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NOMENCLATURA

A = area da segdo transversal da coluna (cm®)
Bi,, = nimero de Biot de massa definido pela equacdo (31)
C = concentracfio de proteina na solug¢fo (mg/ml)
¢* = concentracdo do soluto na fase liquida em equilibrio (mg/ml)
¢y, = concentracio global de proteina na fase liquida (mg/ml)
¢, = concentraco de proteina na fase liquida nos poros da particula (mg/ml)
¢, = concentracido de proteina na saida da coluna quando o equilibrio ¢ atingido
(mg/ml)
¢, = concentragdo nicial da solug@o de proteina (mg/ml)
D, = coeficiente de difusio nos poros da particula (m?/s)
F = vazdo volumétrica da solugio de proteina (ml/min)
h = altura do leito {cm)
k; = constante cinética de adsor¢8o (ml/mg, min)
k, = constante cinética de dessorgfio (min™)
k4 = constante de dissociagdo(mg/ml)
ke = coeficiente de transferéncia de massa na pelicula liquida (m/s)
m,qs = massa de adsorvente (g)
q* = quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa de adsorvente (mg/g de ads)
g; = concentragdo de proteina na fase solida (mg/ml)
g = concentragio de proteina na fase sélida em equilibrio com ¢, (mg/ml)
gm = quantidade maxima adsorvida na fase s6lida (mg/g de ads)
R = raio da particula (m)
r = variavel espacial (radial) (m)
T = tensdo lida no multimetro (mV)
t = variavel temporal (min)
* = tempo onde C € igual a ¢, na curva de breakthrough (min)
tm = tempo morto do sistema (min)

ty = tempo estequiométrico {(min)



u, = velocidade superficial do fluido (cm/min)

v = volume de adsorvente (ml)

V = volume do leito (cm’)

V= volume injetado até que C seja igual a ¢, na solugfo efluente (ml)
V; = volume de Hquido (ml)

V, = volume morto do sistema (ml)

V¢ = volume de solugo (ml)

x = variavel espacial (radial) adimensional
Simbolos Gregos:

p = massa especifica do fluido (g/cm™)

g = porosidade do leito

1 = varidvel temporal adimensional

% = pardmetro de tempo definido pela equagio (9) (min)
Pads = massa especifica do adsorvente (g/cm3)

£ » = fator de capacidade definido pela equagéo (10)

&, = porosidade da particula



RESUMO

Foram adotadas duas técnicas experimentais para a determinagio da isoterma de
adsor¢do de proteinas em solugHo liquida utilizando-se rtesinas macroporosas
trocadoras de ions como solido adsorvente. Uma das técnicas, denomunada de
experimentos em tanques agitados, pernutin obter dados sobre a cinética de adsorcéo e
também as isotermas de equilibrio para dois adsorventes, ambos contendo grupos do
tipo amino quaternario, na adsor¢do da proteina Albumina de Soro Bovino. A segunda
técnica, denominada de experimentos em colunas de adsorgdo, permitiu obter as curvas
do tipo breakthrough e conseqiientemente a isoterma de equilibrio para apenas um dos
adsorventes na adsorgfo da mesma proteina.

O tratamento matematico das isotermas através do modelo de Langmuir
conduziu aos dois parimetros do modelo para uma temperatura de 24° C para o

sistema Albumina de Soro Bovino (BSA) e as resinas de troca i6nica Q-Sepharose®

Fast Flow ¢ Accell® Plus QMA. Foram analisados dois niveis de forga idnica do
tampdo Tris(hidroximetilJaminometano para cada uma das resinas.

A modelagem matematica das curvas cinéticas obtidas permitiu otimizar os
parametros que exprimem a convecgio externa ¢ a difusdo interna as particulas para os
experimentos em tanques agitados para o sistema BSA-Accell Plus QMA.

As curvas de breakthrough obtidas para o sistema BSA-Accell Plus QMA
indicaram um comportamento similar para colunas operando em leito fixo ¢ em leitos
fluidizados. Nos experimentos em leito fixo, foi obtido o pardmetro tempo
estequiométrico, que possui importdncia na interpretagdo da adsor¢do com relacio ao

balango de massa e a ampliag8o de escala do processo.



ABSTRACT

Two different experimental techniques were studied aiming the determination of
adsorption isotherms of proteins in liquid solutions by using macroporous adsorbents
solids. One of the techniques, named stirred tank experiments, allowed to study the
kinetics of adsorption and the equilibrium isotherms for two adsorbents based
quaternary amino groups working with Bovine Serum Albumin (BSA), as a model
protein. The second technique, named breakthrough curve experiments, allowed also
get the equilibrium isotherm for the same system.

The mathematical treatment using non-linear regression for the Langmuir model
isotherm led to the two parameters of the isotherm for the temperature of 24° C for the
systems containing BSA and the anionic resins Q-Sepharose® Fast Flow and Accell®
Plus OQMA. Two different levels of ionic strength of the buffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethane were analyzed in the experiments.

The mathematical modeling of the adsorption kinetics allowed to optimize the
mass transfer parameters described by the phenomena of intemal diffusion and
external convection for the system BSA-Accell Plus QMA.

The breakthrough curves for the experiments with fixed and fluidized beds have
similar behaviour. The parameter stoichiometric time obtained from the column
experiments is important to describe the mass balance in the column, helping the scale-

up of the process.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Dentre os bioprodutos resultantes da indistria biotecnolégica destacam-se as
proteinas por suas propriedades enzimaticas e terap€uticas. Essas proteinas podem ser
obtidas a partir de diversas fontes como extratos bioldgicos e processos como a
fermentacao. Elas se constituem em compostos macromoleculares, formados pela
associagdo de aminoacidos e possuem pesos moleculares que podem variar de alguns
milhares até a ordem de alguns milhdes de daltons (1 dalton = 1 unidade de massa
atdmica = 1,66.107% g). As necessidades recentes de isolamento ¢ recuperagio em
grande escala desses compostos, tém trazido inovagdes importantes nas operagdes
unitirias necessdrias para os esquemas de tratamento e purificagdo de proteinas,
envolvendo em geral, uma seqiiéncia extensiva de etapas, o que acamreta custos
elevados (Wheelwright, 1991).

Dewvido a natureza poliidnica das proteinas, resultante dos grupos ionizaveis dos
aminoacidos que as originaram, algumas técnicas de separagfio e purificagfo utilizam
principios que se baseiam em interagdes com esses grupos dotados de cargas elétricas.
Uma dessas técnicas € conhecida como Cromatografia de Troca Iénica (CTI), sendo
utilizada como método usual em laboratorio (Scopes, 1987), bem como nos processos
em maior escala para separacio e purificagdo de albumina de sangue (Curling, 1980) ¢
proteinas do soro de quenjo (Skudder, 1983).

Os esquemas experimentais de purificacfo de proteinas fregiientemente contém
uma grande seqiiéncia de passos que aumentam o custo e a perda de material. A grande
maiona desses esquemas envolve liquidos que contém tragos de material particulado
que impedem a utilizagdo do sistema de leito fixo (ou coluna empacotada). Em geral,
quanto menor 0 namero de operagOes em um processo, mais eficiente ele sera, com
maior reducdo nos custos € menor perda de material. Desta forma, o leito fluidizado é
de grande interesse para a indastria de bioprodutos, uma vez que com este sistema de

adsor¢do pode-se trabalhar com liquidos que contenham material particulado, sem a



necessidade da remogio prévia deste, dispensando assim, varios passos de purificacdo
(Chase, 1994; Pharmacia Publication, 1995). Esse sistema de adsorg¢do so
recentemente vem sendo empregado na separagdo/purificacdo de proteinas e a sua
otimizagdo requer um entendimento da hidrodindmica do liquido e da particula no
leito, bem como das caracteristicas de transferéncia de massa e equlibrio do
adsorvente (Draeger e Chase, 1990).

No presente trabalho, foram utilizados dois diferentes métodos para avaliar a
adsor¢do de uma dada proteina em resinas trocadoras de ions. Foi escolhida a proteina
modelo Albumina de Soro Bovino que foi largamente utilizada em trabalhos pioneiros
envolvendo processos de recuperagfio dessa substdncia. Os métodos utilizados foram:
experimentos em tanques agitados e em colunas de adsor¢8o com leitos fixo e
fluidizado. O primeiro método tem por objetivo a determinagfo dos pardmetros
essenciais para o estudo do processo de adsorgdo, ou sgja: a isoterma e a cinética de
adsorgdio. O segundo ¢ uma técnica para a determinagdo das caracteristicas
fluidodindmicas e de transferéncia de massa de um dado sistema proteina-adsorvente.
No segundo método foram estudados os seguintes aspectos: expansfo do leito de
particulas em fungdo da velocidade do fluido e a determinagfo da capacidade de
adsorg@o no letto através da obtengéo da curva de concentragdo de proteina na saida
dada em fung¢do do volume de solucio de proteina injetada.

Para a execucdo do presente trabalho, foram realizadas algumas calibracgoes
descritas no Capitulo 3, juntamente com as metodologias utilizadas, Os resultados
experimentais obtidos encontram-se no Capitulo 4. Através deles, pdde-se medir a
capacidade de adsorgdo dos adsorventes utilizados, avaliando-se o seu desempenho.
Uma modelagem matematica implementada num programa computacional foi usada
para ajustar o modelo as curvas cinéticas experimentais de um dado sistema proteina-

adsorvente.
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CAPITULO 2

2. REVISAO DA LITERATURA

Para facilitar o estudo da adsorgdo de Albumina de Soro Bovino em resinas
trocadoras de ions, a revisdo da literatura foi dividida em quatro partes: caracteristicas
gerais das proteinas; separagio de proteinas, incluindo também as técnicas utilizadas
para separacgfo; adsor¢fo em matrizes solidas e discussdo do equilibrio de fases através

das isotermas de adsorgfio.

2.1. Caracteristicas Gerais das Proteinas

2.1.1. Estrutura das Proteinas

Proteinas sfo os principais componentes dos sélidos totais de organismos vivos
e sdo compostas de polimeros de aminoacidos, possuindo cadeias longas. A maior
parte das proteinas contém os 20 aminoacidos principais: alanina, valina, prolina,
leucina, etc, formando cadeias de até varias centenas de aminoacidos. Cada
aminoacido ¢ distinguido por uma cadeia caracteristica lateral que pode ser apolar
(hidrofobica), polar carregada (hidrofilica) ou polar ndo carregada. A Figura 1 mostra a
formula estrutural geral de um polipeptideo (tetrapeptideo) tipico que constitui as
proteinas € que determina as estruturas fundamentais das mesmas que sdo discutidas a
seguir € que se encontram esquematizadas na Figura 2, de acordo com a classificagéo
seguinte (catdlogo intitulado como Guide to Protein Separations da Rainin Instrument
Co. Inc.}:

¢ Estrutura Primaria
Os aminoacidos individuais sfo acoplados pela ligagdo peptidica, que une um
grupo amina a um grupo carboxila de outro aminoacido, formando uma cadeia que €

denominada de estrutura primaria da proteina.



» Estrutura Secundéaria

Um arranjo regular e recorrente das cadeias polipeptidicas ao longo de uma
dimensfio espacial como uma hélice tipo o ou uma folha plissada determina a estrutura
secundaria da proteina.

¢ Estrutura Terciaria

O enovelamento das cadeias polipeptidicas forma uma estrutura mais compacta
que é caracteristica das proteinas globulares. A estrutura terciaria ¢ criada pelas
interagdes especificas entre os diferentes residuos de aminoacidos, usualmente nas
regides das cadeias laterais, causadas por uma variedade de forgas, incluindo as
ligagBes por pontes de hidrogénio, dissulfeto e interagdes de Van Der Walls
(hidrofobicas), além de interagdes eletrostaticas.

e Estrutura Quaternaria

O arranjo de cadeias polipeptidicas em multiplas cadeias compostas de sub-
unidades € provocado por interagdes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e pontes
i6nicas entre os aminoacidos na superficie das sub-unidades de polipeptideos. Fssas
estruturas quaternarias podem também ser formadas por ligagdes covalentes como as

do tipo dissulfeto.
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Figura 1: Férmula estrutural geral de um polipeptideo (tetrapeptideo) tipico que
constitui as proteinas. (Referéncia: catdlogo intitulado como Guide to Protein

Separations da Rainin Instrument Co. Inc.)



PRIMARIA

¥

SECENDARIA

b 4

TERCIARIA

Y
GCUATERNARIA

Figura 2: Estruturas fundamentais das proteinas. (Referéncia: catdlogo intitulado como

Guide to Protein Separations da Rainin Instrument Co. Inc.)

2.1.2. Funcio das Proteinas

A conformagfio global da proteina ¢ uma combinacdo das estruturas acima
mencionadas, sendo ditada pela seqiéncia primdria de aminodcidos. A fungdo das
proteinas estd mtimamente ligada & sua estrutura. A grande diversidade de estruturas
da origem aos diversos tipos de fungdes, sendo alguns exemplos dados a seguir.

« Metabolismo: enzimas, hormonios, toxinas.

e Estrutura: coldgeno, elastina, proteinas das membranas.

e Armazenamento: caseina, ovalbumina.

¢ Transporte: hemoglobina, albumina.

¢ Mobilidade: miosina, actina.

¢ Defesa: anti-corpos.



A estrutura nativa de uma proteina deve ser mantida sem modificagio para
preservar sua fungfio biologica. Desde que proteinas sdo altamente sensiveis a
mudancas no meio, desvios de condigdes fisiologicas podem afetar a conformagéo da
proteina e causar desnaturagfo. Fatores como pH, temperatura, forga 10nica, entre
outros, podem afetar a atividade da proteina. O pH deve ser mantido tdo perto quanto
possivel do encontrado no ambiente natural da proteina. A maioria das proteinas sdo
praticamente estaveis a temperaturas abaixo de 40° C.

A tarefa de separar e purificar proteinas individuais € dificultada pela
fragilidade das estruturas proteicas no que se refere a perda de atividade biologica
(desnaturacdo) e também pelo fato de que qualquer tipo de célula pode conter milhares
de proteinas além de 4cidos nucleicos, lipidios, carbohidratos e outros componentes.
Considerando porém a combinac@io de técnicas classicas de separagdo, acopladas a
modernos métodos cromatograficos de alta resolugio e a técnicas eletroforéticas, ¢

possivel atingir niveis de purificag@o bastante elevados (Sofer e Nystrom, 1989).

2.2. Separacio de Proteinas

2.2.1. Fundamentos para a Separacio

Diferengas nas propriedades fisicas, quimicas ¢ funcionais das proteinas
fornecem as bases para a classificagio e separagio das mesmas. As principais
propriedades exploradas visando a separagdo sdo descritas a seguir.

