessdavel busca da beleza e do rejuvenescimento

pelo piblico mundial (PIRES, 2009).

A separacdo e purificacio do AH implica na sua precipitacio do caldo de
fermentacdo, repetidamente, usando dlcoois tal como etanol (ZHOU et al., 2006). No
entanto, ndo € suficiente para a completa remocdo de proteinas, provenientes do processo
fermentativo, que atuam como impurezas, sendo necessirio o emprego de uma nova etapa
de purificac@o para atingir o nivel proteico solicitado pelo mercado, por exemplo, Teosyal:
8 ug proteina/g AH; Synvisc: 43 ug proteina/g AH; e Hyalose: < 0,1%
(http://www lifecore.com). Alguns métodos tém sido descritos para a separacdo do AH,
envolvendo sua precipitacdo inicial do meio fermentado, seguido de purificacdo por
cromatografia de exclusdo por tamanho, de troca iOnica e cromatografia liquida em fase
reversa por pareamento ionico (SOUSA et al., 2009; AKDAMAR et al., 2009). Outro
método sugere a insercao de etapas de adsorcdo e ultrafiltracdo antes da precipitacdo do AH

do meio fermentado (WON et al., 2008)




Capitulo 1 - Introducdo

Macromoléculas da ordem de grandeza do AH podem ter sua purificacdo obtida
pela técnica de cromatografia de exclusiao de tamanho, também conhecida como permeacao
em gel. A cromatografia de exclusdo por tamanho € baseada na diferenca de tamanho
molecular ou volume hidrodindmico. Numa mistura contendo macromoléculas com
diferentes massas molares, e que permeia em um leito com gel de exclusdo por tamanho, o
tempo de elui¢c@o € inversamente proporcional a massa molar. Componentes com didmetros
pequenos penetram nos poros das particulas do leito de gel diminuindo suas velocidades
médias relativas e aumentando seus tempos de elui¢cdo. As moléculas maiores, por sua vez,
recebem uma menor influéncia dos poros, pois ndo conseguem penetrar em todo volume

dos poros das particulas e sdo eluidas primeiro (HARRIS e ANGAL, 1995).

A ampliacdo de escala de um sistema de cromatografia de exclusdo por tamanho
pode ser realizada tanto em batelada quanto com sistemas mais sofisticados, batelada
sequencial ou semicontinuo, como é o caso do reciclo externo estaciondrio (REE). A
separacdo por cromatografia preparativa em batelada, quando é requerida alta taxa de
producdo, requer grande quantidade de solvente. Como resultado, o custo operacional €
alto e freqlientemente se apresenta invidvel economicamente para produtos com baixo
valor agregado. Porém, processos cromatograficos preparativos que envolvem reciclo
apresentam uma série de vantagens como um maior rendimento da separa¢do, menor

consumo de solvente e maior produtividade em relagdo as técnicas tradicionais de

cromatografia (NOBREGA, 2004).

A técnica REE € um processo ciclico e similar ao processo cromatogrifico
continuo, conhecido como Leito Mdvel Simulado (LMS), em diversos aspectos. Ambos os
processos sdo ciclicos e as fracdes sdo coletadas tanto nas por¢des iniciais quanto nas
porg¢des finais de um perfil cromatogréfico circulante, e a alimentagao € injetada no interior
desse perfil. Entretanto, o LMS é um processo continuo, enquanto que o REE é um
processo descontinuo repetitivo (QUINONES et al., 2000). Essa técnica tem se mostrado
um meio efetivo de separar biomoléculas de interesse na industria farmacéutica, como por
exemplo, enantiomeros (KENNEDY et al., 2004; GRILL et al., 2004; QUINONES et al.,
2000; GRILL e MILLER, 1998), e misturas protéicas (NOBREGA, 2004).
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GRILL (1998) utilizou o REE com duas colunas para separar misturas de p-
hidroxibenzoato de metila e p-hidroxibenzoato de propila. NOBREGA (2004) utilizou o
REE com duas colunas empacotadas com o gel de exclusao por tamanho Superdex 200
para separar uma mistura bindria de a-lactalbumina e B-lactoglobulina, proteinas presentes
no soro do leite bovino. O sistema REE, com duas colunas, apresenta as mesmas
caracteristicas que o0s sistemas com uma coluna; contudo, no lugar de um loop
(reservatodrio de acondicionamento da amostra para injecao), em que € armazenada a fracao
a ser recirculada no sistema de uma coluna, no sistema com duas colunas esta fracdo &
imediatamente enviada para a préxima coluna dando seqiiéncia a uma nova separagcdo e um

novo ciclo.

Dentro deste contexto, a relevancia do estudo comparativo dos modos batelada e
semicontinuo utilizando-se a técnica do REE acoplada a cromatografia de exclusdo por
tamanho para a purificagdo do AH, obtido por fermentacdo em meio de cultura sintético,
poderd viabilizar sua versatilidade operacional com o aumento da produtividade e,
conseqiientemente, obtencdo do produto com interessantes niveis de pureza. Além disso,
esta técnica pode ser aplicada, também, caso necessdrio, a etapa de fracionamento da
referida molécula de interesse, com a finalidade de obter diferentes massas molares de AH

purificado.

1.2. Objetivo

A presente tese de doutorado tem o propdsito de aprimorar um processo para a
purificacdo do dacido hialurdnico, obtido por via fermentativa, utilizando a técnica
cromatogrifica de exclusdo por tamanho, estabelecendo um paralelo entre os modos
batelada, com e sem a insercao da troca idnica, e semicontinuo operado com reciclo externo

estacionario.
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Metas utilizadas para o alcance do objetivo

¢ Empacotamento de colunas em diferentes escalas, bem como a selecdo de géis com
melhor potencial de purificagdo para o AH, para serem avaliados nos ensaios em
batelada e semicontinuo em reciclo externo estacionario;

¢ [evantamento de dados utilizando uma coluna, em modo batelada, para determinagao de
parametros hidrodindmicos e de transferéncia de massa, bem como determinagdo das
melhores condi¢des cromatogréficas para a separacdo do AH;

¢ Escalonamento do processo em batelada acompanhado dos respectivos experimentos sob
determinadas condi¢des escalonadas;

¢ Montagem do sistema de REE e conseqiiente operacio do mesmo, a fim de se obter
fracdes de AH e proteinas com elevado teor de pureza;

® Automacdo das védlvulas de direcionamento de fluxo do sistema REE, com o intuito de

aperfeicoar as condi¢des operacionais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Acido Hialurénico

2.1.1. Perspectiva Historica

Os pesquisadores Karl Meyer e John Palmer, em 1934, descobriram e isolaram do
humor vitreo bovino, um novo polissacarideo, até entdo desconhecido, contendo duas
moléculas de acucares: dcido D-glicurénico e D-N-acetilglicosamina (HARDINGHAM,
2004; NECAS et al., 2008). O nome “4cido hialurdnico” foi proposto pela junc¢do do termo
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grego hialdide, que significa vitreo - local onde foi encontrado, e pela presenga de 4cido

urénico (MEYER e PALMER, 1934; PIRES, 2009).

A estrutura do AH s6 foi elucidada em 1954, ap6s 20 anos de sua descoberta, por
Meyer que demonstrou a presenca de dissacarideos repetidos unidos por ligacdes B-1-3 e -
1-4 (PIRES, 2009; CHONG et al., 2005; WEISSMAN e MEYER, 1954). O isolamento da
molécula de AH s6 tornou-se possivel na década de 50, quando Meyer e outros
colaboradores extrairam-na de tecidos animais, incluindo pele, fluido sinovial, cordao
umbilical e crista de galindceos. No entanto, o AH extraido de tecidos retinham algumas
proteinas, gerando controvérsias acerca da presenga ou nao de ligacdes covalentes entre o

AH e as proteinas nos anos de 1960 e 1970 (LAPCIK et al., 1998).

2.1.2. Estrutura Quimica do Acido Hialurdnico

Como um polieletrélito natural, o AH € um polissacarideo linear, ndo ramificado,
membro da familia dos glicosaminoglicanos sendo constituido por uma alternancia de
unidades dissacaridicas polianidnicas de &cido D-glicurénico (GIcA) e N-acetil-D-
glicosamina (GIcNAc) associadas por uma ligagao glicosidica -1,3 (ZHOU et al., 2006;
BALAZS, 2009). As unidades dissacaridicas sdo linearmente polimerizadas através de
ligacdes glicosidicas B-1,4 (JIANG et al., 2007), resultando assim, em uma cadeia com a
seguinte estrutura molecular: —[dcido D-glicurdnico (1-B-3) e N-acetil-D-glicosamina (1-f3-
4)], —, contendo cerca de 2.000 a 25.000 unidades dissacaridicas repetidas (CHONG et al.,
2005). A Figura 2.1 ilustra a estrutura do AH e as unidades sacaridicas que juntas formam a

sua unidade dissacaridica.

O nudmero de dissacarideos repetidos em uma molécula de AH pode atingir uma
massa molar em torno de 4 milhdes de Daltons, uma vez que cada dissacarideo equivale a

aproximadamente 400 Daltons. O comprimento médio de um dissacarideo é de 1 nm.

(COWMAN e MATSUOKA, 2005; NECAS et al., 2008).
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GlcA GlcNAc GlcA GlcNAc

COO~

CHs

Figura 2.1: Estrutura do polimero linear de dcido hialuroénico, composto pelas unidades
dissacaridicas de Acido D-Glicur6nico (GlcA) e N-Acetil-D-Glicosamina (GlcNAc), bem
como suas repeticdes ao longo da cadeia (JIANG et al., 2007).

2.1.2. Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos sdo polissacarideos com cardter acido compostos de
repetidas unidades dissacaridicas de actcares amino (D-Glicosamina ou D-Galactosamina)
e 4cido urdnico (4cido D-glicurénico ou dcido L-idurénico) ou galactose (em Sulfato de
Keratan, KS) (LAGO et al., 2005; LAURENT, 1960). Com excec¢dao do AH, que existe
como um polimero livre, todos os demais glicosaminoglicanos sdo sulfatados e unidos
covalentemente as proteinas do nucleo, formando os proteoglicanos. Os
glicosaminoglicanos possuem funcdes fisioldgicas importantes, tais como a retengdo da
agua e o controle eletrolitico (SUNWOO et al., 1998). A Figura 2.2 mostra as estruturas

basicas de alguns glicosaminoglicanos tipicos.




Capitulo 2 — Revisdo da Literatura

COOH C%OH COOH CH,OH

NHCOCH NHCOCH

Acido Hialurdnico 4-Sulfato de Condroitina

C%OH COOH C%OSQH
G380
G R

NHCOCH NHCOCH

Sulfato de Dermatano 6-Sulfato de Condroitina

Figura 2.2: Estrutura bésica de alguns glicosaminoglicanos (KAKEHI et al., 2003).

A maioria dos glicosaminoglicanos € sintetizada no complexo de Golgi, dentro da
célula, e estdo unidas as proteinas. No entanto, o AH € sintetizado na membrana plasmatica
e nao estd associado a nenhuma proteina do nucleo. Estudos revelaram que o AH ¢
sintetizado na parte interna da membrana celular (KAKEHI et al., 2003). A Tabela 2.1

apresenta algumas caracteristicas dos glicosaminoglicanos.
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Tabela 2.1: Caracteristicas dos membros da familia dos glicosaminoglicanos

Massa Molar

Nome aproximada Composicao dissacaridica
(Da)
Acido Hialurdnico 1.000.000 Acido D-Glicurdnico + N-Acetil-D-Glicosamina
Sulfato de Dermatano  35.000 Acido L-Idurénico ou D-Glicurdnico + 4-sulfato
(ou Dermatan) N-acetilgalactosamina
4-Sulfato de 25.000 Acido D-Glicurénico + 4-sulfato de N-
Condroitina acetilgalactosamina
6-Sulfato de 25.000 Acido D-Glicurdnico + 6-sulfato de N-
Condroitina acetilgalactosamina
Sulfato de Heparano 15.000 Acido D-Glicurdnico ou L-Idurénico + 2-sulfato
N-acetil-D-Glicosamina ou N-acetilgalactosamina

Sulfato de Keratan 10.000 Galactose ou Galactose 6-sulfato + N-acetil-D-

Glicosamina 6-sulfato

2.1.3. Propriedades do Acido Hialurdnico

As propriedades do AH, como viscoelasticidade e comportamento no fluido,

dependem do tamanho molecular ou volume hidrodinamico, distribui¢do da massa molar, e

conformagdo das macromoléculas. As amostras de AH, geralmente, ndo sdo monodispersas

com relacdo a massa molar, fazendo-se necessario determinar uma massa molar média, ou

ainda caracterizar a amostra através da distribuicdo da massa molar (COWMAN e

MENDICHI, 2004).

10
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As distribuicdes de tamanho molecular do AH variam de 10° a 10’ Da (ZHOU et
al., 2006). Podem também existir na forma de pequenos fragmentos ou oligossacarideos
(GARG e HALES, 2004). Este polissacarideo € freqiientemente referido como hialuronato
de sddio, por apresentar-se mais estdvel na forma de sal, e ndo na forma de 4cido
protonado, como foi inicialmente descoberto (KAKEHI et al., 2003; NECAS et al., 2008).
O AH difere de outros tipos de biopolimeros das seguintes maneiras (HORKAY et al.,
2009):

e A estrutura central da molécula de AH € hidrofilica, quando submersa em
agua, diferente dos acidos polinucleicos e lipidios que sdo hidrofébicos. Polimeros com
estrutura central da molécula hidrofébicas sdo soliveis em dgua apenas na sua forma
ionizada, e precipitam quando as interagdes eletrostdticas sdo compensadas. A estrutura
central das moléculas de proteinas (cadeias peptidicas) € hidrofilica, mas muitas proteinas
contém seqiiéncias de ambos os residuos hidrofilicos e hidrofébicos.

® O AH ¢é um homopolimero, que vem a ser um polimero formado por unidades
idénticas de mondmeros, enquanto que os dcidos polinucleicos e as proteinas sao
copolimeros, formados por diferentes mondmeros. A caracteristica marcante do AH € que
suas multiplas fungdes sdo asseguradas por uma Unica espécie molecular.

¢ O AH exibe rigidez da cadeia (comprimento de longa persisténcia), ao

contrdrio das proteinas que sdo relativamente flexiveis.

O AH € um polimero randomicamente enovelado que ocupa um volume mil vezes
maior do que é esperado, baseado em seu peso molecular e na sua composicao. Muitas
cargas negativas na molécula atraem cations e dgua, o que lhe confere consisténcia de gel e
propriedades de viscoelasticidade (GRAY et al., 2002). Pode-se imaginar que o AH ¢é
composto de longas cadeias aleatdrias que ocupam um volume relativamente grande, que
ajuda a envolver uma grande quantidade de dgua em suas cavidades entre as cadeias de

enovelamento, agindo como uma esponja molecular (HARGITTAI e HARGITTALI, 2008).

11
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2.1.3.1. Comportamento do Acido Hialurénico em Solucao

Em solucdo fisiolégica, a molécula de AH assume uma estrutura enovelada,
aleatdria e semiflexivel, ocupando um volume muito grande. A estrutura central desta
molécula é fortalecida por uma combinacio da estrutura quimica do dissacarideo, ligacGes
de hidrogénio e interacdes com o solvente (NECAS, et al. 2008). A Figura 2.3 ilustra o
comportamento da molécula de AH em solugdo salina, em que as cores azul e vermelha
alternadas na fita representam, respectivamente, as faces hidrofilicas e hidrofébicas. Isto é
consequéncia da posi¢do assumida pelos grupos pertencentes a molécula de AH, no caso os
atomos de hidrogénio alocados na posicdo axial constituem uma face relativamente
hidrofébica apolar (vermelha), enquanto que as cadeias laterais na posi¢do equatorial
formam uma face hidrofilica de maior polaridade (azul), contribuindo para a formacao de

uma fita em formato espiral (HASCALL e LAURENT, 1997; PIRES, 2009).

Figura 2.3: Modelo de uma fita em formato espiral da cadeia de AH, submersa em solucio
fisiol6gica, em dominio tridimensional (PIRES, 2009; HASCALL e LAURENT, 1997;
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HAO1/HAO1.pdf).

12
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Por ser hidrofilico quando submerso em agua, o AH apresenta comportamento
viscoeldstico, devido a sua propriedade de reter 4gua numa capacidade de milhares de vezes
o seu proprio peso e do elevado nimero de grupos carregados. Estudos fisico-quimicos tém
demonstrado que moléculas de AH em soluc¢do, numa concentragdo de 1,0 g/L, formam
uma rede tri-dimensional estabilizada por interagdes entre cadeias (ZHOU et al., 2006).
Fisicamente, apresenta-se semelhante a clara de ovo, sendo possivel esticar um pouco sem
quebra-lo, confirmando a caracteristica rigida da sua cadeia. Quando hd uma solucdo com
1,0 % de AH e 99,0 % de 4agua, ainda assim mostra-se viscosa e eldstica (HARGITTAI e
HARGITTAI 2008). Em altas concentragdes, as solu¢des de AH apresentam extrema

dependéncia da viscosidade, que por sua vez € bastante elevada (NECAS et al., 2008).

2.1.4. Obtencao do Acido Hialurénico

Um dos dominios de vertebrados em que o AH ocorre em grandes quantidades e
concentracdes é o corpo vitreo do olho, onde foi inicialmente encontrado. Foi entdo que, o
olho — alvo em cirurgias oftalmoldgicas — tornou-se uma das primeiras aplicacOes de
inser¢do do AH. Além do humor vitreo, o AH apresenta-se em abundancia no liquido
sinovial das articulacbes e no espago intercelular da epiderme (HARGITTAI e
HARGITTALI 2008). Ele preenche o espago entre as células de todos os tecidos como um

dos componentes estruturais da biomatriz no corpo dos vertebrados (BALAZS, 2009).

Em um humano adulto, o volume do liquido sinovial € de cerca de 2,0 mL no
joelho. O volume do corpo vitreo nos olhos de um adulto € de cerca de 4,0 mL, dos quais
metade corresponde ao gel e a outra metade ao liquido (HARGITTAI e HARGITTALI
2008). Quantitativamente, mais que 50% de AH (7,0 a 8,0 g em média por humano adulto)
€ encontrado no tecido da pele, onde ela estd dividida em derme e epiderme, e em torno de
35,0 % nos musculos e esqueleto (CHONG et al., 2005). A Tabela 2.2 apresenta uma breve
lista da ocorréncia do AH em diferentes tecidos, suas respectivas concentragdes e alguns

comentarios relevantes (KOGAN et al., 2007).

13
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Tabela 2.2: Ocorréncia do AH em diferentes tecidos animais, suas respectivas

concentracdes e alguns comentarios relevantes (KOGAN et al., 2007).

Concentraciao )
Tecido ou Fluido 1 Comentarios
(ng.mL™)

Soro humano 0,01-0,1 Elevadas concentracdbes de AH em soro de
idosos, portadores de cirrose hepdtica e artrite
reumatdide

Urina humana 0,1 -0,3 Importante fonte de hialuronidase, enzima
responsavel pela quebra da molécula de AH

Linfa toracica humana 0,2 -50 AH com baixa massa molar

Coragdo de coelho 27 AH € o maior constituinte da matriz patoldgica
que obstrui artérias corondrias em coelhos.

Cérebro de coelho 65 Supde-se que AH atue na reducdo da ocorréncia
de tumores cerebrais em coelhos.

Epiderme humana 100 Maior concentragdo de AH em torno das células
que o sintetizam

Humor vitreo humano 140 — 340 Elevadas concentracdes de AH proximo a
maturagdo deste tecido

Derme humana 200-500 Agente rejuvenescedor em dermatologia

Cartilagem nasal bovina 1200 Empregada como modelo de cartilagem em
estudos experimentais

Fluido sinovial humano 1400 - 3600 Aumento de  volume sob  condigdes
inflamatoérias, diminuindo a concentragdo de AH

Cordao umbilical humano 4100 AH com massa molar elevada

Crista de galinaceos 7500 Tecido animal com maior concentragdo de AH

14
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O AH disponivel comercialmente é obtido por extracdao da crista de galindceos ou
produzido através de fermentagao microbiana. Normalmente, o isolamento do AH a partir
do extrato bruto, envolve a precipitacio com solventes organicos, tais como o cloreto de
cetilpiridina ou etanol. Para recuperar o AH isolado, a operacdo de filtracio e/ou
centrifugacdo faz-se necessdria (YANG e LEE, 2007). Considerando a fermentagao
microbiana, o AH € normalmente obtido pelo cultivo de micro-organismos como

Streptococcus zooepidemicus (ZHOU et al., 2006).

2.1.5. Funcdes e Aplicacdes do Acido Hialurénico

A descoberta da propriedade fisico-quimica notdvel do AH, a viscoelasticidade, o
tornou adequado para muitas aplicacoes, especialmente nas dreas farmacéutica e médica.
Atualmente, grande parte da pesquisa médico-farmacéutica concentra-se no uso em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos em campos como a oftalmologia,
dermatologia e traumatologia (LAPCIK et al., 1998; RANGASWAMY e JAIN, 2008).
Outro papel fundamental do AH no organismo humano é a manutenc¢do de algum espacgo
extracelular entre as células mais baixas na estrutura estratificada da epiderme para facilitar
a difusdo de fontes nutritivas e dos produtos residuais das células superiores (TAMMI e
TAMMI, 1998). As fungdes bioldgicas apresentadas pelos oligdmeros de AH tém também

atraido o interesse com relagdo a sua massa molar.

A primeira aplicagio médica do AH em humanos foi como um
suplemento/reposicdo do humor vitreo durante uma cirurgia ocular em 1950. O AH
utilizado nesta ocasido foi isolado inicialmente de corddao umbilical humano, e logo depois,
passou a ser utilizado o AH extraido da crista de galindceos, devidamente purificado e com

aspecto de massa molar elevada (WEISSMAN e MEYER, 1954).

Como um biomaterial, a primeira aplicacdo do AH data de 1961, quando foi
empregado para substituir o corpo vitreo dos olhos em cirurgia corretiva de descolamento

de retina. Em 1977, foi usado como material viscoeldstico em cirurgia de catarata. Em
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1985, foi realizado o primeiro implante de AH reticulado, estabilizando este material contra
degradacdo. AH reticulado € usado para fins de adesdo em cirurgias abdominais e no
tratamento de disfuncdes degenerativas das juntas 6sseas (KIM et al., 1996). NIMROD et
al. (1988) e BROWN et al. (1994) reportaram a utilizacdo de fragdes de hialuronato de

sodio, procedente da crista de galindceos, na formulacdo de cosméticos.

As aplicacoes do AH, no campo biomédico, incluem cirurgias oftdlmicas, o
tratamento da artrose, regeneracdo dos tecidos, desenvolvimento embriondrio, liberacio
controlada de farmacos e o uso em materiais de implante (PIRES, 2009). Também ¢&
utilizado em colirios e produtos alimentares (YANG e LEE, 2007). Segundo MARECAK e
YEUNG (1999), AH de baixa massa molar tem sido usado para aplicagdes farmacé€uticas
tais como formacdo de hidrogel e farmacos para as articulagdes. J4 na cosmetologia, a
aplicacdo de AH ¢é facilmente encontrada em cremes para rejuvenescimento facial, produtos

de limpeza de pele e estética facial (ZHOU et al., 2006).

Muitas das aplicagdes do AH sdo baseadas em seu comportamento em solugdo
aquosa. A caracterizacdo das suas propriedades hidrodinamicas é, por essa razdao, um pré-

requisito importante para definir sua utilizagdao (LAPCIK et al., 1998).

2.1.6. Acido Hialurénico no Mercado

Em 1979, a empresa Biotrics, Inc. - Arlington, MA - lanca para o mercado
consumidor o Healon®, primeiro produto na area oftalmoldgica a base de AH, derivado da
crista de galindceos. Este produto vem a ser um auxiliar cirdrgico utilizado na extracio de
catarata, transplantes de cornea e cirurgia de adesdo de retina. Posteriormente, as empresas
Pharmacia (Suécia) e Pfizer (Nova lorque, EUA) passaram também a fabrica-lo. Ja na area
médica e cosmética, a iniciativa veio com o lancamento do produto Hyalgan® pela
empresa Fidia (Padua, Itdlia), também a base de AH, € utilizado topicamente desde 1960

para terapia de feridas e queimaduras (PIRES, 2009). A Tabela 2.3 apresenta algumas
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aplicacdoes médicas e os respectivos farmacos comerciais, a base de AH, comumente

utilizados.

Tabela 2.3: Algumas aplicagdes médicas de 4cido hialurdnico e os respectivos produtos

existentes no comércio (BROWN e JONES, 2005).

