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RESUMO 

SILVA DA, F. R C. Estudo da Adsorção de Inulinases em colunas com Resinas de Troca 

Iônica : Parâmetros Experimentais e Modelagem. Tese(Doutorado)- Faculdade de 

Engenharia Química. Universidade Estadual de Campinas, 1999. Palavras chaves: 1-

Inulinases. 2- Adsorção. 3- Modelagem. 4 - Cromatografia de troca iônica. 5- Leito 

expandido. 

As inulinases são enzimas com grande potencial comercial, po1s atuam 

hidrolisando a inulina e gerando produtos importantes para a indústria de alimentos, tais 

como fiutose e oligômeros de fiutose. A separação e purificação dessas enzimas, com 

eficiência e custos compatíveis, é de grande importância para o desenvolvimento de 

técnicas e protocolos de adsorção que possam otimizar e que permitam a ampliação de 

escala da operação. Este trabalho tem como objetivo dar uma contribuição à utilização de 

técnicas experimentais e de modelagem matemática no estudo da adsorção de enzimas do 

tipo inulinases em resinas trocadoras de íons. No presente trabalho são determinados os 

parâmetros característicos de equilíbrio e da cinética de adsorção, realizando-se 

experimentos em tanques agitados contendo adsorventes CM- Sepharose CL-6B e Accel 

Plus QMA, permitindo convalidar os modelos de difusão do sorbato na superficie e nos 

poros do sólido com os dados experimentais. Realizou-se experimentos de saturação dos 

adsorventes em coluna de leito expandido com a resina Accell Plus QMA e também 

operações em leito fixo sobre os dois adsorventes, baseando-se no método de 

cromatografia por análise frontal, com uma mistura comercial de inulinases 

Fructozyme@ Utilizando-se um modelo matemático completo, no qual são consideradas 

a dispersão axial e a resistência à transferência de massa, foram obtidos os parâmetros 

através da solução numérica das equações do balanço de massa com uso do método de 

colocação ortogonal associado ao método de otimização não-linear multivariável para 

obtenção dos coeficientes otimizados de transferência de massa e dispersão axial. Os 

valores médios dos coeficientes foram 0,633 10·7 m2 s·' e O, lO IO.s m.s·' em inulinases-
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CM-Sepharose CL-6B e 0,747 10-7 m2 s-' e 0,258 10-8 m_ s-1 em inulinases-Accell Plus 

QMA As enzimas foram identificadas com massa molecular de 80 k:Da (exo-inulinase) e 

63 k:Da (endo-inulinase) após filtração em gel Sephacryl S 100 HR_ 
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ABSTRACT 

SILVA DA, F. R. C. Research on Inulinase Adsorption in Ion-Exchange Resin Columns: 

Experimental Parameters and Modeling. Thesis(Doctor) - School of Chemical 

Engineering. State University of Campinas, 1999. Key Words : 1- Inulinases. 2-

Adsorption. 3- Modeling. 4 - Ion-Exchange Cromatography. 5- Expanded Bed. 

The inulinases are enzymes with great commercial potencial, as they hydrolise 

inulin producing important products for the food industry such as fiuctose and fiuctose 

oligomeres. The separation and purification of these enzymes, with efficiency and 

compatible costs, is of great importance to the development of adsorption techniques and 

protocols which may optimize and amplif'y the operation. The objective o f this work is to 

contribute to the improvement of the experimental techniques and mathematical 

modeling in the adsorption study of the inulinase enzymes on ion-exchange resins. In this 

work the characteristic equilibrium and adsorption kinetics parameters are determined via 

experiments in stirred tanks containing CM-Sepharose CL-6B and Accel Plus QMA 

adsorvents, allowing a good agreement between models of diffusion of sorbate on the 

surface and in the pores of the solid with the experimental data. Saturation experiments 

were made in expanded bed column with Accell Plus QMA resin and fixed bed with the 

two adsorvents, based on frontal analysis chromatography with a commercial mixture of 

inulinases-FructozymerM Using a complete mathematical model, where axial dispersion 

and resistence to mass transfer are considered, the parameters were obtained by 

numerical solution of the mass balance equation using the orthogonal colocation method 

associated with the non-linear multivariable optimization method for the obtention of the 

optimized mass transfer and axial dispersion coefficients. The medium values of 

coefficients were 0,633 10"7m2 s·1 and 0,10 10·8 m.s-1 in inulinases-CM-Sepharose CL-6B 

0,747 10·7m2 s·1 and 0,258 10·8 m.s-1 in inulinases-Accell Plus QMA. The enzymes were 

characterised with molecular weight in 80 kDa (exo-inulinase) and 63 kDa (endo­

inulinase) after gel filtration in Sephacryl S 100 HR. 
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completo no sistema Inulinases-Accell Plus QMA para Co = 25,50 

UAmL-1
. 