« Tamanho

O peso molecular das proteinas varia numa faixa bastante elevada. Por exemplo,
a insulina possui um peso molecular de 5.700 daltons enquanto a hemocianina tem
peso molecular de 6.700.000 daltons. O peso molecular médio da maioria das
proteinas esta, no entanto, compreendido na faixa de 40.000 a 80.000 daltons, sendo as
proteinas maiores compostas geralmente de sub-unidades. A proteina globular
hemoglobina, que consiste de 574 aminoacidos em 4 cadeias com peso molecular total
de 64.500 ¢ dobrada com forma aproximadamente esférica com difdmetro de 64
Angstrons. Como comparagdo, um aminoacido simples como a alanina tem

aproximadamente 5 Angstrons de comprimento.



e Forma

A forma das proteinas pode variar desde a linear (proteinas fibrosas) até a forma
aproximadamente esférica (proteinas globulares). Essa propriedade ¢ altamente
influenciada pelos aspectos fisicos e quimicos do ambiente onde se encontra a
proteina, tal como o pH.

e Carga

Levando-se em conta que todas as proteinas contém terminais amino ¢
carboxilicos além de muitas cadeias laterais carregadas, as solugdes proteicas possuem
comportamento Acido-base. A carga liquida das proteinas depende fortemente do pH
do meio. Num pH caracteristico em que as cargas positivas ¢ negativas se cancelam, a
proteina se encontra no ponto isoelétrico (pl). Para valores de pH superiores ao pl a
proteina esta negativamente carregada enquanto que para valores inferiores ao pl a
proteina esta positivamente carregada.

« Hidrofobicidade

O nuamero, tipo e distribuigio dos residuos ndo polares de aminoacidos
determina o carater hidrofébico da proteina. Em solugdes aquosas, esses grupos
hidrofobicos estdo frequentemente na regifio interna da proteina ja gue sdo repelidos
pelas moléculas polares da 4gua . A interagdo de cadeias laterais apolares com essas
regides hidrofdbicas ¢ um fator importante na estabilizagio da estrutura da proteina e
pode contribuir para outras interagdes pelo fato de prover um ambiente menos polar do
que aquele obtido em solugéo.

» Solubilidade

Ao contréario dos grupos hidrofobicos, a maior parte dos residuos i6nicos dos
aminoacidos estd localizada na superficie externa da molécula da proteina. A carga
superficial contribui para a solubilidade das proteinas globulares tornando-as
apropriadas para fungdes que exigem mobilidade e interagio com o ambiente
fisioldgico. Cada proteina tem uma solubilidade distinta e caracteristica e um ambiente
definido e quaisquer mudancas nas condi¢des (tipo de solvente ou de tampio, forga

idnica, temperatura) pode causar uma precipitagio diferenciada.



¢ Funcio

A estrutura unica de cada proteina determina a sua funcdio ou atividade bem
como a sua bioespecificidade na interagfo com outras moléculas. A estrutura nativa da
proteina deveré estar intacta para uma interagdo funcional ocorrer e constitui a base
dos métodos denominados de afinidade. E importante observar que as proteinas sdo
também susceptiveis a clivagem da sua molécula, formando-se fragmentos menores de

peptideos num processo denominado de proteélise.

2.2.2. Técnicas utilizadas para a Separagio

Sd0 numerosas as técnicas envolvidas na separacfio de proteinas, ocorrendo
normalmente uma seqiiéncia das mesmas quando se visa a obtengfo de um produto
final. A seguir, sdo apresentados alguns aspectos dessas principais técnicas e serfio
detalhados em paragrafos especificos os processos que utilizam a adsorcdo em
matrizes solidas.

e Precipitacio

FE um dos métodos mais antigos para a separacio de proteinas, sendo que
Scopes (1987) dedica especialmente o Capitulo 3 da sua obra a esse método de
separacdo. ApOs a precipitagio, as proteinas sio geralmente separadas por
centrifugacdo, podendo-se usar em alguns casos alternativamente a flotagio (Miranda e
Berglund, 1993; Santana, 1994). Pode-se distinguir entre os seguintes métodos de
precipitacao:

- precipitagdo por sais;

- precipitacio com polieletrdlitos;

- precipitagdo por solventes orginicos;

- precipitagdo com polimeros ndo-idnicos;

- precipitagdo por afinidade em presenca de substratos ou inibidores das
moléculas a purificar;

- precipita¢do no ponto isoelétrico (a solubilidade da proteina ¢ minima nesse

pH).



¢ Ultrafiltragfo e Osmose reversa

Com a utilizagio de uma membrana sintética de porosidade controlada
(Flaschel et al., 1983), esse método permite a separagio de espécies de tamanhos
diferentes de molécula. Em geral essa técnica ¢ mais apropriada para a separagio de
misturas contendo proteinas e pequenas moléculas, sendo que recentemente (Michaels,
1990) foram desenvolvidas membranas que conseguem separar proteinas que possuam
pesos moleculares que difiram por um fator 2.

e Eletroforese

Amostras contendo as proteinas a serem separadas sdo colocadas em um campo
elétrico que provoca o deslocamento das proteinas carregadas. O meio utilizado €
geralmente um gel no qual o balango entre a for¢a motriz do campo elétrico e a forca
de retardamento viscosa conduz a uma velocidade de migragio da proteina
proporcional ao campo elétrico aplicado. Desse sistema resulta uma mobilidade
eletroforética caracteristica para cada proteina, 0 que permite que as mesmas sejam
separadas. E possivel aplicar as amostras campos elétricos em diregdes ortogonais
fazendo com que a eletroforese ocorra num espago bi-dimensional. Uma sofisticagio
dessa técnica ¢ denominada de eletrofocalizagio e utiliza adicionalmente um gradiente
de pH no gel de modo que as proteinas migrem até a regifo onde o pH seja igual ao
ponto isoelétrico da mesma.

o Cristalizaco

E utilizada mais frequentemente para purificar uma proteina especifica e ndo
para separar misturas de proteinas.

¢ Extracio liquido-liquido

Implica na distribuigdo de proteinas entre duas fases liquidas devido a
solubilidade preferencial em cada fase. Varios sistemas podem ser utilizados, entre
eles os constituidos por fluorcarbonetos (Asenjo,1990) e por tensoativos em solugio
organica {Michaels,1990).

2.3. Adsorcio em Matrizes Solidas
A adsor¢do ocorre quando um soluto dissolvido é ligado a um adsorvente

solido. Tanto a adsorgfo quanto a extra¢io sfo processos usados para isolar solutos de
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solugdes diluidas. A adsorgfio tende a ter uma menor capacidade mas apresenta uma
maior seletividade que a extragfo. Devido ao fato do equilibrio ser ndo linear e das
fortes interagdes do soluto, a adsorgdo € um processo que requer mais experimentos
laboratoriais que a extra¢io (Belter, 1988). Esse fendmeno (proveniente do contato
entre adsorbato e adsorvente) envolve um nmumero de passos distintos. Esses passos
contribuem para a resisténcia & transferéncia de massa e incluem: transferéncia de
massa da solugdo de adsorbato para a superficie externa da particula de adsorvente
(resisténcia a difusdo na pelicula liquida), difusdo dentro dos poros da particula
(difusdo nos poros ou resisténcia a difusdo na particula) e reag3o quimica na superficie
da particula (resisténcia a reagfo na superficie) (Horstmann e Chase, 1989). A Figura 3

mostra os fendmenos de transferéncia de massa numa particula porosa (Carrére,1993).

Transferéncia externa
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Figura 3: Fendmenos de transferéncia de massa numa particula porosa (Carrére, 1993).

2.3.1. Aspectos Gerais dos Processos Cromatograficos
Um leito constituido pelas particulas de resinas solidas percolado pelo liquido
contendo as proteinas (coluna cromatografica) € a principal forma de contato para a

recuperagdo ¢ scparacdo desses compostos. A fase sélida ¢ denominada fase
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estacionaria enquanto a fase que contém a mistura a ser separada € a fase movel. O
principio de separagdo de uma mistura consiste na existéncia de interagdo entre os
constituintes da mistura e a fase estacionaria, fazendo com que cada uma das espécies
a ser separada seja transportada com velocidades diferentes e trazendo como
conseqiéncia a separagfo dos diversos constituintes.

A Tabela 1 resume um conjunto de sistemas bioldgicos para os quais foi
aplicada recentemente e com sucesso a técnica de concentragfio e purificagio de
proteinas com uso de resinas como fase estaciondria no caso especial em que o leito €
fluidizado. Esse sistema de adsor¢do € especitalmente vantajoso em situagdes em que o
liquido que contém proteinas incorpora também material particulado, que é uma
situagdo muitc comum em separagdes biotecnologicas. A utilizagdio de leitos
fluidizados do tipo sélido-liquido se adapta bem a essa aplicagfo, pois sendo um
sistema de porosidade global elevada nfio sofre o problema da colmatagem
{entupimento do meio poroso), resultando na economia de uma operagio de separagio
de particulados como a filtrago ou centrifugagdo, por exemplo. Essa vantagem esta

esquematizada no diagrama de blocos da Figura 4.

Tabela 1: Resumo de resultados recentes sobre adsorgdo de proteinas com resinas
trocadoras de ions em leitos fluidizados (GBF, Scientific Report 1992 e 1993; Hansson
et al., 1994).

Produto Organismo Adsorvente | Rendimento(%) | Enriquecimento
Galactosidade E. coli DEAE Sepharose 90 5.5
Malate E. coli Blue Sepharose 80 3,4
desidrogenase ’
Proteina de E coli | DEAE Sepharose 90 -
Fusao
Fumarase S. cerevisae | Streamline DEAE 70 7.1
Glucose-6- ) )
fosfato S. cerevisae | Streamline DEAE 75 94
desidrogenase ’




12

Disrupgao de ] . o Primeira
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Figura 4: Esquema que mostra a vantagem da utilizagio da cromatografia em leito
fluidizado. (Referéncia: GBF, Scientific Report 1993)

2.3.2. Os Procedimentos Cromatografices

Os guatro principais processos cromatograficos foram discutidos por Nicoud et
al. (1991), slo eles: elui¢do, deslocamento, elui¢do por etapas e frontal. O processo
frontal é bastante empregado na purificagio de proteinas. Nessa técenica, a coluna €
pré-equilibrada com um solvente de forga eluente fraca e os compostos a serem
purificados sfo introduzidos continuamente na coluna, onde sdo adsorvidos enquanto
as impurezas sdo eliminadas. Quando o adsorvente esta saturado, efetua-se a fase de
elui¢do através da introdugfio na coluna de um solvente de forga eluente elevada (com

variagio do pH ou da forga 16nica) e desse modo o produto desejado € dessorvido.

2.3.3. Adsorcio em Resinas Trocadoras de Tons

As proteinas sfio adsorvidas nas resinas trocadoras de ions por ligagdes do tipo
eletrostatica que se formam entre as cargas da superficie da proteina e os grupos
carregados dos adsorventes. As cargas sdo balanceadas por contra-ions tais como: ions
cloreto, ions metdlicos ou mesmo ions existentes na solugfio tampfo. A molécula de
proteina desloca os confra-ions que se situam nos poros da resma e fica ligada ao
adsorvente. Como resultado giobal, a regifo do adsorvente se torna eletricamente
neutra e o saldo de carga da proteina serd de mesmo sinal que os contra-ions

deslocados, resultando o nome “troca de fons” para o mecanismo de adsorgdo.
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Como exemplo, toma-se um caso de troca de &nions onde uma proteina
carregada negativamente ¢ adsorvida em uma resina que possui 0 grupamento amino

quaternario e ions cloreto:

R-N(CH3)3t, CI- + NHPCOO- —— R-N(CH3)3%+, NHpPCOO- + CI-

resing proteina resina adsorvida

Essa etapa ¢ denominada também de fixagdo da proteina. A dessor¢io (ou

eluigio) da proteina ¢ obtida numa etapa suplementar através da modificagio do pH
. . sy , P .-

para um valor inferior ao (pl da proteina, com a adigfio, por exemplo, de um acido

como o HCI:

HTCl-
R-N(CH3)3+, NHpPCOO- ————» R-N(CH3)3%, ClI- + CI, NH3"PCOOH

resina recuperada proteina

Um exemplo tipico de sistema de adsor¢do que utiliza esse principio for
reportado por Carrére (1993) usando a resina Spherosil QMA para concentrar as

proteinas lactalbumina e lactoglobulina a partir do soro de queijo.
2.4. Isotermas de Adsorcio: Estudo do Equilibrie de Fases

A analise da adsor¢do ¢ baseada no equilibrio entre as fases envolvidas e nos
balangos de massa. O equilibrio ¢ apresentado na forma de isotermas de adsor¢fo. Para
cada isoterma, a abscissa da a concentragdo de soluto na solugio, usualmente em
unidades de massa de soluto por volume de solug¢do. A ordenada indica a concentragio
de soluto na superficie do adsorvente, mais comumente em unidades de massa de
soluto por massa de adsorvente (Belter, 1988). A isoterma de Langmuir (1916) ¢
freqilentemente utilizada para correlacionar dados de adsor¢do de proteinas. Mais
adiante, sfo apresentadas algumas informagdes sobre esse tipo de isoterma, bem como

sua expressao.
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2.4.1. Adsorcido em Tanques Agitados

Para a adsor¢iio em batelada, o contato entre as fases € realizado de modo que
se tem um estagio de equilibrio. No Capitulo 3 ¢é apresentado o esquema da
aparelhagem experimental, onde € possivel realizar o estudo da adsor¢do com
monitoramento continuo de modo a determinar a cinética de adsorgfio, além do valor
da concentracio de equilibrio a uma dada temperatura.

No estudo do equilibrio e para a adsor¢do de um componente, o modelo

matematico mais difundido ¢ a 1soterma de Langmuir (1916), que pode ser escrita na

forma:

kg+c*

(I
em que:
¢* € a concentragfo do soluto na fase liquida em equilibrio;

g* ¢ a quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa ( ou de volume) do

adsorvente;
q_, € a quantidade maxima adsorvida na fase solida;

k4 ¢ a constante de dissociagdo que descreve o equilibrio da reagfo de adsorgio.

0O modelo de Langmuir se baseia em varias hipoteses:

- a adsorgfo ¢ limitada a uma camada (monocamada);

- a superficie interna do solido é homogénea e apresenta um namero de sitios
finito;

- as moléculas adsorvidas nfio interagem entre si;

- no caso da adsor¢do competitiva de compostos diversos, a entalpia de
adsorgfo € a mesma para todas as moléculas.

Apesar de sua simplicidade, a isoterma do tipo Langmuir se adapta com boa

precisdo a adsor¢do de proteinas em resinas trocadoras de fons (Horstmann e Chase,
1989; Draeger e Chase, 1990).
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2.4.2. Adsorc¢io em Colunas

2.4.2.1. Adsorcido em leitos fixos

Um leito fixo € um tubo cilindrico, colocado na posigdo vertical e preenchido
na base por particulas de adsorvente. Fluido contendo o soluto de interesse escoa de
uma das extremidades do cilindro, saindo pela extremidade oposta. Inicialmente, a
maioria do soluto € adsorvida, tal que a concentragio de soluto no efluente é baixa.
Como a adsorgdo continua, a concenfragdo do efluente aumenta, vagarosamente no
comeco, mas entdo aumenta abruptamente. Quando este aumento abrupto ou
breakthrough ocorre, o fluxo ¢ interrompido. O material adsorvido € entdo elutriado
pela lavagem do leito (Belter, 1988).