Problema Alvo Aplicacoes Produtos Comerciais
Osteoartrite ou Artrose Lubrificacao e suporte Artz® (Seikagaku, Japao),
mecanico para as Orthovisc® (Anika, EUA),
articulacdes Opegan® e Opelead®
Cirurgia e Cicatrizagdo ~ Implantagdo de lentes Bionect®, Connettivina® e
de ferimentos intraocular artificiais. Gel =~ Jossalind®
viscoeldstico

Implantacdo de embrido  Meio de cultura parauso ~ EmbryoGlue® (Vitrolife, EUA)

da fertilizacao in vitro

Outro campo de grande aplicacdo do AH € a viscossuplementacdo em articulagdes
de pacientes com artrose. Nesta drea, a comercializacdo se deu através da empresa
Seikagaku (Toquio, Japdao) em 1987; no entanto, nos Estados Unidos, a aprovacdo da
aplicacdo de AH em viscossuplementagdo sé veio em 1997 e, desde entdo, vem crescendo

cerca de 15,0 % ao ano (CHONG et al., 2005; PIRES, 2009).

O valor para os produtos contendo o AH como principio ativo, comercializados no
mercado mundial, mostra-se variavel e dependente da massa molar e da pureza apresentada
pelo principio ativo, no caso o AH. Em liquidos biol6gicos, como a linfa e o sangue, sua

massa molar €, consideravelmente menor (BALAZS, 2009). No tocante a pureza, o produto

17



Capitulo 2 —Revisdo da Literatura

Hyalose®, avaliado em cerca de US$ 260,00, contém apenas 1,0 mg de AH com teor
protéico inferior a 0,1% (http://www.lifecore.com). De forma geral, estima-se que o valor
do mercado mundial seja em torno de US$ 300 milhdes no Japao e nos Estados Unidos,
enquanto que, para a Europa apresenta-se inferior a US$ 100 milhdes (http://www.q-

med.com; PIRES, 2009).

2.1.7. A importancia da Pureza do Acido Hialurénico

O Acido Hialurdnico puro é uma substincia de grande interesse para os
pesquisadores das dreas cosmética, médica e farmaceéutica, e para justificar sua importancia,
em termos de pureza, € necessdrio avaliar seu histdrico de aplicagdes. A primeira aplicagdao
do AH foi tanto pioneira, quanto potencialmente danosa. Este fato ocorreu na operagdo
intra-ocular para insercdo de AH no tratamento de descolamento de retina por um
oftalmologista austriaco. O produto utilizado foi obtido a partir de fonte animal (cordao
umbilical/vitreo bovino) e, certamente, deveria conter impurezas, o que agravou O
problema, acarretando uma inflamacdo. Neste caso, acreditava-se que a inflamacdo seria
um efeito colateral inevitdvel e que os beneficios da aplicacio do AH, viriam apds a

supera¢do do desconforto temporario (HARGITTAI e HARGITTALIL 2008).

A partir de entdo, surgiu a grande contribuicdo do pesquisador Balazs quando se
recusou a aceitar a inevitabilidade de tais efeitos colaterais (BALAZS, 1983; HARGITTAI
e HARGITTALI, 2008). Balazs investigou todos os tipos de corpos vitreos - mamiferos e
peixes - determinando suas propriedades fisicas e reoldgicas, a fim de encontrar um AH
puro que ele definiu como ndo causador de inflamagdo, quando em sua aplicacdo. A
relevancia dessa abordagem € que as “impurezas’” mais provaveis das amostras, causando a

inflamacao, seriam as proteinas (BALAZS, 2009).

O pesquisador Balazs também estudou as conseqiiéncias da degradacdo do AH no
uso clinico. Ele percebeu que ndo s6 o AH sofria as conseqiiéncias da degradacdo em
termos dos beneficios a serem utilizados, mas principalmente, suas propriedades fisico-

quimicas especificas. A primeira delas é a viscoelasticidade. O AH degradado de baixo
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peso molecular possui uma semelhanca significativa com a 4gua e, ja ha algumas décadas
anteriores, a solucdo salina fisioldgica tem sido aplicada em cirurgias oculares, como
ferramenta util no procedimento operatério. Uma importante licdo aprendida a partir das
aplicacdes iniciais de AH, como conseqiiéncia da degradacdo, foi que ndo houve reacdes
adversas imunoldgicas em pacientes. A grande inven¢do do pesquisador Balazs foi um
procedimento quimico para purificacdo do 4cido hialurdnico, utilizando um método de
extragdo de cloroférmio para eliminar o conteido de proteina. Na época esta era uma
técnica quimica conhecida e bastante empregada, e até entdo tem sido aplicada na

purificagcdo de 4dcidos nucléicos (HARGITTAI e HARGITTALI 2008).

Em termos quimicos, ressalta-se que a molécula de AH ndo contém a proteina
covalentemente ligada a estrutura molecular do polissacarideo. Estudos revelaram que em
algumas biomatrizes sélidas, como a cartilagem, existem associa¢des nao-covalente entre o
AH e certos proteoglicanos. Em biomatrizes liquidas como por exemplo, o fluido sinovial,
essas associacdes ndo foram observadas. No vitreo e aquoso de olhos de peixes tais

associacdes vem sendo averiguadas (BALAZS, 2009).

Avaliando em termos biol6gicos, as moléculas de AH para fins terapéuticos devem
ser purificadas para remocdo de todas as proteinas, dcidos nucléicos e outras moléculas que
possam causar irritacdo, inflamacgdo ou outra reagdo antigénica, que vem a ser a resposta do
organismo a um determinado corpo estranho. Na década de 60, o maior desafio era a
eliminacdo das impurezas, ainda ndo identificadas, que agiam como endotoxinas, causando
inflamagdes. Quanto maior a massa molar, mais dificil € a remog¢do dos dcidos nucléicos e
das proteinas. Isto, principalmente, devido ao fato da degradacdo das moléculas maiores
durante as etapas de purificagdo, através do processo mecanico (homogeneizagao,
filtragem, mistura) e do tratamento térmico (esterilizacdo). E importante salientar que estes
processos de purificacdo resultaram em produtos com uma grande variedade de massa
molar e polidispersidade, ampliando a comercializacdo do AH em diferentes tamanhos de
massa molar cuja aplicabilidade varia conforme sua respectiva massa molar (BALAZS,

2009).

19



Capitulo 2 —Revisdo da Literatura

2.1.8. Processos de Purificacao do Acido Hialurénico

A grande invenc¢do de Balazs foi um procedimento quimico para obtencao de AH
puro, utilizando um método de extracdo com cloroférmio para eliminar o conteudo de
proteinas. Esta era uma técnica quimica conhecida e, futuramente, uma abordagem
semelhante foi utilizada na purificacdo de 4cido nucléico (HARGITTAI e HARGITTALI,
2008).

BLUSTEIN et al. (1964) isolaram o AH do meio de fermentac@o por precipitagao
com sulfato de amonio (50%) seguido de filtracao, lavagem e aumento da concentragcao de
sulfato de amonio até 65% para precipitacdo completa do AH. Neste método, obtiveram
concentracdes de AH variando de 0,5 a 1,0 g/L, com baixo teor de contaminantes. ZHOU et
al. (2006) separaram AH do meio fermentado utilizando microfiltracdo em fluxo tangencial
e ultrafiltracdo, conseguindo uma purificacdo de, aproximadamente, 80%. YANG e LEE
(2007) isolaram e purificaram AH, a partir do meio fermentado, realizando trés
precipitacOes seguidas com etanol e ainda uma etapa de adsor¢ao em quitosana conjugada
com particulas magnéticas, obtendo 30% de AH livre de contaminantes protéicos,

referindo-se ao percentual de proteinas existentes inicialmente.

RANGASWAMY e JAIN (2008) purificaram o AH utilizando uma seqiiéncia de
etapas: precipitacdo com isopropanol (50%), ultrafiltracdo por processo de diafiltragdo,
seguido de filtracio (em membrana com 0,22 um); ao final das etapas obtiveram uma
remocdo de 96% das proteinas. AKDAMAR et al. (2009) separaram e purificaram AH
através de adsor¢do por afinidade em esferas poliméricas reticuladas com acido glicurdnico,
alcangando uma purificacio superior a 90%. SOUSA et al. (2009) caracterizaram o AH em
termos do fracionamento da sua massa molar e estudaram a viabilidade da purificagdo do

AH por meio da cromatografia de permeagdo em gel.

Diversas patentes vém surgindo com o propdsito de purificar o AH proveniente de
meio fermentado, algumas delas sdo citadas a seguir: YANG e KORNILOVA (2004)
propuseram a purificagdo de AH com elevada massa molar através de dois passos

consecutivos: o primeiro inclui uma hidrélise enzimatica das proteinas e o segundo propde
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a separacao por diferenca de densidade. WON et al. (2008) descreveram um método para
purificacdo do AH envolvendo quatro etapas consecutivas, sendo elas, adicdo de terra
diatomdcea para remocdo de células, ultrafiltracdo do caldo fermentado, adsor¢do com
carvao ativado e alumina, tratamento com solucdo de EDTA, seguido da precipitagdo com
etanol. Neste método empregado por WON et al. (2008) o percentual final de proteinas foi
de 0,01%. HAN et al. (2009) utilizaram resina de adsor¢cdo aromdtica seguido de tratamento
com carvao ativado para purificagdo do AH, obtendo 99% de pureza e rendimentos entre

78-82%.

A patente proposta por MURATA e FUKUDA (2009) sugere diferentes métodos
para purificacdo do AH. O primeiro destes métodos emprega a lavagem do AH com uma
solucdo aquosa de metanol 55% (v/v) com adicao de 5% (m/v) de cloreto de s6dio seguido
de centrifugacdo por cinco vezes consecutivas, alcancando um percentual final de proteinas
de 0,03%. Os demais métodos consistem na variagdo do percentual de cloreto de sddio
entre 3% e 4% (m/v), bem como o solvente organico utilizado (acetona, etanol ou metanol)
e a variacdo do percentual destes solventes entre 40%, 50%, 55%, 60% e 65% (v/v). Destes
diferentes métodos propostos, aquele que apresentou menor teor protéico (0,02%)
empregou uma solucdo aquosa de acetona 40% (v/v) com adi¢do de 4% (m/v) de cloreto de

sodio seguido de centrifugacdo por cinco vezes consecutivas.

Outra patente proposta por KIM et al. (2008) apresenta a purificacio do AH,
proveniente da crista de galindceos, através de tratamento com diferentes sais de cdlcio e
fosfato objetivando a precipitacdo das impurezas, seguido das etapas de filtracdo e
precipitacdo com etanol do AH presente no filtrado. Nesta patente foram alcancadas

concentracgdes de proteinas inferiores a 0,02% e purezas de AH superiores a 90%.
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2.2. Cromatografia de Exclusao por Tamanho

A cromatografia de exclusdo por tamanho (Size Exclusion Chromatography -
SEC) é uma técnica de separacdo baseada principalmente nos efeitos de exclusao,
resultantes das diferencas na forma e/ou tamanho das moléculas relativamente aos espagos
vazios no gel empregado como fase estaciondria (YAO e LENHOFF, 2004). O método
surgiu no final da década de 50 e vem alcangando um ‘“quase” monopdlio sobre a
caracterizacdo molecular dos polimeros em geral, sendo também valido para polimeros
ramificados (GABORIEAU e CASTIGNOLLES, 2011). Outros termos, tais como
cromatografia de exclusdo estérica, cromatografia de permeacdo em gel (Gel Permeation
Chromatography - GPC) ou cromatografia de filtracdo em gel (Gel Filtration
Chromatography - GFC) tem sido usados (MORI e BARTH, 1999). No entanto, o termo
GFC ¢ aplicavel as separacOes realizadas com fases méveis em solu¢do aquosa, enquanto
que GPC ¢ referido quando solventes organicos sdo empregados como fases moveis. Ja,
pela IUPAC, recomenda-se a utilizagdo do termo SEC, considerado como amplo, razio
pela qual a separacio é com base na exclusio de tamanho (GABORIEAU e

CASTIGNOLLES, 2011).

Em SEC o soluto € dissolvido em um solvente apropriado e sé entdo € injetado
numa coluna empacotada com particulas porosas, de tamanho de poro definido. A fase
movel é geralmente o mesmo solvente usado para solubilizar o polimero. Os solutos sdo
eluidos da fase estaciondria em ordem decrescente de tamanho molecular, com base na
diferenca de tamanho molecular ou volume hidrodinamico. A exclusdo estérica é a
responsavel pela diferenca de permeacdo dos solutos na matriz porosa, tendo como fator
determinante a relacdo entre as dimensdes do soluto e dos poros (YAO e LENHOFF,
2004). Os componentes difundem para dentro e fora dos poros, como observado na Figura
2.4, assim as moléculas com tamanho igual ou superior ao dos poros sdo excluidas
totalmente deles, e sdo as primeiras a serem eluidas da coluna, originando assim, o volume
de exclusdo ou volume de vazios da coluna (Vy). As moléculas com tamanho inferior ao

dos poros sofrerdo a influéncia da porosidade das particulas, acessando os poros totalmente,
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e eluirdo da coluna com um volume maior, chamado de volume de permeagdo ou volume

total (V1) (MORI e BARTH, 1999).
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Figura 2.4: Representacdo esquemadtica da cromatografia de exclusdo por tamanho.

AT

SEC € uma técnica relativa e ndo absoluta para a determinacdo da massa molar.
Assim sendo, as colunas devem ser calibradas com padrdes poliméricos de massa molar
conhecida (MORI e BARTH, 1999). A técnica de SEC apresenta uma vantagem sobre as
demais formas de cromatografia, pois possui recursos para ser utilizado como um método
de fracionamento, bem como, meios de se obter informacdes sobre a distribuicdo de massa
molar em uma fracdo polimérica (YAO e LENHOFF, 2004). No entanto, como
desvantagem tem-se sua limita¢do de uso relacionado as caracteristicas fisicas da amostra
utilizada como, por exemplo, amostras com tamanhos similares ndo se aplicam a separacao

por esta técnica, tais como os isomeros (WINZOR, 2003).

2.2.1. Mecanismo de Retenciao do Soluto

Considerando o modo de reten¢@o do soluto em SEC € importante, primeiramente,
definir a compartimentagdo dos volumes encontrados dentro da coluna de SEC. O volume
total geométrico da coluna (Vg) € definido como a soma do volume da fase estaciondria
(Vs) com o volume de liquido no leito (V1) que, por sua vez, é definido como a soma dos
espacos entre as esferas, volume de vazios (Vy) mais o espaco interno das esferas porosas

do gel (Vp). A diferenca de distribuicao do soluto entre os espagos dos poros das particulas
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do leito, interno e externo, resulta na separagdo do soluto com base no tamanho molecular

(DUBIN, 1988).

A capacidade de separa¢c@o em colunas cromatograficas por SEC pode ser avaliada
por uma varidvel independente denominada de coeficiente de distribuicio em SEC (Kggc)
também referido como o coeficiente de parti¢cao ou o coeficiente de exclusdao. O Kggc é um
parametro termodindmico definido como a razdo da concentragdo média do soluto no
volume dos poros e no volume intersticial, que € calculado a partir do volume de eluicdo,
também chamado de volume de retencdo (Vgr), que vem a ser o volume necessdrio para a
eluicdo do composto de interesse que se encontra retido no interior da coluna, conforme se

observa na Equacao 2.1 (MORI e BARTH, 1999).

Ko = = 2.1

Na equacdo acima, Vg € o volume de eluicdo ou retencdo da molécula, Vy € o volume dos
espacos vazios entre as particulas na coluna (ou volume de eluicdo de uma molécula grande
totalmente excluida), Vp € o volume de poro e Vr € o volume de liquido total no leito (ou
volume de eluicdo de uma molécula pequena capaz de penetrar em todos os poros da
particula). Note que o Ksgc € baseado no volume total da particula. Assim, Kggc = 0 para
um soluto que for excluido completamente, enquanto que, Ksgc = porosidade total da
particula (er) para um soluto capaz de acessar todos os poros das particulas (HUNTER e
CARTA, 2000). A Figura 2.5 ilustra o processo de eluicdo em SEC para uma coluna com
porosidade de particula igual a 1, que caracteriza uma particula muito porosa, logo para este

caso a porosidade total do leito também € considerada 1 (MORI e BARTH, 1999).

Conhecendo-se a relacdo entre o tempo de reten¢do do pico cromatogréfico e a sua
massa molar, estes dados podem ser usados para caracterizar o polimero em termos da
distribuicdo da massa molar e da massa molar média, que sdo critérios importantes em
muitas aplicagdes industriais dos polimeros (CHURMS, 1996). Na area dos polimeros, a

SEC € usada tanto para a separacao quanto para a andlise da distribui¢do da massa molar do
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polimero (SOUSA et al., 2009). Biotecnologistas também usam SEC para a purifica¢do de

alta resolucao e separacdo de virus e proteinas maiores (AL-SOMALI et al., 2004).

S
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Figura 2.5: Representacdo esquemadtica do processo de elui¢do em SEC. (A) Molécula de
massa molar muito pequena, (B) Molécula de massa molar intermedidria e (C) Molécula de

massa molar muito grande, totalmente excluida (MORI e BARTH, 1999).

2.2.2. Parametros Experimentais em Cromatografia de Exclusao por Tamanho

Alguns parametros devem ser avaliados nos processos de separa¢do por SEC.
Alguns deles sao: o tipo de gel empregado, o tamanho da coluna, a quantidade de amostra

alimentada e a vazdo de fase mdvel trabalhada (COLLINS et al., 2006). Os pré-requisitos
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importantes para a SEC sao: dissolucdo total, ndo adsor¢do na fase estaciondria e a nao

degradacdo do polimero (GABORIEAU e CASTIGNOLLES, 2011).

A total dissolucdo é um passo necessdrio para assegurar a totalidade da amostra a
ser analisada, especialmente quando se trabalha com polimeros em SEC. Dificuldades na
obtencdo de uma suspensdo polimérica clarificada, geralmente levam ao uso de outros
recursos: calor, ultra-som, microondas, adicdo de sal, condi¢es dcidas ou bdsicas. Estes
podem levar a hidrélise da cadeia polimérica; no entanto, é essencial o cuidado para a ndo
degradacdo da amostra, que vem a ser outro fator importante durante a dissolu¢do da

amostra (GABORIEAU e CASTIGNOLLES, 2011).

O tamanho da coluna influencia na resolu¢do da separacdo em exclusdo por
tamanho, que mostra-se crescente com a raiz quadrada do comprimento da coluna. A

resolugdo, Rg, € expressa pela relacdo mostrada na Equacgao 2.2.

(2.2)

Equacgdo na qual wy, € a largura na base do pico cromatografico e Vg € o volume de retencdo

do pico cromatografico.

No entanto, deve-se atentar para a dilui¢do da amostra, uma vez que a elui¢do do
soluto, conduzido pela fase mével, € dada por um mecanismo de distribuicdo favorecida
pela fase estaciondria. Neste caso, sugere-se o uso de reciclo ou colunas em série, em vez
de uma unica coluna longa (ROTHSCHILD em COLLINS et al., 2006). O volume de
amostra deve ser pequeno em relacdo ao comprimento da coluna, contendo entre 1% a 5%
do volume da coluna. Em se tratando de separacOes de grupos, este volume pode ser
aumentado até 30%, sendo importante também o aumento do didmetro e diminuicdo da

altura da coluna, proporcionando maior vazao (ROTHSCHILD em COLLINS et al., 2006).

Outro fator a ser averiguado € a escala de trabalho em cromatografia, pois
dependendo do emprego posterior do material separado pela cromatografia, a mesma pode

ser dividida em escala analitica ou escala preparativa (COLLINS et al., 2006; LANCAS,
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2009). Segundo COLLINS et al. (2006), o diametro interno para as colunas analiticas € de
no maximo 6 mm, e acima de 6 mm para as colunas preparativas, ndo considerando o termo
“semi-preparativo”’. Conforme LANCAS (2009), o didmetro interno para as colunas
analiticas é de no miximo 4,6 mm, e para as colunas preparativas o didmetro interno possui
valores superiores a 10 mm. Portanto, existe uma pequena faixa na qual o didmetro interno
da coluna € superior a das analiticas e inferior 4 das preparativas. Esta faixa intermedidria é
denominada de coluna semi-preparativa, € sua maior utilizacdo tem sido para o
desenvolvimento e otimiza¢do de separacgdes, as quais sdo posteriormente transferidas para
a escala preparativa. A cromatografia em escala preparativa é executada em colunas de
comprimento e diadmetro interno maiores que a analitica, uma vez que o objetivo
usualmente € isolar grandes quantidades do(s) composto(s) de interesse. Estas colunas

podem chegar a vdrios metros de comprimento e valores superiores a um metro para o

diametro interno (LANCAS, 2009).

Por outro lado, o termo “preparativa” representa um conceito ainda mais amplo,
considerando o trabalho fisico de preparo do leito, propriamente dito, englobando etapas
desde o preparo da fase estaciondria até o preenchimento da coluna com a respectiva fase
estaciondria, seguida de posterior andlises para avaliacdo do empacotamento do leito, em
termos de porosidade e nimeros de pratos tedricos. A cromatografia em escala preparativa
€ aquela na qual o interesse maior € além da separagcdo e/ou quantificacdo dos compostos,
coletarem-se as fracdes contendo os compostos para posterior uso. Este uso posterior
poderd ser a confirmagdo da identidade de um composto (por exemplo, através de
ressonancia magnética nuclear — RMN), a determinacdo da atividade bioldgica de um ou
mais constituintes da fracdo, a verificagdo da utilizacdo de uma fracdo isolada (por
exemplo, como catalisador), a purificacdio de um farmaco através do isolamento das
impurezas, dentre outras. Atualmente a técnica que mais emprega colunas preparativas é a

cromatografia liquida (LANCAS, 2009).
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2.2.3. Fases Estacionarias empregadas em Cromatografia de Exclusio por

Tamanho

Em geral, as fases estaciondrias em SEC sdo géis poliméricos hidrofilicos com
uma ampla distribui¢do do tamanho dos poros. E importante que as fases estaciondrias ndo
apresentem interacdes com os solutos (ZELIC e NESEK, 2006). A Tabela 2.5 apresenta

alguns géis comercialmente disponiveis.

Inicialmente, os géis aplicados para cromatografia de exclusio em sistemas
aquosos eram reticulados com dextrana, comercializado sob o nome de Sephadex
(PORATH e FLODIN, 1959), ou poliacrilamida (Bio-Gel P). Considerando que as esferas
de gel com elevado grau de reticulagdo sdao bastante resistentes a deformacdo, no caso da
separacdo de pequenos solutos, os géis pouco reticulados utilizados no fracionamento de
grandes proteinas (10°-10° Da) tornam estas matrizes cromatogréficas sensiveis ao
empacotamento sob pressdo. Uma matriz hibrida da dextrana-poliacrilamida, a qual seria
dextrana-bisacrilamida (Sephacryl) foi desenvolvida para diminuir o grau de

compressibilidade do gel (WINZOR, 2003).

Alguns dos géis usados em SEC foram modificados para aumentar sua rigidez, de
modo que pudessem suportar as pressdes dentro de um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Um exemplo de tal gel que vem sendo usado em cromatografia de exclusao
por tamanho de alta eficiéncia € a agarose na forma reticulada (ANDERSSON et al., 1985)
que, como granulos de diametro médio 10-13 um, estdo comercialmente disponiveis em
colunas pré-empacotadas como Superose 6 e 12 HR (Pharmacia, Upsdlia, Suécia)

(CHURMS, 1996).

A aplicagdo de SEC para moléculas com massa molar mais elevada tem acarretado
o uso de géis de agarose (Sepharose), a porosidade das quais dependem das pontes de
hidrogénio nas ligacdes da rede tridimensional entre as cadeias de agarose: uma menor

concentracdo de agarose gera uma rede tridimensional mais porosa (WINZOR, 2003).
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Tabela 2.5: Alguns géis comercialmente disponiveis para SEC.

Fabricante Nome comercial Tipo de matriz

Sephadex Dextrana
Sephacryl Dextrana/Bisacrilamida
Sepharose Agarose

GE Healthcare
Sepharose CL Agarose reticulada
Superdex Agarose/dextrana
Superose Agarose altamente reticulada
Ultrogel AcA Agarose/poliacrilamida

Biosepra S.A.
Trisacryl Polimero de acrilamida
Biogel A Agarose

Bio-Rad Laboratories
Biogel P Poliacrilamida

Pierce Chemical Company Glycophase CPG Silica

2.2.3.1. Gel Sephacryl

O gel Sephacryl, constituido pela reticulacdo da alil dextrana com N,N'-metileno-
bisacrilamida, surgiu no ano de 1970. O referido gel oferecia um diametro de particula na
faixa de 45-105 um e uma distribuicao de tamanho de 70 um. No inicio dos anos 80, como

uma melhoria aos géis ja existentes, foram introduzidos no mercado os géis Sephacryl HR
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de alta resolugdo. Com o respectivo aperfeicoamento, os géis da série Sephacryl HR

oferecem um diametro de particula ainda menor (25-75 pum) e distribuicdo de tamanho de

particula de 50 pum. As caracteristicas dos géis Sephacryl atualmente comercializados sio

apresentadas na Tabela 2.6 e também estdo disponiveis em colunas pré-empacotadas

(WILLIAMS e HAGEL, 1999).