Figura 5.28 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema 97 

inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Ensaio realizado na coluna HR 

5110 com leito de 8 em, fluxo volumétrico de 0,35 mL.min-1
, 

solução enzimática de 11,5 UA.mL-1 e 1,45 mg.ml-1 de proteína 

total. Eluição por gradiente linear (O-IM NaCI ), duração de 100 

mm. 

Figura 5.29 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema 98 

inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Ensaios realizados na coluna HR 

5/10 com leito de 8 em, fluxo volumétrico de 0,35 mL.min-1
, 

solução enzimática de 11,5 UA.mL-1 e 1,45 mg.mr1 de proteína 

total. Eluição por gradiente linear (O-IM NaCI ), duração de 35 

mm. 
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Figura 5.30 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição de inulinases em 99 

CM-Sepharose CL-6B, Condições operacionais na coluna HR 5/10: 

concentração enzimática 15,6 UA.mL-1
, fluxo volumétrico 0,25 

mL.min-1
_ Eluição em gradiente linear (0-1 MNaCl) por 35 min. 

Figura 5.31 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema 100 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B_ Condições operac10mus na 

coluna C 10/20: concentração enzimática 25,0 UA.mL-1 e 1,96 

mg_mL-1 proteína total, altura do leito de 3 em e fluxo volumétrico 

de 0,65 mL.min-1 Eluição em gradiente linear (O-IM NaCl) por 

duração de 3 5 min_ 

Figura 5.32 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema 101 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B em coluna C 10/20, concentração 

enzimática 27,6 UA.mL-1
, fluxo volumétrico 0,75 mL.min-1 e 

eluição em gradiente linear (0-1 M NaCl) em 35 min_ 

Figura 5.33 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema 101 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B em coluna C 10/20, concentração 

inicial35,9 UA.mL-1
, fluxo volumétrico 1,0 mL.min-1 e eluição em 

gradiente linear (O-I M NaCl) em 35 min_ 

Figura 5.34 Cromatograma de adsorção de Inulinases-Accell Plus QMA em 102 

leito fixo, coluna HR 5/2 com 100 mg de adsorvente e leito de 3 

em, Co= 78,9UA mL-1 e proteína total 9,95 mg_mL-1 sob fluxo de 

0,45 mL min-1 

Figura 5.35 Cromatograma de adsorção de Inulinases-Accell Plus QMA em 103 

leito fixo, coluna HR 5/2 com 100 mg de adsorvente e leito de 3 

em, Co= 68,6 UA mL-1 e proteína total de 8,65 mg_mL-1 sob fluxo 

volumétrico de 0,55 mL min-1
_ 
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Figura 5.36 Cromatograma de adsorção de Inulinases-Accell Plus QMA em 104 

leito fixo, coluna HR 5/2 com 100 mg de adsorvente e leito de 3 

em, c. = 105 UA mL-1 e proteína total 13,2 mg.mL-1 sob fluxo 

volumétrico de 0,65 mL min-1
. 

Figura 5.37 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema 105 

Inulinases-Accell Plus QMA em solução Tris-HC1(30 mM, pH 

7 ,5). Ensaio de adsorção realizado na coluna C 10/20 nas condições 

operacionais: massa do adsorvente 700 mg, altura do leito 

expandido Hex = 4,4 em, fluxo volumétrico de 0,65 mL.min-1
, c.= 

98,8 UA.mL-1 e proteína total de 12,4 mg.mL-1 Eluição em 

gradiente linear (0-1 M NaCl) em 35 min. 