Descrever esse processo € simples, opera-lo € direto, mas analisd-lo ¢
complexo. Essa complexidade ¢ resultante da adsorg¢do ndo-linear ¢ ndo-estacionarnia.

Isto € mais uma conseqiiéncia da ndo-homogeneidade das particulas no leito fixo.

2.4.2.2. Adsorc¢io em leitos fluidizados

Em muitas situagdes de recuperacio de proteinas por adsorgdo, o liquido inicial
contém também material particulado, necessitando usualmente uma etapa de filtragio
antes da adsor¢do em leitos fixos. A utilizaglo de leitos fluidizados € vantajosa nessa
situagdo por ser um sistema de porosidade global mais elevada, simplificando o
processo com a eliminagdo da operagdo preliminar de remogdo de particulas
(Andnimo, 1993). Essa concepgéo tem sido explorada especialmente por fabricantes de
resinas adsorventes como sdo os casos da Pharmacia® e da Waters®, que tém
procurado obter resinas mais densas e portanto mais apropriadas 4 operagdo com leitos
fluidizados. O ciclo completo de opera¢dio de adsorgdo, lavagem e eluigho esta

esquematizado na Figura 5.
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0. Adsorvente 1. Equilibrio 2. Aplicagio de 3. Lavagem 4. Eluiglo 5. Regeneragéio
Sedimentade (expandido) amostra (expandido) (leito (leite empacotado)
(expandido) empacotado)

Figura 5: Representagio esquemdtica dos passos na adsor¢do em leito expandido

(Thomes et al, 1994).

Os estudos pioneiros de Draeger ¢ Chase (1990) ¢ de Horstmann e Chase
(1989) com as proteinas-modelo Albumina de Soro Bovino (BSA) e imunoglobulina G
utilizando leitos expandidos e adsorventes contendo grupos amino quaternario,
conduziram a um entendimento mais profundo dos efeitos de transferéncia de massa
no processo de adsorgdo, como a difusfio interna na particala de adsorvente e a
resisténcia externa do meio que contém as particulas. Os trabathos de Firouztale et al.
{1992) e Firouztale et al.(1994) com insulina e com cefalosporina C, respectivamente,
sdo também importantes marcos na compreensdo do fendmeno da adsor¢do de
proteinas em resinas solidas.

Trabalhos recentes publicados por Hansson et al.(1994) e por Frej et al.(1994)
evidenciaram © uso da técmica de leito fluidizado nas escalas de laboratério e piloto
para a recupera¢do de proteinas recombinantes, com a esperada redugdo no numero de

etapas necessarias a concentragdo dos produtos.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, séio abordados aspectos sobre os materiais e equipamentos
utilizados ¢ sobre os métodos e metodologias empregados para a realizagio do
presente trabalho.

Foram utilizados métodos diferentes para a obten¢do das caracteristicas de
adsor¢do de um dado adsorbato. Sio eles: experimentos em tanques agitados e
experimentos em colunas de adsor¢fo com leitos fixo e fluidizado, os quais sdo

descritos a seguir.

e Experimentos em Tanques Agitados

Este método consiste na utilizago de um banho termostatico agitado para
manter a mistura adsorbato/adsorvente sempre homogénea e com temperatura
constante. O principio do método consiste em circular pelo sistema uma solugdo com
dada concentragdo 1nicial de adsorbato, contendo o adsorvente, ¢ monitorar a
concentragdo da solugo com o tempo. Esse monitoramento pode ser feito
continuamente com o auxilio de uma bomba peristaltica e um monitor para detecgdo de
luz na faixa do ulfravioleta. Pode ser feitc também em batelada com a retirada de
amostras do sistema de tempos em tempos e posterior analise no espectrofotémetro.
Nesse trabalho, o monitoramento do sistema foi feito das duas maneiras citadas acima.
A capacidade de adsor¢do nesses experimentos foi obtida através da andlise das curvas
cinéticas e também dos testes de equilibrio, obtendo-se assim valores de concentragfo

de equilibrio para o sistema em estudo.

¢ Experimentos em Colunas de Adsorcio com leitos fixo e fluidizado
A diferenga basica entre leito fixo e leito fluidizado esta na expansdo do leito.
No caso do leito fixo, essa expans@io nfo existe ¢ ele ¢ dito empacotado. Ja no caso do

leito fluidizado, essa expansdo existe e pode assumir diversos valores a depender da
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vazdo aplicada ao sistema. O fendmeno da adsorgdo em colunas com leito fixo e
também leito fluidizado consiste em passar uma solugfo com dada concentragdo inicial
de adsorbato por uma coluna na posigio vertical, contendo o adsorvente, monmtorando
a concentracio dessa solugdo na saida da coluna. O processo de operagio
cromatografico denominado frontal ¢ utilizado nesses experimentos. Nessa técnica, ¢
realizada a medi¢do da concentracdo do adsorbato na saida do leito em fungfo do
volume de solugdo injetada, obtendo-se a curva denominada de breakthrough do
sistema. A capacidade de adsor¢fio do leito pode ser entdo obtida por integragdo da
curva de breakthrough.

Apos a breve descrigio dos métodos utilizados nesse trabalho, faz-se necessaria

também a descri¢do dos materiais empregados, bem como a preparacgfo deles.
3.1. Materiais/Preparacies

3.1.1. Adsorbato

A proteina padrio BSA (Albumina de Soro Bovino- Sigma®) foi utilizada como
adsorbato nos experimentos de adsorg¢fio realizados em tanques agitados e em colunas.
Seu peso molecular ¢ da ordem de 66.000 daltons e sua composi¢do ¢ de 98-99% p/p
de albumina (Draeger e Chase, 1990). A Albumina de Soro Bovino € uma das poucas
proteinas do plasma sanguineo que nfo ¢ uma glicoproteina e o seu peso molecular € o
mais baixo de todas elas, estandc presente no plasma em uma quantidade de
aproximadamente 50 mg/ml. Trata-se de uma proteina elipsoide com dimensdes

moleculares de mais ou menos 30 por 180 Angstrons (Smith et al.,1983).

3.1.2. Adsorventes

A. Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia®)- ¢ um forte trocador anidnico com
excelentes propriedades de escoamento e alta capacidade para adsorg8o de proteinas de
todos os valores de pl. O grupo de troca idnica € um amino guaternario que permanece
carregado positivamente e mantém consistentemente altas capacidades de troca sobre
toda a faixa de trabalho, pH 2-12. As caracteristicas deste adsorvente sfo (Pharmacia
Guide):
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Faixa de tamanho das particulas (pum): 45-165.

Tamanho médio das particulas (umy): 90.
Faixa de trabalho de pH: 2-12.
Massa especifica das particulas (g/cm’): 1,13 (Draeger e Chase, 1990).

B. Accell Plus QMA (Waters®-Division of Millipore)- ¢ um trocador de ion
(anidnico) preparado por um processo de polimerizagdo que encapsula a base rigida de
silica com um ligante hidrofilico e um ligante funcional reticulado altamente estavel.
Este adsorvente também possui um grupo de troca idnica do tipo amino quaternario e
fornece uma excelente recuperagdo e uma alta resolucdo de biomoléculas. Sua
estrutura rigida e incompressivel o faz altamente adequado para a purificagdo e o
isolamento de proteinas, enzimas e imunoglobulinas. Suas caracteristicas sdo (Waters
Guide):

Faixa de tamanho das particulas (um): 37-55.

Tamanho dos poros: 500 Angstrons.

Massa especifica das particulas secas & 22°C (g/em’): 2,32 ( determinada através

de um picndmetro de Hélio existente no Instituto de Quimica - UNICAMP).

Massa especifica das particulas apos embebigfio no tampfo (g/em’): 1,16.

Porosidade da particula: 0,60.

3.1.3. Tampao

Os experimentos foram realizados em presenga de solugdo tampdo de
Tris(hidroximetil Jaminometano com forgas idnicas diferentes, mas com o pH mantido
em torno de 7,0. As concentracOes de Tris utilizadas foram: 0,02, 0,03 e 0,05 mol/l
para o sistema Accell Plus QMA/BSA ¢ 0,2 e 0,01 mol/l para o sistema Q-Sepharose

Fast Flow/BSA. A preparagdo da solugfo tampéo é descrita a seguir.

3.1.4. Preparacio da soluciio tampio
A solugdo tampdo foi obtida partindo-se da solugfo de Tris e do acréscimo de
HCI com uma molaridade relativamente alta. Preparou-se a solucdo de Tris diluindo-se

uma dada massa do Tris (Nuclear®- peso molecular= 121,14 g/gmol) em Agua
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destilada (2,4228 g em 1000 ml para uma concentragdo de 0,02 mol/l, por exemplo).
Preparou-se essa solugdo com aproximadamente 80% do volume final desejado,
acrescentou-se o HCl, acompanhando o pH com o auxilio do pHmetro, até ter atingido

o pH desejado. Completou-se entdo o volume final com agua destilada.

3.1.5. Preparacio das solugdes de BSA

As solugdes de BSA podem ser preparadas de duas maneiras. Uma delas,
corresponde a preparar solugdo por solugfo a partir da pesagem da BSA de acordo com
a concentracdo desejada, utilizando-se um agitador magnético. A outra maneira,
consiste na preparagdo de uma solugdo de BSA mais concentrada seguida de
sucessivas diluigdes com o tampfo para a obtengio das solugdes nas concentracdes
desejadas. Nos experimentos realizados, foram utilizados os dois modos de
preparagdo. A faixa de concentragbes utilizada ficou em torno de 0,5 a 5,5 mg/ml para
o sistema Accell Plus QMA/BSA e em torno de 0,25 & 3,0 mg/ml para o sistema Q-
Sepharose Fast Flow/BSA.

Algumas calibragdes preliminares foram feitas para possibilitar a execucdo do
trabalbo. Foram elas: levantamento das curvas de calibragdo do espectrofotdmetro,

calibragio da bomba peristaltica, do registrador e também do sistema em estudo.
3.2, Calibracgdes

3.2.1. Curvas de calibracio do espectrofotémetro

A calibragfo do espectrofotometro foi feita utilizando-se solugdes de BSA com
concentragdes iniciais diferentes e conhecidas. O tampfo Tris foi utilizado como
branco e foi feita a leitura das absorbancias das referidas solugbes. Com esses dados,
pbde-se construir uma curva de absorbancia versus concentragfio. Os dados foram
ajustados por uma reta ¢ sua expressdo foi utilizada para calculos de concentraciio a
partir de valores de absorbéncia. O comprimento de onda indicado no caso da proteina
BSA ¢ de 280 nm (Stoscheck, 1990). Nos experimentos realizados, utilizou-se o

tampdo Tris com concentragbes diferentes, logo foram obtidas curvas de calibragio
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para cada um dos casos. A seguir, sdo apresentadas essas curvas € suas respectivas

expressoes.
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Figura 6: Curva de Calibrago de BSA em tampéo Tris 0,02 mol/l pH= 7.0
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Figura 7: Curva de Calibragio de BSA em tampdao Tris 0,03 mol/l pH=7.0.
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Figura 8: Curva de Calibragdo de BSA em tampéo Tris 0,05 mol/l pH=7.0.
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Figura 9: Curva de Calibragio de BSA em tampio Tris 0,2 mol/l pH=7.,0.
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Figura 10: Curva de Calibragfo de BSA em tamp#o Tris 0,01 mol/l pH=7.,0.

3.2.2. Bomba peristaltica

Uma bomba peristaltica faz parte da montagem utilizada nos experimentos em
tanque agitado - sistema com monitoramento continuo. A sua fun¢do era bombear uma
dada quantidade de solugdo de BSA contida em um béquer para passar através de um
monitor de UV e retornar ao sistema novamente (béquer). Como a faixa de trabalho da
bomba utilizada era desconhecida, fot necessario calibra-la. Para isto, utilizou-se agua
destilada como fluido de calibragfo e o procedimento utilizado foi o seguinte: o botdo
referente a escala de velocidade da bomba foi colocado na 1° posi¢io. Um béquer seco
foi pesado e sua massa anotada. A bomba foi ligada e deixou-se o sistema em
funcionamento durante 5 minutos. Apods isto, desligou-se a bomba e o béquer fol
novamente pesado. Por diferenca, obteve-se a massa bombeada durante os 5 minutos e
consequentemente a vazdo massica. Considerando que a massa especifica da dgua ¢
igual a 1 g/em’, calculou-se a vaz&o volumétrica. O mesmo procedimento foi utilizado
para as demais posi¢des no botdo de velocidade, tendo-se entdo a calibragio da bomba.
Dessa manetra, pode-se definir a faixa de trabalho. Nos experimentos em tanque

agitado a vazdo utilizada fo1 da ordem de 5 mi/min (Horstmann e Chase, 1989).



3.2.3. Registrador

Um registrador também faz parte da montagem utilizada nos experimentos em
tanque agitado ¢ ele também estd presente na montagem dos experimentes na coluna
de adsor¢io. A sua fungdo foi registrar o sinal emitido pelo monitor de UV. Este sinal
varia entre 0 - 1 V correspondendo & linha-base e a escala completa do papel do
registrador, respectivamente. Uma fonte de tensfo foi utilizada para a calibragio. A
cada tensfo fornecida, o registrador marcava no papel a quantas divisdes correspondia.
Acoplado ao registrador, havia um multimetro que acompanhava o sinal emitido pelo
monitor. Na realidade, os resultados da leitura das absorbincias no monitor foram

obtidos sob a forma de tensfo lida no multimetro.

3.2.4. Sistema em estudo

A calibracdo do sistema em estudo foi uma maneira de obter uma relagdo entre
uma dada concentragio de solugdo de proteina e a tensfo equivalente (lida no
multimetro acoplado ao registrador). Para a realizag@o dessa calibracdo, utilizou-se a
montagem dos experimentos em tanque agitado (vide Figura 13), apesar dessa
calibragdo também servir para a analise dos resultados da coluna de adsor¢do. O
procedimento ufilizado foi o seguinte: o monitor de UV foi colocado numa
determinada faixa de sensibilidade. Um béquer contendo o tampéo foi acoplado ao
sistema (montagem experimental - sistema com monitoramento continuo). A bomba foi
acionada e o monitor foi zerado através de uma tecla que faz com que o monitor
considere o tampdo como o branco e conseqiientemente a linha-base no registrador
comegou a ser delineada. Um béquer com solugfio de BSA de concentragio bem baixa
foi acoplado ao sistema. Monitorou-se a tensdio até alcancgar um valor estaciondrio;
apés isto, substituiu-se esta solugdo de BSA por uma outra solugfo de BSA e 0 mesmo
procedimento foi utilizado. Obteve-se assim uma curva do tipo tensfio versus
concentracdo para uma dada faixa de sensibilidade do monitor. A faixa de
concentragdes das solugdes de BSA utilizadas para a calibragio foi de 0,1 a 7,0 mg/ml
preparadas em tampdo Tris 0,02 mol/l pH=7,0 e de 0,5 a 5,0 mg/ml para o tampéo Tns
0,03 mol/l pH=7.0. Néo for necessario calibrar o sistema em estudo utilizando os

tampdes Tris 0,2 e 0,01 mol/l pH=7,0 porque nesse caso ndo havia um monitoramento
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continuo da tensfo (as amostras eram retiradas de tempos em tempos para posterior
andlise no espectrofotémetro).