Tabela 2.6: Caracteristicas dos diferentes géis Sephacryl HR comercializados (WILLIAMS

e HAGEL, 1999).

Diametro da

Velocidade

Estabilidade do pH

Tipo particula recomendada de (a longo prazo e em
(um) operacao (cm/h) operacao)
Sephacryl S-100 HR 25-175 20-60 3-11
Sephacryl S-200 HR 25-175 20 - 60 3-11
Sephacryl S-300 HR 25-175 20-60 3-11
Sephacryl S-400 HR 25-175 20-60 3-11
Sephacryl S-500 HR 25-175 20-60 3-11
Sephacryl S-1000 SF 40 - 105 10 -50 3-11

O gel sephacryl apresenta-se estdvel quando submetido a alteragdes no pH ou na

forca idnica, suportando a exposi¢cao prolongada na faixa de pH 3-11, no entanto pequenas

variacdes no volume das particulas podem ser observadas quando expostos a solventes

organicos, por exemplo acetona, formamida, dimetil sulféxido e etanol. O congelamento e

descongelamento de referido gel podem ocasionar o rompimento da estrutura do granulo,
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devendo ser evitado. Sephacryl oferece uma matriz que € apropriada tanto para o uso em

laboratdrio, quanto para aplica¢des em larga escala (WILLIAMS e HAGEL, 1999).

2.24. Aplicacoes da Cromatografia de Exclusio por Tamanho ao Acido

Hialuronico

Uma variedade de métodos tem sido descrita com a finalidade de se estudar a
massa molar do AH. Alguns desses métodos sdo: viscosimetria, GPC, eletroforese capilar,
eletroforese em gel e espalhamento de luz (COWMAN e MENDICHI, 2004). A SEC tem
sido muito utilizada como método para purificagdo de polimeros, como também para
estimar a massa molar de um polimero (CUNICO et al., 1998). A inser¢do de detectores
baseados em técnicas, tais como Light Scattering com laser de baixo angulo e de multiplos
angulos, que permitem a medida da massa molar, e outras caracteristicas moleculares das
fracdes poliméricas que emergem da coluna, tem fortalecido a base tedrica da técnica de

SEC (HOKPUTSA et al., 2003).

SUNWOO et al. (1998) isolaram diferentes glicosaminoglicanos utilizando SEC
com o gel Sepharose CL-4B, alcancando uma recuperacdo de 90% para o sulfato de
condroitina. SHIMADA e NAKAMURA (1994) empregaram os géis Sephacryl S-500 e S-
1000 em SEC para determinar a massa molar do AH proveniente da crista de galiniceos,
atingindo resultados na ordem de magnitude entre 10* e 10° Da. PITKANEN et al. (2011)
avaliaram o comportamento em termos de fracionamento de outros polissacarideos perante
SEC. LI et al. (2010) separaram proteinas por SEC empregando como fase estaciondria
diferentes monolitos poliméricos sintetizados, alcancando resultados satisfatérios em

termos de separagao.

SOUSA et al. (2009) relataram a caracterizacio do AH em termos de sua
distribuicdo de massa molar por cromatografia de permeacdo em gel, alcancando uma
distribuicdo de massa molar entre 10° e 10’ Da comparada com uma curva de massa molar

construida com padrdes de pullulan. Ainda neste trabalho, SOUSA et al. (2009)

31



Capitulo 2 —Revisdo da Literatura

conseguiram uma eliminacdo protéica de 87%, a partir do caldo fermentado, realizando

quatro precipitagdes em etanol e ressuspensdes em solugao salina.

2.2.5. Escalonamento em Cromatografia de Exclusao por Tamanho

No tocante a separacdo em larga escala, recomenda-se uma abordagem sistematica

prévia, envolvendo alguns passos que serdo citados a seguir (GUIOCHON, 2002):

(1) Inicialmente, a melhor combinacdo entre a fase estaciondria e a fase mdvel
deve ser selecionada, através de experimentos prévios;

(2) A alimentagdo do sistema deve ser suficientemente solivel na fase mével.

(3) Avaliar a eficiéncia da coluna como uma funcdo da velocidade da fase

movel ou difusdo no poro, bem como a viscosidade da solu¢do de alimentagdo.

Admitindo-se que o mecanismo de controle ndo seja alterado no escalonamento do
processo de SEC, € possivel a realizacao de célculos para tal escalonamento, partindo-se de
parametros conhecidos, obtidos através da separacdo alcancada em escala de bancada
(WANKAT e KOO, 1988). A relagcdo entre os didmetros de particula dos processos em

larga escala, d,, , e escala de bancada, d, , (d P, / d, ), ¢ influenciada pela disponibilidade

comercial e custo da fase estaciondria para um determinado tamanho de particula, enquanto
que a relacdo entre as velocidades intersticiais em larga escala, vy, e bancada, w,
representada por (vL / vh), pode ser restrita pelas consideracdes de queda de pressdo. Assim,
o escalonamento reduz-se a descrever as dimensdes da coluna e o tempo decorrido para a
separacdo no processo em larga escala. A altura do leito para a coluna, em etapa de

escalonamento, é dada pela Equagdo 2.3 a partir dos dados da coluna utilizada na escala de

bancada (LADISCH, 2001).

2

H 1% dp
kel J I 5 R B et 20 2.3
(Hbj (Vbj dp, &
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Equacgao na qual Hy € altura do leito para a coluna em larga escala, Hy, € a altura do leito
referente a coluna de bancada, v € a velocidade intersticial do leito em larga escala, v, € a

velocidade intersticial do leito em escala de bancada, d,, € o didmetro da particula para o

leito em larga escala e d,, € o didmetro da particula para o leito em escala de bancada.

O diametro da coluna (d..)) €, entdo, descrito a partir da exigéncia na qual a relacdo

entre 0 volume da amostra, (V /Vamostmb ), com a relacdo entre o volume da coluna,

amostray,

v

C

ol, / Voo, ), seja 0 mesmo tanto para escala de bancada quanto em grande escala (GIBBS e

LIGHTFOOD, 1986). Deste modo, obtém-se a Equacdo 2.4.

1/2

coly. — H b X amostray, (2 4)
dcol b H L Vamostrab

Equagdo na qual d,, € o didmetro da coluna em larga escala, d,, € o didmetro da coluna

em escala de bancada, Hy, € altura do leito para a coluna em larga escala, Hy, € a altura do

leito referente a coluna de bancada, V

amostray

€ o volume da amostra utilizado em larga

escalae V € o volume da amostra utilizado em escala de bancada.

amostra,

A razdo do tempo maximo de separagdo para a cromatografia de exclusdo por
tamanho € dada a partir do volume de fase mével que passa através da coluna eluindo todos
os compostos ainda contidos na coluna, conforme a Equacdo 2.5, a qual assume que a
velocidade intersticial e a fracdo de vazios entre as particulas sdo iguais em ambas as

escalas (LADISCH, 2001).

Iy H, u,

- = X|— 2.5

t (2.5)
seg,max

Equacdo na qual ¢, € o tempo mdximo para a separacdo em larga escala, ¢, € o tempo

maximo na separacdo em escala de bancada, Hy, ¢é altura do leito para a coluna em larga
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escala, Hy, € a altura do leito referente a coluna de bancada, u; € a velocidade superficial do

leito em larga escala e up € a velocidade superficial do leito em escala de bancada.

A relagdo entre a velocidade intersticial, v, e a velocidade superficial, u, da fase
movel é dada com base na Equacgdo 2.6, considerando a fragdo de vazios entre as particulas

ou porosidade do leito.

0
V=———=
E-A 2.6)

M=

transversal

Equacgdo na qual Q € a vazdo da fase moével, Aqansversal € @ drea da secdo transversal da

coluna, € € a porosidade do leito e u € a velocidade superficial da fase mével.

O tempo de separagdo € enunciado como o tempo que decorre entre a injecdo da
amostra e a eluicdo de todos os picos separadamente. O mesmo € dado em funcdo da vazao

da fase moével e da altura do leito, como indicado na Equacao 2.5 (LADISCH, 2001).

2.3. Sistema de Reciclo Externo Estacionario

A busca por altos indices de rendimento em processos de separacdo leva a um
elevado consumo de eluente e baixo desempenho no processo. A fim de reduzir estes
inconvenientes, processos continuos como a cromatografia de Leito Moével Simulado
(LMS) e outros processos semelhantes foram desenvolvidos. No entanto, os custos para a
aquisicdo de equipamentos caros para uma unidade de LMS podem ainda apresentar mais
importancia frente ao aumento da performance do processo, especialmente quando se trata
de pequenas quantidades procurando-se evitar a desvantagem econdmica. Processos
semelhantes e menos caro que o LMS podem contribuir para o aumento do desempenho do
processo de separacdo. Dois deles sdo: a Cromatografia em Reciclo com Circuito Fechado

(CRCF) e o REE (SCHLINGE et al., 2010). Aplicando o mesmo processo instituido em
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CRCF, o conceito do REE evita a diminui¢do da concentracdo de ciclo para ciclo,
injetando-se uma nova alimentagdo para o reciclo (KENNEDY et al., 2004). Dessa forma,

altas taxas de producgdo, purezas e rendimentos sdo possiveis (SCHLINGE et al., 2010).

O sistema de reciclo externo estaciondrio (REE) foi introduzido por GRILL e
MILLER em 1998, tendo sido desenvolvido como um sistema cromatografico em estado
permanente para um sistema bindrio (GRILL e MILLER, 1998). Neste trabalho, o processo
REE foi operado em circuito fechado com injecdo periddica intra-perfil. Semelhante ao
leito mével simulado (LMS), no REE a amostra é injetada juntamente com a zona de
mistura do perfil cromatografico em questdo, sendo coletadas fracdes no inicio e no final
deste perfil. A diferenca entre estas duas técnicas € que o LMS € um sistema
verdadeiramente continuo e o REE € um processo semicontinuo, que recicla a fracdo nao
separada de volta para a coluna, enquanto sdo inseridas novas amostras junto desta fracao
reciclada. Na verdade o processo REE em circuito fechado apresenta-se como um processo
de cromatografia preparativa em batelada de alto desempenho que foi modificado pela
inclusdao de uma valvula de reciclo (usada para recircular a fracdo ainda ndo separada do
perfil cromatogréfico através de um “loop”) e uma valvula de injecdo (usada para injetar
uma nova quantidade de amostra no ponto apropriado do perfil cromatogréfico de eluicdo).
No entanto, neste trabalho empregando o processo REE em circuito fechado apenas uma
coluna foi utilizada, o que limita a possibilidade de aumento de escala (NOBREGA, 2004).
A fase mdvel e as amostras sdo recicladas, como medida de conservagcdo, bem como um

procedimento de separacio (CRAWFORD et al., 2008).

Posteriormente, GRILL (1999) trabalhou com o sistema REE em duas colunas que
apresenta as mesmas caracteristicas que os sistemas com uma coluna, no entanto, ao invés
de um “loop”, onde se armazena a frac¢do a ser recirculada no sistema empregando-se uma
coluna apenas, no sistema com duas colunas esta fracdo ¢ lancada imediatamente para a
proxima coluna dando sequéncia a uma nova separagdo e, consequentemente, um novo

ciclo (NOBREGA, 2004).

O reciclo de produtos com baixo fator de separacdo em cromatografia de gradiente

de solvente é feito rotineiramente na indudstria. Compreensivelmente, esta atividade ¢é
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realizada quando o produto em questdo € mais valioso do que o custo do passo da re-
cromatografia. Intrinsecamente, tal melhoria na recuperacdo do produto, ou rendimento,
vem como uma troca com o processo de produtividade. Por outro lado, um estudo recente
mostrou que utilizando um esquema de REE € possivel melhorar, consideravelmente, tanto
o rendimento quanto a produtividade de um processo de reciclo em comparacdo com o
desempenho de um sistema em batelada. Reciclo em cromatografia, no entanto, pode ser
visto como um processo em que uma zona de mistura contendo o produto ainda impuro é,
continuamente, lancada para a coluna cromatogréfica, juntando-se a uma nova quantidade
de amostra alimentada. Isso geralmente conduz a um estado estaciondrio, sendo

denominado como REE (TARAFDER et al., 2008).

Os custos de instalacio de um processo com REE em circuito fechado ndo se
apresentam tdo elevados quanto ao observado na instalagao de um sistema de cromatografia
preparativa em batelada. No entanto, eles estdo abaixo dos custos para a instalacdo de um
sistema cromatografico continuo, tipo LMS, de capacidade de producdo compardvel

(NOBREGA, 2004).

2.3.1. Principios da Cromatografia com Reciclo Externo Estacionario

O principio da cromatografia com REE e diferentes op¢des tecnoldgicas para sua
realizacdo tém sido descritos em diversos trabalhos (GRILL e MILLER, 1998; AL-
SOMALI et al, 2004; YAN e ORIHUELA, 2007; CRAWFORD et al., 2008; dentre

outros). Alguns aspectos fundamentais serdao descritos neste topico.

Diferentes modos de operacdo foram propostos para o sistema REE, sdo eles:
reciclo misto, circuito fechado, reciclo segmentado e combinacdo de reciclo. Operando em
modo "reciclo misto", toda a fracdo de reciclo € recolhida e misturada com a alimentagao
antes da re-injecao. Outro modo operacional é o "circuito fechado", que visa preservar a
separacdo parcial, j4 alcangada, ligando a saida da coluna a entrada da mesma; alimentando

novamente em uma determinada posi¢cao da védlvula durante esta etapa, alternando um ciclo
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de injecdo em fluxo de reciclo, neste modo utiliza-se apenas uma coluna. Foram ainda
n : n ~
propostos outros modos, como: "Reciclo segmentado”, em que a zona contendo a fragdo de
mistura a ser reciclada € inserida na coluna seguinte antes de uma nova alimentagdo; e
"combinacdo de reciclo”, a qual ocorre a re-inje¢do da cauda dispersa do ultimo
componente eluido da coluna, seguido pela fracdo a ser reciclada e, finalmente, a

alimentacdo (SAINIO e KASPEREIT, 2009).

Compreendendo o funcionamento do sistema REE, o ciclo tem inicio com a
primeira alimentacdo (Fy) na coluna previamente condicionada com a fase mdével. Neste
ciclo inicial ndo ha fracao de reciclo, pois ndo decorre diretamente de outra coluna. Depois
de toda a substancia deixar o circuito de inje¢do, o loop € isolado, provisoriamente do
sistema, através de uma valvula, para que possa ser recarregado para o proéximo ciclo. A
saida do detector de UV ¢é direcionada para o coletor de fracdes para a coleta da fracdo A,
contendo o componente de maior volume. Apds a coleta da primeira fragdo de interesse —
fracdo A — € iniciado o reciclo, lancando a zona contendo a mistura para a préxima coluna,
ou seja, a saida do detector de UV é conectada a entrada da coluna seguinte, sendo
acompanhada de uma nova alimentacao para o ciclo seguinte. Na verdade a nova injecao de
amostra é feita exatamente no meio do intervalo correspondente a zona de reciclo,
dividindo-a em duas zonas: zona de reciclo 1, que precede a nova injecao de amostra para o
ciclo seguinte, e zona de reciclo 2, que sucede a nova injecdo. A fracdo B - contendo um
excesso do segundo componente - é coletada em seguida, finalizando o ciclo. O tempo para
re-injecdo dentro da zona de reciclo depende do fluxo de massa da entrada e de saida da
coluna, ou seja, varia com a pureza conseguida para as fracdes A e B ao final dos ciclos,
oscilando volumes nas zonas de reciclos 1 e 2 (SCHLINGE et al., 2010; SAINIO e
KASPEREIT, 2009).

SAINIO e KASPEREIT (2009) utilizaram o esquema ilustrado na Figura 2.6 para
analisar o processo de REE com base na teoria do equilibrio. Dependendo do modo de
operacdo, uma ou mais bombas e vélvulas de maltiplas vias (V) sdo requeridas para realizar
a alternancia de fluxos da alimentacao periddica (Fy), fase movel (FM), e reciclo (R), bem

como a coleta do produto nas fragdes A e B.
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Figura 2.6: Representacdo esquemadtica de um sistema REE utilizando apenas uma coluna.
Fy — alimentacdo; FM — fase moével;V — védlvula de mudancga de direcdo de fluxo; I - injetor;
R —reciclo, A — primeira fracdo a ser eluida da coluna, B — dltima frag¢do a eluir da coluna

(adaptado de SAINIO e KASPEREIT, 2009).

Entendendo a Figura 2.6, tem-se o um sistema contendo apenas uma coluna,
funcionando em modo circuito fechado. O inicio do ciclo é dado pela injecao da amostra
através da valvula de injec@o (I), representada na Figura 2.6, que € lancada para a coluna
através do bombeamento da fase mével. A primeira fracdo a eluir da coluna é a Fracdo A,
que representa a molécula de maior tamanho. Apds a coleta da Fracdo A, o fluxo €
direcionado para o injetor (1) através do acionamento da vdlvula de mudanca de fluxo (V),
dando inicio a etapa de reciclo (R), que serd lancado novamente para a coluna
acompanhado de uma nova inje¢cdo. Em seguida, a vdlvula de mudancga de fluxo (V) é

direcionada para a coleta da Fracdo B (SAINIO e KASPEREIT, 2009).

Algumas informagdes importantes foram relatadas por SAINIO e KASPEREIT
(2009) e enumeradas a seguir, sobre o desempenho e funcionamento do processo REE
operando no modo “reciclo misto”, utilizando um sistema semelhante ao da Figura 2.6, que

serviram como base para o trabalho de SIITONEN et al. (2011):

(1) O tempo de ciclo aumenta com o aumento do tempo de injecao.

(2) A produtividade em REE diminui com o aumento do tempo de injecdo e
mostra-se menor que um processo em batelada, que é otimizada de modo que nenhuma

diferenca exista entre sucessivos ciclos cromatograficos.
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(3) Em termos de consumo de fase mével, o processo REE supera o processo em

batelada.

(4) Com relagdao a concentracdo do produto na fracdo A, um processo de REE

mostra-se capaz de superar um processo otimizado em batelada.

(5) A concentragdo do produto contido na fragdo B, operando no modo “reciclo
misto”, apresenta-se constante como no processo em batelada. Isso pode ser explicado pela

influéncia da dilui¢ao sofrida pela fragdo B, por ser a tltima a ser eluida.

2.3.2. Aplicacoes do Sistema de Reciclo Externo Estacionario

Mecanismos subjacentes do REE em circuito fechado (CRCF) foram estudados
por GRILL e MILLER (1998), realizando a separa¢do de um intermedidrio racémico
farmacéutico, sendo constatado que a criacdo de um perfil cromatografico em estado
estaciondrio é necessdrio para obtencdo de fracdes de alta pureza (NOBREGA, 2004).
BAILLY e TONDEUR (1982) reportaram uma técnica de reciclo que envolve misturas de
amostras ndo separadas, zonas de coelui¢do, com novas amostras; re-injetando-as
novamente para a coluna, operando no modo ‘“reciclo misto”. No entanto, esta ultima
abordagem ndo preserva o perfil das amostras ndo separadas, tal como apresentado no
método de GRILL e MILLER (1998) operando no modo “circuito fechado”. O esquema
utilizado por GRILL e MILLER, em 1998, esta ilustrado na Figura 2.7.

Entendendo o funcionamento do aparato experimental ilustrado na Figura 2.7,
tem-se o inicio do ciclo com a inje¢dao da amostra, inicialmente armazenada no loop de
injecdo — LI, através da valvula VI que € direcionado para a coluna por meio da vélvula
VCM. Verifica-se que, apds passar pelo detector, a amostra € novamente encaminhada para
a valvula VCM, reiniciando o percurso em direcdo a coluna. A cada ciclo, uma nova
quantidade de amostra, armazenada no reservatério RA, é encaminhada para o loop de
injecdo — LI e posteriormente lancada para a coluna através da valvula VCM, com o

propoésito de enriquecer as fracdes de interesse.
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Bomba

e CM

Figura 2.7: Esquema do sistema REE operado no modo “circuito fechado” utilizado por
GRILL e MILLER em 1998 para a separacdo de uma mistura racémica. FM, fase moével; C,
coluna; D, detector; VCM e VI, vdlvulas de coleta multipla e de inje¢dao; R1, R2, Rl e R,
vdalvulas de residuos; VR, vdlvula de reciclo; F1 e F2, coleta das fracdes 1 e 2; LI, loop de

injecdo; RA, reservatdrio de amostra (adaptado de GRILL e MILLER, 1998).

QUINONES et al. (2000) propuseram a modelagem matematica do sistema
utilizado por GRILL e MILLER, em 1998, representado pela Figura 2.7 e concluiram que
os cromatogramas obtidos através da modelagem permanecem inalterados, durante a
operacdo do REE com circuito fechado de reciclo, mostrando-se semelhantes ao obtido
experimentalmente por GRILL e MILLER (1998). O modelo proposto por QUINONES et
al. (2000) prediz que as concentragdes no detector e na composicao das fracdes coletadas
sofrem influéncia da dispersao extra-coluna, sendo devidamente contabilizada, o que reflete

na comparagao dos perfis obtidos.
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AL-SOMALI et al. (2004) utilizaram SEC com uma coluna apenas, operando em
circuito fechado de reciclo, para a separacao de nanoparticulas de ouro sintetizadas e, ainda,
propuseram uma alternativa de reciclo em SEC, em virtude de algumas limitagdes sofridas
com o sistema utilizado, como por exemplo: visualizacdo de picos cromatograficos
distorcidos, dilui¢ao das fragdes coletadas e alargamento das bandas cromatograficas. Em
decorréncia dessas limitagdes, AL-SOMALI et al. (2004) concluiram que a obtencdo de
sucesso em um sistema de reciclo operando no modo “circuito fechado” depende,
aparentemente, do modo de separacdo (por exemplo, entdlpico versus exclusdo por
tamanho) e do projeto especifico da bomba. O reciclo alternativo proposto, ilustrado na
Figura 2.8, compreende duas colunas, com um fluxo continuo de fase moével durante a
separacdo, ndo reciclando o solvente. Em contraste com o aparato utilizando apenas uma
coluna, a alternativa proposta aumentou o comprimento efetivo da coluna do sistema,

melhorando assim a resolucdo da separacao das nanoparticulas.

FPara Coleta

!

Detector UV-VIS

Coluna 2
Coluna 1

— Valvula de & vias

Valvula de mjecfio de amostra

Bowmbha

Figura 2.8: Representacdo esquematica do sistema de reciclo alternativo em SEC proposto

por AL-SOMALI et al., 2004 (adaptado de AL-SOMALI et al., 2004).
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Em 2004, GRILL e colaboradores compararam resultados obtidos em REE e LMS
em escala laboratorial, concluindo que as duas técnicas apresentam taxas de produgdo
comparaveis (GRILL et al., 2004). Em 2007, YAN e ORIHUELA separaram compostos
quirais utilizando REE em cromatografia com fluido supercritico. Eles concluiram que o
REE € um processo confidvel, especialmente relacionado a separacdo de picos em co-
eluicdo, permitindo uma purificacdo em larga escala (YAN e ORIHUELA, 2007).
CRAWEFORD et al. (2008) otimizaram o sistema REE para separacdo de compostos quirais,

fazendo uso do aparato experimental, cujo esquema esta representado pela Figura 2.9.

w P e

| A 4

C1

‘ 450!“ BA

)—b*

PN
BOMBA <

Figura 2.9: Representacdo esquemadtica do sistema REE utilizado por CRAWFORD et al.,
2008. FC, coletor de fracdes; UV, detector de UV; C1 e C2, colunas; 2PV, valvula com
duas posi¢oes; P, detector de polarimetro (adaptado de CRAWFORD et al., 2008).

Entendendo a Figura 2.9, o ciclo tem-se inicio com a partida das duas bombas,
uma inserindo amostra e outra, a fase movel, direcionando-a para a coluna 1 — CI e

posteriormente para o detector de UV, o qual registra o momento da eluicdo da 1* fracdo
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que é direcionada para o coletor de fracdes — FC. Apds a coleta da 1* fracdo o fluxo,
contendo a zona de mistura, é direcionado para a coluna 2 — C2 através da valvula de
direcionamento de fluxo — 2PV. Em seguida, a vadlvula 2PV direciona o fluxo da bomba de
fase mével para a coluna 1 — C1 permitindo a elui¢do da 2* fragdo que serd detectada pelo
detector de UV e, entdo direcionada para o coletor de fragdes — FC. A zona de mistura
contida na coluna 2 — C2 € direcionada para a coleta, 1* e 2* fracdes, ap0Os a elui¢do da 2*

fracdo da coluna 1 — CI.