Figura 5.38 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição uo sistema 106 

Inulinases-Accell Plus QMA em solução Tris-HCI(30 mM, pH 

7,5). Ensaio de adsorção realizado na coluna C 10/20 nas 

condições operacionais: massa do adsorvente 700 mg, altura do 

leito expandido H.x =4,7 em, fluxo volumétrico de 0,75 mL.min· 

t, C.= 93,75 UA.mL-1 e proteína total de 11,8 mg.mL-1
• Eluição 

em gradiente linear (0-1 M NaCI) em 35 min. 

Figura 5.39 Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição uo sistema 107 

Inulinases-Accell Plus QMA em solução Tris-HCI(30 mM, pH 

7,5). Ensaio de adsorção realizado na coluna C 10/20 nas 

condições operacionais: massa do adsorvente 700 mg, altura do 

leito expandido H.,= 5,7 em, fluxo volumétrico de 1,0 mL.min· 

t, C.= 89 UA.mL-1 e proteína total de 11,1 mg.mL-1
• Eluição em 

gradiente linear (0-1 M NaCI) em 35 min. 

Figura 5.40 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 108 

simplificado no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. 

Condições operacionais coluna HR 5/10: solução enzimática de 

11,5 UA.mL-1 e fluxo volumétrico de 0,35 mL.min-1
. 
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Figura 5.41 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 109 

simplificado no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. 

Condições operacionais coluna HR 5/10: concentração de 35,9 

UA_mL-1 e fluxo volumétrico de 1,0 mL_min-1 

Figura 5.42 Curva de "break:through" experimental e ajustada pelo modelo 109 

simplificado no sistema Inulinases-Accell Plus QMA Condições 

operacionais coluna HR 5/2: concentração de 105 UA mL, fluxo 

volumétrico de 0,65 mL_min-1
_ 

Figura 5.43 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 114 

completo no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições 

operacionais coluna HR 5110: leito de 8 em e 300 mg, Co= 15,6 

UA mL-1 e fluxo volumétrico de 0,25 mL min-1 

Figura 5.44 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 115 

completo no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições 

operacionais coluna HR 5110: leito de 8 em e 300 mg, Co= 11,5 

UAmL-1 e fluxo volumétrico de 0,35 mL_min-1 

Figura 5.45 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 115 

completo no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições 

operacionais coluna C 10/20: leito de 3 em e 3,2 g, Co = 25 

UAmL-1 e fluxo volumétrico de 0,65 mL_min-1
. 

Figura 5.46 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 116 

completo no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições 

operacionais coluna C 10/20: leito de 3 em e 3,2 g, Co = 27,6 

UAmL-1 e fluxo volumétrico de 0,75 mL_min-1 

Figura 5.47 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 117 

completo no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições 

operacionais na coluna C 10/20: leito de 3 em e 3,2 g, Co = 35,9 

UAmL-1 e fluxo volumétrico de 1,0 mL.min-1
_ 
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Figura 5.48 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 118 

completo no Inulinases-Accell Plus QMA. Condições operacionais 

coluna HR 5/2: leito de 3 em e 100 mg, Co= 78,9 UA.rnL-1 e fluxo 

volumétrico de 0,45 mL.min-1 

Figura 5.49 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 119 

completo no Inulinases-Accell Plus QMA. Condições operacionais 

coluna HR 5/2: leito de 3 em e 100 mg, Co= 105 UA.rnL-1 e fluxo 

volumétrico de 0,65 mL.min-1 

Figura 5.50 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 120 

completo no sistema Inulinases-Accell Plus QMA. Condições 

operacionais coluna C 10/20: leito de partículas 700 mg, altura do 

leito expandido H.x= 4,4 em, Co= 98,8 UA.rnL-1 e fluxo 

volumétrico de 0,65 mL min-1 

Figura 5.51 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 121 

completo no sistema Inulinases-Accell Plus QMA. Condições 

operacionais coluna C 10/20: leito de partículas 700 mg, altura do 

leito expandido IL,,=4, 7 em, Co= 93,8 UA.rnL-1 e fluxo volumétrico 

de O, 75 rnL min-1
. 

Figura 5.52 Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo 122 

Figura 6.1 

Figura 6.2 

completo no sistema Inulinases-Accell Plus QMA Condições 

operacionais coluna C 10/20: leito de partículas 700 mg, altura do 

leito expandido H.x=5,7 em, Co = 117,7 UA.rnL-1 e fluxo 

volumétrico de 1,0 mL.min-1
. 

Cromatograma de adsorção de inulinases em coluna mono Q: 

injeção do pool eluído dos processos de adsorção com CM­

Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA. 