As condigbes operacionais adotadas foram:

- temperatura do banho na faixa de 296 4 298 K (23 4 25° ).

- velocidade de agitagdo do banho de aproximadamente 175 rpm.

- vazdo da bomba peristaltica em torno de 5 ml/min.

A calibragio do sistema foi feita para cada farxa de sensibilidade do monitor
para que fosse verificado em que faixa o sistema de trabalho deveria ser posicionado.
Essa faixa de sensibilidade € expressa em AUFS (dbsorbance Units Full Scale ) e
varia entre 0,01 e 2,0, sendo que 0,01 AUFS ¢ a faixa mais sensivel. Pelos valores de
tensfo obtidos para a faixa de concentragdes utilizadas, a faixa de 1,0 AUFS ¢ a mais
indicada para se trabalhar, pois ela varreu praticamente toda a escala do registrador de
0alV.

A seguir, sfo apresentadas as curvas obtidas com as calibragdes do sistema em

estudo, assim como suas respectivas expressdes.
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Figura 11: Curva de Calibragfio do sistema utilizando o tampéo Tris 0,02 mol/l pH=7.0

para a preparacdo das solugdes de BSA.
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Figura 12: Curva de Calibragfo do sistema utilizando o tamp&o Tris 0,03 mol/l pH=7,0

para a preparagdo das solugBes de BSA.

Para a Figura 11, tem-se a seguinte expressio:

T(mV) +1,08041
C 1)= 2
(mg/m ) 114,187 @
Para a Figura 12, tem-se:
T{mV)-177273
C(mg/ml) = (mY) (3)

111,691

As expressdes acima serfo utilizadas para a analise dos resultados obtidos.

Sdo descritas a seguir as metodologias utilizadas para a execugfio do presente
trabalho. Com relagio ao primeiro método citado (experimentos em tanques agitados),
estdo associadas as metodologias do sistema com monitoramento continuo,
monitoramento ndo continuo e dos testes de equilibrio na adsor¢do. Com relagdo ao

segundo método (experimentos em colunas de adsor¢do), estdio associadas as
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metodologias dos testes de expansfio do leito e das corridas de adsor¢@io em colunas

com lettos fixo e fluidizado.

3.3. Metodologias Experimentais

3.3.1. Experimentos em Tanques Agitados

3.3.1.1. Sistema com monitoramento continuo
Esse sistema teve como objetivo a obtengdo de curvas cinéticas. Os dados de
equilibrio para a obten¢fo das respectivas isotermas de adsorgfo foram obtidos através

de testes de equilibrio. O sistema estudado foi a resina Accell Plus QMA com a

proteina BSA. Cada experimento foi feito com uma dada concentragéio inicial da

soluclo de proteina. Esse sistema continha: um béquer de 250 ml contendo a solucdo
de interesse, um monitor de ultravioleta para leitura da absorbancia a 280 nm, um

registrador conectado ao monitor de UV, uma bomba peristaltica para circular a

solucdo pelo sistema, mangueiras de silicone que serviam como conexdo entre os

equipamentos e um banho agitado. A Figura 13 mostra a montagem experimental que
utilizou esses componentes. Um filtro foi acoplado a mangueira que saia do béquer,
contendo solugio, para evitar a passagem de resina pelo sistema, pois isso poderia
acarretar em um entupimento do mesmo € também em uma leitura errada da
absorbéancia pelo monitor de UV devido 3 turbidez.

O procedimento experimental adotado envolveu as seguintes etapas:

1. 100 ml de tampéo foram colocados no béquer de 250 ml que fazia parte do sistema.
A agitagio do banho foi acionada juntamente com a bomba peristaltica. Foi dado o
auto-zero no monitor de UV, lembrando que a pena do registrador devia ser
abaixada nesse momento e o andamento do papel devia ser acionado. O multimetro
que estava acoplado ao registrador foi ligado e acusou uma tensdo nula.

2. Apbs ser verificada a presenca de uma linha-base no registrador (em torno de 15
minutos apos o inicio da corrida), trocou-se o béquer contendo o tampéo por outro
contendo 100 ml de solugiio de BSA. Com essa solugfio acoplada ao sistema, a

bomba foi novamente ligada e a solugfio circulou por 15 minutos, verificando-se no
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registrador a presenga de um patamar ao final deste periodo (e no multimetro, um
valor estacionario).

3. Acrescentou-se uma dada massa de resina, sob agitacdo, ¢ acionou-se 0 crondémetro
(nesses experimentos foram utilizadas 500 mg de resina para um volume de solugdo
de proteina de 100 ml).

4. Com o sistema em funcionamento, monitorou-se a corrida para que de tempos em
tempos pudesse ser feita a leitura da tensdo no multimetro. Através da calibragio do
sistema em estudo feita previamente, determinou-se o valor da concentragio
correspondente a cada tensdo lida, dando origem assim a curva cinética,

5. O sistema for desligado quando o registrador voltou a marcar um patamar e o
multimetro atingiu um valor estaciondrio.

As condigdes operacionais foram:

- vazio da bomba peristaltica em torno de 5 ml/min.

- velocidade de avango do papel do registrador: 12 em/h e 30 cm/h.

- velocidade de agitacio do banho de aproximadamente 175 rpm.

- temperatura do banho na faixa de 296 4 298 K (23 4 25° ().

A tunica condigio operacional modificada ao longo dos experimentos foi a
velocidade de avango do papel do registrador. Isto nfo interferiu nos resultados
obtidos, pois 0 monitoramento do sistema foi feito através do multimetro (leitura da

tensfio) e ndo no que estava sendo registrado no papel do registrador.

3.3.1.2. Sistema com monitoramento ndo-continuo

No referido sistema foram retiradas amostras de tempos em tempos e depois foi
feita a analise no espectrofotdmetro para a obtencglo da respectiva curva cinética. Os
dados de equilibrio para a construgdo da isoterma de adsor¢fio foram obtidos através
do mesmo experimento, utilizando-se a tltima amostra retirada. O sistema estudado foi
a resina Q-Sepharose Fast Flow com a proteina BSA. A montagem experimental
utilizada continha um banho termostatico (0 mesmo existente na montagem do sistema
com monitoramento continuo), erlenmeyers de 250 ml para as solugbes de proteina,

seringas de pldstico para retirada das amostras e um espectrofotdmetro. Filtros

descartaveis foram utilizados na retirada das amostras.
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O procedimento experimental consistiu em um banho agitado com temperatura
¢ velocidade controladas contendo nove erlenmeyers. Nos erlenmeyers foram
adicionadas determinadas massas da resina Q-Sepharose Fast Flow a solugdes de BSA,
com concentracdes iniciais diferentes, contidas em tais recipientes. As massas
utilizadas foram: aproximadamente 300 mg para 100 ml de solugdo de BSA em tampio
Tris 0,2 mol/l pH= 7,0 ¢ aproxamadamente 1140 mg para 110 ml de solu¢do de BSA
em tampdo Tns 0,01 mol/l pH=7,0.

As condigdes operacionais foram:

- velocidade de agitagio do banho de aproximadamente 200 rpm.

- temperatura do banho na faixa de 296 4 298 K (23 a4 25°C).

A retirada das amostras foi feita em intervalos distintos (na primeira hora de
corrida foram retiradas amostras de 10 em 10 minutos, depois de meia em meia hora ¢
assim por diante). Utilizou-se seringas descartaveis contendo mangueiras de plastico
na sua cxtremidade para facilitar a retirada das amostras. Essas amostras foram
filtradas através de pequenos filtros descartdveis antes de serem colocadas em tubos de
ensaio para posterior anadlise. Elas foram analisadas no espectrofotometro com um
comprimento de onda de 280 nm (Stoscheck, 1990). Como medida de precaugdo,
efetuou-se a leitura das amostras também a 320 nm, pois uma vez que a proteina nio
absorve neste comprimento de onda, qualquer eventual absorbancia lida deve ser
devido a presenga de impurezas e este valor deve entfio ser subtraido da leitura a 280
nm. Curvas de calibragfio foram necessarias para a determinagfo das concentragles das

amostras a partir das absorbancias lidas (vide topico 3.2.1.).
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Figura 13: Montagem utilizada nos experimentos em tanque agitado - sistema com

monitoramento continuo.

3.3.1.3. Testes de equilibrio

O teste de equilibrio consistiu na obtengfio da isoterma de adsor¢do para cada
sistema em estudo, a partir de dados de equilibrio. O sistema estudado foi a resina
Accell Plus QMA com a proteina BSA. Cada teste durou aproximadamente 60 horas ¢
foi realizado no banho agitado apresentado na Figura 13. As condigdes operacionais
adotadas foram:

- temperatura do banho na faixa de 296 4 298 K (23 4 25°C).

- velocidade de agitago do banho de aproximadamente 175 rpm.

O procedimento experimental seguiu as seguintes etapas: foram preparadas
solu¢des de BSA com concentragOes iniciais diferentes. O volume de solugfo contido
em cada béquer for de 100 ml. As solugbes foram colocadas no banho agitado e
adicionou-se 500 mg de resina em cada béquer. Deixou-se o sistema em
funcionamento durante aproximadamente 60 horas. Apos esse tempo, foi feita a coleta

das amostras com a agitacio do banho ainda ligada para garantir que as amostras
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fossem retiradas de uma solugio/suspensiio homogénea. Foram retiradas amostras de
1,5 ml (em triplicata) de cada béquer com o uso de seringas descartaveis e mangueiras
de plastico. Antes delas serem colocadas nos tubos Eppendorf, elas foram filtradas
utitizando-se filtros descartaveis para reter a resina. Essas amostras foram analisadas
no espectrofotdmetro (comprimento de onda de 280 nm) e com o auxilio das curvas de
calibragdo feitas previamente foi possivel obter os valores das concentragbes de
equilibrio para cada sistema estudado. Ndo houve necessidade de centrifugacdo das

amostras contidas nos tubos devido a utilizagdo das unidades filtrantes.
3.3.2. Experimentos em Colunas de Adsor¢io

3.3.2.1. Testes de expansio do leito

O teste de expansfo do leito consistiu na obtengdo de uma relacio entre a vazio
aplicada e a altura do lerto. Essa metodologia estd associada aos experimentos em
colunas de adsorcdo. O Unico sistema estudado foi a resina Accell Plus QMA com a
proteina BSA em tamp@o Tris 0,02 mol/l pH= 7,0. No presente trabalho, foram feitos
dois testes de expansdo devido a utilizacdo de duas bombas distintas. O procedimento
experimental adotado em cada teste sera descrito mais adiante. A montagem utilizada
para a realizagio dos testes de expansfo estd representada na Figura 14. Os
equipamentos que fazem parte dessa montagem sdo; uma coluna de vidro, uma bomba
(inicialmente utilizou-se uma peristaltica e depois uma de pistéo), dois recipientes para
armazenamento das solugdes (tampao e de proteina), um monitor de ultravioleta, um
registrador ¢ uma balan¢a. No caso dos testes de expansfio, somente a coluna de vidro,
a bomba, a balanga e um dos recipientes para armazenamento de solu¢do foram
necessarios. A coluna utilizada nos experimentos tem 1,6 cm de didmetro e 20 cm de
altura e possul um pistdo que regula a altura desejada do leito. Essa altura ¢ medida
através de uma régua fixada na parede externa da coluna. O leito era constituido de
uma dada massa de adsorvente (aproximadamente 3,3 g para todos os experimentos)
que era empacotado seco. Deixava-se a solugfio tamp#o passar pela coluna, a uma dada
vazdo ¢ com fluxo ascendente para possibilitar uma estabilizagio do sistema

constituido de adsorvente e solug@o tampfo. Essa passagem de solugfo pelo leito (para



provocar a estabilizagio do mesmo) durava trinta minutos pelo menos e o
posicionamento do pistdo na coluna era aleatorio. Apés esse tempo, deixava-se a resina
repousar por alguns minutos e voltar a condigdo de leito empacotado (agora ja
contendo a solugfo tampdo). A altura apresentada pelo leito apds o seu assentamento
correspondia a altura do leito fixo. Para a massa de resina empacotada na coluna essa
altura foi de 3.4 cm. A partir desse ponto, a coluna ja estava pronta para a realizagéo
do teste de expansio em si. O pistdo era posicionado no topo da coluna. Como ja foi
dito antes, foram realizados dois testes de expansdo devido a utilizacdo de duas
bombas diferentes na coluna de adsor¢fio: primeiramente uma bomba peristaltica ¢
depois uma bomba pistdo. O procedimento experimental adotado em cada um dos

casos ¢ descrito logo abaixo.

e Utilizando a bomba peristaltica:

Conforme j4 foi dito antes, o teste de expansfo consistiu na variagdo da vazdo
fornecida pela bomba ocasionando uma elevacdo do leito {expansdo). O objetivo do
teste foi obter uma curva do tipo altara (cm) versus vazdo (ml/min) ou velocidade
superficial (cm/h) que foi calculada a partir da vazdo ¢ da area da secdo transversal da
coluna. O procedimento adotado foi o seguinte: com a coluna ja preenchida ¢
equilibrada com o adsorvente e a solugdo tampao, o botdo de escala de velocidade da
bomba foi colocado em uma dada posigio e a bomba foi acionada. No caso da bomba
peristaltica utilizada, fez-se necessario a medida da vazo fornecida para cada valor na
escala de velocidade. Foi feita a coleta de material na saida da coluna, em um
recipiente previamente pesado, durante 10 minutos e pesou-se o recipiente, obtendo-se
assim, por diferenca, a vazdo mdssica e consegiientemente a vazdo volumétrica uma
vez que a massa especifica do fluido era conhecida. Deixou-se a bomba em
funcionamento durante mais 20 minutos e a altura correspondente a dada vazdo foi
anotada. Tomou-se entdo uma nova posigio do botdo de escala de velocidade e o
mesmo procedimento foi adotado, obtendo-se assim um novo valor para a altura do

leito. Esse procedimento foi adotado até a altura do leito atingir o pistéo.
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¢ Utilizando a bomba pistio:

O procedimento adotado foi semelhante ao do teste de expansdo com a bomba
peristaltica, exceto que ndo havia a necessidade de medir a vazao.