De um modo geral, tanto o REE como o CRCF apresentam vantagens para
separacdes de misturas bindrias com menores fatores de separacdo. O sistema empregado
pode ser escalonado para aumentar o fator de carga. No entanto, isso pode acarretar um
aumento no tempo de ciclo, o que vem a ser suprido com os beneficios ganhos
(SCHLINGE et al., 2010). A unidade de REE permite que o perfil da porcdo nao coletada
seja re-injetado para a coluna preservando sua separacao parcial ja obtida (CRAWFORD et
al., 2008). Mais recentemente, SIITONEN et al. (2011) analisaram a teoria do sistema de
reciclo externo estaciondrio utilizando remog¢do do solvente, tomando como base o trabalho

realizado por SAINIO e KASPEREIT (2009).

2.4. Cromatografia por Troca Ionica

A cromatografia por troca idnica € um método de separagdo cujo mecanismo €
baseado na interacdo entre a fase estaciondria altamente carregada e os solutos dispersos na
fase movel com cargas de sinais contrdrios, os quais sdo seletivamente adsorvidos através
da troca de fons. Os solutos adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos, por
deslocamentos com outros ions, com o mesmo tipo de carga, porém com maior forca de
interacdo com a fase estaciondria (COLLINS et al., 2006). Os processos de troca idnica

estdo baseados em equilibrios de troca entre ions em solucdo e ions de mesmo sinal na
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superficie de um sélido essencialmente insolivel, denominado matriz, que vem a compor a

resina de fase estacionaria.

A matriz de um trocador € constituida de um material poroso, natural ou sintético,
inerte, insolivel em dgua e em solventes organicos, apresentando ligacdes covalentes a
grupos trocadores i06nicos. As matrizes, quanto ao material que as formam, sao classificadas
em inorganicas e organicas, sendo naturais ou sintéticas. As resinas organicas
polimerizadas, por serem em geral mais eficientes, sdo as mais utilizadas como matriz

(COLLINS et al., 2006).

2.4.1. Os Grupos Trocadores

Dependendo do grupo trocador ligado covalentemente a matriz, os trocadores
ionicos sdo classificados em anidnicos e cationicos. Esses trocadores idnicos sdo sempre
acompanhados por contra-ions, de carga oposta ao grupo ligado ao suporte e de facil
substitui¢do no processo de troca idnica. Os trocadores anidnicos, como o proprio nome
indica, trocam anions e apresentam, portanto, grupos idnicos positivos ligados a matriz. Os
trocadores catidnicos, inversamente aos anidnicos, trocam cdtions e apresentam grupos

ionicos negativos ligados a matriz (COLLINS et al., 2006).

Os tipos de grupos ligados a matriz classificam os trocadores i6nicos em fortes,
médios e fracos. Os trocadores i0nicos fortes sdo aqueles completamente ionizados em
grande faixa de pH, conforme pode ser observado na Figura 2.10 para trocadores acido e
basico fortes. Os trocadores i0nicos fracos e médios sdo aqueles em que o grau de
dissociacdo € influenciado pelo pH, e, devido a esse fato, a capacidade desses trocadores
varia em funcao do pH, como ilustra a Figura 2.11 para trocadores 4cido e basico fracos. A
Tabela 2.7 apresenta alguns tipos de trocadores i0Gnicos comerciais e algumas caracteristicas
quimicas, tais como, tipo de matriz, grupo funcional e sua classificacdo quanto a forca do

grupo trocador (forte/fraco) (COLLINS et al., 2006).
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Capacidade
|

pH

Figura 2.10: Capacidades tipicas de trocadores fortes: 4dcido (—) e basico (---) (adaptado

de COLLINS et al., 2006).

Capacidade
|

Figura 2.11: Capacidades tipicas e trocadores fracos: dcido (—) e bdsico (---) (adaptado de

COLLINS et al., 2006).
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Tabela 2.7: Exemplos de alguns trocadores i0nicos comerciais, baseados em resinas
poliméricas naturais modificadas, e suas caracteristicas quimicas: tipo de matriz, grupo

funcional e for¢a do grupo trocador (forte/fraco) (adaptado de COLLINS et al., 2006).

Nome Comercial Matriz Grupo Funcional Tipo
SP-Sepharose Agarose Propilsulfonico .
] Acido Forte
SP-Sephadex Dextrana (-CH,-CH,-CH2-S053)
CM-Sepharose Agarose Metilcarboxilico .
) Acido Fraco
CM-Cellulose Celulose (-CH,-COO)
Cellex-QAE Celulose Dietil (2-hidroxipropil) aminoetilico
. Base Forte
QAE-Sephadex Dextrana (-CoHa-N"-(CoHs),-CH,-CHOHCH;)
Q-Sepharose Agarose Quaternério de Amonio
. Base Forte
(-CH,-N"-(CHz3)3)
. Base Fraca
DEAE-Sephadex Dextrana (-CoHs-N"H-(C2Hs),)

2.4.2. Aplicacdes a Purificacio do Acido Hialurénico

Um escasso numero de trabalhos é reportado na literatura com o emprego da
cromatografia por troca idnica para a purificacio do AH. Em contraposicdo, diversos
trabalhos sdo encontrados na literatura utilizando a cromatografia por troca idnica para a

purificacdo de diferentes proteinas e outros compostos.

Em 1985, NEBINGER comparou diferentes tipos de resinas empregadas em
cromatografia de troca iOnica para a separacao de oligossacarideos de hialuronato de sodio,

encontrando melhores resultados para as resinas Dowex e DEAE Sephacel. Em 1997,
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STEKOLNIKOV e KORNILOVA propuseram uma patente com o intuito de purificar o
AH empregando resina de troca idnica, obtendo AH purificado com teor protéico inferior a
0,05% e massa molar da ordem de grandeza de 10° Da. LAGO et al. (2005) utilizaram
cromatografia de troca anidnica como um método para a caracterizacdo do AH isolado de

corddo umbilical.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Acido Hialurénico

O Acido Hialurdnico utilizado em todos os experimentos deste trabalho foi
produzido por fermentacdo, em meio de cultura sintético, utilizando bactérias do tipo
Streptococcus zooepidemicus, pelo Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos da Faculdade
de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas. Como padrdo, para a

obtenc¢ao da curva analitica no método de quantificagdo do AH, utilizou-se o sal sédico de
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Acido Hialurénico (Hyalumed®). Para a constru¢do da curva de massa molar utilizaram-se

padrdes de Acido Hialurdnico (Hyalose®) com massa molar variando na faixa de 50 kDa

até 1000 kDa.

3.1.2. Colunas Cromatograficas

Para os ensaios em escala analitica utilizou-se a coluna cromatografica analitica
comercial Phenomenex PolySep-SEC 6000 (300 x 7,8 mm d.i.) e uma pré-coluna
Phenomenex PolySep GPC (7,5 x 50 mm d.i.). Os ensaios em escala preparativa, modo
batelada e reciclo externo estaciondrio, foram realizados com colunas preparativas
encamisadas, confeccionadas em vidro, adquiridas da GE Healthcare, sendo
comercialmente conhecidas como: XK 16/20 (20 x 1,6 cm d.i.); XK 16/40 (40 x 1,6 cm
d.i.) e XK 50/30 (30 x 5,0 cm d.i.). Utilizou-se ainda, no modo batelada, outra coluna

também confeccionada em vidro (150 x 15 mm d.i.), comercializada pela GE Healthcare.

3.1.3. Fases Estacionarias

As fases estaciondrias utilizadas como “recheio” para as colunas preparativas sao
géis de exclusdo por tamanho. Estes géis tém sua matriz constituida por dextrana reticulada
com poliacrilamida (comercialmente conhecidos como: Sephacryl S-300 HR e Sephacryl
S-500 HR), ambos adquiridos da GE Healthcare. Outro “recheio” também utilizado, no
modo batelada, sdo as resinas de troca idnica, sendo uma resina fortemente anidnica, cuja
matriz € constituida pela reticulacdo de um derivado de agarose contendo quaterndrio de
amonio como grupo funcional, comercialmente conhecida como Q-Sepharose Fast-Flow; e
a outra resina fortemente catidnica, contendo sulfopropil como grupo funcional,

comercialmente conhecida como: SP-Sepharose Fast-Flow.
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3.1.4. Tracador

Na caracterizacdo das colunas cromatograficas preparativas foram utilizados dois
compostos inertes, denominados como tracadores, sendo um de baixa massa molar
possibilitando a penetragdo nos espacos vazios da particula, no caso acetona 0,1% (v/v)
com massa molar de 58,08 Da; e outro de maior massa molar de modo a permitir a
penetracdo nos espagos vazios do leito e ndo penetrar dos poros da particula, no caso

dextrana-azul 0,2% (v/v) com massa molar de 2,0 x 10° Da.

3.1.5. Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos desenvolvidos neste trabalho foram:
Nitrato de Soédio (Merck), cuja solucdo aquosa era empregada como fase movel nas
corridas cromatograficas; Alcool Etilico - grau HPLC (Mallinckrodt) para precipitacdo do
AH no meio fermentado; Cloreto de Sédio (J.T.Baker) para ressuspensdao do AH e eluente
para as resinas de troca ionica; Brometo de Cetil Trimetil Amonio — CTAB (Vetec), Acido
Sulfurico (J.T.Baker) e Carbazole (Sigma-Aldrich) para andlise de quantificacio do AH
através dos métodos Turbidimétrico e Carbazol que serdo descritos ao longo deste capitulo;
Acido Fosférico (Vetec) e o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Vetec) para anélise
de quantificacdo do teor protéico por meio do método de Bradford que também serd

detalhado neste capitulo.

Para obtencdo da curva analitica a ser utilizada na quantificacdo do teor protéico,
utilizou-se como padrao de referéncia a proteina Albumina de Soro Bovino (BSA — Bovine

Serum Albumin) (Vetec).
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3.1.6. Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento do presente trabalho foram:
Centrifuga (Hitachi CF 15D), Balangca Analitica (Mettler AJ150), Espectrofotdmetro
Hitachi U 2001, Bomba Peristdltica Masterflex, duas bombas cromatograficas liquidas de
baixa e média pressdo, que foram acopladas ao sistema de reciclo externo estaciondrio; e
Cromato6grafo Liquido de Alta Eficiéncia composto por duas bombas de alta pressao e dois

detectores: indice de refracao e UV-Vis comercializados pela Shimadzu.

3.2. Métodos

Os métodos experimentais empregados no desenvolvimento do presente trabalho

estdo detalhados e enumerados em tépicos, os quais serdo apresentados a seguir:

3.2.1. Empacotamento do Leito Cromatografico

Os géis de exclusdo por tamanho, em estudo, foram acomodados em colunas
preparativas confeccionadas em vidro. O procedimento utilizado para o empacotamento das

colunas é descrito e enumerado a seguir:

(1) A extremidade inferior da coluna foi fechada e a superior foi mantida aberta;

(2) Através da extremidade superior aberta, lancou-se uma suspensao do
respectivo gel a ser utilizado em etanol 20 %, de uma tnica vez, para dentro da coluna;

(3) Em seguida, o pistdo foi colocado na parte superior, de forma a ndo
comprimir a suspensdo, € conectado a uma bomba peristaltica de média pressdo e a vazio
foi estabelecida em 1,0 mL/min;

(4) Manteve-se a vazao em 1,0 mL/min até total assentamento da suspensdo

(aproximadamente 2 horas);
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(5) Ap6s o assentamento da suspensdo, o pistdo foi acomodado na superficie do
leito sedimentado, aumentando-se a vazado para 2,5 mL/min, em fluxo descendente, durante

1 hora.

O mesmo procedimento foi obedecido para todas as colunas utilizadas neste
trabalho, bem como para as fases estaciondrias em estudo, géis de exclusao por tamanho e

resinas de troca idnica. A Figura 3.1 ilustra a seqiiéncia dos passos realizados nesta etapa.

Suspensio do Gel

Vazio de 10 mL/min
até total sedunentagio
(aproximadamente 2 horas) por 1 hora

Vazio de 2.5 mL/mmn

@) 2) 3) C)) )

Figura 3.1: Seqii€éncia dos passos realizados na etapa experimental de empacotamento

(adaptado de NOBREGA, 2004).

Apés o empacotamento, a coluna foi lavada com dgua deionizada pelo sistema
Milli-Q (Millipore) na vazdo de 1,0 mL/min por 2 horas em fluxo ascendente, contrario ao

do empacotamento, para total eliminagcdo do etanol remanescente, bem como a presenca de
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possiveis bolhas. Em seguida, a coluna foi condicionada com a respectiva fase movel a ser
utilizada durante o processo de separacao na mesma vazao a ser trabalhada por, no minimo,

1 hora. E, s6 entdo, foram realizados os experimentos, todos utilizando fluxo ascendente.

3.2.2. Determinacao dos Parametros Hidrodinamicos do Leito Cromatografico

3.2.2.1. Determinacio das Porosidades do Leito e da Particula

A porosidade das particulas de gel, bem como de um leito formado por estas
particulas, foi determinada através do método de andlise dos momentos, também conhecido
como técnica de pulsos cromatograficos. Este método baseia-se na monitoracio de um
fluido tracador que percola o leito de particulas, através de um detector de UV na saida da
coluna. Os tempos de residéncia dos tracadores no leito fixo fornecem informagdes sobre as
porosidades do leito e da particula. A dispersdo das bandas cromatograficas dos tracadores
juntamente com o tempo de reten¢do fornecem informagdes importantes sobre a dispersdao

axial e a difus@o nos poros.

Através de procedimentos estatisticos, a funcdo de distribuicdo do tempo de
residéncia do leito € caracterizada em termos do tempo médio de retencdo (tgr) e da
dispersdo do tempo médio ou varidncia (6%). Os momentos sdo, entdo, definidos da seguinte
forma: O momento de primeira ordem (u;) € representado pela Equacdo 3.1 e calculado a
partir da diferenca entre os primeiros momentos do sisttema com a coluna e sem coluna.
Logo, o primeiro momento para o leito é dado pela equacdo 3.2. O segundo momento (u5)

no caso a variancia, € expressa em relacdo ao tempo de retencdo médio, conforme a

Equacgdo 3.3 (ARNOLD et al., 1985; RUTHVEN, 1984).
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]CIC(t)dt

M=ty =7 (3.1
j C(t)dt
0

Equacgao na qual C(t) € o sinal do detector.

t L L
lul :/u(c/coluna) _/u(s/coluna) _Eo :;[g_i_(l_g)'gp]:;(g) (32)

equacgao na qual o g0 tempo de injecdo do tragador, L é o comprimento da coluna, u € a
velocidade superficial da fase mével, p € a porosidade da particula e € é a porosidade do

leito de gel.

T(r—tR)zc(t)dt
ppy=0" =t (3.3)
_[ c(t)dt

0

A porosidade do leito de gel, €, foi determinada através dos dados experimentais
obtidos com o tragador de alta massa molar (2,0 x 10° Da), no caso dextrana-azul 0,2%
(v/v), que por apresentar um volume hidrodinamico elevado ndo penetra nos poros das
particulas do leito, logo assume-se €p=0. Os dados conseguidos com o tracador de menor
massa molar (58,08 Da), no caso acetona 0,1% (v/v), servem para a obten¢do da porosidade
total do leito cromatogréafico, ey, num grafico de y; versus L/u, devido ao seu volume
hidrodindmico muito pequeno possibilitando a penetracdo em todos os poros. As condigdes
experimentais empregadas para ambos os tracadores foram: detector de UV com
comprimento de onda em 280 nm e NaNO;3; 0,1 M como fase mével, mantendo-se pH 7,0.

Para o célculo da porosidade da particula utilizou-se a Equacdo 3.4 (RUTHVEN, 1984).

g, =le+1-e)e,] (3.4)
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Equacgdo na qual € € a porosidade do leito e ep € a porosidade da particula.

3.2.2.2. Determinacao do Nimero de Pratos Tedricos

A eficiéncia de uma coluna cromatografica é avaliada em termos do nimero de
pratos tedricos (N) ou da altura equivalente a um prato tedrico (HETP), a partir da obtencdo
dos tempos de retencio e da largura da base ou da largura da banda cromatogréfica a meia
altura (RUTHVEN, 1984). Sendo um “prato tedrico” correspondente a um estdgio de
equilibrio alcangado pelo soluto entre a fase movel e a fase estaciondria. Quanto maior for
N, maior o ndmero de estdgios de equilibrio, maior a eficiéncia da coluna avaliada e,
consequentemente, melhor a separacdo (SNYDER e KIRKLAND, 1979; COLLINS et al.,
2006). No entanto, efeitos de dispersdo axial contribuem para redugdo de tal eficiéncia
(WANG e CHING, 2002). No presente trabalho, o niimero de pratos tedéricos das colunas
envolvidas no sistema REE foi calculado, segundo a Equacao 3.5 (VAN DEEMTER et al.,
1956), com base em um valor médio dos dados obtidos com o tracador acetona 0,1% (v/v)
em diferentes vazoes (0,5 a 3,0 mL/min), tendo em vista que para cada vazao um novo

valor de N foi calculado.

N =5,54-( Lk ] (3.5)

Equacgdo na qual tg € o tempo de retencdo do tracador e wy,, € a largura a meia altura do

pico cromatografico referente ao tracador.

O HETP para cada coluna pertencente ao sistema REE, ambas com altura de leito
de 13 cm, foi calculado a partir da Equacao 3.6 (RUTHVEN, 1984), em que ¢ definido pela
razdo entre a altura do leito, L, e o nimero de pratos tedricos, N (COLLINS et al., 2006).
Logo, para cada vazao trabalhada foi possivel calcular o HETP correspondente a esta

vazao.
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0.2

HETP="L=

L
P N (3.6)
1

Equacgao na qual L é o comprimento do leito e N € o nimero de pratos tedricos.

3.2.2.3. Determinacio do Coeficiente de Dispersao Axial

A dispersdo axial resulta das contribui¢des da difusdo molecular e da difusdo
turbilhonar ou efeito dos multi-caminhos. Em uma primeira aproximagao, estes efeitos siao
aditivos e o coeficiente de dispersdo axial é dado pela Equacdo 3.7 (MIYABE E
GUIOCHON, 2000), em que D, é a difusdo molecular, y; e y, sdo pardmetros numéricos e

dp € o diametro da particula.
D, =yD, +v,d,u (3.7

A relacdo entre a altura equivalente a um prato tedrico, HETP, e a velocidade
superficial da fase mével, u, em separagdes cromatograficas, é dada pela Equacao 3.8,
denominada equacdo de van Deemter (ARNOLD et al., 1985; GUIOCHON, 2002), em que
os termos A e B representam, respectivamente, os efeitos de dispersdo axial e difusdao
molecular na dire¢do axial sendo representados pelas Equacdes 3.9 e 3.10; o termo C
refere-se a resisténcia a transferéncia de massa e € representado pela Equagao 3.11. Estes
trés parametros, A, B e C, sdo os principais contribuintes para o alargamento de uma banda

ou pico cromatografico (VAN DEEMTER, 1956).

HETP = A+ 2 1 cu (3.8)
u

A=2y,d, (3.9)

B=2yD, (3.10)
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sz( € j ! [1+( £ ji} G.11)
1-€)Kk, I-€)K

Na Equacao 3.11, k,, é o coeficiente de transferéncia de massa, [ é a porosidade

do leito e K € dado anteriormente pela Equacdo 3.12.
K=[e,+(1-¢,)H] (3.12)
Equacgdo na qual [/p € a porosidade da particula e H € a constante de Henry.

A Figura 3.2 ilustra o perfil da altura equivalente a um prato tedrico em fun¢do da
velocidade superficial da fase moével, conforme a equacdo de van Deemter representada
pela Equagdo 3.8. A curva A € constante e independente da velocidade superficial, a curva
B € inversamente proporcional e a curva C é uma funcao linear. A curva D representa o
perfil resultante da altura equivalente a um prato em funcdo da velocidade superficial da
fase mével e exibe um valor minimo (HETP,;) em uma velocidade superficial 6tima
(Ustimo) (KRIJGSMAN, 1992). Em velocidades inferiores e superiores a ugimo, HETP €
dependente da difusdo (termo B) e da transferéncia de massa (termo C) (VAN DEEMTER

et al., 1956).

HETP (cm)

min

u

atimeo

¢ (cm/min)

Figura 3.2: Variacdo da altura equivalente a um prato tedrico em fungdo da velocidade

superficial da fase mével conforme a equacio de van Deemter (KRIJGSMAN, 1992).
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O coeficiente de dispersdo axial (D,) para o leito das colunas do sistema REE foi
calculado a partir da Equacdo 3.7, tomando-se como base os termos A e B da equacdo de
van Deemter, determinados conforme a curva de ajuste da equacdo aos pontos
experimentais. A referida curva de van Deemter foi obtida a partir do grafico de HETP
versus u, construido com os dados conseguidos na inje¢do do tracador dextrana-azul 0,2%

(v/v) em diferentes vazdes dentro do intervalo entre 1,0 e 3,0 mL/min.

3.2.3. Obtencao do Acido Hialurédnico para Alimentacao do Sistema

O AH, utilizado no presente trabalho, foi produzido por fermentacio em meio de
cultura sintético com bactérias do tipo Streptococcus zooepidemicus. Para recuperd-lo do
mosto fermentado realizaram-se procedimentos de centrifugacdo, precipitacio e
solubilizacdo, os quais foram nomeados de etapa de pré-purificacdo e que serd detalhada a

seguir.

Um volume de 300 mL do mosto oriundo do processo fermentativo contendo o
AH foi centrifugado a 3200 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. O precipitado,
formado por células e outras particulas sélidas, foi descartado. Ao sobrenadante adicionou-
se etanol na razao volumétrica 1,5:1 (v/v) e a solucdo resultante foi mantida sob agitacdo a
1500 rpm por 1 hora a 4 °C para proporcionar a total precipita¢dio do AH. Em seguida, a
solucdo foi novamente centrifugada a 3200 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o AH, precipitado, foi suspenso em 30,0 mL de

solucdo 0,15 M de NaCl. Os procedimentos de precipitacdo e lavagem foram repetidos por

mais duas vezes, de modo a garantir um maior grau de purificacdo do AH obtido.

Apos a etapa de pré-purificagdo, o AH obtido apds trés precipitagdes em etanol e
ressuspensdes em solucdo de NaCl 0,15 M, numa mistura ainda contendo contaminantes
protéicos como impureza, foi utilizado para alimentacdo dos processos de separacdo em
estudo. A Figura 3.3 ilustra um fluxograma esquemdtico dos métodos experimentais

empregados a partir da obten¢do do AH.
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Obtengao do AH
(etapa de pré-purificagao)

¥ ¥
Separagao do AH Andlise (?Ie AHe
(Escala preparativa) contaminantes
| protéicos na amostra
inicial
¥ 1 :
Modo Batelada Sistema Reciclo I 4
Externo P
NP Quantificagdo Quantificagdo
y ¥ ¥ ¥ ¥ com 3 colunss de de AH
Exclus&o por Exclus&o por Excluso por Troca Aniénica + | |Troca cationica +| | xK 16/20 e gel Proteinas
Tamanho em Tamanho em Tamanho em Excluso por Excluséo por Sephacryl S- 1
coluna XK 16/20| |coluna XK 16/20 Colunas Tamanho com gel Tamanho com 300HR o
com gel comgel | XK 16/40 e XK 50/ Sephacryl gel Sephacryl S- Quantiicagaor| —- -t :
Sephacryl S- Sephacryl S- 30 com gel S-300HR (Coluna| | 300HR (Coluna Método de
300HR 500HR Sephacryl S- XK 16/20) XK 16/20) Bradford | [Turbidimétricol | Garbazol
300HR
| Y
¥ Coletas durante
Saturacao Coletas das fragdes ao 1‘3252??1:;3%
da Coluna| final do sistema

Y
Detecgédo do AH e
contaminantes protéicos|
nas fragdes coletadas

A2 ¥
Anédlise de Andlise
Proteinas de AH
Coluna Phenomenex Coluna Phenomenex
HPLC UV 280nm HPLC IR

Y v
Quantificagao: Método de Q“aé‘"f':HaQaO Determinagao
Bradford e da Massa Molar do AH

Método Dessalinizagdo ~
Turbidimétrico|| das Amostras Baseangﬁ aSI?ti:arg Curvas
¥ de Massa Molar com
Método padrdes de AH
Carbazol

Figura 3.3: Fluxograma esquemadtico dos métodos experimentais empregados para a

separacdo do AH a partir da sua obtengao.