Cromatograma da mistura FOS - S - F (32,04-39,76-28,20 %), 

componentes fiutosil nistose(GF4), nistose(GF3), kestose(GF2), 

125 

126 
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CAPÍTULO 1 

1 - Introdução 

Os avanços gerados pela indústria biotecnológica vêm contribuindo para o 

desenvolvimento de novas formulações de produtos alimentícios, farmacêuticos, entre 

outros, dotados de alto valor agregado. 

O processo de produção desses compostos freqüentemente envolvem conversões 

de substratos por meio de enzimas. Enzimas são catalisadores orgânicos, de natureza 

protéica, produzidos por células vivas. 

As enzimas são formadas por uma seqüência de aminoácidos que constituem a 

estrutura primária. O arranjo regular e recorrente das cadeias polipeptídicas ao longo de uma 

dimensão espacial representa a estrutura secundária. O enovelamento das cadeias de 

polipeptídeos é mantido por forças que incluem as ligações de hidrogênio, dissulfeto e 

hidrofóbicas, que conferem uma estrutura compacta firmemente enovelada às proteínas 

globulares e representa a estrutura terciária. Por meio de interações de forças as cadeias 

polipeptídicas são associadas formando múltiplas unidades ( subunídades enzimáticas), 

fornecendo a estrutura quaternária e global do sistema protéico. Sendo uma proteína, a 

enzima perde suas propriedades catalíticas se submetidas a ações bastante drásticas por 

agentes como calor, ácidos ou bases fortes, solventes orgânicos ou outro material que 

desnature a proteína (LEHNINGER, 1993)_ 

A maioria dos processos biotecnológicos atuais para produção de enztmas é 

realizado por processos fermentativos fiingicos ou bacterianos, desenvolvidos em fase 

líquida ou em meio semi-sólido. Posteriormente á etapa de produção e obtenção do extrato 

enzimático, torna-se necessária a remoção de impurezas do produto final_ 

Devido á natureza poliiônica das proteínas, resultante dos grupos ionizáveis dos 

aminoácidos que as originaram, algumas técnicas de separação e purificação utilizam 
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princípios que se baseiam em interações com esses grupos dotados de cargas elétricas. Esse 

processo pode ser representado pela técnica de cromatografia por troca iônica, que é 

bastante explorada em nível de escala de laboratório e também nos processos de escala 

industrial (SCOPES, 1987; JANSON e RYDÉN, 1998). 

Tradicionalmente, esses processos de purificação contém múltiplas operações 

unitárias, o que afeta a sua eficiência global, tomando-os indesejáveis do ponto de vista 

econômico, pois aumenta os custos operacionais, o tempo de processamento e causa baixo 

rendimento do produto (PHARMACIA, 1998)_ 

A maioria dos processos de purificação utiliza a adsorção por cromatografia 

convencional em leito fixo ou empacotado, e necessita de operações preliminares de 

clarificação, antes que o material seja submetido à adsorção. 

Por outro lado, a cromatografia de adsorção em leitos expandidos ou fluidizados, 

apresenta-se como alternativa viável para processos de concentração e purificação em 

grande escala. Como amplamente discutido por THÚMMES (1997), a adsorção em leitos 

expandidos substitui um conjunto de etapas tradicionais e preliminares de separação sólido­

líquido, concentração e também adsorção em leito fixo, levando à diminuição significativa 

do número de etapas de um processo de purificação, podendo atingir uma maior eficiência 

em relação ao processo tradicional, reduzindo consideravelmente os custos operacionais. 

A enzima inulínase é uma hidrolase que atua sobre a inulína, um polímero natural 

de fiutose com uma unidade terminal de glícose. O interesse na separação e purificação 

dessa enzima é decorrente do grande potencial de aplicação dos produtos gerados pela 

hidrólíse da inulína, tais como unidades de fiutose e/ou oligômeros de fiutose. A demanda 

por xaropes ricos em fiutose vem crescendo em nível mundial nas últimas décadas 

(CHAPLIN e BUCKE, 1990)_ Os oligômeros de fiutose são utilizados na formulação de 

adoçantes que apresentam baixo teor calórico, não são cariogênicos e ainda estimulam o 

crescimento de bifidobactérias na flora intestinal (lllDAKA e HIRAYAMA, 1991). Por essa 

razão, esses novos açúcares são apresentados atualmente como possíveis substitutos do 

açúcar tradicional de sacarose. 
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1.1 - Objetivos 