A realizagdo do teste de expansiio teve como objetivo principal definir a vazio
que se devia frabalhar para se ter uma dada altura do leito. Nos experimentos
realizados, trabalhou-se com o leito fixo e com duas alturas distintas para a condigfio

de leito fluidizado.

——® Efluente

Monitor UV l<
L. v Coeluna de
Regstrador adsorgio
Solugdo
Tampdo de Bomba Pistdo
Proteina

Figura 14: Montagem utilizada nos experimentos em coluna de adsorgdo: leitos fixo e
fluidizado.

3.3.2.2. Corridas de adsorc¢io

As corridas de adsor¢dio foram realizadas em colunas com leitos fixo e
fluidizado. Os objetivos desses experimentos foram: obtengfo de curvas do tipo
breakthrough (C/Co versus volume injetado, onde C € a concentracgio da solugio na

saida da coluna e Co € a concentragic inicial da solugdo) para sistemas com



concentragdes iniciais diferentes e obtengdo de isotermas de adsor¢do. A montagem

experimental utilizada nessas corridas encontra-se representada na Figura 14.

Nessa metodologia, foram estudadas solugdes de BSA (proteina de interesse)
com concentragdes iniciais diferentes em trés situacdes: leito fluidizado com duas
alturas diferentes e leito fixo. O sentido do fluxo foi sempre ascendente para
possibilitar a fluidizagdo do leito, no caso dos experimentos em leito fluidizado.

As variaveis operacionats foram:

- vazio inicial da bomba, peristaltica e pistdo (ml/min).

- altura do leito (cm).

- velocidade de avango do papel do registrador (cm/h).

O monitor de ultravioleta foi colocado na faixa de 1,0 AUFS, da mesma
maneira que nos experimentos em tanque agitado. O pistdo da coluna foi posicionado
exatamente sobre o leito de resina no caso do letto fixo e posicionado na altura de
interesse no caso do leito fluidizado. Os valores de tens3o lidos ao longo dos
experimentos foram convertidos em valores de concentragdo através da calibra¢do do
sistema em estudo feita previamente e ilustrada na Figura 11. J4 as massas lidas foram
convertidas em volumes injetados através da massa especifica do tampdo determinada
no laboratorio (p=1,1145 g/em’).

As corndas realizadas com o leito fluidizado obedeceram os seguintes passos:

1. Estabilizou-se a coluna contendo resina previamente pesada (e de massa similar a
utilizada nos testes de expansfo) com o tampdo de trabalho (Tris 0,02 mol/l
pH=7.0) durante trinta minutos pelo menos.

2. Foi dado o auto-zero no monitor de UV, abaixou-se a pena do registrador e ligou-se
o avango do papel.

. Esperou-se alguns minutos para que fosse verificada a presenca da linha-base no

(%]

registrador.

4. Parou-se rapidamente a bomba para trocar os recipientes, possibilitando assim que a
solugio de proteina fosse bombeada.

5. Ligou-se novamente a bomba para provocar a passagem da solugdo de interesse pelo

leito.



6. O crondémetro foi acionado e comegou a ser feita a coleta do material efluente da
coluna num recipiente contido sobre uma balanga.

7. Comegou-se finalmente a monitorar a tensfio lida no multimetro (acoplado ao
registrador) e a monitorar a massa na saida da coluna (com a ajuda da balanga) de
tempos em tempos.

Ao longo dos experimentos com leite fluidizado, a vazdo fornecida pela bomba
teve que ser alterada para garantir uma expansdo constante do leito. As alturas em que
os experimentos foram realizados foram 6,6 e 10,1 cm. O posicionamento do pistdo na
coluna era equivalente a altura escolhida para a expanséo.

As corridas realizadas com o leito fixo diferiram das com leito fluidizado em
relacio a dois fatores:

1. O posicionamento do pistdo era exatamente sobre o leito empacotado e ndo a uma
dada disténcia do leito.

2. A vazdo de trabalho ndo foi alterada ao longo dos experimentos.

Em seguida, sfo apresentadas as descrigdes e especificages dos equipamentos

e materiais utilizados em todos os testes experimentais.

3.4. Equipamentos e Materiais utilizados

3.4.1. Equipamentos

- Agitador magnético modelo 263 - Fanen;

- Balanga analitica marca Mettler AJ150;

- Balanca semi-analitica modelo BG1000 - Gehaka;

- Banho agitado marca Shaker Bath - Lab Line;

- Banho ultrasénico T14 - Thornton;

- Bomba peristaltica Cole-Parmer Masterflex (cabegote 7013-20 ¢ mangueira de
silicone namero 13);

- Bomba pistdo modelo P-6000 - Pharmacia;

- Bomba de vacuo modelo 141 2VO n® 720P - Primar;

- Bomba de vacuo 27,5 in Hg modelo GH-4VB - Thomas Industries Inc.;
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- Espectrofotdmetro modelo U200 - Hitachi;

- Monitor de Ultravioleta modelo Econo UV Monitor - Bio-Rad;

- Multimetro digital modelo MIC- 2200A - Re-Som Eletrénica LTDA;

- pHmetro Delta 340 - Mettler;

- Registrador modelo RF102 - ECB (Equipamentos Cientificos do Brasil).

3.4.2. Materiais: vidraria e diversos
- Baldes volumétricos;
- Béqueres;
- Coluna de vidro modelo XK- 16/20 - Pharmacia;
- dimensoées da coluna (cm): 1,6 x 20,
- 4rea da secfo transversal da coluna (cm?): 2,01.
- Erlenmeyers;
- Espatula;
- Frascos de vidro com capacidade para 2,5 litros ¢ 1,0 litro;
- Filtro proveniente de uma coluna de filtragdo de plastico 7121-03 J.T. Baker
(utilizado no sistema continuo);
- Mangueiras de plastico com adaptador numa das extremidades para conexfio a
seringas descartaveis;
- Mangueiras de silicone tamanho 13 - Masterflex;
- Pipetas Pasteur;
- Pipeta automatica Eppendorf 100 pd- 1000 ul;
- Ponteiras plasticas para pipeta automaética;
- Provetas;
- Seringas descartaveis de 5 ml - Plastipak;
- Tubos de ensaio;

~ Tubos Eppendorf 1500 pl;

- Unidades filtrantes Millex com 0,22 um de didmetro de poro JBR6 100 21 -
Millipore.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS: ANALISES E DISCUSSOES

Neste capitulo, sfo apresentados os resultados expernimentais obtidos, assim
como as analises e discussbes. As expressbes utilizadas para os calculos sfo

apresentadas ao longo do capitulo, de acordo com a necessidade.

4.1. Experimentos em Tanques Agitados

Experimentos iniciais foram realizados no banho agitado com a metodologia do
sistema com monitoramento nfio continuo (vide Capitulo 3). O sistema estudado foi a
resina Q-Sepharose Fast Flow com a proteina BSA. As curvas cinéticas obtidas para

cada sistema sfo apresentadas a seguur.
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Figura 15: Curvas cinéticas obtidas para varias concentragdes iniciais de BSA.

Sistema: Q-Sepharose Fast Flow/BSA em tampéo Tris 0,2 mol/l pH= 7,0.
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Figura 16: Curvas cinéticas obtidas para virias concentragdes iniciais de BSA

Sistema: Q-Sepharose Fast Flow/BSA em tampéo Tris 0,01mol/l pH= 7.0.

As condigdes operacionais adotadas nesses experimentos sfo descritas no
Capitulo 3. Para o calculo das concentragbes das amostras (a partir dos valores de
absorbancia lidos no espectrofotdmetro) referentes as curvas cinéticas apresentadas na
Figura 15, utilizou-se a curva de calibragfo correspondente a Figura 9. Para as curvas
cinéticas apresentadas na Figura 16, utilizou-se a curva de calibragio correspondente a
Figura 10. As Figuras 9 e 10 sdo apresentadas no Capitulo 3.

O adsorvente, no caso a Q-Sepharose Fast Flow, possui uma capacidade
maxima de adsor¢do (pardmetro q,, na equacdo 1 - Capitulo 2) que representa o quanto
o adsorvente € capaz de reter de adsorbato (a proteina BSA, no caso). Este valor é
independente da quantidade de adsorbato existente em contato com o adsorvente.
Foram utilizadas solugbes de BSA com concentrag@es iniciais diferentes (0,25 4 3,00
mg/ml) e o comportamento obtido na adsor¢io dessas solugdes ¢ apresentado nas
curvas cinéticas mostradas nas Figuras 15 e 16.

As curvas cinéticas referentes ao sistema Q-Sepharose Fast Flow/BSA em
tampdo Tris 0,2 mol/l pH= 7,0 sfo mais definidas (bem separadas, apresentando
patamares distintos) que as curvas referentes ao mesmo sistema em tampao Tns 0,01

mol/l pH= 7,0. Nas curvas do sistema Tris 0,01 mol/l, hd uma maior sobreposicio dos



dados. Isso provavelmente ocorreu devido a4 maior capacidade de adsor¢io com o uso
de um tampao com baixa for¢a idnica. Segundo a literatura (Leaver, Conder ¢ Howell,
1990), quanto maior a forga idnica do tampdo, menor serd a adsorglo devido a
competitivi dade entre a proteina e os ions cloreto, no caso, existentes em solugdo. Nas
curvas obtidas com o tampdo Tris 0,01 moll (Figura 16), verifica-se que para
concentragdes baixas os valores das concentragdes das solucdes chegam a ser zero,
evidenciando a completa adsor¢do da proteina pelo adsorvente, justificando assim a
sobreposi¢@io das curvas. Nas curvas obtidas com a forga idnica Tris 0,2 mol/l, 1sso ja
nfo acontece.

As comparagdes feitas no paragrafo anterior se relacionam apenas com a forma
das curvas cinéticas obtidas, ndo interessando o tempo de contato entre adsorbato e
adsorvente. Para o primeiro sistema, o experimento teve uma duragdo de 22 horas, mas
os resultados apresentados (curvas cinéticas - Figura 15) s6 levaram em consideragio
as primeiras 10 horas de corrida. Isso foi feito porque nfo foram retiradas amostras
durante este intervalo (10 h e 22 h). Como os valores encontrados para as
concentragOes das amostras apds as 22 h de corrida foram semelhantes aos ja obtidos
apos as 10 b, resolveu-se interromper o experimento nesse momento (apos as 22 h),
assumindo que o equilibrio j& havia sido atingido. Esses valores de concentracio
obtidos com 22 h de corrida foram utilizados para a obteng8o da isoterma de adsorg¢io
do sistema em questdo. J4 para o segundo sistema, o experimento teve uma duracdo de
30,5 horas. Como a forca iénica do tamp&o utilizado nesse sistema era menor do que a
do sistema anterior, a adsor¢do fol maior.

Novos experimentos foram realizados no banho agitado, agora utilizando a
metodologia do sistema com monitoramento continuo (vide Capitulo 3). O sistema
estudado nesse caso foi a resina Accell Plus QMA com a proteina BSA. A seguir, sdo

apresentadas as curvas cinéticas obtidas.
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Figura 17: Curvas cinéticas obtidas para varias concentragbes iniciais de BSA.

Sistema: Accell Plus QMA/BSA em tampio Tris 0,02 mol/l pH=7,0.
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Figura 18 Curvas cinéticas obtidas para véarias concentragbes iniciais de BSA
Sistema: Accell Plus QMA/BSA em tampao Tris 0,03 mol/l pH=7.0.

As condigdes operacicnais adotadas nesses experimentos foram:

- vazdo da bomba peristaltica de aproximadamente 5 ml/min.
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- velocidade de agitacdo do banho em torno de 175-200 rpm.

- temperatura do banho na faixa de 296 4 298 K (23 4 25°C).

- velocidade de avango do papel do registrador variando entre 12 ¢ 30 cm/h.

A velocidade de agitagdo do banho ficou em torno de 175-200 rpm devido a
limitacio do prdprio sistema. Tentou-se trabalhar com uma agitacio maior para
garantir que toda a resina ficasse suspensa em solugfio, mas nfo foi possivel, porque
uma maior agitagdo levava ao aparecimento de um nimero consideravel de bolhas que
interferia na leitura da absorbancia pelo monitor de UV. Para evitar o aparecimento de
bolhas provenientes das proprias solugdes, todos os tampdes utilizados foram
desgaseificados com o uso de um banho ultrasénico e de uma bomba de vacuo.

Os dados de tensdo lidos ao longo dos experimentos foram convertidos em
dados de concentracdo a partir das expressoes (2) e (3) referentes ao sistema estudado
com o tampdo Trs 0,02 mol/l e 0,03 mol/l pH= 7,0, respectivamente. Essas expressdes
foram obtidas das calibragdes dos sistemas em estudo que encontram-se nas Figuras 11
¢ 12 apresentadas no Capitulo 3. Com os dados de concentragfo, pdde-se entfio
construir as curvas cinéticas que sdo apresentadas nas Figuras 17 ¢ 18. Essas curvas
também apresentam patamares bem definidos como as curvas apresentadas na Figura
15. Esses patamares se devem aos diferentes valores de concentragdes iniciais das
solugdes de BSA estudadas. Quanto maior a concentragio da solugfo, menor sera a
adsorcdo, pois a resina possul sua capacidade maxima de adsor¢do. Esse tipo de
informacfo ¢ importante no dimensionamento de adsorvedores, visando a otimizagdo
da quantidade de proteina a ser adsorvida.

Os experimentos citados acima tiveram uma duragéo total de trés horas, tempo
suficiente para a completa obten¢lo da curva cinética. Verificou-se que com
aproximadamente vinte minutos de corrida, ja havia sido atingido praticamente um
patamar na curva C/Co versus tempo (min), evidenciando uma rapida adsorgdo do
sistema em estudo.

Os sistemas Accell Plus QMA/BSA ¢ Q-Sepharose Fast Flow/BSA foram
estudados em solugdo tampdo Tris com concentragdes diferentes para que fosse

possivel avaliar a influéncia da forga 16nica no fendmeno da adsor¢fio. A seguir, sio
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apresentadas duas curvas obtidas para uma mesma concentragdo inicial de BSA nos

dois tampdes estudados: Tris 0,02 e 0,03 mol/l pH=7,0.
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Figura 19: Curvas cinéticas obtidas para uma dada concentragfo inicial da solucdo de

BSA nos tampdes especificados acima, com pH= 7,0 ¢ a resina Accell Plus QMA.

Pelas curvas apresentadas na Figura 19, pode-se concluir que para um tampao
com forga 16mica menor (Tris 0,02 mol/l, no caso), a adsor¢lo da proteina pela resina
de troca ibnica € maior, levando a wma curva com um patamar mais baixo.