3.2.4. Separacio do Acido Hialurénico em Modo Batelada

A separacao do AH, em modo batelada, foi avaliada por duas diferentes formas:
uma utilizando uma coluna empacotada com uma resina de troca idnica ligada, em série e
anterior, a coluna empacotada com gel de exclusdo por tamanho, e outra utilizando apenas
uma coluna empacotada com gel de exclusdao por tamanho. Os géis avaliados foram:

Sephacryl S-300HR e Sephacryl S-500HR, as resinas de troca ionica utilizadas foram: Q-
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Sepharose Fast-Flow e SP-Sepharose Fast-Flow. Ambas as formas de separagdo do AH

serdo detalhadas nos topicos a seguir.

3.2.4.1. Coluna empacotada com Resina de Troca Ionica em série com uma

Coluna empacotada com Gel de Exclusao por Tamanho

Empregando-se uma coluna empacotada com uma resina de troca idnica ligada,
em série e anterior a coluna com gel de exclusdo por tamanho (Sephacryl S-300HR) foi
avaliada, apenas, a coluna preparativa XK 16/20. As dimensdes da coluna empacotada com
a resina de troca i0nica sdo as seguintes: altura de leito de 8,5 cm e didmetro interno de 15
mm. Uma vez que a carga residual dos contaminantes protéicos € desconhecida, realizaram-

se ensaios utilizando resinas de troca anionica e catidnica, separadamente.

A resina Q-Sepharose Fast-Flow, trocadora anidnica forte, possui o grupo
quaternario de amoénio em sua matriz, sendo capaz de reter, através de troca de anions, 0s
componentes com cargas negativas. A resina SP-Sepharose Fast-Flow, trocadora cationica
forte, detentora do grupo sulfopropil em sua matriz, retém os cédtions presentes na amostra.
As condic¢des de operagdo do sistema cromatogréifico, para este ensaio, foram: solucdo de
NaNO; 0,1 M como fase mével, pH 7,0 (mantendo-se a fase mdvel neutra de modo a ndo
influenciar na separacdo), temperatura ambiente, vazdo de 1,5 mL/min (considerada como
vazdo Otima conforme a curva de van Deemter), volume de injecdo de 1,5 mL (que
corresponde a 5,7% do volume da coluna de exclusdo por tamanho) e coluna de vidro
empacotada com a resina de troca i0nica (com altura de leito de 8,1 cm) ligada em série e
anterior a coluna preparativa empacotada com o gel Sephacryl S-300HR, contendo uma
altura de leito de 13,0 cm. A concentragdo inicial da amostra alimentada foi de 0,57 mg/mL
para o0 AH e de 0,21 mg/mL para as proteinas. Aliquotas de 1,5 mL foram coletadas a cada
minuto ao longo da corrida cromatogréfica para, posterior, andlise para determinagdo da
massa molar e, também, para verificacdo e quantificacdo de AH e possiveis impurezas

proteicas.
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3.2.4.2. Coluna empacotada com Gel de Exclusao por Tamanho

Utilizando-se apenas uma coluna empacotada com gel de exclusdo por tamanho
foram avaliadas as colunas preparativas XK 16/20, XK 16/40 e XK 50/30, separadamente.
Tomando-se a coluna XK 16/20 como base, o emprego da coluna XK 16/40 possibilita a
avaliacdo do ensaio de separagdo com maior altura do leito, e o uso da coluna XK 50/30
permite a averiguacdo da influéncia do aumento do didmetro interno e do aumento da altura
do leito, para posterior comparagdao de dados com a coluna base, no caso XK 16/20. A
Figura 3.4 ilustra o aparato experimental do procedimento de separacio do AH, em

batelada, utilizando apenas a coluna de exclusdo por tamanho.

Loag

Fase Mavel

12345 6

Figura 3.4: Aparato experimental utilizado no ensaio em batelada para a separagao do AH

empregando-se apenas uma coluna de exclusio por tamanho.

Para os experimentos com a coluna XK 16/20, uma amostra de AH na
concentracdo inicial de 1,10 mg/mL para o AH e de 0,39 mg/mL para as proteinas foi
inserida na coluna sob as mesmas condi¢des de operacdo utilizadas anteriormente no
Toépico 3.2.4.1, excluindo-se a coluna de troca idnica. Para as demais colunas, XK 16/40 e
XK 50/30, com alturas de leito de 29 e 25 cm, respectivamente, foram calculados a vazio

de trabalho adequada, mantendo-se a mesma velocidade superficial, conforme Equagao 2.5,
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e o volume de injecdo adequado, conforme Equagdo 2.4, de forma a manter o mesmo
ambiente de separacdo tomando-se como base a coluna XK 16/20, considerando a alteragao

das dimensdes da coluna utilizada. As demais condi¢cdes operacionais foram mantidas.

Empacotada com o gel Sephacryl S-500 HR, somente a coluna preparativa XK
16/20 foi avaliada. As mesmas condicdes cromatograficas utilizadas, anteriormente, com o
gel Sephacryl S-300HR foram adotadas. Durante todo o periodo de eluicdo da corrida
cromatogréfica, em todos os casos supra mencionados, foram coletadas aliquotas de 1,5 mL
a cada minuto para posterior andlise de identificagdo da massa molar, bem como detec¢do e

quantificacdo de AH e contaminantes protéicos.

3.2.4.3. Saturacao do Leito de Gel de Exclusao por Tamanho

Este ensaio foi realizado com o intuito de quantificar a carga massica maxima, em
termos de AH e proteinas, suportada pelo leito de gel. A saturacdo do leito foi realizada
apenas com a coluna preparativa XK 16/20, empacotada com o gel Sephacryl S-300HR.
Utilizando-se um sistema cromatografico, bombeou-se a uma vazdo de 1,5 mL/min,
inicialmente, uma amostra de AH com uma concentracgao inicial de 0,10 mg/mL para o AH
e de 0,045 mg/mL para as proteinas. A saida da coluna foi monitorada por um detector UV,
com comprimento de onda de 280 nm, ligado a um software computacional, o que

possibilitou o acompanhamento da corrida cromatografica ao longo do experimento.

Ap6s a formagdo de um patamar de equilibrio, nitido na corrida cromatografica, a
solucdo de AH foi substituida por uma solucao de NaNO; 0,1 M, até a elui¢do total da
amostra remanescente de dentro da coluna. Foram coletadas aliquotas de 1,5 mL a cada
minuto durante todo o percurso realizado no experimento, saturacdo e elui¢do, para

posterior quantificagdo em relacdo ao AH e ao teor proteico.
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3.2.5. Separacio do Acido Hialurénico em Reciclo Externo Estacionario

A separacdo do AH, utilizando o sistema de reciclo externo estaciondrio, foi
avaliada utilizando duas colunas XK 16/20, empacotadas com gel de exclusdo por tamanho
(Sephacryl S-300HR), ambas com a mesma altura de leito (13 cm) e mesmo diametro (1,6
cm), conectadas por trés valvulas de quatro vias (avaliadas na forma manual e automaética).
O sistema REE consta ainda de duas bombas, um injetor, um detector de UV e um
computador para a aquisi¢do de dados. A Figura 3.5 ilustra o esquema do aparato
experimental com controle de védlvulas manual utilizado neste trabalho, que € semelhante

ao reportado por NOBREGA (2004).

';.iun AL T
Bombas

= Coletar
e Fracdes

Deszcarte

Figura 3.5: Aparato experimental utilizado para a separacdo do AH em REE. A e B:
bombas cromatograficas liquidas de baixa e média pressdo. C; e C,: colunas de leito fixo de
gel de exclusao por tamanho. V| e Vi: vélvulas de 4 vias para recirculacdo. V,: vélvula de
coleta de fracdes. Injetor para insercdo de amostra no sistema. Detector de UV: sistema de

deteccdo em linha (adaptado de NOBREGA, 2004).
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A operacdo do sistema com a automacado das valvulas € realizada por um programa
computacional para o controle das mesmas, tendo sido desenvolvido pela empresa
MECATRON - Projetos e Consultoria Jr utilizando o software labVIEW, cuja interface do
programa estd ilustrada na Figura 3.6. Este software é manipulado por outro computador

diferente do utilizado para aquisicdo de dados.

File Edit gpg, Tools Window Help .

Figura 3.6: Interface do programa computacional utilizado para o controle automatico das
valvulas do sistema REE, desenvolvido pela Empresa MECATRON - Projetos e

Consultoria Jr utilizando o software labVIEW.

Para os experimentos em REE, uma amostra de AH foi inserida no sistema com
duas colunas, sob as mesmas condi¢des cromatogréficas utilizadas para a coluna XK 16/20
no sistema em batelada. Foram realizadas coletas durante os ciclos de eluicdo, referentes a
1* e 2* fragdes expelidas do sistema, A e B, respectivamente. Estas fracdes foram analisadas

em uma coluna analitica Phenomenex PolySep-SEC 6000 e posteriormente quantificadas
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com relac@o ao teor de AH e contaminantes protéicos, conforme o procedimento utilizado

para operacdo em batelada.

A seqiiéncia de comandos operacionais durante os ciclos cromatograficos em REE

foi dividida em etapas que serdo descritas a seguir:

Etapa 1 - Inicialmente, a fase mével € bombeada pelas bombas A e B para as colunas C; e
C,, respectivamente, direcionados pela vdlvula V3, para o condicionamento das
colunas. A vélvula V| direciona a saida da coluna C; para o detector e a saida da
coluna C, para o descarte. A valvula V; esté direcionando a saida do detector para

o coletor de fracdes.

Etapa 2 - Passada 1 hora de condicionamento, aproximadamente, € realizada a injecdo da
amostra pelo acionamento do injetor, enquanto as demais vélvulas dao as
condi¢des para a amostra ser introduzida inicialmente na coluna C;. No inicio do
perfil cromatografico, apds um tempo de 5 minutos, tem-se inicio a coleta da 1

fragao - A.

Etapa 3 - Coletada a 1* fragdo - A, oriunda da coluna C;, a vdlvula V;, envia o fluxo que sai
da coluna C; para a valvula V3 que permite a insercdo da fracdo recirculada na
coluna C,, esta fragdo recirculada corresponde a primeira zona do reciclo, no caso
R;. Neste momento a bomba A € pausada. A bomba B impulsiona o fluxo de todo
o sistema em reciclo passando pela coluna C; através da mudanca de dire¢ao da

valvula V3 e seguindo para a coluna C,.

Etapa 4 - Recirculada a 1? fra¢do do reciclo, a bomba B €, entdo, pausada e a bomba A é
ativada para a realizacdo de uma nova injecao de amostra, desta vez na coluna C,,
através da valvula V3. A saida da coluna C, permanece direcionada para o descarte

através da valvula V.

Etapa 5 - Apds a segunda injec@o, a bomba A € novamente pausada, acionando-se a bomba
B que através da védlvula V3 impulsiona o fluxo do sistema em reciclo passando

inicialmente pela coluna C; e seguindo em direc¢do a coluna C,, dando inicio ao 2°
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Etapa 6

Etapa 7 -

reciclo, no caso R,, que corresponde ao fluxo que vem da coluna C; e €
direcionado para a coluna C,, cuja saida permanece direcionada para o descarte

através da valvula V;.

- Ap6s o segundo reciclo, a bomba A € novamente acionada, funcionando
juntamente com a bomba B. Neste momento a valvula V3 permite que a bomba A
impulsione o fluxo para a coluna C, e a bomba B para a coluna C;. A saida da
coluna C, permanece direcionada para o descarte através da vélvula V;. A valvula
V, € posicionada de modo a direcionar o fluxo que sai do detector, oriundo da
coluna C; através da vdlvula V, para o coletor de fragdes e tem-se o inicio da
coleta da 2* fracdo - B, que corresponde ao final do perfil cromatografico que sai

da coluna C;. Assim, finaliza-se um ciclo.

Coletada a 2° fracdo - B, a valvula V; € posicionada de modo a direcionar o fluxo
de saida da coluna C, para o detector e o da coluna C; para o descarte. Mantém-se
a posicdo da vélvula V, para a coleta da 1* fracdo — A, vinda da coluna C,,
proveniente da segunda inje¢do (Etapa 4). A posicdo da valvula V3 também é

mantida. Inicia-se um novo ciclo.

Etapa 8 - Coletada a 1* fracdo - A, agora oriunda da coluna C,, a vdlvula V; envia o fluxo

que sai da coluna C, para a vélvula V3 que muda de posi¢do, permitindo a insercao
da fracao recirculada na coluna C, esta fracao recirculada corresponde a R;. Neste
momento a bomba A é pausada. A bomba B impulsiona o fluxo de todo o sistema
em reciclo passando pela coluna C; através da mudancga de dire¢do da vélvula V; e
seguindo para a coluna C;. Esta etapa € semelhante a Etapa 3, porém trocando-se a

ordem das colunas.

Etapa 9 - Apds o primeiro reciclo R, a bomba B €, entdo, pausada e a bomba A ¢ ativada

para a realizacdo da terceira injecio de amostra, desta vez na coluna C;
novamente, através da vélvula Vi. A saida da coluna C; € direcionada para o

descarte através da valvula V;.
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Etapa 10 - Apds a terceira inje¢do, a bomba A € novamente pausada, acionando-se a bomba
B que através da vélvula V3 impulsiona o fluxo do sistema em reciclo passando
pela coluna C; e seguindo em direcdo a coluna C;, dando inicio ao reciclo R,, que
corresponde ao fluxo que vem da coluna C, e € direcionado para a coluna C;, cuja

saida permanece direcionada para o descarte através da valvula V.

Etapa 11 - Recirculado o segundo reciclo, R, a bomba A € novamente acionada,
funcionando em conjunto com a bomba B. Neste momento a vdlvula V3 permite
que a bomba A impulsione o fluxo para a coluna C; e a bomba B para a coluna C,.
A saida da coluna C; permanece direcionada para o descarte através da vélvula V.
A vélvula V, direciona o fluxo que sai do detector, oriundo da coluna C,, através
da vélvula V;, para a coleta e tem-se inicio a coleta da 2* fracdo - B, que
corresponde ao final do perfil cromatogrifico que sai da coluna C,. Assim,

finaliza-se outro ciclo.

Etapa 12 - Coletada a 2* fragdo - B, posiciona-se a valvula V; de modo a direcionar o fluxo
de saida da coluna C; para o detector e o da coluna C, para o descarte. Mantém-se
a posicdo da vélvula V, para a coleta da 1* fracdo — A, vinda da coluna Cj,
proveniente da terceira injecdo (Etapa 9). A posicdo da vdlvula Vi também ¢é

mantida. Inicia-se, entdo, mais um novo ciclo.

A partir da Etapa 3 ocorre uma repeticdo de tarefas, variando a seqii€éncia das
colunas, conforme o numero de ciclos requisitados para o experimento. No presente
trabalho, para cada experimento realizaram-se até 12 ciclos. Ao final de cada experimento,
as colunas foram lavadas com a mesma solugdo da fase movel, para a retirada de qualquer

residuo remanescente, e em seguida foram acondicionadas em 4agua.

Um cromatograma representativo do perfil de um ciclo cromatografico de uma
amostra de AH no sistema REE pode ser observado na Figura 3.7. As distintas zonas, ao

longo do ciclo, estdo representadas por linhas tracejadas para melhor visualizagdo. A e B
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sdo as fracdes coletadas mais ricas em AH e proteinas, respectivamente. R; e R, sdo as
fracdes recirculadas contendo a mistura entre AH e proteinas, sendo que na fracdo R; a
concentracdo de AH estd em maior propor¢do e na R, a concentragdo de AH encontra-se
em menor proporcao. Estas fracdes, R e Ry, sdo as recirculadas no sistema, conforme as

Etapas 3 e 5, detalhadas anteriormente.
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Figura 3.7: Cromatograma caracteristico do perfil de um ciclo cromatografico de uma
amostra de AH (contendo a mistura de AH e proteinas) no sistema REE. A e B sao as
fracdes coletadas ricas em AH e proteinas, respectivamente. R; e R, sdo as fracdes
recirculadas no sistema, sendo que na fracdo R; a concentracio de AH estdi em maior
propor¢do e na R, a concentracdo de AH encontra-se em menor proporcdo. A injecdo da

amostra em cada ciclo € realizada entre as zonas de reciclo (R; e Ry)

3.2.6. Deteccao da Presenca de Acido Hialurénico e Contaminantes Protéicos

Para a deteccdo do AH, em todas as fracdes coletadas, realizaram-se andlises em
um sistema de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com detector de indice de
refracdo. A presenca de contaminantes protéicos foi também detectada por andlises em
CLAE com detector de UV-Vis com comprimento de onda de 280 nm. Utilizaram-se as

seguintes condi¢des cromatograficas: coluna analitica Phenomenex PolySep GPC 6000,
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pré-coluna, temperatura ambiente, solu¢do de 0,1 M de NaNO;3; como fase mével, vazao de

1,0 mL/min e volume de injecdo de 20 pL.

3.2.7. Quantificacao do Acido Hialurdnico

A concentracdo de AH, nas fracdes coletadas, foi determinada por dois métodos:
Método Quimico Carbazol, proposto por BITTER e MUIR (1962), que vem a ser uma
modificagdo do método criado por DISCHE (1946), e pelo Método Turbidimétrico CTAB
(Brometo de Cetil Trimetil Amonio), proposto por CHEN e WANG (2009).

No método quimico Carbazol, o procedimento consiste da adicdo lenta de 0,5 mL
da amostra a 3,0 mL de solucdo 0,025 M de Tetraborato de Sédio em Acido Sulftrico,
previamente resfriado a 4° C por 5 minutos. A mistura € aquecida por 10 minutos a 100°C,
e em seguida resfriada a temperatura ambiente, quando entdo sdo adicionados 100 pL de
solucdo alcodlica de carbazol 0,125 %. A mistura é novamente aquecida por 15 minutos a
100°C, sendo em seguida resfriada a temperatura ambiente. A absorbancia das solugdes é
medida, apds o resfriamento, em espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de
530 nm. Como referéncia, construiu-se uma curva analitica utilizando hialuronato de sédio

(Hylumed®) como padrao em diferentes concentracdes, variando-se de 25 a 200 mg/L.

Antes da quantificacdo pelo método quimico Carbazol, faz-se necessdrio a
dessalinizacdo das amostras, devido a presenca de nitrato de s6dio que € interferente no
desenvolvimento da andlise, mascarando a coloracdo rosa caracteristica do método quimico
Carbazol e apresentando uma coloracdo esverdeada. A dessalinizagdo das amostras foi
realizada submetendo-se 1,0 mL das fracoes de AH a colunas de dessaliniza¢do (Bio-rad,
econo-pac 10 DG), previamente equilibradas com 15 mL de dgua deionizada pelo sistema
Milli-Q (Millipore). A elui¢do € dada gravitacionalmente, sem o uso de bombas, por tratar-
se de coluna aberta. Em seguida, o AH € coletado em 2,0 mL de 4gua deionizada (a mesma

utilizada para o equilibrio do sistema).
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O método turbidimétrico CTAB baseia-se na formag¢do de uma turvacdo entre o
AH e 0 CTAB, que ¢ um surfactante catidonico. Esta turvagcdo apresenta-se mais intensa com
o aumento da concentracdo de AH na solugdo. A andlise consiste da adicdo de 2 mL de
solucdo 2,5% de CTAB em Cloreto de Sédio 0,2 M a 1 mL da amostra, seguido de
agitacdo. A absorbancia das solu¢des € medida, apés 10 minutos, em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 400 nm. Como referéncia, construiu-se uma curva analitica para
este método utilizando-se, como padrdo, solu¢gdes de hialuronato de sédio (Hylumed®) no

intervalo de concentragdo de 20 a 160 mg/L.

CHEN e WANG (2009) compararam o método turbidimétrico CTAB com o
método quimico Carbazol, modificado por BITTER e MUIR (1962) que, até entdo, vem
sendo o mais confidvel para determinagao da concentra¢do de AH. Eles concluiram que, em
termos de acurécia, precisdo e sensibilidade, o método turbidimétrico CTAB € tao eficiente
quanto o método quimico Carbazol, além de ser uma anélise mais rdpida, menos laboriosa e
mais segura, uma vez que no método sugerido inicialmente por DISCHE (1946), € utilizado
acido sulftrico concentrado como principal reagente (CHEN e WANG, 2009). Baseando-se
no trabalho realizado por CHEN e WANG (2009), optou-se por quantificar o AH apenas
pelo método turbidimétrico CTAB no desenrolar dos experimentos do presente trabalho,
pois além da rapidez da andlise, seria eliminada do processo de separacdo a etapa de
dessalinizacdo das amostras, que € necessdria no ensaio analitico pelo método quimico
Carbazol. A quantificacdo do AH pelo método turbidimétrico CTAB foi entdo realizada
ap6s a andlise de todas as fracdes coletadas por CLAE que possibilita a visualizacdo do
pico referente ao AH no detector de indice de refracdo, bem como o pico referente as

proteinas no detector de UV com comprimento de onda de 280 nm.

3.2.8. Quantificacao dos Contaminantes Protéicos

A quantificagdo dos contaminantes protéicos foi conduzida pelo método de
BRADFORD (1976), que se baseia na interacdo entre o corante (Coomassie brilliant blue

BG-250) presente no reagente acido de Bradford com as proteinas soliveis no meio,
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formando um complexo de cor azul. Este complexo tem sua tonalidade aumentada

conforme o aumento da concentracdo de proteinas.

A andlise consiste da adi¢dao de 1,0 mL do reagente de Bradford a 100 pL de
amostra. A absorbancia das solu¢des é medida, apés 10 minutos, em espectrofotdmetro, sob
o comprimento de onda de 595 nm (BRADFORD, 1976). Como referéncia, construiu-se
uma curva analitica utilizando padrdes de BSA (Bovine Serum Albumin) no intervalo de

concentracao de 0,1 a 1,0 mg/mL.

3.2.9. Determinaciio da Massa Molar do Acido Hialurénico e dos Contaminantes

Protéicos

Para avaliar a massa molar do AH e das proteinas nas fracdes coletadas,
inicialmente, fez-se necessdria a construcdo de uma curva padrdo de massa molar
(CANEVAROLO, 2002). Esta curva possibilita a relagdo entre o volume de eluicio ou
tempo de retengdo de um referencial padrdo a massa molar destes padroes, devidamente
conhecidas construida sob as mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas para a anélise
das amostras, conforme ilustra a Figura 3.8. Desta forma, construiu-se uma curva padrao de
massa molar utilizando padrées de AH com diferentes e conhecidas massas molares (5,0 x

10% a 1,0 x 10° Da).

A massa molar das fracdes de AH e de proteinas foram determinadas por CLAE
acoplada a dois detectores ligados em série (indice de refracdo e UV-Vis, em 280 nm),
coluna analitica Phenomenex PolySep GPC 6000 e pré-coluna. As condicdes
cromatogréficas utilizadas foram: 0,1 M de NaNO; pH 7,0 como fase mével, temperatura
ambiente, vazdo de 1,0 mL/min e volume de injecdo de 20 puL. Os tempos de retengdao
obtidos tanto para o AH quanto para as proteinas, nas respectivas fracdes A e B foram
entdo, inferidos na curva padrdo de massa molar construida com padrées de AH, nas
mesmas condi¢cdes cromatograficas, possibilitando a obtencdo da massa molar de cada

componente (AH e proteinas) nas referidas fracoes.
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Figura 3.8: Tipica curva de calibracdo em SEC ilustrando pontos de massa molar versus
volume de eluicdo ou volume de retencdao de uma série de padrdes poliméricos de massa
molar conhecida. O volume de permeacdo total da coluna, Vt, € igual ao volume de vazios
da coluna, Vo, mais o volume dos poros das particulas do leito,Vi. Mo € a massa molar
definida como limite de exclusdo da coluna e Mt € a massa molar definida como limite de

permeacio total da coluna (MORI e BARTH, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Empacotamento do Leito Cromatografico

As colunas preparativas XK 16/20, 16/40 e XK 50/30 foram empacotadas com o
gel Sephacryl S-300 HR, estando ilustrado na Figura 4.1. Outro gel estudado foi Sephacryl
S-500 HR para a coluna XK 16/20, apenas. A Tabela 4.1 apresenta as diferentes colunas
utilizadas, suas dimensoes e os respectivos géis trabalhados. O empacotamento das colunas
se deu bombeando-se uma solucdo de etanol 20% (v/v), equivalente a que se encontrava
armazenado o gel de trabalho, conforme descrito anteriormente no tépico 3.2.1 do Capitulo

de Material e Métodos. As duas colunas XK 16/20 empacotadas com o gel Sephacryl S-
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300HR foram caracterizadas em termos de sua hidrodindmica, cujos dados obtidos estdo
expostos nos proximos topicos a serem abordados durante a leitura deste capitulo,

conforme método experimental descrito no topico 3.2.2 do Capitulo de Material e Métodos.

Aa ® (© D)

Figura 4.1: Colunas preparativas empregadas na realizacdo dos experimentos do respectivo
trabalho: (A) coluna de troca idnica utilizada com a resina anidnica, Q-Sepharose Fast-

Flow, ou catidnica, SP-Sepharose Fast-Flow; (B) XK 16/20; (C) XK 16/40 e (D) XK 50/30
empacotadas com o gel de SEC Sephacryl S-300 HR.