O presente trabalho se insere numa contribuição à utilização de técnicas 

experimentais e de modelagem matemática para o estudo de adsorção de enzimas do tipo 

inulinases em resinas trocadoras de íons. A partir de uma mistura comercial de inulinases, 

denominada "Fructozyme 230", foram estabelecidas metodologias combinadas de 

experimentos laboratoriais e do emprego de modelos matemáticos em adsorção com os 

seguintes objetivos principais: 

• Caracterização física dos adsorventes quanto ao tamanho e distribuição dos 

poros, porosidade do leito e das partículas e tamanho de partícula. 

• Obtenção de isotermas de adsorção e cinética de adsorção com dois tipos de 

adsorventes, sendo um deles de natureza aniônica e outro de natureza catiônica. 

• Utilização de cromatografia frontal para a obtenção de curvas de ruptura 

("breakthrough''), de modo a otimizar a utilização dos adsorventes na recuperação da 

enzima inulinase. 

• Determinação dos parâmetros otimizados dos modelos adsortivos em sistemas 

sólido-líquido, visando assim o escalonamento do processo de adsorção. 

• Comparação entre os desempenhos de leitos fixos e leitos expandidos no 

processo de adsorção das enzimas. 

• Realização de ciclos de adsorção, lavagem e eluição com gradiente línear, de 

modo a avaliar o fator de concentração das enzimas no processo global de recuperação das 

mesmas. 

• Realização de um esforço laboratorial para efetuar a separação de dois tipos de 

inulinases ( endo e exo-inulinases ), para a geração de açúcares a partir do substrato inulina. 
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CAPÍTUL02 

2. - Revisão da Literatura 

2.1. -A Inulina 

A inulina é um polímero de origem vegetal, considerado uma grande fonte de 

carboidrato. Está presente em várias plantas das famílias da Composítae e Gramineae, 

como a alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberouss L.), dália (Dahlia pinnata C), 

chicória (Cichorium intybus L.), dente-de-leão (Taraxacum officinale W.), bardana 

(Arctium) e outras, as quais acumulam grandes quantidades de inulina segundo 

V ANDAMME e DERYCKE (1983). A inulina e outros análogos, apresentam-se como 

um polímero de frutose. As unidades de frutose são unidas por ligação f3-2-1 na estrutura 

e numa extremidade finalizada por uma unidade de sacarose. A estrutura do polímero de 

inulina é representada na Figura 2.1, sendo composta em média de 30 unidades primárias 

de frutose, a chicória apresenta uma média 18 unidades. 

N=30 

HOC~ O 
v 

~--------------r---
0 HOC~ 2 / 0'-. , 
. l7 ".! 
. )---V';cH

2 

' ·'-······-·· .. -····························-··j··························· 

o 
HOCHa 

i CH20H 

Figura 2.1 -Estrutura esquemática do polímero de inulina. 
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O tamanho da cadeia polimérica é função da origem da planta e do periodo de 

colheita. Como exemplo, a alcachofra apresenta uma maior cadeia no periodo mais 

quente e esta decresce no período mais ameno. 

RUTHERFORD e DEACON (1972), GROOTWASSlNK e FLEMING (1980) 

observaram que no período de estocagem dos tubérculos de chicória, alcachofra e dália, 

ocorria um decréscimo no grau de polimerização. A hipótese levantada pelos autores e 

depois confrrmada, foi a presença de enzimas as quais provocavam a degradação da 

inulina por hidrólise. 

Devido à variação no comprimento da cadeia, a massa molecular varia entre 

3500 até 5500 g. mol"1
. A inulina é insolúvel em água fiia e pouco sóluvel (cerca de 5%) 

em água a 55 °C. Pode ser precipitada numa mistura de etanol-àgua e é hidrolizável em 

meio ácido numa faixa de temperaturas relativamente alta (70 - 80°C). Em condições 

reacionais e favoráveis em presença de enzimas com atividade hidrolíticas, a inulina pode 

ser convertida em frutose e/ou em outros oligossacarideos (V ANDAMME e DERYCKE, 

1983). 