Apds terem sido apresentadas todas as curvas cinéticas obtidas com os sistemas
em estudo, faz-se necessario agora apresentar as respectivas isotermas de adsor¢io que
representam o equilibrio para cada sistema estudado.

Para o sistema Q-Sepharose Fast Flow/BSA, as isotermas de adsor¢do foram
construidas a partir dos resultados dos experimentos no sistema com monitoramento
ndo continuto. Ja para o sistema Accell Plus QMA/BSA, as isotermas foram obtidas a
partir dos testes de equilibrio (Capitulo 3) e também a partir dos dados cinéticos, para
posterior comparacio.

Segundo a hiteratura (Draeger e Chase, 1990; Horstmann e Chase, 1989), a
isoterma de Langmuir ajusta-se bem na adsor¢fo de proteinas em resinas trocadoras de

fons. A sua expressdo encontra-se no Capitulo 2, Equacdo (1). O objetivo na



construgio da isoterma de adsorg¢fio para cada sistema em estudo ¢ a obtengfio dos
parimetros gm © kg que caracterizam o sistema em termos da capacidade de adsorgéo
de um dado adsorvente em contato com uma certa proteina. Como definido
anteriormente, g € a quantidade maxima adsorvida na fase sélida e ky ¢ a constante de
dissociagio que descreve o equilibrio. Para o célculo da quantidade de proteina

adsorvida na fase séhida, g*, utilizou-se a seguinte expressio:

*
% (C —C )V
q =20 sol )
M ads

Na Equacéo (4), ¢, € a concentragdo inicial da solu¢io de proteina (mg/mi), c* ¢
a concentragdo de proteina na fase liquida em equilibrio (rﬂg/ml), Vi € 0 volume de
solucfio utilizado (ml) e m,y; € a massa de adsorvente utilizada (g). Dessa forma, g* ¢
expressa em mg de proteina por g de adsorvente. Essa equacdo foi obtida atraves de
um balango de massa na fase liquida.

As massas de adsorvente utilizadas encontram-se tabeladas a seguir e o volume

de solugéo foi de 100 ml e 110 ml para os tampdes Tris 0,2 ¢ 0,01 mol/l pH=7,0.

Tabela 2: Dados das massas do adsorvente Q-Sepharose Fast Flow utilizadas nos

experimentos do sistema com monitoramento nfo continuo.

Massa de adsorvente (g)
Co (mg/ml) Tris 0,2 mol/l Tris 0,01 mol/i
0,25 0,3087 1,1314
0,35 0,3376 1,1291
0,50 0,3153 1,1334
0,75 0,3156 1,1356
1,00 0,3096 1,1318
1,50 0,3042 1,1384
2,00 0,3217 1,1347
2,50 - 1,1393
3,00 0,3054 1,1397
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A seguir, sfo apresentadas duas tabelas contendo os dados utilizados para a

construcdo das isotermas de adsor¢do para o sistema em questio.

Tabela 3: Dados utilizados para a construgio da isoterma de adsor¢fio do sistema Q-

Sepharose Fast Flow/BSA em tampdo Tris 0,2 mol/l pH= 7.0

Co (mg/ml) c* (mg/ml) q* (mg de BSA/g de ads)
0 0 0
0,25 0,005 79,37
0,35 0,0665 83,98
0,50 0,165 106,25
0,75 0,375 118,82
1,00 0,65 113,05
1,50 1,155 113,41
2,00 1,62 118,12

Tabela 4: Dados utilizados para a construgdo da isoterma de adsorgdo do sistema Q-

Sepharose Fast Flow/BSA em tampdao Tris 0,01 mol/l pH=7.0.

Co (mg/ml) ¢® (mg/ml) q* (mg de BSA/g de ads)
0 0 0
1,50 0,30 115,95
2,00 0,77 119,24
2,50 1,28 117,79
3,00 1,74 121,61

Os dados de c* e g* referentes as concentragOes iniciais de BSA entre 0,25 ¢
1,00 mg/ml nio foram apresentados na Tabela 4 porque foram todos nulos, ndo
contribuindo dessa forma na construgfo da respectiva isoterma.

Com os dados de ¢* e g* apresentados, pdde-se entfo construir as isotermas de

adsor¢do equivalentes.
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Figura 20: Isotermas de adsor¢io para o sistema Q-Sepharose Fast Flow/BSA nos

referidos tampd&es com pH= 7,0,

Pode ser observado pela Figura 20 que nfo ha uma clara diferenga entre as
isotermas de adsor¢fio obtidas para o mesmo sistema utilizando somente solucOes
tampdes com concentragdes diferentes. Nesse caso, somente através da determinagéo
dos pardmetros das i1sotermas, € possivel verificar a influéncia da forga 16nica no meio.
Segundo o artigo de Leaver, Conder e Howell (1990), a concentragfio de sal no sistema
tem um profundo efeito sobre a distribuigio da proteina entre as fases. Quando a forca
i6nica é maior, ha um maior niimero de ions cloreto em solugdo competindo com a
proteina, levando a uma menor adsorgdo. Isso significa que o valor de g, sera menor.

Os parmetros q, ¢ kg de cada isoterma foram obtidos através de um programa
computacional de regressdo nfo linear utilizando o método Simplex. A seguir, ¢

apresentada uma tabela confendo os valores obtidos.
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Tabela 5: Valores obtidos para os pardmetros qn, ¢ ks Sistema: Q-Sepharose Fast
Flow/BSA.

Tampéo Tris 0,2 mol/l pH= 7,0 Tampao Tris 0,01 mol/l pH= 7,0
Gm ky coeficiente de Qm ks coeficiente de
(mg/g de ads) | (mg/ml) | determunacfo | (mg/gde ads) | (mg/ml) | determinago
110,51 0,0023 0,9373 120,96 0,0131 {0,9994

Pelos valores de q, apresentados na Tabela 5, verifica-se uma pequena
influéncia da forga idnica no meio, com um desvio de 9,5% no valor para o tampéo de
for¢a i6nica maior.

Nos testes de equilibrio realizados com o sistema Accell Plus QMA/BSA para a
obtencdio das isotermas, o volume de solugdo utilizado foi de 100 ml, a massa de
adsorvente fot de 500 mg e a duragdo foi de aproximadamente 60 horas (mais detalhes
vide Capitulo 3). A faixa de concentragdes utilizadas foi de 1,00 4 4,50 mg/ml para as
solugdes de BSA preparadas em tampéo Tris 0,02 mol/l e de 1,00 a 5,00 mg/ml para os
tampdes Tris 0,03 e 0,05 mol/l pH= 7,0. Os valores das concentragdes de equilibrio,
c*, foram obtidas através dos valores das absorbincias das amostras, com o auxilio das
curvas de calibrago das solugles de BSA previamente feitas. Para o sistema utilizando
o tampio Trs 0,02 mol/l, utilizou-se a curva equivalente a Figura 6, para o Tris 0,03
mol/l, utilizou-se a Figura 7 e finalmente para o tampdo Tris 0,05 mol/l, utilizou-se a
curva equivalente a Figura 8. Com essas informagdes, foi possivel calcular os
respectivos valores de g¥ através da expressio (4) mostrada anteriormente.

Além das isotermas de adsorgdo obtidas através dos testes de equilibrio, foram
construidas também as isotermas para os mesmos sistemas estudados, utilizando os
dados cinéticos obtidos com os experimentos no sistema com monitoramento continuo
com duracio de 3 horas. O calculo de g* nesse caso também foi feito utilizando a
expressdo (4).

A seguir, sdo apresentadas as tabelas com os dados de equilibrio e também as
isotermas correspondentes para o sistema Accell Plus QMA/BSA nos tamp&es Tris

0,02: 0,03 € 0,05 mol/t pH=7,0.
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Tabela 6: Dados utilizados para a construgfio das isotermas de adsor¢do do sistema

Accell Plus QMA/BSA em tampio Tris 0,02 mol/l pH=7.0.

Dados cinéticos Teste de equilibrio
Co (mg/mi) c* (mg/ml) | g* (mg/gdeads)| c* (mg/ml) | q* (mg/g de ads)
0 0 0 0 0
1,00 0,01 198 0,005 199
1,50 0,06 288 0,11 278
2,00 0,50 300 0,55 290
2,50 1,09 282 1,04 292
3,00 1,43 314 1,56 288
3,50 2,09 282 2,04 292
4.00 2,44 312 2,49 302
4,50 2,94 312 2.87 326
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Figura 21: Isotermas de adsor¢io para o sistema Accell Plus QMA/BSA em tampio
Tris 0,02 mol/l pH=7.0.

As 1sotermas de adsor¢io apresentadas na Figura 21 seguem o comportamento

do tipo Langmuir. E interessante notar que essas curvas possuem uma elevagio brusca
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na regifio inicial do grafico. Mesmo para concentragdes bem baixas, a quantidade de
proteina adsorvida (q*) ¢ bastante elevada, indicando uma alta afinidade entre o
adsorvente € a proteina em estudo.

Da mesma forma que no sistema estudado anteniormente, utilizou-se um
programa computacional de regressdo ndo linear para a determinagdo dos pardmetros
Gm ¢ kg da isoterma. Uma tabela apresentando os valores desses pardmetros para o

sistema em questio ¢ apresentada a seguir.

Tabela 7: Valores obtidos para os pardmetros q,, € ka. Sistema: Accell Plus QMA/BSA
em tampdo Tris 0,02 mol/l pH=7.0.

Dados cinéticos Teste de equilibrio
Qm kg coeficiente de Gm kqg coeficiente de
(mg/g de ads) | (mg/ml) | determinacdo | (mg/g de ads) | (mg/ml) | determinacéo
302,66 0,0051 0,9854 297,04 0,0025 0,9854

Os valores de g, obtidos com as duas sistematicas de calculo (dados cinéticos
até 3 horas e teste de equilibrio com aproximadamente 60 horas) conduziram
essencialmente aos mesmos resultados. Isso significa que o equilibrio ¢ atingido
rapidamente. Isso pode ser explicado pelos baixos valores obtidos para a constante de
dissociagio, k4, que representa a razdo entre a constante de dessorcio ¢ a de adsorco.
Valores pequenos para ky significam que a constante de adsor¢do é bem maior do que
a constante de dessor¢do, indicando que a adsor¢fo ocorre rapidamente e que

conseqiientemente o equilibrio também € atingido rapidamente.
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Tabela 8: Dados utilizados para a construgiio das isotermas de adsorgio do sistema
Accell Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,03 mol/l pH=7.0.

Dados cinéticos Teste de equilibrio
Co (mg/ml) c* (mg/ml) | g* (mg/gde ads) | c* (mg/ml) | q* (mg/g de ads)
0 0 0 0 0
1,00 0,005 199 0,02 196
1,50 0,28 244 0,27 246
2,00 0,69 262 0,68 264
2,50 1,16 268 1,17 266
3,00 1,69 262 1,69 262
3,50 2,12 276 2,15 270
4,00 2,60 280 2,64 272
4,50 3,14 272 - -
5,50 4,10 280 - -
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Figura 22: Isotermas de adsor¢do para o sistema Accell Plus QMA/BSA em tampio
Tris 0,03 mol/l pH=7.0.

Os parametros das 1sotermas foram obtidos através do procedimento ja citado.



Tabela 9: Valores obtidos para os parametros g, € kg. Sistema: Accell Plus QMA/BSA
em tampio Tris 0,03 mol/l pH= 7,0,

Dados cinéticos Teste de equilibrio
G kq coeficiente de Gm ka coeficiente de
(mg/g de ads) | (mg/ml) | determinagdio |(mg/g de ads)| (mg/ml) | determinagfo
268,55 0,0018 0,9858 265,95 0,0073 0,9959

Os valores de g, obtidos para o sistema em questio foram bem proximos
(indicando que o equilibrio foi atingido com apenas 3 horas de corrida) e inferiores aos
obtidos para o sistema que trabalhou com o tampdo Tris 0,02 mol/l. Isso € explicado
pelo fato da forga 10nica do tampdo utilizado no sistema em questdio ser maior (Tris

0,03 mol/l), levando dessa forma, a uma menor adsor¢éo.

Tabela 10: Dados utilizados para a construgdo das isotermas de adsorgdo do sistema

Accell Plus QMA/BSA em tampao Tris 0,05 mol/l pH=7.0.

Teste de equilibrio
Co (mg/ml) c* (mg/ml) g* (mg/g de ads)
0 0 0
1,00 0,18 164
1,50 0,56 188
2,00 1,06 188
2,50 1,43 214
3,00 1,87 226
3,50 2,43 214

Verifica-se que para todos os casos (vide Tabelas 3, 4, 6, 8 ¢ 10) a medida que
se aumenta a concentragdo de proteinas, a quantidade de proteina nfo-adsorvida

aumenta, indicando que o conveniente ¢ se trabathar com solugdes diluidas.
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Figura 23: Isoterma de adsor¢do para o sistema Accell Plus QMA/BSA em tampao Tris

0,05 mol/l pH=7,0.

Tabela 11: Valores obtidos para os parimetros q, ¢ kg Sistema: Accell Plus
QMA/BSA em tampéo Tris 0,05 mol/l pH=7,0.

Teste de equilibrio
_ de ad ml coeﬁcie.nte de
Gm (mg/g de ads) kq (mg/ml) determinacio
219,02 0,0679 0,9826

O valor de q, encontrado para o sistema em questio foi inferior tanto ao obtido
para o sistema com tampéo Tris 0,02 mol/l (Tabela 7), como para o sistema com
tampdo Tris 0,03 mol/l (Tabela 9). Isso é justificado pela influéncia da for¢a 16nica
sobre 0 fendmeno da adsorgao.

A Figura 24 que ¢ apresentada a seguir corresponde a todas as isotermas de
adsor¢fio juntas, obtidas através dos testes de equlibrio para o sistema estudado:
Accell Plus QMA/BSA nos tampdes Tris 0,02; 0,03 e 0,05 mol/l pH= 7,0. A influéncia
da forga 16nica no fendmeno da adsorg@o € evidenciada pelas diferengas entre as

curvas apresentadas.
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Figura 24: Isotermas de adsor¢fio para o sistema Accell Plus QMA/BSA nos referidos

tampdes com pH=7.,0. (resultados dos testes de equilibrio)

4.2. Experimentos em Coluna de Adsorcio

Antes da realizag8o dos experimentos na coluna de adsor¢io para a obtengdo
das curvas de breakthrough e das isotermas de adsor¢do, foram realizados testes de
expansdo do leito. Através desses testes, foi possivel definir as vazdes de trabalho para
cada situagdo em que se desejava trabalhar. Mais detalhes sdo apresentados no
Capitulo 3 no topico 3.3.2.1.. As curvas sio apresentadas como altura do leito (cm)
versus velocidade superficial (cm/h). Para o célculo das velocidades superficiais a
partir das vaz8es volumétricas, foi utilizada a drea da se¢fio transversal da coluna que
corresponde a 2,01 cm”.