Apés o empacotamento das respectivas colunas, as mesmas foram lavadas com
dgua deionizada pelo sistema Milli-Q e condicionadas com a fase movel a ser utilizada.

Foram, entdo, realizados ensaios de separacio do AH nas referidas colunas,
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individualmente, em modo batelada sob condi¢des experimentais detalhadas nos tépicos a

seguir, ainda neste capitulo.

Tabela 4.1: Dimensdes das colunas XK utilizadas e os respectivos géis de recheio.

Diametro Interno Altura do Leito
Coluna Gel utilizado como Recheio

(cm) (cm)
Sephacryl S-300HR

XK 16/20 1,6 13,0
Sephacryl S-500HR
XK 16/40 1,6 29.0 Sephacryl S-300HR
XK 50/30 5,0 25,0 Sephacryl S-300HR

Q-Sepharose Fast Flow
Troca Ionica 1,5 8,1

SP-Sepharose Fast Flow

4.2. Hidrodinamica das Colunas do Sistema de Reciclo Externo Estacionario

4.2.1. Determinacio das Porosidades do Leito e da Particula

A porosidade do leito de gel das duas colunas XK 16/20 utilizadas no sistema de
reciclo externo estaciondrio, bem como a porosidade das particulas deste gel, Sephacryl S-
300HR, foram determinadas por meio do método de andlise dos momentos. Para o
desenvolvimento de tal método, realizou-se a injecdo dos tracadores de alta e baixa massa
molar, dextrana azul 0,2% (v/v) e acetona 0,1% (v/v), respectivamente, variando-se as

vazoes de 0,5 a 3,0 mL/min nas duas colunas confeccionadas em vidro, comercializadas
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como XK 16/20, individualmente. A coluna XK 16/20 empacotada com o gel Sephacryl S-

300HR possui uma altura de leito de 13,0 cm e 1,6 cm de diametro.

Os experimentos foram realizados no equipamento utilizado para o sistema de

REE, embora empregando-se apenas uma coluna por vez, contendo uma bomba, um

detector de UV em 280 nm e um computador para a aquisi¢cdo dos dados. As Figuras 4.2 e

4.3 ilustram os dados experimentais plotados para as duas colunas XK 16/20 utilizadas no

sistema REE, agora nomeadas Coluna 1 e Coluna 2, em relagdo ao primeiro momento

relativos ao leito de gel empregando os tragadores supra citados.

Primeiro Momento (u), seg

1600
1400 - Macetona = 0,90x B
R2=099 -
1200 |
1000 A //(}”/
800 - o /6/ Hdextrana-azul = 0,31X
T R2=0,99
600 | o
& -
400 -
200 - et
06—
0 300 600 900 1200 1500 1800
L/u,seg

Figura 4.2: Dados experimentais da determinacdo do primeiro momento, em um leito fixo

de gel, com os tracadores acetona () e dextrana-azul (#) para a coluna 1 — XK 16/20 (d.i.

1,6 cm e altura do leito de 13 cm) — do sistema REE, e o ajuste linear para cada tracador (-).
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Figura 4.3: Dados experimentais da determina¢do do primeiro momento, em um leito fixo
de gel, com os tragadores acetona (0) e dextrana-azul (e) para a coluna 2 — XK 16/20 (d.i.

1,6 cm e altura do leito de 13 cm) — do sistema REE, e o ajuste linear para cada tracador (-).

Avaliando-se a Figura 4.2, tem-se que o ajuste linear aos dados experimentais
obtidos com o tracador acetona para a coluna 1 do sistema REE, considerando o volume

morto para a referida coluna com o respectivo tracador, € representado pela Equacgao 4.1.

1 =090 (Ej 4.1)

u

Equacgdo na qual L € o comprimento do leito, u € a velocidade superficial, u € o primeiro
momento e a inclinac@o da reta fornece a porosidade total, e, no valor de 0,90, equivalente

a[e+ (1- ¢) gp], conforme Equagao 3.3.

A porosidade do leito, €, para a coluna 1 do sistema REE € alcancada através da

inclinacdo da reta de ajuste linear aos dados obtidos com o tragador dextrana-azul,
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considerando o volume morto para a respectiva coluna com o referido tracador, exposta

pela Equacdo 4.2.

M= 0,31-(£J 4.2)

u

Equacgao na qual a porosidade do leito € = 0,31.

De posse das porosidades do leito, €, e total, er, a porosidade da particula do leito
da coluna 1 do sistema REE € calculada, a partir da Equagdo 3.3, como sendo €p = 0,86. A
mesma avaliacdo utilizada para o cdlculo das porosidades total, do leito e da particula na
coluna 1 foi também empregada para a coluna 2 do sistema REE e os resultados estdo

apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Resultados alcangados através do cédlculo das porosidades total, da particula e

do leito para as duas colunas pertencentes ao sistema REE.

COLUNA1 COLUNA2

Porosidade Total (1) 0,90 0,93
Porosidade do Leito (¢) 0,31 0,33
Porosidade da Particula (cp) 0,86 0,89

4.2.2. Determinacao do Nimero de Pratos Tedricos

O numero de pratos tedricos (N) das colunas 1 e 2 — XK 16/20 — do sistema REE
foi determinado utilizando-se o tracador acetona 0,1% (v/v) em diferentes vazodes,
variando-se de 0,5 a 3,0 mL/min. Para cada pico cromatogréfico, referente a acetona, em
determinada vazao, obteve-se a largura do pico a meia altura, w;,, € o tempo de retengdo,

tr, através da sua derivada primeira. De posse dos valores calculados, obteve-se um nimero
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de pratos tedricos médio para cada coluna, através da Equacdo 3.5. Os resultados obtidos

para cada coluna estdo expostos na Tabela 4.3.

Verifica-se que o nimero de pratos tedricos, N, para a coluna 2 do sistema REE ¢é
superior ao calculado para a coluna 1, o que implica na obten¢ao de picos um pouco menos
largos, apresentando wj, menor em relacdo a coluna 1. Todavia, isto ndo se mostrou
agravante no processo de separacdo, uma vez que o perfil cromatografico exibido pelas
duas colunas comportou-se de modo semelhante. O nimero de pratos tedricos calculado
para ambas as colunas apresentou um valor de, aproximadamente, 3000 m™', enquanto que
o valor de N para colunas de vidro comerciais, devidamente empacotadas com o0 mesmo gel

utilizado neste trabalho, atinge um niimero de pratos teéricos em torno de 5000 m™.

Tabela 4.3: Resultados obtidos através do cdlculo do nimero de pratos tedricos por metro

para as duas colunas pertencentes ao sistema REE.

COLUNA 1 COLUNA 2

L (cm) 13 13
HETP (cm) 0,15 0,15
N (m) 3036 3889

Segundo informagdes do fabricante do gel, GE Healthcare, avaliando-se o valor de
HETP que € obtido pela Equacdo 3.6, pode-se dizer que colunas com valores de HETP
entre 0,06 e 0,10 cm apresentam-se com uma boa eficiéncia de separacdo. Enquanto que,
colunas com valores de HETP inferiores a 0,06 cm mostram-se como excelentes, e valores
entre 0,10 e 0,15 cm apresentam-se como aceitaveis. Pode-se dizer que o valor de N
calculado para o empacotamento em laboratério, mesmo apresentando-se distante do valor
de N disponivel no mercado, guardadas as devidas condi¢des operacionais, mostra-se apto
para o emprego nos processos de separagdo, uma vez que ambas as colunas apresentaram

valores de HETP em torno de 0,15 cm de acordo com a Tabela 4.3, e classificam-se como
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colunas com eficiéncia de separacdo aceitdveis de acordo com as especificacdes do
fabricante. Pequenos valores de HETP indicam elevados valores de N e maior eficiéncia da
coluna. Quanto maior for o nimero de pratos tedricos, maior serd o nimero de estigios de
equilibrio, melhor a eficiéncia da coluna e, consequentemente, melhor a separagdo

(SNYDER e KIRKLAND, 1979).

4.2.3. Determinacao do Coeficiente de Dispersao Axial

O coeficiente de dispersao axial, D,y, para as colunas 1 e 2 — XK 16/20 — do
sistema REE foi determinado de acordo com a Equacdo 3.7, tomando-se como base os
termos A e B da equacdo de van Deemter, representada pela Equacdo 3.8. A referida
equacdo foi obtida a partir do ajuste aos dados obtidos com o tragador dextrana-azul 0,2%

(v/v) plotados no grafico HETP versus u, conforme ilustram as Figuras 4.4 e 4.5,

respectivamente.
0,35
| Modelo: van Deemter
Dados: Coluna 1 - REE 'S
0,30
{chi* = 0.001
0,25 R? = 0.984
£ 020- ¢
)
ar |
0,15
= .
0,10~ \
0,05 ’
0,00 T T T e - T T T T T T T

0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6

o -1
u, cm.min

Figura 4.4: Curva de van Deemter (-) obtida através do ajuste dos pontos experimentais (4)
obtidos com o tracador dextrana-azul (0,2 %) na coluna 1 do sistema REE, empacotada

com o gel Sephacryl S-300 HR, utilizando NaNO3 0,1 M pH 7,0 como fase mével.
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Figura 4.5: Curva de van Deemter (-) obtida através do ajuste dos pontos experimentais
(@) obtidos com o tragador dextrana-azul (0,2 %) na coluna 2 do sistema REE, empacotada

com o gel Sephacryl S-300 HR, utilizando NaNO3 0,1 M pH 7,0 como fase mével.

Observando as Figuras 4.4 e 4.5, as quais ilustram o perfil resultante do
comportamento da altura equivalente a um prato tedrico em fung¢do da velocidade
superficial da fase movel, verifica-se que, segundo KRIJGSMAN (1992), o menor valor
de HETP exibido no gréfico corresponde a um valor 6timo de velocidade superficial
para cada coluna. Assim sendo, comparando-se as duas Figuras 4.4 e 4.5, optou-se por
um valor de velocidade superficial médio que fosse 6timo para a utilizacdo em ambas as
colunas, ndo sofrendo a influéncia dos efeitos de dispersdo axial, no caso u = 0,75 cm/s,
que corresponde a uma vazao de 1,5 mL/min, que foi a vazdo tomada como padrdo em
todos os experimentos tanto em batelada como no sistema REE para as duas colunas XK

16/20 empacotadas com o gel Sephacryl S-300HR.

Tomando-se os termos A e B da equacdo de van Deemter, que representam 0s

efeitos de dispersdo axial e difusdo molecular, respectivamente, ¢ comparando-os a
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Equacao 3.7, obtém-se o coeficiente de dispersao axial relativo a cada coluna empregada no
sistema REE, colunas 1 e 2. Os resultados obtidos, bem como os termos A, B e C da
equacgdo de van Deemter e seus respectivos desvios padrao conseguidos para as colunas 1 e

2 do sistema REE estao expostos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Parametros da equacdo de van Deemter e coeficiente de dispersdo axial (D,x)

obtidos para as colunas 1 e 2 do sistema REE, empacotadas com o gel Sephacryl S-300 HR.

A B C Dy (cmz.min'l)
COLUNA 1 0,86 +£0,16 0,67 £ 0,09 0,28 +£0,05 0,33 + 0,43u
COLUNA 2 0,47 +£0,02 0,35 +£0,01 0,23 +£0,01 0,29 + 0,24u

Com base nos dados apresentados na Tabela 4.4, observa-se que o coeficiente de
dispersdo axial calculado para a coluna 1 € maior que o obtido para a coluna 2, o que vem a
refletir o fato do nimero de pratos tedricos da coluna 1 apresentar-se inferior ao da coluna
2, entretanto isto também ndo se mostrou como agravante para a separagio uma vez que o
perfil cromatografico de separagdo de ambas as colunas apresentaram-se semelhantes. Esta
diferenca encontrada no niimero de pratos tedricos e no coeficiente de dispersdo axial das
colunas do sistema REE pode ser justificada pela forma manual de empacotamento das

mesmas.

4.3. Avaliacao da Massa Molar

Para avaliar a massa molar dos componentes estudados fez-se necessdria a
constru¢do de uma curva padrao de massa molar, a qual possibilita a relacdo entre o tempo

de reten¢do ou volume de elui¢do do referido composto com sua respectiva massa molar. A
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curva padrao de massa molar foi construida com padroes de AH comercializados em
diferentes faixas de massa molar devidamente conhecida, no intervalo de 5,0 x 10% a 1,0 x
10° Da. Uma solucdo de cada padrdao de AH foi preparada em 4gua, e em seguida analisada
por CLAE com detector de indice de refracdo, coluna analitica Phenomenex PolySep GPC
6000 e pré-coluna, sob as condi¢des cromatogréficas descritas anteriormente no Tépico
3.2.8. A curva padrao de massa molar obtida com padrdes de AH pode ser visualizada na
Figura 4.6. O ajuste linear aos pontos experimentais obtidos foi realizado utilizando o

programa computacional Microcal Origin - versao 6.0, representado pela Equagao 4.3.

log((MM) =10,96-0,62-T 4.3)

Retencido

6,2
AN Log MM =10,96 - 0,62 * T
et

670_ $\\ 2
] . R'=-0,99
5,8-

5,6—- \
5.4 Sy

521 i
50l
481
461 ..

Log Massa Molar (AH)

7.5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5

Tempo de Reten¢ao, min

Figura 4.6: Curva padrdao de massa molar construida com padrdes de 4cido hialurénico
utilizando coluna analitica Phenomenex PolySep GPC 6000 e pré-coluna, volume de
injecdo de 20 uL, temperatura ambiente, vazdao de 1,0 mL/min, detector de indice de

refracdo e NaNO3 0,1 M pH 7,0 como fase mével.
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4.4. Ensaios de separacao do Acido Hialurénico por Cromatografia de Exclusao por

Tamanho em modo Batelada

Os ensaios de separacao do AH, em batelada, foram realizados por dois diferentes
métodos: o primeiro empregou-se uma coluna empacotada com uma resina de troca idnica
ligada em série e antes da coluna empacotada com gel de exclusdo por tamanho; ja no
segundo método fez uso apenas da coluna empacotada com gel de exclusao por tamanho. O
estudo dos diferentes métodos tem como intuito avaliar a melhoria no processo de
separacdo do AH no modo batelada fazendo uso do material disponivel no laboratério de

trabalho. Os diferentes métodos serdo abordados e detalhados nos topicos a seguir.

Para a alimentagao de todos os ensaios de separacdo do AH utilizou-se a amostra
de AH oriunda da etapa de pré-purificacdo, descrita no topico 3.2.3 do capitulo de Material
e Métodos, apds trés precipitacdes em etanol e ressuspensdes em NaCl 0,15 M. A
distribuicdo da massa molar da referida amostra foi realizada por CLAE com detector de
indice de refracdo, coluna analitica Phenomenex PolySep GPC 6000 e pré-coluna, sob as
condi¢Oes cromatograficas descritas anteriormente no Tépico 3.2.8. O resultado para a
distribuicao de massa molar em relacdo ao AH para a amostra inicial € obtido através do
fracionamento do pico cromatografico visualizado por CLAE com detector de indice de

refracdo e € dada pela Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Distribui¢do de massa molar para o AH (com relagdo ao percentual em drea do
fracionamento referente ao pico cromatografico do AH visualizado por CLAE) da amostra

inicial de AH ap6s trés precipitagdes em EtOH e ressuspensdes em NaCl 0,15M.

Distribuicio de Massa Molar para o AH na Amostra Inicial

10° Da 10* Da 10° Da 10° Da > 10° Da

Quantidade de AH em 5 11 51 31 2

area percentual (%)
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4.4.1. Ensaio utilizando Coluna empacotada com Resina de Troca Ionica ligada a

uma Coluna com Gel de Exclusdo por Tamanho

A inser¢do de uma coluna de troca idnica acoplada e anterior a coluna de exclusao
por tamanho surgiu como possivel ferramenta para a eliminacdo dos contaminantes
protéicos da amostra de AH. A idéia nasceu baseada em estudos realizados em diversos
trabalhos disponiveis na literatura envolvendo a purificacdo de proteinas por cromatografia
de troca i6nica (NEBINGER, 1985; STEKOLNIKOV e KORNILOVA, 1997;. LAGO et
al., 2005). No entanto, como a carga residual da proteina em questdo é, até entdo
desconhecida, realizaram-se testes com resinas de troca anionica e cationica. Os resultados

obtidos mostraram-se interessantes e serdo visualizados e debatidos nos topicos a seguir.

4.4.1.1. Coluna empacotada com Resina de Troca Aniénica ligada a uma

Coluna com Gel de Exclusao por Tamanho

A opc¢do pela resina anidnica veio do fato que o AH, quando em solugdo salina, é
encontrado na forma de hialuronato de sédio, com carga residual negativa, o que implica na
retencdo do AH quando na utilizacdo de uma resina de troca anidnica, como no caso em
questdo. De posse dessa informagdo, acoplou-se uma coluna empacotada com a resina Q-
Sepharose Fast-Flow, forte trocadora anidnica, em série e anterior a uma coluna preparativa
empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR. O ensaio experimental ocorreu sob as
seguintes condicdes cromatograficas: vazao de 1,5 mL/min, solu¢do de NaNOs 0,1 M pH
7,0 como fase movel, temperatura ambiente e volume de inje¢do de 1,5 mL de amostra de
AH contendo uma concentracdo inicial de AH de 0,57 mg/mL e de proteinas de 0,21
mg/mL. Para a elui¢do do componente retido na coluna utilizou-se uma solu¢do de NaCl
1,0 M no modo gradiente de eluicdo (0 a 100%). Ao longo de toda corrida cromatogréfica,
realizada em triplicata, coletaram-se aliquotas de 1,5 mL a cada minuto a saida do detector
de UV no comprimento de onda de 280 nm para posterior anélise da concentracdo de AH e
contaminantes protéicos, as quais deram origem ao grafico do grau de dilui¢do, com seus

respectivos desvios, condutividade e pH versus o tempo de corrida, ilustrado na Figura 4.7.

85



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

O célculo do percentual de dilui¢do relaciona a concentragdo do composto na aliquota

coletada com a concentragao inicial do referido composto, conforme Equacgdo 4.4.

C,.
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Figura 4.7: Perfil do grau de diluicio médio do AH (e) e dos contaminantes protéicos (0),
bem como o comportamento da Condutividade (—) e do pH (—) ao longo da corrida
cromatogréfica, versus o tempo, obtidos no ensaio de separagao da amostra de AH, apds
trés precipitacoes em etanol e ressuspensdes em NaCl 0,15M, utilizando uma coluna
empacotada com a resina anidnica Q-Sepharose Fast-Flow, em série, a uma coluna
preparativa com o gel Sephacryl S-300 HR, numa vazao de 1,5 mL/min, NaNO; 0,1 M pH
7,0 como fase mével, NaCl 1,0 M para elui¢do do componente retido no modo gradiente,

volume de injecdo de 1,5 mL e temperatura ambiente.
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Observa-se através da Figura 4.7 que o uso de uma coluna de troca anidnica nao se
mostrou eficiente para a eliminacdo dos contaminantes protéicos das amostras, o que pode
ser observado pela eluicao conjunta do AH e dos contaminantes protéicos no intervalo entre
20 e 40 minutos. O perfil observado na Figura 4.7 também ilustra a etapa de elui¢cdo do
componente retido na coluna, no caso o AH, mudando-se a fase mével para NaCl 1,0 M em
gradiente de eluicdo de 0 a 100 % para total eluicio do componente retido. O emprego da
coluna de troca anidnica apresentou a capacidade de retencdo do AH, detentor de carga
residual negativa, eliminando-o somente quando saturada, em torno de 30 minutos.
Percebe-se também que os contaminantes protéicos, presentes nas amostras de AH, devem
apresentar carga residual positiva, uma vez que nao sofreram influéncia no grau de diluicao
frente a coluna de troca anionica. O percentual do AH retido na coluna anidnica durante o
ensaio de separacgdo, calculado através da relacdo entre a massa de AH eluida pela massa de
AH injetada, foi de 50,84%, apresentando uma perda considerdavel de amostra, no entanto

com uma pureza em torno de 97,19%, calculada conforme a Equacdo 4.5.

M.
(%)Pureza,, = D¥ar__ 1,100 (4.5)
(MassaAH+Pr oteinas )

4.4.1.2. Coluna empacotada com Resina de Troca Cationica ligada a uma

Coluna com Gel de Exclusao por Tamanho

Com base nos resultados obtidos com o uso da resina anidnica, optou-se pelo uso
de uma resina catidonica com o intuito de eliminar os contaminantes protéicos da amostra de
AH. Assim, realizou-se um ensaio de separacdo alocando uma coluna empacotada com a
resina SP-Sepharose Fast-Flow, forte trocadora catidnica em série e anterior a uma coluna
preparativa empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR. O respectivo ensaio ocorreu sob as
mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas no experimento citado anteriormente no
tépico 4.4.1.1. A concentracdo inicial da amostra de alimentacdo é de 0,57 mg/mL para o
AH e de 0,21 mg/mL para as proteinas. Para a eluicdo do componente retido na coluna

utilizou-se uma solugcdo de NaCl 1,0 M no modo gradiente de eluicdo (0 a 100 %).
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Aliquotas de 1,5 mL foram coletadas a cada minuto durante toda corrida cromatografica,
realizada em triplicata, a saida do detector de UV no comprimento de onda de 280 nm para
posterior andlise da concentracdo de AH e contaminantes protéicos, as quais serviram para
a construcao do grafico do percentual de dilui¢do, com seus respectivos desvios, calculado

pela Equacao 4.4, condutividade e pH versus o tempo de corrida, ilustrado na Figura 4.8.
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Figura 4.8: Perfil do grau de diluicio médio do AH (e) e dos contaminantes protéicos (©),
bem como o comportamento da Condutividade (—) e do pH (—) ao longo da corrida
cromatogréfica, versus o tempo, obtidos no ensaio de separagdo da amostra de AH, apods
trés precipitacdes em etanol e ressuspensdoes em NaCl 0,15M, utilizando uma coluna
empacotada com a resina catidnica SP-Sepharose Fast-Flow, em série, a uma coluna
preparativa com o gel Sephacryl S-300 HR, numa vazao de 1,5 mL/min, NaNO; 0,1 M pH
7,0 como fase mével, NaCl 1,0 M para elui¢do do componente retido no modo gradiente,

volume de injecao de 1,5 mL e temperatura ambiente.

Percebe-se na Figura 4.8 que o uso da coluna de troca cationica, antes da coluna de

N

exclusdo por tamanho, mostrou-se eficiente no tocante a eliminacdo dos contaminantes
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protéicos das amostras de AH. Isto pode ser elucidado pela eluicdo do AH nitidamente
separado das proteinas, que sé vieram a eluir da coluna apds a inser¢ao de NaCl 1,0 M em
gradiente de eluicdo de 0 a 100 %. O AH foi eluido com um percentual de rendimento
99,47 % apresentando um teor de pureza de 98,97 %, conforme a Equagdo 4.5. A coluna de
troca catiOnica apresentou-se capaz de reter os contaminantes protéicos que, ao que tudo
indica, sdo detentores de carga residual positiva, sendo eliminados apds o tempo de 40
minutos com a inser¢do de NaCl 1,0 M no modo gradiente de eluicdo. Verifica-se também
que nao houve perda madssica considerdvel de AH durante o ensaio, uma vez que o

percentual de rendimento de eluicdo foi de 99,47 %.

Baseando-se nos resultados expostos nos topicos 4.4.1.1 e 4.4.1.2, optou-se dar
seguimento aos experimentos utilizando apenas a coluna de exclusao por tamanho; uma vez
que a inserc¢do da coluna de troca idnica acoplada antes da exclusdo por tamanho exige as
etapas de dessor¢do e regeneracdo da coluna, dificultando o uso em um sistema continuo,

que vem a ser o foco do trabalho.

4.4.2. Ensaio utilizando Coluna empacotada com Gel de Exclusdao por Tamanho

Um volume de 1,5 mL de amostra de AH com uma concentracdo inicial de 1,10
mg/mL para o AH e de 0,39 mg/mL para as proteinas, foi inserida na coluna preparativa
empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR a uma vazdo de 1,5 mL/min de solugdo de
NaNO; 0,1 M pH 7,0 como fase mével. Durante toda a corrida cromatogréfica realizaram-
se coletas de aliquotas de 1,5 mL a saida da coluna, a cada minuto, iniciando apds a injecao
da amostra. Cada aliquota foi, posteriormente, analisada em CLAE com coluna analitica
Phenomenex PolySep GPC 6000, utilizando-se os detectores IR e UV-Vis em 280 nm nas
seguintes condicdes cromatograficas: solucao de 0,1 M de NaNO; pH 7,0 como fase mével,
temperatura ambiente, vazdo de 1,0 mL/min e volume de injecdo de 20 pL. O mesmo
ensaio foi realizado, em batelada, para as colunas XK 16/20, XK 16/40 e XK 50/30,
reservando-se os devidos cuidados quanto a vazao de trabalho, a fim de manter-se a mesma

velocidade superficial, e o volume de inje¢ao da amostra, calculados a partir das Equacdes
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2.3 e 2.2, respectivamente. A Tabela 4.6 apresenta alguns parametros utilizados no ensaio

em batelada para as diferentes colunas preparativas empacotadas com o gel Sephacryl S-

300HR.