2.2- Inulinases 

As inulinases são 13-frutosidases, que atuam reduzindo a molécula da inulina 

pela quebra da ligação 13-2,1, onde se produz unidades de frutose e glicose. Essas enzimas 

são designadas como 2, 1-13-D-frutana-frutanohidrolase (EC 3 .2.1. 7), diferenciando das 

invertases, que hidrolisam a sacarose em glicose e frutose, sendo classificada como 13-D­

fruto-furanosideo-fruto-hidrolase (EC 3 .2.1.26). 

As enzimas com atividade 13-frutosidase, geralmente podem ser encontradas em 

plantas e também em algumas linhagens fiíngicas e bacterianas. Na literatura, encontram­

se grandes variedades de espécies de microrganismos que produzem enzimas 

intracelulares ou extracelulares e que em condições favoráveis de crescimento produzem 

atividade inulinolíticas. A Tabela 2.1, apresenta algumas fontes de microrganismos que 

produzem inulinases. 
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Tabela 2.1- Microrganismos produtores de inulinases. 

Fontes Tempo de Condições Atividade 
Microrganismo de incubação do ensaio Enzimática Referências 

CeN2 (h) QlAmL-1
) 

Fun os 

Aspergillus Mal tose 5% Inulina DERYCKEe 
niger 12 Extrato de 108 Ph 4,35 20,1 VANDAMME 

Milho 30 min, 55 °C (1984) 

Aspergillus Sacar o se 0,25% Inulina OHrAetaL 
Niger (NH4)2HP04 168 pH5,0 48,4 (1983) 

30 min, 40 °C 

Aspergillus Inulina 5% Inulina PETERSetal 
phoenicius NaNH2HP04 192 pH4,50 36 (1983) 

NH2S04 30 min, 55 °C 
Extrato de 
levedura 

Aspergillus Alcachofra de 5% Inulina ONGEN-
niger A42 Jerusalém 120 pH4,50 50 BAYSAL 

(NH4)2HP04 30 min, 50 °C et al. (1994) 

Extrato de 
levedura 

Fusarium Inulina 0,2% Inulina GUPTAetaL 
oxysporum NaN03 216 pH5,6 0,008 (1990) 

30 min, 37 °C 
Penicillium Inulina 1% Inulina BARTHOMEF 
rugulosum ~C! 40 pH6,0 54 et aL (1991) 

Peptona 30 min, 50 °C 
Penicillium Inulina 0,5% Inulina ONODERAe 
Purpurogenum Mal tose 72 pH5,0 4,45 SffiOMI (1988) 

NH2H~04 5min, 37 °C 

Leveduras 

Kluyveromyces Chicória 36 1% Inulina 1,44 GUPTA et aL 
fragilis Peptona pH5,4 (1989) 

30 min, 55 °C 
Kluyveromyces Alcachofra de 168 5% Inulina 96 MANZONI e 
cicesporium Jerusalém pH4,7 CAVAZZONl 

(NH4)P04 15 min, 50 °C (1991) 

Candida kefyr Inulina 60 2% Inulina 30 NEGO RO e 
Ureia pH4,5 KITO (1973) 

Extrato de 30 min,40 °C 
levedura 
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Nos tubérculos de plantas como chicória, alcachofra de Jerusalém e dente-de-leão, 

as inulinases isoladas por JEFFORD e EDELMAN (1964), FLOOD et al.(1967) e 

RUTHERFORD e DEACON (1972), não apresentaram nenhuma atividade do tipo 

invertase. 

Já as inulinases produzidas por alguns microrganismos, tais como, Candida 

kefyr (NEGORO e KITO, 1973,a,b), Penicillum sp 1 (NAKAMURA et ai. 1978), 

Kluyveromyces fragillis (BYUN e NAHM, 1977, WORKMAN e DAY, 1983), 

Debaromyces cantarelli e D. pluiffi (BELUCHE et ai., 1980), apresentaram também 

atividade do tipo invertase. 

As inulinases, produzidas por uma cultura de Arthrobacter ureajaciens, foram 

isoladas por UCHIYAMA et ai. (1973) e hidro1isaram a inulina em di-D-frutofuranose-

1,2',3'-dianidrido e pequenas quantidades de outras unidades de oligofrutose, que foram 

também identificadas por TANAKA et ai. (1972). Essas enzimas que foram designada 

inulinase II, atuaram no substrato inulina especificamente quebrando a ligação 13-2-1 

produzindo unidades de frutose livres. Outro tipo de inulinase, designada III, foi 

produzida numa cultura de Aspergillus niger por NAKAMURA et ai. (1978). Obtiveram 

da hidrólise do substrato inulina, os produtos inulotriose, inulotetrose e inulopentose, não 

sendo identificada nenhuma frutose livre em solução. 