A seguir, sfo apresentadas as curvas equivalentes aos testes de expansdo
realizados com a bomba peristaltica e a bomba de pistdo, respectivamente. Para a
realizagfo desses testes de expans8o utilizou-se o tampdo Tris 0,02 mol/t pH= 7,0

como fluido.
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Figura 25: Teste de expansfo do leito realizado com a bomba peristaltica.
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Figura 26: Teste de expansio do leito realizado com a bomba de pistdo.

Nas corridas realizadas na coluna de adsor¢do com leitos fixo ¢ fluidizado,
apenas o sistema Accell Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,02 mol/l pH= 7.0 foi
estudado. Foram utilizadas concentragdes iniciais das soluges de BSA na faixa de 0,5

3 4,00 mg/ml. A altura do leito fixo empacotado com a massa de adsorvente estipulada
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(3,3 g) fot de 3,4 cm ¢ as alturas do leito adotadas para a fluidizacfo foram: 6,6 ¢ 10,1
cm, As velocidades superficiais necessarias para a fluidizag8io foram estimadas a partir
dos testes de expansdo (vide Figuras 25 e 26). Mais detalhes sfo apresentados no
Capitulo 3 no topico 3.3.2.2..

Experimentos iniciais foram realizados utilizando uma bomba peristéltica para
circular a solucdo de proteina pelo sistema. Ao longo dos experimentos com leito
fluidizado, constatou-se uma grande dificuldade para manter a expanséo do leito com o
uso dessa bomba, logo ela foi substituida por uma outra do tipo pistdo. A bomba pistdo
utilizada forneceu valores de vazfo mais confiaveis do que os obtidos através da
bomba peristaltica.

Uma curva de breagkthrough tipica apresenta uma forma do tipo degrau.
Inicialmente, a concentragdo de proteina na saida da coluna (aonde ¢ feito o
monitoramento) € nula e a curva toca no eixo das abscissas, indicando que a resina esta
adsorvendo toda a proteina que passa pelo leito. Apds algum tempo, a resina comeca a
atingir a saturagfo, iniciando-se a passagem de proteina ndo adsorvida pelo leito.
Verifica-se nesse momento a elevagéo brusca da curva, até o ponto em que a resina ja
se encontra saturada e a concentracfio da solucdo na saida da coluna passa a ser a
concentra¢do inicial da solugfo utilizada.

Durante as corridas com leito fluidizado, a vazio fornecida pela bomba fo1
alterada para garantir a expansdo do leito. No caso do leito fixo, esse procedimento
ndo foi necessario. Conseqiientemente, os experimentos com o leito fixo foram muito
mais longos do que os respectivos com o letto fluidizado (Para Co = 1,00 mg/ml, a
corrida com Jeito fixo durou aproximadamente 12 horas, enquanto que a com leito
fluidizado (h = 10,1 cm) durou apenas 2.6 horas).

Alguns problemas operacionais dificultaram a realizac8o dos experimentos. A
fluidizac¢do do sistema nem sempre for boa durante as corridas. Algumas vezes havia
um acumulo de resina no topo da coluna, dificultando uma homogeneizacgio do leito.

As curvas de breakthrough obtidas para diferentes concentragdes iniciais das

solugdes de BSA em diferentes alturas do leito sdo apresentadas a seguir,
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Figura 27: Curva de breakthrough obtida para leito fixo (h= 3,4 c¢m). Solugdo de BSA

com concentragdo inicial igual a 0,50 mg/ml.
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Figura 28: Curvas de breakthrough obtidas para diferentes alturas do leito. Solucgfo de
BSA com concentracdo inicial igual a 1,00 mg/mi.
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Figura 29: Curvas de breakthrough obtidas para diferentes alturas do leito. Solugéo de

BSA com concentrago inicial igual a 1,50 mg/ml.
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Figura 30: Curvas de breakthrough obtidas para diferentes alturas do leito. Solugio de

BSA com concentragdo mnicial igual a 2,00 mg/ml.
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Figura 31: Curvas de breakthrough obtidas para diferentes alturas do leito. Solugfo de

BSA com concentracio inicial igual a 3,00 mg/ml.
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BSA com concentracio imcial igual & 4,00 mg/ml.
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Pode-se observar através das curvas apresentadas que a medida que se aumenta
a concentragio de BSA, o ponto de ruptura (ponto onde comega a elevacfo brusca da
curva - breakthrough) ¢ mais rapidamente atingido.

ApOs a obtengdo de varias curvas de breakthrough para concentragdes iniciais
diferentes das solugbes de BSA com diferentes alturas do leito, fo1 possivel partir para
a obten¢fo das respectivas isotermas de adsorcdo.

A técnica geralmente empregada para a determinagio das isotermas de adsorgio
utilizando uma coluna cromatografica € a de andlise frontal, apresentada anteriormente
no topico 2.3.2. (Capitulo 2). O método de calculo que permite a obtengdo da isoterma
se baseia nas consideracdes que se seguem e se baseia no trabalho de James et al
(1954);

A coluna previamente equilibrada com solugdo tampdo é percolada por uma
solugdo de concentragfio ¢,. Conforme a Figura 33 (apresentada a seguir), o equilibrio
¢ atingido quando a concentragio na saida da coluna é ¢, Por um balango de massa
integral a concentragdo q* do soluto adsorvido na fase estacionaria € que esta em

equilibrio com ¢, € dada por:

A\
cc,(‘s/f —Vm)w deV
* Vm

q = (5
LLLPY:R

Na Equagfo (5), a integral representa a area sob a curva de um grafico de
concentragdo da solugio efluente em fungdo do volume de solucdo injetada, enquanto
que Vi corresponde ao volume injetado até que C seja igual a ¢, na soluclo efluente.
Vi € 0 volume morto do sistema, correspondente ao volume ocupado inicialmente pela

solugdo nos tubos de entrada e no interior da coluna.
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Figura 33: Determinacfo do equilibrio por anélise frontal.
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A Figura 33 mostra o esquema de integragfo representativo da Equacdo (5). A

curva de equilibrio a uma dada temperatura (isoterma de adsorgio) € portanto a fungdo

q (co) que corresponde a g*.

No conjunto de experimentos realizados, o valor de V,, foi desprezivel diante de

Ve

Tabela 12a: Dados de volume final injetado (Vy) e da area sob a curva. Sistema: Accell
Plus QMA/BSA em tampao Tris 0,02 mol/l pH=7.0.

concentracio inicial da solucido de BSA, ¢, (mg/ml)

0,50 1,00 1,50

o (cm1) | 3.4 | 66 | 101 | 34 | 66 | 101 | 34 | 66 | 10,1
Ve(ml) |22334| - - 11391,011409,2 | 1496,3 | 1005,9|1173,6| 1355
area | 2102 | - - 14343 | 4869 | 5604 | 552,3 | 861,0 | 1102
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Tabela 12b: Dados de volume final injetado (Vy) e da area sob a curva. Sistema: Accell

Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,02 mol/l pH=7,0.

concentracio inicial da solugio de BSA, ¢, (mg/ml)
2,00 3,00 4,00
Byeio (cm) 3.4 6,6 | 10,1 3.4 6,6 10,1 3.4 6,6 10,1
V¢ (mi) 640.5 1 860,9 | 846,8 | 523,0 | 738,3 | 5399 1 606,5 | 6393 | 981.6
area 3733 17894 745,0 | 6964 [11195,5] 596,5 | 1371,61455,0] 2854

Os dados apresentados nas Tabelas 12a e 12b referentes a area sob a curva
foram obtidos através da integracdo da curva C (mg/ml) versus volume injetado (ml)
para cada sistema estudado.

Sabendo-se que a massa de resina empacotada na coluna foi aproximadamente a
mesma para todos os experimentos (3,3 g), péde-se calcular a quantidade de proteina

adsorvida por massa de adsorvente, g*, através da Equacfo (5).

Tabela 13: Dados da quantidade de proteina adsorvida por massa de adsorvente, q*.
Sistema: Accell Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,02 mol/l pH= 7,0.

Quantidade de proteina adsorvida por massa de adsorvente, ¢* (mg de BSA/g de ads)
Altura do leito, h (cm)
¢, (mg/ml) 3.4 (leito fixo) 6,6 10,1
0,50 273.52 ] .
1,00 288,67 278,29 282,39
1,50 288,62 271,38 280,76
2,00 273,78 281,34 286,22
3,00 263,30 307,59 308,73
4,00 318,15 332,57 323,58

Com os dados apresentados na Tabela 13, pode-se finalmente construir as
isotermas de adsorgdo para cada altura do leito. No caso dos experimentos na coluna
de adsor¢fo, a concentragdo de equilibrio na fase liquida ¢ dada por ¢, e nfo por c*

como nos experimentos em tanque agitado.
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Figura 34: Isotermas de adsor¢do obtidas na coluna com leitos fixo e fluidizado.
Sistema: Accell Plus QMA/BSA em tampéo Tris 0,02 mol/] pH=7.0.

Pela Figura 34, pode-se supor que a adsor¢fo da proteina BSA pela resina
Accell Plus numa coluna de adsor¢do é semelhante trabalhando-se tanto com leito fixo
quanto com leito fluidizado.

Os pardmetros q, ¢ kg de cada isoterma foram calculados segundo o

procedimento ja citado.

Tabela 14: Valores obtidos para os pardmetros q € ky. Sistema Accell Plus QMA/BSA
em tampdo Trs 0,02 mol/l pH= 7,0 - coluna de adsorgdo.

ficiente d
Altura do leito (cm) | q,, (mg/g de ads) kg (mg/ml) coeficiente de

determinacio
3,4 291,50 0,0322 0,9762
6,6 340,31 0,2944 0,9881

10,1 330,05 0,2121 0,9943
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Figura 35: Isotermas de adsor¢fio obtidas na coluna e no sistema continuo. Sistema
Accell Plus QMA/BSA em tampédo Tris 0,02 mol/l pH= 7,0.

As curvas breakthrough apresentadas neste trabalho correspondem a graficos do
tipo concentra¢do versus volume injetado e foram obtidas a partir de experimentos
realizados em uma coluna de adsor¢fo. Uma curva breakthrough pode corresponder
também a um grafico do tipo concentragdo versus tempo. A seguir, € ilustrada uma

curva deste tipo.

Cio [TTTTTrrreeessmneoes : ....................
El

area a= area b

v

st Tempo

Figura 36: Curva breakthrough - defini¢do do tempo estequiométrico, (ty eo-
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Na Figura 36, ¢ apresentado um novo parimetro que caracteriza a adsorgdo de
proteinas em colunas de adsorgdio - o tempo estequiométrico, ty. Esse parAmetro €
definido como 0 ponto no eixo das abscissas que gera areas iguais de um lado e do
outro da curva, como ilustrado na figura.

A determinag¢io do tempo estequiométrico tedrico ¢ feita através de um balanco

de massa na coluna de adsor¢fio. Esse balanco corresponde a:

Fciotst = Sciov + (1 - S)Qiov (6)
Explicitando tg:
i-¢g)g,,V
ty =Y, (9o ™
F CiOF

Na Equacéao (7), tem-se que: € € a porosidade do leito; V € o volume do leito
que corresponde ao produto da area da se¢fio transversal da coluna com a altura do
leito; F é a vazdo volumétrica da solucfo de proteina que pode ser expressa em termos
da velocidade superficial (razfo entre a vazdo e a drea da se¢io transversal da coluna);
¢, corresponde a concentragdo na saida da coluna quando o equilibrio € atingido e g
corresponde a concentragdo de proteina na fase solida em equilibrio com ¢,

Fazendo-se algumas substitui¢des, tem-se que:

tq =1 {1+&y} (8)
en que:
T (9)
1-¢)a.
ém :( a)qm (10)
£C;

10
Na Equacdo (8), £, ¢ denominado de fator de capacidade e t* ¢ denominado de

tempo de passagem. Na Equagfo (9), h € altura do leito e u, € a velocidade superficial
do fluido.



64

A vazdo fornecida pela bomba nos experimentos com leito fluidizado foi
alterada ao longo dos experimentos, logo s6 foi possivel calcular (tg)e. para os
experimentos com leito fixo.

Os valores de g, foram obtidos a partir dos dados de equilibrio e também dos
dados cinéticos dos experimentos realizados em tanque agitado (vide Tabela 6). A
altura correspondente ao leito fixo € de 3,4 cm, a area da se¢o transversal da coluna €

de 2,01 cm? e a porosidade do leito foi calculada segundo a expressao:

e =1 Dats/Pass (n
Ah
em que:
m,qs= massa de adsorvente (g);
pags= massa especifica do adsorvente (g/cm’);
A= area da secfio transversal da coluna (cm®);
h= altura do leito (cm).

O valor obtido para a porosidade do leito fixo foi de 0,58.

Tabela 15: Dados necessarios para o calculo de (ty)heo. Sistema: Accell Plus QMA/BSA

em tampéo Tris 0,02 mol/l pH= 7.0 - coluna de adsor¢do (leito fixo).

Gio (mg/g de ads) Qo (mg/ml)

o (mg/ml) | F (ml/min) | u, (cm/min) | equilib. | cinética. | equilib. | cinética.
1,00 2,10 1,045 1990 198,0 230,8 2297
1,50 2,10 1,045 278,7 288.,0 3233 334.1
2,00 2,12 1,055 2904 300,0 336,9 3480
3,00 2,07 1,03 283,0 3140 3341 3642
4,00 2,10 1,045 301,8 3120 350,1 3619

A determinagdo do tempo estequiométrico experimental, (tx)exp, f0i feita a partir
da analise das curvas de breakthrough obtidas nos experimentos. A seguir, €

apresentada uma figura semelhante a Figura 36 mostrada anteriormente.
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Figura 37: Curva breakthrough - determinagio do tempo estequiométrico, (tu)exp-

O tempo estequométrico tedrico é definido como o ponto no eixo das abscissas
que gera areas iguais, como mostrado na figura acima (4rea a= drea b). A determinagdo
experimental desse pardmetro foi feita supondo-se que existe um dado t* tal que a area
do retingulo ¢, (t*-ty) (vide Figura 37) seja igual a area sob a curva de breakthrough.
Esse t* corresponde ao tempo em que a concentragdo na saida da coluna ¢ igualada a
concentragfio 1nicial da solugfo de proteina, c..

Logo:

t*
Cio(t" —tq)= JCat (12)
tm
Como as curvas obtidas experimentalmente sdo dadas em concentragdo (mg/ml)

versus volume injetado (ml) e ndo em tempo (min), a Equacdo (12) teve que ser

rearranjada. L.ogo:

V*

Ve, — JCaAV
Vm
CioF

(tSt)exp = (13)

Na Equagdo (13), V* corresponde ao volume final injetado de solug@o na
coluna (V). A seguir, sera apresentada uma tabela contendo os dados necessarios para

o célculo de (to)exp-
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Tabela 16: Dados necessarios para o célculo de (tu)ep Sistema: Accell Plus

QMA/BSA em tampio Tris 0,02 mol/l pH= 7,0 - coluna de adsor¢io.