Tabela 4.6: Alguns parametros experimentais obtidos para as colunas preparativas XK

16/20, XK 16/40 e XK 50/30 empacotadas com o gel Sephacryl S-300 HR, utilizados no

ensaio em batelada.

Concentracao
Altura | Massa | Volume de Concentracao
Vazao Inicial de
Coluna | do Leito | de Gel | Injecao Inicial de AH
(mL/min) Proteinas
(cm) (8) (mL) (mg/mL)
(mg/mL)
XK 16/20 13 26,26 1,5 1,5 1,10 0,39
XK 16/40 29 58,60 3,0 1,5 1,10 0,39
XK 50/30 25 493,32 30 15 2,01 0,72

4.4.2.1. Coluna XK 16/20 empacotada com gel Sephacryl S-300

O ensaio de separacdo da amostra de AH, com uma concentracdo inicial de 1,10

mg/mL para o AH e de 0,39 mg/mL para as proteinas, foi realizado na coluna XK 16/20

empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR, no modo batelada, sob as condicdes

mencionadas no tépico 4.4.2 e Tabela 4.6. Os pontos experimentais obtidos estdo ilustrados

na Figura 4.9 e foram plotados considerando o grau de diluicdo de cada composto em cada

minuto, conforme a Equacgao 4.4.
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Figura 4.9: Perfil cromatografico do ensaio de separacdo, em batelada, de AH apds trés
precipitacdes com Etanol e ressuspensdes em NaCl 0,15 M, na coluna XK 16/20
empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR, nas seguintes condi¢des experimentais:
vazdo de 1,5 mL/min, volume de injecdo de 1,5 mL, temperatura ambiente ¢ NaNOs 0,1
M pH 7,0 como fase movel. As aliquotas coletadas a cada minuto foram submetidas a
andlise para determinacdo da concentracdo de AH e proteinas, o que possibilitou o

calculo do grau de diluicdo de AH (#) e proteinas (0).

E possivel observar, através da Figura 4.9, a elui¢do mitua entre o AH e as
proteinas no intervalo entre 8 e 20 minutos da corrida cromatogréfica. Assim sendo, estas
mesmas aliquotas foram, também, submetidas a andlise em CLAE com coluna analitica
Phenomenex PolySep GPC 6000, para confirmagdo da co-elui¢do, o que pode ser
visualizado na Figura 4.10 (A) que ilustra alguns dos cromatogramas em detector de indice
de refracdo, o qual permite a detec¢cdo do AH, e a Figura 4.10 (B) que expde os mesmos

cromatogramas visualizados em detector UV-Vis em comprimento de onda de 280 nm que
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¢ compativel com a detec¢do dos contaminantes protéicos, nas condi¢cdes cromatograficas

citadas no tépico 4.4.2.

AN
[\ T 16 minutos 16 minutos

14 minutos 14 minutos
// \ 12 minutos 12 minutos
10 minutos 10 minutos
8 minutos 8 minutos
7 8 9 10 11 12 13 14 15 7 8 9 10 11 12 13 14 I5

Tempo de corrida na coluna Phenomenex, min ~ Tempo de corrida na coluna Phenomenex, min

A) (B)

Figura 4.10: Cromatogramas das andlises de algumas aliquotas coletadas, na saida da
coluna XK 16/20 empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR, durante a andlise da amostra
de AH apds trés precipitacdes com Etanol e ressuspensdes em NaNO; 0,1 M, utilizando-se
a coluna Phenomenex PolySep GPC 6000, vazao de 1,0 mL/min, volume de inje¢do de 20
pL, temperatura ambiente, NaNO3s 0,1 M pH 7,0 como fase mével, (A) detector de indice

de refracao e (B) detector UV-Vis em comprimento de onda de 280 nm.

Observa-se na Figura 4.10 (A) que a amostra de AH apresentou distribuicdes de
massas molares bem definidas, justificada pelos diferentes tempos de retencao, visualizados
a partir da coleta em 8 minutos, confirmando que hd uma variacdo na ordem de grandeza da
massa molar de AH. As mesmas aliquotas, examinadas pelo detector UV-Vis em 280 nm,
apresenta alguns picos cromatograficos no intervalo de tempo entre 10 e 12 minutos,
também a partir da coleta realizada em 10 minutos, conforme a Figura 4.10 (B), o que

comprova que os contaminantes protéicos co-eluem junto com o AH de massa molar
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intermedidria. Todavia, antes deste intervalo consegue-se obter uma pequena quantidade de

AH de elevada massa molar, livre de contaminantes protéicos.

Ainda nesta coluna, XK 16/20, também foi avaliado outro gel de exclusdo por
tamanho, no caso Sephacryl S-500. Durante os ensaios, mantiveram-se constantes as
condi¢des experimentais utilizadas visando avaliar o comportamento do referido gel diante
da amostra de AH contaminada. As concentra¢des iniciais para o AH e para as proteinas
também foram as mesmas utilizadas no ensaio citado anteriormente: 1,10 mg/mL e 0,39
mg/mL, respectivamente. Assim, foram coletadas aliquotas de 1,5 mL a cada minuto no
decorrer de todo o ensaio para posterior andlise. A Figura 4.11 (A) ilustra alguns dos
cromatogramas das aliquotas, coletadas a saida da coluna XK 16/20 preenchida com o gel
Sephacryl S-500, realizadas em CLAE com coluna analitica Phenomenex PolySep GPC
6000 para o detector de indice de refracdo, e a Figura 4.11 (B) apresenta os mesmos

cromatogramas no detector UV-Vis em 280 nm.

O perfil cromatogréfico obtido na Figura 4.11 mostrou-se semelhante ao obtido
com o gel Sephacryl S-300HR, conforme ilustrado na Figura 4.10. O gel empregado na
Figura 4.11, Sephacryl S-500HR, também se mostrou eficiente no tocante ao fracionamento
do AH. No entanto, apresentou-se pouco seletivo em relagdo a reten¢do protéica,
dificultando a separagdo entre o AH e as proteinas, apresentando elui¢do mutua do AH e
das proteinas em todas as fracdes coletadas ao longo da corrida. Isto pode ser explicado
pela faixa de exclusdo do respectivo gel Sephacryl S-500HR (4 x 10* a 4 x 10" Da, avaliado
com padrdes de dextrana pelo fabricante GE Healthcare) que é maior que a do gel
Sephacryl S-300HR (5 x 10° a 1,5 x 10° Da, avaliado com padrdes de proteinas pelo
fabricante GE Healthcare), conforme WILLIAMS e HAGEL (1999), logo proteinas com
massa molar da ordem de 10° Da eluem juntamente com as proteinas de massa molar da

4 . . .
ordem de 10” Da e, consequentemente, eluiram também em conjunto com o AH de massa

molar na ordem de 10* Da.
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Figura 4.11: Cromatogramas das andlises de algumas aliquotas coletadas, na saida da
coluna XK 16/20 empacotada com o gel Sephacryl S-500 HR, durante a andlise da amostra
de AH apds trés precipitacdes com Etanol e ressuspensdes em NaNO; 0,1 M, utilizando-se
a coluna Phenomenex PolySep GPC 6000, vazao de 1,0 mL/min, volume de inje¢do de 20
uL, temperatura ambiente, NaNOs 0,1 M pH 7,0 como fase mével, (A) detector de indice

de refracao e (B) detector UV-Vis em comprimento de onda de 280 nm.

4.4.2.2. Coluna XK 16/40 empacotada com gel Sephacryl S-300

Outra coluna, no caso XK 16/40, com altura de leito de 29 cm, maior que a
anterior, foi avaliada com intuito de melhorar a separacdo do AH. A Figura 4.12 (A) ilustra
alguns dos cromatogramas das andlises das aliquotas realizadas em CLAE com coluna
analitica Phenomenex PolySep GPC 6000 para o detector de indice de refracdo, e a Figura
4.12 (B) apresenta os mesmos cromatogramas no detector UV-Vis no comprimento de onda
de 280 nm. Estas aliquotas foram coletadas no ensaio em batelada, na saida da coluna XK
16/40 empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR, durante a andlise da amostra de AH nas

mesmas condi¢des citadas anteriormente no Topico 4.4.2, no entanto, respeitando o
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aumento da altura do leito para este ensaio alguns parametros foram calculados e estao

expostos na Tabela 4.6.
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Figura 4.12: Cromatogramas das andlises de algumas aliquotas coletadas, na saida da
coluna XK 16/40 empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR, durante a andlise da amostra
de AH apds trés precipitacdes com Etanol e ressuspensdes em NaNO; 0,1 M, utilizando-se
a coluna Phenomenex PolySep GPC 6000, vazao de 1,0 mL/min, volume de inje¢do de 20
uL, temperatura ambiente, NaNOs 0,1 M pH 7,0 como fase mével, (A) detector de indice
de refracao e (B) detector UV-Vis em A = 280 nm.

Observa-se na Figura 4.12 (A) que a amostra de AH analisada também apresentou
uma distribui¢do de sua massa molar confirmada pelos diferentes tempos de retencao dos
picos cromatograficos, perceptiveis a partir da coleta em 20 minutos. J4 na Figura 4.12 (B),
também foram observados a presenca de alguns picos cromatogrificos referentes aos
contaminantes protéicos, coeluindo com o AH de média e baixa massa molar, porém antes
deste intervalo de tempo € possivel obter AH de massa molar elevada, livre destes

contaminantes. Constata-se, no entanto, que o comportamento mostrou-se semelhante ao
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obtido na coluna XK 16/20, mesmo utilizando uma coluna com o dobro do comprimento da

coluna utilizada na Figura 4.10.

Diante do exposto, optou-se por prosseguir os experimentos utilizando duas
colunas XK 16/20 com igual altura de leito, ao invés de uma XK 16/40, em um sistema
semicontinuo com REE, com o intuito de aprimorar o processo de separagdo do AH. O gel
selecionado para as etapas futuras foi o gel Sephacryl S-300HR por apresentar melhor

desempenho na separacdo do AH, conforme descrito no tépico 4.4.2.1 deste capitulo.

4.4.2.3. Coluna XK 50/30 empacotada com gel Sephacryl S-300

Avaliou-se, também, a coluna XK 50/30 quanto ao desempenho na separacdo do
AH. A referida coluna foi empacotada com um leito de gel Sephacryl S-300 HR atingindo
uma altura de leito de 25 cm. O experimento se deu inserindo um volume de injecao de 30
mL, o qual foi calculado a partir da Equagdo 2.4 e compativel com o volume da coluna, de
amostra de AH com uma concentragdo inicial de 2,01 mg/mL para o AH e de 0,72 mg/mL
para as proteinas. Em seguida, a amostra foi eluida com a fase mével NaNO;3 0,1 M pH 7,0
a uma vazdo de 15 mL/min, calculada conforme a Equacdo 2.5, mantendo-se a mesma
velocidade superficial conseguida com o uso da coluna XK 16/20. A Figura 4.13 apresenta
os dados de grau de diluicdo em relagdao ao AH e aos contaminantes protéicos adquiridos a
partir da determinacdo da concentracdo na entrada e na saida de ambos, com base nos

métodos experimentais descritos no topico 3.2.7 e 3.2.9, respectivamente.

O perfil alcangado na Figura 4.13 se mostra semelhante ao perfil obtido com a
coluna XK 16/20, empacotada com o préoprio gel em questdo. Isto indicia que o
escalonamento para este processo € possivel e, comprovadamente, reprodutivo em relagdo
ao gel Sephacryl S-300 HR, uma vez que ao variarem as dimensdes da coluna, o
comportamento dos percentuais massicos obtidos, para ambos os compostos detectados,

mantiveram-se semelhantes.
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Figura 4.13: Cromatogramas do ensaio de separacdo de AH apds trés precipitagdes com
Etanol e ressuspensdes em NaCl 0,15 M, na coluna XK 50/30 empacotada com o gel
Sephacryl S-300 HR, nas seguintes condi¢cdes experimentais: vazao de 15 mL/min, volume
de injecdao de 30 mL, temperatura ambiente ¢ NaNO; 0,1 M pH 7,0 como fase mével. As
aliquotas coletadas foram submetidas a anélise para determina¢@o da concentragdo de AH e

proteinas, o que possibilitou o cdlculo do grau de dilui¢cdo de AH (#) e proteinas (0).

4.4.3. Ensaio de Saturacio do Leito de Exclusao por Tamanho

O ensaio de saturacdo do leito objetivou o cédlculo da concentracdo massica
méxima suportada pelo gel de exclusdo por tamanho, uma vez que este vem a ser um dado
importante para o escalonamento do processo, futuramente. Para isso, tomou-se a coluna
XK 16/20, escolhida para a continuacdo dos experimentos, empacotada com o gel
Sephacryl S-300HR, também selecionado para o prosseguimento das etapas do presente

trabalho.
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O procedimento experimental ocorreu bombeando-se uma amostra de AH com
uma concentragdo inicial de 0,10 mg/mL para o AH e de 0,045 mg/mL para as proteinas, na
vazdo de 1,5 mL/min, sendo acompanhado por um detector UV no comprimento de onda de
280nm, a saida da coluna, o qual permitiu a visualizagdo da variagdo da concentracio de
proteinas através de um software computacional. A saturacdo foi observada a partir da
formacdo de um nitido patamar de equilibrio para a concentracdo de proteinas, quando,
entdo, bombeou-se uma solu¢do de NaNOs; 0,1 M, até a eluicdo total da amostra
remanescente no leito. As fragdes coletadas a cada minuto ao longo do ensaio de saturagio
do leito, ilustrado na Figura 4.14, serviram para a quantificacdo do AH e das proteinas, e
posterior célculo do percentual de dilui¢do, relacionando a concentracdo de saida e a

concentracdo de entrada para cada componente.
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Figura 4.14: Perfil de saturacdo do leito de gel Sephacryl S-300HR na coluna XK 16/20
utilizando uma amostra de AH ap6s trés precipitagdes com Etanol e ressuspensdes em NaCl
0,15 M, nas seguintes condi¢des experimentais: vazdo de 1,5 mL/min, temperatura
ambiente ¢ NaNO3; 0,1 M pH 7,0 como fase modvel. As aliquotas coletadas foram
submetidas a andlise para determinacdo da concentracdo de AH e proteinas, o que

possibilitou o célculo do grau de diluicdo de AH (#) e das proteinas (0).
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As etapas de saturacdo e eluicdo para as proteinas, respectivamente, podem ser
claramente visualizadas na Figura 4.14, como sendo os pontos antes e depois do traco
vertical continuo, em preto, que representa a entrada da fase movel no sistema. Verifica-se
que, para as proteinas, é perceptivel o patamar de saturacao formado; enquanto que para o
AH, esse patamar ndo é observado. O comportamento para o AH ¢ diferente do esperado,
uma vez que deveria tender a um valor constante e semelhante a concentracdo da
alimentacdo, no entanto, pode ser entendido do seguinte modo: as proteinas apresentam-se
acumuladas dentro da coluna por possuirem uma menor massa molar, saturando-a e eluindo
apenas com a insercdo da fase movel; j4 o AH ndo se mostra acumulado na coluna,
limitando-se apenas a porosidade do leito e eluindo antes do bombeamento da fase movel.
Verifica-se, também, que a concentracio de AH, averiguada através do método
turbidimétrico CTAB, atinge um valor maximo em torno de 2,5% no tempo de 20 minutos,
mostrando-se decrescente a partir deste tempo. Vale ressaltar que, até entdo, ndo foram
encontrados na literatura trabalhos que apresentasse algum experimento semelhante a este
para fins de comparagdo e melhor embasamento para discussdo do comportamento

inusitado do AH.

4.5. Ensaios de Separacao do Acido Hialurdnico no Sistema de Reciclo Externo

Estacionario

O sistema de reciclo externo estaciondrio (REE) € composto por duas colunas,
com dimensOes semelhantes, trés valvulas de direcionamento de fluxo, uma bomba, um
coletor de fragdes, um detector e um computador para aquisicio de dados, conforme
ilustrado na Figura 3.5. O funcionamento deste sistema possibilita a variacdo da vazao nas
colunas ao longo da corrida cromatogréfica, sem prejudicar a separacao, uma vez que as
fracdes de interesse sdo eluidas e coletadas no inicio e no final do perfil cromatogréfico,

nomeadas como fragdo A, rica em AH, e fracdo B, rica em proteinas.
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Durante a operacdo do sistema REE, a formagao do perfil cromatografico revela
uma coeluicao, referente a mistura de AH e proteinas, nomeadas de R; e R,. Estas fragcdes
sdo direcionadas para a coluna seguinte, e assim sao eluidas em um novo ciclo, junto com
uma nova inje¢do de amostra, enriquecendo e retardando a separacdo das respectivas

fracdes.

Os resultados obtidos, em batelada, com a coluna XK 16/20 empacotada com o gel
Sephacryl S-300 HR, serviram como base para o estabelecimento das condi¢des a serem
utilizadas nos ciclos processuais do sistema REE. Nestes resultados, verificou-se que com a
vazdo de 1,5 mL/min, um volume de 1,5 mL de amostra de AH oriunda da etapa de pré-
purificacdo seria, completamente, eluido em até 15 minutos, apresentando um
cromatograma equivalente ao representado pela Figura 3.7. A Tabela 4.7 expde as

condic¢des operacionais averiguadas nos experimentos.

Tabela 4.7: Condicdes operacionais estudadas durante os ensaios no sistema REE.

Volume das Concentraciao
Volume de Tempo Concentracao
Fracoes inicial de
Ensaios Injecao total de 1 inicial de AH
Recirculadas Proteinas
(mL) Ciclo (min) (mg/mL)
R; e R; (mL) (mg/mL)
1 1,0e 1,0 1,54 0,84
2 1,5e1,5 1,80 0,72
1,4 15
3 2,25e2,25 1,69 0,80
4 3,0e3,0 1,53 0,83

Na prética, o volume real de amostra injetada foi equivalente a 1,4 mL, o que
corresponde a 5,3 % do volume da coluna que € de, aproximadamente, 26 mL. Esta
diferenca pode ser atribuida, principalmente, ao controle manual de dire¢cdo do fluxo nas
véalvulas de reciclo pertencentes ao sistema. No entanto, segundo COLLINS et al. (2006), o

volume de amostra deve ser de 1,0 a 5,0 % do volume da coluna, podendo ser aumentado
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até 30 %, em separacdes de misturas de compostos. Enquanto que, de acordo com
NOBREGA (2004), o volume de inje¢do em colunas de exclusdo por tamanho deve ser de
2,0 a 6,0 % do volume da coluna quando processados, respectivamente, de 0,5 a 5% do

volume da coluna por hora.

Com base nos dados expostos na Tabela 4.7, verifica-se que os ensaios de
separacdo foram realizados variando-se o volume das fragdes recirculadas R; e R,, além das
concentracoes iniciais do AH e das proteinas. Estas referidas fragdes exercem a funcdo de
manterem-se no sistema, retardando a separagao da mistura entre AH e proteina, ao juntar-

se em novos ciclos de elui¢do ao longo do processo.

A geracdo de ciclos subseqiientes, oriundos da recirculagdo das fracdes R; e Ry,
bem como da injecio de uma quantidade madssica constante de amostra, favorece o
enriquecimento das fracdes de interesse A e B, com elevado teor de pureza, tendendo a
ascensdo da relacdo Crina/Ciniciai de ambas as fragdes. Em termos percentuais, objetiva-se
que esta relacdo alcance valores em torno de 100%, o que significa uma quantidade massica

eluida semelhante a alimentada no ciclo, anunciando a chegada ao estado estacionario.

Os dados obtidos com a realiza¢do dos ensaios experimentais indicados na Tabela
4.7, foram expressos em graficos, relacionando os ciclos versus percentual massico, obtido
tanto para o AH quanto para a proteina, conforme Equacdes 4.6 e 4.7, respectivamente. O
calculo do percentual méssico considera a relagdo entre a massa do composto coletada no

final do ciclo com a massa do composto inserida no inicio do respectivo ciclo.

C, -V
s . _ final zp coletado
(%)Massico ,;, = -100 (4.6)
inicial 4y ’ injetado
C 2%
4 car _ finalp, pieinas coletado
(%o)Mdssicop, ,ppu = C -100 4.7)
inicialp, ,romas ' injetado

As Figuras 4.15, 4.16, 4.17 e 4.18 ilustram o perfil de rendimento para a primeira

fracdo a ser eluida da coluna, a fracdo A, referente ao AH, em termos do nimero de ciclos
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realizados, variando-se as fragdes de reciclo, conforme as condi¢cdes operacionais apontadas
na Tabela 4.7. E possivel observar nas figuras abaixo que o estado estaciondrio € atingido

em torno do 6° ciclo de processo.

Fracao A
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Figura 4.15: Perfil de rendimento obtido para o AH (#) e as proteinas (0) na fracdo A
durante os ciclos de eluicio no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 1,0 mL.
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Figura 4.16: Perfil de rendimento obtido para o AH (#) e as proteinas (¢) na fracio A
durante os ciclos de eluicio no sistema REE com controle manual de valvulas,
considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 1,5 mL.
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Figura 4.17: Perfil de rendimento obtido para o AH (#) e as proteinas (0) na fracdo A
durante os ciclos de eluicio no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 2,0 mL.
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Figura 4.18: Perfil de rendimento obtido para o AH (#) e as proteinas (0) na fracdo A
durante os ciclos de eluigdo no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 3,0 mL.

Verifica-se nas figuras anteriores que trabalhando com volumes de recirculagao
entre 1,0 a 3,0 mL, o percentual massico médio atingido para o AH, na fracdo A, foi em
torno de 50 %. Este percentual mostra-se crescente a medida em que se aumenta o volume
de reciclo, chegando a atingir valores em torno de 70%, para o AH, considerando um
volume de reciclo de 3,0 mL. No entanto, ainda na fracdo A, observa-se que o percentual
massico para as proteinas também se apresenta constante, por volta de 10%, variando-se o
volume da frac@o de reciclo entre 1,0 e 3,0 mL. Observa-se também que trabalhando-se
com volumes de reciclo maiores hd uma maior variagao do desvio padrdo para as médias
dos percentuais madssicos referentes ao AH, isto pode ser explicado pela elevada vazao
empregada durante o reciclo requerendo maior velocidade e precisdo no giro das valvulas

de direcdo de fluxo durante o controle manual. Este problema deve ser sanado com o ensaio
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sob o controle automadtico das vélvulas, o qual serd exibido ao longo da leitura deste

capitulo.

As Figuras 4.19, 4.20, 4.21 e 4.22 apresentam o perfil do rendimento para a
segunda fracdo a ser eluida da coluna, a fracao B, referente aos contaminantes protéicos,
em termos do nimero de ciclos realizados, variando-se as fracdes de reciclo, conforme as

condig¢des operacionais apontadas na Tabela 4.7.

Fracao B
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Figura 4.19: Perfil de rendimento obtido para as proteinas (o) e o AH (®) na fracdo B
durante os ciclos de eluigdo no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 1,0 mL.
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Fracao B
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Figura 4.20: Perfil de rendimento obtido para as proteinas (©) e o AH (e) na fracdo B
durante os ciclos de eluigdo no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 1,5 mL.
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Figura 4.21: Perfil de rendimento obtido para as proteinas (o) e o AH (®) na fracdo B

durante os ciclos de eluicio no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 2,25 mL.
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Fracao B
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Figura 4.22: Perfil de rendimento obtido para as proteinas (o) e o AH (®) na fracdo B
durante os ciclos de eluicio no sistema REE com controle manual de valvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 3,0 mL.