Através destes trabalhos, classificaram-se as enzimas em duas formas em função 

da ação enzimática sobre o substrato de inulina: 

- Produtoras de oligômeros de frutose Endo-inulinases 

- Produtoras de frutose livre Exo-inulinases. 

2.3 - Concentração e Purificação de Inulinases 

Como foi relatado anteriormente, as inulinases são obtidas tanto por processos 

fermentativos do tipo submerso quanto semi-sólido, sendo que essas enzimas podem ser 

sintetizadas por várias espécies de microrganismos. Na produção de inulinases, inúmeras 

variáveis são controladas e otimizadas nos processos fermentativos, visando a maximizar 
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a produção da enzima. Na etapa de separação por extração, a enzima recuperada sempre 

apresenta-se numa forma bem diluída no extrato que contém outras enzimas e substâncias 

indesejáveis (corantes), desta forma, objeto de concentração e purificação em etapas 

posteriores. Inúmeras metodologias foram desenvolvidas visando a recuperação, 

concentração e purificação de inulinases. Tendo como escopo principal, a caracterização 

das enzimas em tamanho e mecanismo de ação sob o substrato corno também obtê-las 

purificadas com alto grau de pureza. 

Foram realizadas várias pesquisas bibliográficas, conforme relato a seguir, as 

quais mostraram que urna grande maioria dessas publicações utilizaram trocadores 

iônicos para concentração em processos cromatográficos a leito fixo. As pesqmsas 

também mostraram, existência de poucas publicações que utilizam processos 

cromatográficos por adsorção em Jeitos expandidos. 

2.3.1- Revisão de Trabalhos Selecionados 

A purificação de inulinase intracelular de um extrato produzido pela cultura de 

Candida kefyr obtida por NEGORO e KITO (1973), realizou-se em duas etapas 

cromatográficas. A estratégia adotada na purificação foi por centrifugação e precipitação 

em ácido tânico (pH 4,5) como etapas de pré-purificação seguida por diálise, 

cromatografia de troca iônica em DEAE-Sephadex e cromatografia em SE-Sephadex. 

Neste processo os autores obtiveram um fator de purificação de cerca de 55 vezes relativo 

ao extrato inical. 

ETTALIBI e BARATTI (1987) isolaram nove enzimas, sendo urna invertase 

(Inv), cinco exo-inulinases (Exo 1, 2, 3, 4 e 5) e três endo-inulinases (Endo 1, 2 e 3 ), 

presentes no produto comercial de inulinases de Aspergillus ficcum. A estratégia de 

purificação envolveu precipitação por sulfato de amônio, crornatografia de troca iônica, 

filtração em gel e, na etapa final, utilizou-se cromatografia de troca iônica do tipo 

analítica com coluna mono Q. A Figura 2.2 ilustra os processos envolvidos na purificação 

das enzimas. A caracterização das massas moleculares nas diversas frações de enzimas 
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purificadas, foram realizadas por filtração em gel Ultrogel ACA 34 e também por 

eletroforese SDS-PAGE Os valores obtidos pelas duas técnicas apresentaram 

concordância, a invertase (84 kDa), as exo-inulinases (74, 75 e 76 kDa) e as endo­

inulinases (64 kDa)_ A ação das enzimas purificadas foi observada através da incubação 

com os respectivos substratos de sacarose e inulina. Os produtos da conversão enzimática 

foram comparados com padrões de frutose e oligômeros de frutose por análise 

cromatográfica em camada delgada. 

Inulinase- NOVOZYM 230 

1 
I Precipitação- (NH.)2S0 4 I 

J, 

I Ultrafiltração ULTROGEL ACA 202 

l 
I DEAE - S ephacel I 

+ + ,j. ,j. ,j. 

I ULTROGEL ACA 34 I 
l l l l l I DEAE-Trisacryll I DEAE-Sephacell I DEAE-Trisacryl 

I MONO Qj \MONO Q I 
I ,j. 