Cjo (mg/ml) Vi (ml) F (ml/min) Area
1,00 1391,0 2.10 4343
1,50 10059 2,10 5523
2,00 640,5 2,12 3733
3.00 523.0 2,07 696.4
4,00 606.5 2.10 1371.,6

O tempo estequiométrico tedrico, (tyheo, foi calculado utilizando-se as EquagOes
(8)a(10) e a Tabela 15. Ja o tempo estequiométrico experimental, (tx)exp, fo1 calculado
através da Equacfo (13) e com o auxilio da Tabela 16. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17: Valores do tempo estequiométrico tedrico e experimental. Sistema: Accell
Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,02 mol/l pH= 7,0 - coluna de adsor¢do

com leito fixo.

(st heo (min) (tst)exp

¢ (mg/ml) equilibrio cinética (min)
1,00 3173 315,8 455.6
1,50 2964 306,3 303,7
2,00 2299 237.4 214,1
3,00 1563 170,2 140,35
4,00 1215 1255 1255

Verifica-se uma concordincia razoavel (desvios menores que 12%) entre oS
valores tedricos e experimentais da variavel ty, considerando-se os valores obtidos
através dos testes de equilibrio. A {inica excessdo ocorreu para 0s experimentos com
solugdes mais diluidas (¢, = 1,00 mg/ml) onde os erros experimentais de determinacao

de concentragdo s3o maiores e onde o desvio obtido foi de 30,7% em relacdo a (ts)exp-
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CAPITULO 5

5. MODELAGEM MATEMATICA DA TRANSFERENCIA DE MASSA EM
TANQUES AGITADOS

5.1. Formulagie Matematica

Um modelo que descreve a cinética de adsor¢do de proteinas em so6lidos
macroporosos for apresentado por Horstmann e Chase (1989). Esse modelo inclui a
transferéncia de massa na pelicula liquida, a difusfo nos poros da particula
(adsorvente) e também a taxa de reagfo na superficie. Para a constru¢io do modelo
algumas suposicoes foram feitas:

1. O adsorvente € feito de material poroso onde o soluto deve se difundir de uma
maneira descrita pela difusividade efetiva, Do Supde-se que a difusividade efetiva €
independente da concentragfo.

2. A transferéncia de massa para a superficie do adsorvente € governada pelo modelo
de pelicula caracterizado pelo coeficiente de transferéncia de massa, ke

3. A reacdo na superficie entre o adsorbato ¢ um sitio de adsor¢do € descrita por uma
reagio reversivel de segunda ordem. A adsorcéo € isotérmica e o comportamento de
equilibrio pode ser representado pela equagdo de Langmuir.

4. As particulas de adsorvente sdo esféricas e com tamanho uniforme.

Mais recentemente, Carrére (1993) utilizou um modelo andloge ao de
Horstmann e Chase (1989) para o estudo da adsor¢fio de proteinas em resinas
trocadoras de ions.

As equagdes do modelo sdo as seguintes:

e Balango de massa sobre uma particula sdlida (corresponde a equagdo diferencial

que descreve a difusfo do soluto (proteina) nos poros da particula (adsorvente)):

ac; 2¢. . :
ep =D | Tty 20| (14)
ot at r or ot
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em que &, € a porosidade da particula, ¢; € a concentragfio de proteina na fase liquida
no interior dos poros da particula, ¢; € a concentragfo de proteina na fase sélida, e ter
sdo as variaveis temporal e espacial (radial), respectivamente (Carrére, 1993).
A condigdo inicial €
t=0 ¢;=0 (135)

As condig¢les de contorno sio:

No centro da particula:

oc;
=0 —1=0 (16
or 16)
Na superficie:
de; k
r=R —=—% (¢ —c, 17
or Def(b ) (7

em que R é o raio da particula.

De acordo com a Equagio (17), tem-se que a taxa de transferéncia de massa
através da pelicula liquida esta relacionada com a concentragiio global de proteina na
fase liquida, <u, e com a concentragfo de proteina na fase liquida nos poros da

particula, ¢; | - -
» Cinética de adsorclo sobre a superficie dos poros (Carrére, 1993):

A cinética de adsorcdo pode ser escrita como:

0q;
8; :kici(qm “Qi)"kz% (18)




6%

em que k; e k; correspondem as constantes cinéticas de adsorgdo e dessorgdo,
respectivamente.

Considerando a taxa de adsorgfo na superficie rapida, pode-se admitir que a
relagio entre ¢ e ¢ em cada instante € dada pela relagfo de equilibrio representada

pela isoterma de Langmuir, cuja expressdo &

- k
Am% ,onde kdm-—i (19)

qi_kd—H:i ky

Logo, pode-se expressar 0g;/Ot como:

0q; _ dg; dc; (20)
ot dci ot
Em que:
dq; k
dei (kg +¢;)
Logo, a Equacgio (20) fica:
ot (kd + Ci) ot
Substituindo-se a Equacfo (22) na Equacio (14), tém-se:
ac; d*c, ‘ -
gp méf“:Def( z; + _2_‘52‘1} _ qud . ac; (23)
or T (kg +¢;)” O
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Ou:

doc: 620i ;
[sp+fr(ci)]—-a—t1—=Def[ar2 o ar:t (24)

em que:

f'(c;)= _AmKa , (25)

Adimensionalizando-se as variaveis t e r na Equacfio (24), tém-se:

v oN10c; | 8%e; 2 éc
[aerf(ci)]‘aT 2[&21+;6X} (26)

em que;

(27)

Adimensionalizando-se também as variaveis t e r na condi¢fio inicial e nas

condigdes de contorno, t€m-se:

=0 ¢;=0 (28)
x=0 Fi_g (29)
ox
dc.
x =1 MZ%:Bim(cb-ci) (30)

em que:
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B - <R a1)

m
ef

e Balango de massa na fase liquida com concentracdio global de proteina (fanque

agitado) (Horstmann ¢ Chase, 1989):

dc,,
dt

3vk;
=1V (co = Ci)or (32)

em que v € o volume de adsorvente e V, ¢ o volume de liquido.
A condicdo inicial da Equagio (32) ¢
t=0 ¢, =cg (33)
Adimensionalizando-se as variaveis t e r na Equagfo (32), tém-se:
—& =—Z"Bi_ (cy —Ci)gle (34)
Cuja condigio inicial é:
=0 ¢y =c, (35)

5.2. Solucio do modelo

De modo a analisar os resultados experimentais obtidos com as curvas cinéticas
e com os dados de equilibrio, propde-se solucionar o modelo. Uma solugdo desse tipo

permite obter os valores otimizados dos coeficientes ks e Dy das Equagdes (14) e (32).
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O balanco material no adsorvente € representado por uma equagio diferencial
parcial (Equagdo 26). Essa equagfo foi reduzida a um conjunto de equagdes
diferenciais ordinarias, usando-se o método de colocacio ortogonal (Yao e Tien,
1992). Esse sistema, juntamente com a equagfo do tanque agitado, Equagio 34, foram
resolvidos simultaneamente, utilizando-se o método numérico de Runge Kutta de 4°
ordem. Um método de otimizagio nfo-linear multivaniavel (Box, 1965) foi utilizado
para obter os melhores valores dos coeficientes ke e Des.

Essa modelagem matematica implementada em um programa computacional, foi
usada para ajustar 0 modelo as curvas cinéticas experimentais do sistema Accell Plus
QOMA/BSA nos tampdes Tris 0,02 e 0,03 mol/l pH 7, supondo-se que a transferéncia
de massa na pelicula e a difusdo intraparticula sfo as maiores resisténcias a
transferéncia de massa. O objetivo a ser alcangado com o referido ajuste fo1 a obtengio
dos coeficientes de transferéncia de massa, k € Dy para o sistema em estudo. Os
pardmetros gm € kg utilizados na resolugdo do sistema de equagdes foram obtidos
através das 1sotermas de adsor¢fo apresentadas no Capitulo 4.

Nas Figuras 38 4 50, sfo apresentadas as curvas cinéticas experimentais ¢

calculadas através do modelo.
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Figura 38: Curvas cinéticas experimental e calcuiada para Co = 1,50 mg/mi. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tampao Tris 0,02 mol/l pH= 7,0.
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Figura 43: Cuarvas cinéticas experimental ¢ calculada para Co = 4,50 mg/ml. Sistema:
Accell Plus QMA/BSA em tamp&o Tris 0,02 mol/l pH=7.0.
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Figura 44: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 1,50 mg/ml. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tamp&o Tris 0,03 mol/l pH= 7.0.
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Figura 45: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 2,00 mg/ml. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tampéo Tris 0,03 mol/l pH=7,0.
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Figura 46: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 2,50 mg/ml. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tamp3do Tris 0,03 mol/t pH= 7.0
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Figura 47: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 3,00 mg/ml. Sistema:
Accell Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,03 mol/l pH=70.
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Figura 48: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 3,50 mg/ml. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tampao Tris 0,03 mol/l pH=7.0.
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Figura 49: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 4,00 mg/ml. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tampio Tns 0,03 mol/l pH= 7,0.
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Figura 50: Curvas cinéticas experimental e calculada para Co = 4,50 mg/ml. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tampéo Tris 0,03 mol/l pH= 7.0.

Pelas Figuras 38 a 50, verifica-se que o modelo proposto por Horstmann e

Chase (1989) e por Carrére (1993) se ajusta bem aos dados experimentais dos sistemas
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estudados, permitindo otimizar os parfmetros que descrevem a transferéncia de massa
do sistema. Esses pardmetros sdo a difusividade efetiva da proteina no interior dos
poros do adsorvente, D, ¢ 0 coeficiente de transferéncia de massa na pelicula liguida,
k. Os valores obtidos para esses pardmetros estfio nas Tabelas 18 e 19, para os

tampdes Tris 0,02 e 0,03 mol/l, respectivamente.

Tabela 18: Dados dos pardmetros ky e D,y obtidos através da modelagem. Sistema:
Accell Plus QMA/BSA em tampéo Tris 0,02 mol/l pH=7,0.

ConceggaBgéii)\ imicial kex 10 Dox 10'!
(mg/ml) (m/s) (m?/s)
1,50 20,17 15,37
2,00 6,88 6,79
3,00 4,05 3,72
3,50 0,90 2,10
4,00 0,58 1,88
4,50 2,46 2,09

Tabela 19: Dados dos parimetros ky e D, obtidos através da modelagem. Sistema:

Accell Plus QMA/BSA em tampdo Tris 0,03 mol/l pH=7,0.

Concezégsggz inicial kex 10° D,cx 10"
(mg/ml) (m/s) (m'/s)
1,50 5,83 3,62
2,00 4,63 7,68
2,50 8,44 4,86
3,00 5,32 7,04
3,50 2,98 4,19
4,00 3,32 6,12
4,50 1,28 4,42
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Pode ser verificado através dos resultados apresentados, que a difusividade
efetiva varia com a concentragdio inicial de BSA. Esse tipo de comportamento foi
verificado também no estudo de outros sistemas de adsor¢do utilizando esse mesmo
modelo (Carrére, 1993). Nio existem na literatura dados que possam ser comparados
para €sse sistema especifico. Apenas como referéncia, o trabalho de Draeger ¢ Chase
(1990) determinou para o sistema Q-Sepharose Fast Flow/BSA o valor médio de
1,010 m?s.

Os valores de ky obtidos através do ajuste também variam com a concentragfio
inicial de BSA.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusoes

Dois métodos diferentes para obtengio de dados referentes 4 adsor¢fo da
proteina Albumina de Soro Bovino em resinas trocadoras de ions foram empregados
neste trabalho: utilizaco de um tanque agitado com monitoramento continuo e nio
continuo e adsor¢io em colunas com leitos fixo e fluidizado. Métodos diferentes
levaram a resultados semelhantes quanto a capacidade de adsor¢io da resina Accell
Plus QMA.

A influéncia da forca 16nica do meio no fendmeno da adsorcéo foi verificada
tanto no caso da resina Q-Sepharose Fast Flow como no da Accell Plus QMA. Os
sistemas que trabalharam com forgas i6nicas menores apresentaram uma maior
capacidade de adsorgdo.

A resina Accell Plus mostrou-se mais poderosa, em termos da capacidade de
adsor¢do, do que a resina Q-Sepharose Fast Flow nos experimentos realizados em
tanque agitado.

A semethanca encontrada entre os resultados obtidos através dos testes de
equilibrio e das curvas cinéticas comprovaram que a resina Accell Plus possui uma
capacidade de adsor¢do bem elevada, levando o equilibrio a ser atingido bem
rapidamente. Isso significa que ha uma alta afinidade entre o adsorvente e a proteina
em estudo.

A realizag8o de experimentos com leitos fixos e leitos fluidizados permitiram
efetuar a comparagio entre os dois diferentes métodos de operacdo. As curvas de
breakthrough obtidas apresentam resultados muito semelhantes com relagdo a
capacidade de adsor¢do do adsorvente na coluna. Esse fato indica que o leito

fluidizado € promissor no estudo da adsor¢fo por viabilizar o uso de solugdes contendo
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material particulado, sem a necessidade de uma operagfo prévia de filtragdo e/ou
centrifugacdo que elevam os custos do processo.

A utilizagdo de um modelo que inclui a difusfo interna as particulas e a
resisténcia a transferéncia de massa no meio externo as particulas permitiv a obtengdo
dos pardmetros que descrevem a transferéncia de massa no processo de adsor¢io em
tanques agitados.

Verificou-se através dos dados de equilibrio (isotermas de adsorgio) que para
todos os sistemas estudados a medida que se aumentava a concentragfo de proteinas, a
quantidade de proteina ndo-adsorvida aumentava também, indicando ser mais

conveniente trabalhar com solucdes diluidas.

6.2. Sugestoes

Para complementar os estudos efetuados sobre a adsor¢do da proteina Albumina
de Soro Bovino em resinas trocadoras de ions, sdo sugeridos os seguintes topicos de
pesquisa:

1. Realizacéo de expenmentos com o mesmo sistema proteina-adsorvente em tanques
agitados com variagdo do pH e em outros niveis de forga idnica do tampdo Tris.

2. Analisar o efeito da forga 18nica em experimentos adicicnais com a coluna de leito
fixo e leito fluidizado.

. Estudar o efeito da vazio de solugfo aplicada as colunas de leito fixo.

L}

4. Ampliar a modelagem matematica de modo a analisar a adsor¢io em colunas de
leito fixo e leito fluidizado.

5. Realizar experimentos com meios fermentados contendo particulados de modo a
verificar a influéncia dos mesmos no desempenho de leitos fluidizados na adsorcdo
de proteinas.

6. Efetuar estudos sobre a eluiglio da proteina adsorvida de modo a estudar o ciclo

completo adsor¢do-dessor¢io.
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