O melhor percentual massico alcangado para as proteinas, na fracao B, foi de 30%,
trabalhando-se com um volume de reciclo de 1,5 mL, entretanto para esta mesma fracdo B
o percentual mdssico de AH foi em torno de 10%. Todavia, almejava-se um percentual
madssico de proteinas na fracdo B, pelo menos, em torno de 70%, valor equivalente ao
conseguido para o AH na fracdo A, o que nao foi atingido, provavelmente, devido a vasta
distribuicdo de massa molar do AH, ou talvez devido ao fato do controle manual das
valvulas de mudancga de fluxo. O interesse no aumento da concentragdo das proteinas na
fracdo B vem como meta adicional ao trabalho, visando a caracterizagdo das mesmas.
Contudo, possibilitou-se a realiza¢io de outro experimento utilizando o controle automatico
das valvulas a fim de avaliar se seria isto um fator determinante para o problema
encontrado. O referido experimento foi realizado utilizando apenas a fracdo de reciclo de

3,0 mL, preservando-se as demais condi¢des experimentais. As concentracdes iniciais para
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o AH e para as proteinas estdo expostas na Tabela 4.7. O perfil de rendimento obtido para a
fracdo A, referente ao AH, e para a fracdo B, referentes as proteinas, em termos do nimero

de ciclos realizados estdo ilustrados nas Figuras 4.23 e 4.24, respectivamente.
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Figura 4.23: Perfil de rendimento obtido para o AH (#) e as proteinas (0) na fracdo A
durante os ciclos de eluicio no sistema REE com controle automatico de vélvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 3,0 mL.
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Figura 4.24: Perfil de rendimento obtido para as proteinas (©) e o AH (e) na fracdo B
durante os ciclos de eluicdo no sistema REE com controle automatico de vélvulas,

considerando os volumes de reciclo R; e R; iguais a 3,0 mL.

Comparando as Figuras 4.23 e 4.24, obtidas com o controle automdtico das
valvulas, com as Figuras 4.18 e 4.22, respectivamente, obtidas com o controle manual das
véalvulas, percebe-se uma nitida melhoria atingida para a Fracdo A em termos de percentual
madssico do AH. Trabalhando manualmente com as vdlvulas obteve-se um percentual
madssico em torno de 60% para o AH, confirmado pela Figura 4.18; o mesmo experimento
realizado com o controle automdtico de valvulas alcangou um percentual méssico de,
aproximadamente, 95% para o AH, conforme ilustra a Figura 4.23, confirmando o melhor
desempenho conseguido com a automacgdo das vélvulas. J4 para as proteinas, Fracdo B,
percebeu-se uma discreta melhora em que as proteinas apresentam-se ligeiramente mais
concentradas que o AH, o que pode ser observado através da comparagao das Figuras 4.22

e 4.24, obtidas com controle manual e automético das valvulas, respectivamente.
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As fracoes A e B também foram avaliadas em relacdo ao teor de pureza
apresentado por cada um dos compostos nas referidas fracdes de interesse. A pureza das
fracdes coletadas, A e B, em cada ciclo, foi avaliada através de gréficos expressos em
termos do percentual de pureza versus o nimero de ciclos realizados ao longo da corrida. O
percentual de pureza para cada componente foi calculado, ao final dos ciclos, relacionando
a massa de cada composto presente na referida fracdo e a massa total da mistura presente na

respectiva fracdo, de acordo com as Equacdes 4.8 € 4.9.

Massa ,, e

(%) Pureza AH gy = -100 (4.8)

(MaSSCl AH + Massa Pr oteinas ) fragdo

Massa,,
Pr oteinas .,
(%)Purezapr o1einas .z, = - 100 (49)
L (MaSSCl AH + MassaPr oteinas )fragdo

A Figura 4.25 apresenta o perfil dos valores médios de pureza e seus respectivos
desvios padrao obtido para a fracdo A, que corresponde a fra¢do rica em AH, e para a
fracdo B, segunda fracdo a ser eluida da coluna, correspondente a fragdo rica em proteinas,
frente aos diferentes volumes de reciclo (R; e R;) trabalhados, conforme as condicdes
operacionais apontadas na Tabela 4.7. Os percentuais médios de pureza para cada fragdao
foram calculados considerando a pureza do referido componente conseguida em cada ciclo
em termos do nimero de ciclos realizados ao longo do ensaio de separagdo, baseando-se
nos perfis de rendimento das Figuras 4.15 a 4.18, ilustradas anteriormente, com as

respectivas variacoes das fragdes de reciclo.

Verifica-se na Figura 4.25 que se obteve um percentual de pureza variando entre
92 a 97% para o AH, na fracdo A. Este percentual apresenta-se crescente a medida que se
aumenta o volume de reciclo de 1,0 a 3,0 mL, chegando a atingir valores maximos de
pureza em torno de 97% para o AH, trabalhando com um volume de reciclo de 3,0 mL. No
entanto, na mesma fracdo A, as proteinas mostram-se presentes em pequenos percentuais
variando de 3 a 8%. Ainda na Figura 4.25, percebe-se que o melhor percentual de pureza
alcancado para as proteinas, na fracdo B, foi em torno de 60%, trabalhando-se com um

volume de reciclo de 1,5 mL; entretanto esta fracao apresenta-se contaminada pela presenca
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de AH em torno de 40 %. Aumentando o volume de reciclo para 3,0 mL, observa-se na
fracdo B que o percentual de pureza das proteinas decresce consideravelmente, chegando a
atingir um minimo de 20%. Isto ndo condiz com o esperado, uma vez que a fracdo B
deveria estar enriquecida com proteinas € ndo com AH. Estes dados nos confirmam que,
para as proteinas, a pureza alcancada ndo foi satisfatéria utilizando este processo de

purificacdo, enquanto que para o AH, os resultados obtidos foram bastante satisfatorios.
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Figura 4.25: Comportamento da pureza média relativa apresentada pelo AH (m) na Fracdo
A e pelas proteinas (0) na Fracdo B para os diferentes volumes de reciclo R; = R, durante

os ciclos de elui¢do no sistema REE com controle manual de valvulas.

Avaliou-se ainda o teor de pureza das fragdes A e B obtidas no experimento
utilizando o controle automético das valvulas, trabalhando-se com a fracdo de reciclo de 3,0
mL, preservando-se as demais condi¢des experimentais, bem como as concentragdes
iniciais para o AH e para as proteinas, conforme a Tabela 4.7. O percentual de pureza
obtido para o AH, na fracdo A, e para as proteinas, na fracao B, em termos do nimero de

ciclos realizados estdo expostos nas Figuras 4.26 e 4.27, respectivamente.
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Fracdo A

[

Mo

.
ﬁ

=

(=3 (=]
O <t

% ‘ezdang

100
80
20

12

11

10

Ciclos

(B) obtida para a fracdo A durante

1mas

Pureza relativa do AH (M) e das protef

Figura 4.26

os ciclos de elui¢ao no sistema REE com controle automético de vélvulas, considerando os

volumes de reciclo R e R, iguais a 3,0 mL.
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os ciclos de elui¢ao no sistema REE com controle automético de vélvulas, considerando os
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Analisando as Figuras 4.26 e 4.27, obtidas com o ensaio sob automacdo das
valvulas, e comparando-as com as Figuras 4.28 e 4.29, respectivamente, obtidas com o
controle manual das valvulas, pode-se dizer que ndo houve grandes variagdes em relacao ao
teor de pureza dos componentes na fragdo A, permanecendo um teor de pureza em torno de
97 % para o AH. Entretanto, para a fracdo B, referente as proteinas, observa-se uma
discreta melhora em termos de percentual de pureza, no entanto ainda verifica-se a presenca
de um percentual elevado de AH, que vem a ser contaminante para a fracdo B. Uma
sugestdo para melhorar a pureza das proteinas na fracdo B, seria o uso de volumes de
reciclo distintos para as diferentes fracdes de reciclo (R; e Rj). Como avaliado
anteriormente, verifica-se que elevados volumes de reciclo fornece ao AH na fracdo A
teores de pureza elevados, enquanto que para as proteinas na fracdo B, o melhor teor
alcancado foi obtido trabalhando-se com volumes de reciclo de 1,5 mL. Assim sendo, uma
boa opg¢do seria um ensaio de separacdo com um volume de 3,0 mL para a primeira fracio
de reciclo, no caso Ry, e um volume de 1,5 mL para a segunda fracdo de reciclo, no caso

R».
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Figura 4.28: Pureza relativa do AH (™) e das proteinas (B) obtida para a fracdo A durante
os ciclos de elui¢do no sistema REE com controle manual de valvulas, considerando os

volumes de reciclo R; e R; iguais a 3,0 mL.
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Figura 4.29: Pureza relativa das proteinas (B) e do AH (M) obtida para a fragdo B durante
os ciclos de elui¢do no sistema REE com controle manual de valvulas, considerando os

volumes de reciclo R; e R; iguais a 3,0 mL.

Outro parametro também avaliado foi o percentual de recuperacdo para o AH na
fracdo A e para as proteinas na fracdo B frente aos diferentes volumes de reciclo avaliados
(R; =Ry), conforme mostrado na Tabela 4.7. O célculo do percentual de recuperagdo para o
AH e para as proteinas nas referidas fracdes A e B foi realizado através das Equacdes 4.10

e 4.11, respectivamente.

AH Fracio A QCOZeta Fracio A

(%)Recuperagdo,,, . = -100 (4.10)

G,

otal limentagdo QA limentagdo

Proteinasg,,gon QCOletaFragﬁo B

Cr

otal y i entagio QA lim entagdo

(%) Re cuperagaoy, otelnastengon -100 (4.11)
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Equagdes em que Qalimentagio € @ vazao na alimentagdo, Croal Alimentacao € @ concentracdo total
na alimentagd0, CaH Fracio-a € a concentracdo de AH na fracdo A, Cprotemas Fracio-B € a

concentracdo de proteinas na fragdo B e Qcoleta € @ Vazao na coleta da respectiva fracao.

A Figura 4.30 ilustra o perfil de recuperacdo médio para o AH na fracdo A e para
as proteinas na fracdo B, com seus respectivos desvios oriundos do ensaio em triplicata,
frente aos diferentes volumes de reciclo trabalhados (R; = R;). Observa-se através da
Figura 4.30 que o percentual de recuperacdo para o AH apresenta-se crescente com o
aumento do volume de reciclo (R; = R»), atingindo um maximo de 79% para um volume de
reciclo de 3,0 mL. Ja para as proteinas, o perfil de recuperacdo apresenta um
comportamento varidvel com os diferentes volumes de reciclo, atingindo um méaximo de
20% para um volume de reciclo de 1,5 mL. Para a melhoria do percentual de recuperagao
das proteinas na fracdo B, é recomenddvel a utilizacdo de volumes de reciclo diferentes
para R; e R, ao invés de volumes iguais, trabalhando-se com pequenos volumes para R; e

maiores volumes para R;.
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Figura 4.30: Perfil de recupera¢do médio para o AH (m)na Fracdo A e pelas proteinas ()
na Fracdo B para os diferentes volumes de reciclo R; = R, durante os ciclos de elui¢do no

sistema REE com controle manual de valvulas.
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4.6. Avaliacao do Coeficiente de Purificacao das Fracoes A e B

Segundo LADISCH (2001), o grau de purificacdo é definido pela razdo entre a
massa do produto na fragdo pela massa total do mesmo em todos os ciclos dividido pela
razdo entre a massa do produto inserida no ciclo pela massa total na alimentagdo. Assim
sendo, a purificacdo é medida pelo grau de enriquecimento de um componente em relacao
aos outros componentes presentes no produto. A purificagdo de um componente da mistura
de n componentes pode ser expressa em termos do coeficiente de purificacdo, dado pela
Equacdo 4.12. Este referido coeficiente, segundo discussdo de LADISCH (2001), averigua
o enriquecimento em cada ciclo do processo REE, sendo desejdveis valores em torno de 1,
pois para valores de coeficiente de purificagdo abaixo de 1, significa uma perda mdssica na
coleta da fracio do componente em questdo; enquanto que valores acima de 1 para o
respectivo coeficiente indica a perda massica do referido componente na alimentacdo do

sistema.

=~= 7 4.12)

r Purificagdo
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i
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O coeficiente de purificacdo para o AH e para as proteinas, nas respectivas fragoes
coletadas, A e B, em cada ciclo, variando-se os volumes de reciclo (R e R,) entre 1,0 mL e
3,0 mL, foi avaliado com base na Equagdo 4.12 e esta representado nas Figuras 4.31 e 4.32,

respectivamente.
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Figura 4.31: Comportamento do coeficiente de purificacdo para a fracdo A, rica em AH, ao
longo dos ciclos de eluicdo no REE, variando-se os volumes de reciclo R; e R, em 1,0 mL

(®); 1,5 mL (@); 2,25 mL (@) e 3,0 mL (®).
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Figura 4.32: Comportamento do coeficiente de purificacdo para a fracdo B, rica em
proteinas, ao longo dos ciclos de eluicao no REE, variando-se os volumes de reciclo R; e

Ry em 1,0 mL (¢); 1,5 mL (#); 2,25 mL (¢) e 3,0 mL (¢).
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Observa-se que na fracdo A, rica em AH, Figura 4.31, o coeficiente de purificacdo
mantém o mesmo perfil oscilatério em todas as variacdes de volume de reciclo, na regido
em torno de 1, enquanto que, para a fracdo B, Figura 4.32, este coeficiente nao mantém o
mesmo perfil oscilatério para os volumes de reciclo de 2,0 e 3,0 mL, apresentando
comportamento caracteristico de perda méssica na coleta das fracdes até o sexto ciclo de
eluicdo; e perda mdssica na alimentacdo do sistema a partir do sexto ciclo. Verifica-se,
também, que alguns ciclos de eluicio da fracdo B apresentaram desvios padrio
considerdveis, enquanto que para a fragcdo A os desvios padrao foram mais discrepantes nos
ciclos iniciais. Isto pode ser explicado pelo fato da operacdo manual do controle das
valvulas de direcao de fluxo, que acarreta diferentes velocidades fornecidas no giro das

respectivas valvulas.

4.7. Determinaciao da Massa Molar das Fracoes A e B

A massa molar das fra¢des coletadas, A e B, foi determinada baseando-se em uma
curva analitica obtida com padrdes de AH em diferentes faixas de massa molar, apresentada
na Figura 4.6 no Topico 4.3 deste Capitulo. As andlises das fracOes coletadas foram
realizadas por CLAE, utilizando-se dois detectores, um de indice de refragdo e outro de
UV-Vis com comprimento de onda em 280 nm. As condi¢des cromatograficas foram:
coluna analitica Phenomenex PolySep-SEC 6000 e uma pré-coluna Phenomenex PolySep
GPC, temperatura ambiente, NaNO3; pH 7,0 como fase moével, vazdo de 1,0 mL/min e
volume de injecao de 20 pL. Para a obtencao da massa molar do AH, tomou-se o tempo de
retencdo do pico referente ao AH no cromatograma fornecido pelo detector de indice de
refracdo inserindo-se na curva padrao de massa molar, conforme Equacdo 4.3, obtida
através do ajuste dos dados experimentais ilustrados na Figura 4.6. A Figura 4.33 mostra a
variacdo da massa molar do AH, na fracdo A, ao longo dos ciclos de elui¢do do sistema

REE.
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E possivel visualizar através da Figura 4.33 que a massa molar do AH na fracdo A,
a saida do sistema REE, com pureza em torno de 92 a 97%, obtida com os diferentes
volumes de reciclo apontados na Tabela 4.7, varia em ordem de grandeza de 10° a 10° Da,
ou seja, caracteriza-se como uma massa molar elevada. Comparando-se com a distribui¢ao
de massa molar para o AH na amostra inicial, mostrada na Tabela 4.5, verifica-se que esta
referida ordem de grandeza (10° a 10° Da) apresentava-se como maioria na amostra, em

torno de 80%.

No tocante aos contaminantes protéicos observou-se a faixa de massa molar que
ainda persiste a eluicdo em conjunto com o AH, observado através dos perfis de pureza

ilustrados para a fracao B, na Figura 4.25.
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Figura 4.33: Variacdo da Massa Molar do AH na fracdo A ao longo dos ciclos de eluiciao
no sistema REE, com os diferentes volumes de reciclo R; e Ry: (o) 3,0 mL; (@) 2,25 mL e

() 1,5 mL.

Observa-se na Figura 4.34 que as proteinas, presentes na fracdo B, dltima fracdo

coletada ao longo dos ciclos no sistema REE, sdo de média e baixa massa molar,
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apresentando uma variacdo na ordem de grandeza de 10° a 10* Da. Portanto, o AH, ainda
presente nesta fracdo, deve apresentar massa molar nessa faixa de ordem de grandeza,
confirmando a coeluicdo mutua na ordem de grandeza referente a massa molar
intermedidria. Isto confirma que a técnica cromatografica de exclusao por tamanho, mesmo
operando em modo de reciclo externo estaciondrio, ndo se mostra suficiente para a
eliminagdo protéica das amostras de AH, necessitando de outra técnica acoplada. Como
sugestdo testada e comprovada na presente tese para a eliminacdo protéica da referida
amostra de AH, tem-se o emprego da cromatografia de troca idnica com resina catidnica,
que se revelou satisfatéria na remog¢ao protéica fornecendo ao AH um teor de pureza em
torno de 98,97%, maior que o obtido com uso da cromatografia de exclusdo por tamanho

operando no modo reciclo externo estaciondrio que foi de 97%.

2,00E+04 |
[~ | %
g L50E+04
5 4
S
= 1,00E+04 -
5]
A
o]
= 5,00E+03 - % % % % %
0,00E+00 T T T T T 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4.34: Variacdo da Massa Molar das proteinas na fracdo B ao longo dos ciclos de
eluicdo no sistema REE, com os diferentes volumes de reciclo R; e Ry: (¢) 3,0 mL; (¢) 2,25

mL e (¢) 1,5 mL.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusoes

As conclusdes gerais atingidas ao final da presente tese de doutorado s@o expressas
a seguir, divididas e enumeradas por assunto para facilitar a leitura e a compreensido do

leitor.
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5.1.1. Cromatografia de Exclusao por Tamanho em Batelada

A Cromatografia de Exclusao por Tamanho, em modo batelada, mostrou-se viavel
no tocante a separacio do Acido Hialuronico de maior massa molar, bem como 2 aplicacio
ao fracionamento da massa molar da referida molécula, ndo se mostrando suficiente para a
eliminacdo dos contaminantes protéicos. A ausé€ncia de interacdo entre a fase estaciondria e
o material a ser separado faz com que a Cromatografia de Exclusdo por Tamanho seja uma
técnica de separacdo versatil e com uma vida util prolongada. O emprego de fases méveis
aquosas ¢ um diferencial relevante, uma vez que apresenta um baixo custo para a aquisi¢ao,
facilidade no manuseio, além de contribuir para a preservacdo do meio ambiente e para a
saide dos que fazem uso dela. Os diferentes géis disponiveis no comércio possibilitam a
escolha adequada, em termos de pressdo maxima de trabalho suportdvel, limite de exclusao
e a capacidade do uso com solventes orginicos, para os respectivos compostos a serem

estudados.

5.1.2. Cromatografia de Troca Ionica acoplada a Cromatografia de Exclusiao por

Tamanho

Os resultados alcangados com o emprego de duas técnicas cromatogréficas
acopladas em série mostraram-se promissores no tocante a eliminagdo protéica,
principalmente com o uso da coluna de troca cationica acoplada a exclusdo por tamanho,
que revelou uma purificacdo de 98,97 %. Ja para os dados conseguidos com a coluna de
troca anidnica acoplada a exclusdo por tamanho, obteve-se uma purificacdo de 97,19 %, no
entanto uma quantidade significante de AH foi perdida durante a andlise, revelando um
percentual de 50,84 % de massa de AH retido na coluna. A inser¢dao da coluna de troca

i6nica também foi util para a confirmacdo da carga residual positiva para os contaminantes

protéicos.
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5.1.3. Sistema de Reciclo Externo Estacionario com Cromatografia de Exclusao

por Tamanho

A adigdo do processo de Reciclo Externo Estaciondrio a Cromatografia de
Exclusdo por Tamanho veio, com a realizacdo deste trabalho, mostrar-se como uma etapa
inovadora no setor de purificacdo do Acido Hialurdnico que apresenta um histérico rico no
uso de diferentes técnicas para este objetivo. A versatilidade exibida neste processo, em
termos de variagdes de vazao, ao longo da separagdo, em determinadas zonas de co-elui¢do
miutua entre o AH e os contaminantes protéicos, apresenta-se como um diferencial no
presente trabalho, expondo resultados interessantes com percentuais de pureza acima de
90% para o AH de elevada massa molar, chegando a atingir uma pureza maxima de 97 %,
trabalhando-se com volumes de reciclo de 3,0 mL. Vale ressaltar, no entanto, as
dificuldades enfrentadas em termos de dilui¢do do material obtido, fazendo-se necessério

uma etapa de concentracao ao final do processo.

Os resultados obtidos com o processo de Reciclo Externo Estaciondrio aplicado a
Cromatografia de Exclusdao por Tamanho revelaram que para uma melhor pureza do AH,
faz-se necessdrio o uso de fra¢des de reciclo elevadas, ou seja, elevadas vazdes na zona da
primeira fracdo — R;. Com relagdo a pureza das proteinas, utilizando o processo REE, o
mesmo comportamento ja nao foi observado. Em termos de percentuais de pureza o valor
maximo conseguido para as proteinas na Fracdo B foi trabalhando-se com um volume de
reciclo de 1,5 mL, atingindo valores proximos a 60 %, no entanto, o AH continua presente
em todos os ciclos. Isto pode ser explicado pelo fato de as proteinas apresentarem o mesmo
tamanho molecular do AH de baixa massa molar, em torno de 10° a 10* Da, fazendo-se
necessario o emprego de outro recurso, ao final do processo, visando a eliminac¢do total das
proteinas e recuperagdao do AH de baixa e média massa molar. Direcionando o pensamento
para esta idéia, foram realizados ensaios com a adi¢do de outra ferramenta cromatogréfica
em conjunto com a exclusao por tamanho, no caso a troca idnica, que, por sua vez, surgiu
com igual intuito de introdu¢do de novidades ao setor de purificagdo do AH, expondo perfis

curiosos e interessantes.
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A automacdo das vélvulas de dire¢do de fluxo contribuiu para uma melhoria em
termos de percentual méssico do AH na Fracao A. Com a operacdo manual das valvulas,
obteve-se um percentual massico para o AH em torno de 60 %, trabalhando-se com um
volume de reciclo de 3,0 mL, jd com o controle automatico das vélvulas este respectivo
percentual atingiu valores proximos a 95 %, para as mesmas condi¢des operacionais,
confirmando o melhor desempenho conseguido com a automacao das véalvulas. No caso das
proteinas na Fracdo B, ndo foram observados mudancgas no perfil, permanecendo o mesmo
comportamento tanto para o controle manual quanto automatico das vdlvulas. Em termos
de percentual de pureza nao foram percebidas grandes alteracdes entre o controle manual e
automdtico das valvulas para o AH na fracdo A; para as proteinas, na fragdo B, verifica-se
uma discreta melhoria em termos de pureza, no entanto, ainda € nitida a presenca de AH na

referida fracao.

5.1.4. Escalonamento em Cromatografia de Exclusao por Tamanho

O escalonamento do processo Cromatografico de Exclusdao por Tamanho, também
averiguado no presente trabalho, mostrou-se de igual modo com um cardter inovador a
separacdo do AH, exibindo comportamento semelhante a escala preparativa, o que

possibilita o manuseio com base em varidveis obtidas e matematicamente escalonaveis.

Em se tratando do escalonamento, ainda foi verificada a capacidade de saturagcdo
do leito, obtendo-se um perfil interessante e até entdo nao verificado na literatura para o
AH. Conforme visualizado nos resultados atingidos, observou-se que o patamar de
equilibrio foi verificado apenas para os contaminantes protéicos; ja para o AH, um aspecto
interessante foi obtido quando da formacdo de trés nitidos patamares de equilibrios, com
percentuais madssicos e tempos de eluicdo diferentes. Isto, possivelmente, pode ser
explanado pelos diferentes tamanhos moleculares apresentados na amostra de AH, uma vez
que os patamares se apresentam em tempos diferentes de eluicdo. Ja a diferenca
apresentada nos percentuais mdssicos pode ser justificada em termos de concentragdo da

respectiva massa molar presente em cada patamar, dessa forma verifica-se que a maior

124



Capitulo 5 — Conclusoes e Sugestoes

concentracdo ¢ de AH de elevada massa molar. Verifica-se também que o patamar referente
aos contaminantes protéicos apresenta eluicdo mutua com o patamar do AH de média e

baixa massa molar, o que confirma a conclusao alcangada através do sistema REE.

5.2. Sugestoes para Futuros Trabalhos

Como sugestdes para futuros trabalhos, seguindo a linha de purificacdo do Acido
Hialurdnico, elencou-se uma relacdo com algumas propostas atraentes que sao expostas a

seguir:

e Modelagem Matemadtica para a separacdo do Acido Hialurdnico por Cromatografia de
exclusdo por tamanho através do sistema de Reciclo Externo Estaciondrio, uma vez
que o escalonamento experimental mostrou-se vidvel e coerente com a escala
preparativa;

e Isolamento e identificacio das proteinas presentes e persistentes nas amostras de Acido
Hialur6nico;

e Realizacio de ensaios in vivo do Acido Hialuronico purificado por Cromatografia de
exclusdo por tamanho através do sistema de Reciclo Externo Estacionario;

e Separagio do Acido Hialurdnico, diretamente do caldo fermentado, utilizando coluna

de bolhas e espuma.
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