INV EXO I ENDO I 
EXO 4 

EXO 2 ENDO 2 EX 05 

EXO 3 

ENDO 3 

Figura 2.2 -Esquema de purificação de inulinases, segundo Ettabili e Baratti(1987) _ 
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Seguindo as várias etapas utilizadas nos processos de purificação das enzimas, 

ETTABILI e BARATTI (1987) conseguiram fatores de purificação máximos de 3,5 

vezes para invertase, 64,5 para endo-inulinase e 30,5 vezes para exo-inulinases. 

UHM et ai. (1987) purificaram três formas de inulinase produzidas por uma 

cultura isolada de Aspergillus niger, utilizando as etapas de ultrafiltração, cromatografia 

em DEAE- Trisacryl e filtração em gel Sephadex G-150. As enzimas identificadas no 

processo como I, Il e Ill, apresentaram pontos isoelétricos de 4,5; 4,9; 5,2, quantificados 

por focalização isoelétrica analítica. A caracterização foi possível pela análise por 

cromatografia líquida de alta eficiência na coluna P AK-300. As enzimas foram estimadas 

com massas moleculares de 302, 310 e 324 kDa e na eletroforese em gel de 

poliacrilamida em SDS (SDS-PAGE) as subunidades foram estimadas aproximadamente 

em tomo de 85 kDa. A hidrólise enzimática sob o substrato de inulina comprovou a 

formação de unidades de frutose e glicose, identificadas através de cromatografia em 

camada delgada, caracterizando a enzima como sendo exo-inulinase. Obtiveram no final 

do processo o fator de purificação de 787 vezes em relação ao extrato inicial. 

MUKHERJEE e SENGUPTA (1988) estudaram a purificação da inulinase 

produzida por uma cultura de Paneolus papillonaceus. A estratégia de purificação 

envolveu ultrafiltração, cromatografia de troca iônica em DEAE-Sephadex, diálise, 

filtração em Biogel P-300, diálise e filtração em Biogel P-200. Determinaram que a 

enzima apresentava ponto de máxima atividade enzimática no pH 6,0 e na temperatura de 

60 °C em tampão fosfato 0,1 Me pH 6,5. A massa molecular da enzima foi determinada 

por filtração em gel Biogel P-300, calculando-se um valor aproximado de 116 kDa e por 

eletroforese em gel de poliacrilamida, duas enzimas foram identificadas com massa 

molecular de 60 kDa e 56kDa. Obtiveram ao final do processo de purificação um fator de 

5, 7 vezes relativo ao extrato inicial. 

ONODERA e SHIOMI (1988), utilizando um extrato filtrado proveniente de 

uma cultura de Penicillium purpurogenum, obtiveram uma alta purificação de inulinase 

caracterizada como endo-inulinase. O processo de purificação foi realizado por 

cromatografia em DEAE-Sepharose CL-6B, Toyopearl HW-65 e Bio-Gel P-100. A 

caracterização da massa molecular foi obtida por filtração em gel Bio-Gel P-150 e por 
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eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS. As técnicas apresentaram concordância 

estimada em 63 kDa e utilizando a focalização isoelétrica analítica em PhastSystem 

(Phast Gel IEF 3-9), obtiveram ponto isoelétrico de 3,6. A ação da enzima sobre o 

substrato inulina, levou à fomação de tri, tetra, penta e hexa sacarideos, identificando a 

enzima segundo os produtos formados como sendo uma endo-inulinase. Atingiu-se um 

fator de purificação de 394 vezes em relação ao extrato inicial. 

Utilizando um extrato enzimático gerado por uma cultura de Aspergillus, 

AZHARI et al(l989) obtiveram a purificação e caracterização das duas formas de 

inulinases do tipo exo e endo. Realizaram a purificação das enzimas por três etapas: 

diálise (pré-purificação), cromatografia por troca de iônica em CM-Sepharose CL-6B e 

etapa final por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em coluna de permeação 

em gel HP-GPC. As enzimas apresentaram massas moleculares de 81 kDa para exo­

inulinase e 53 kDa para endo-inulinase obtidas por filtração em gel na coluna HP-GPC e 

os fatores de purificação foram de 18,5 e 31,9 vezes, respectivamente, para endo e exo­

inulinase relativos ao extrato inicial. A ação hidrolizante das enzimas foi determinada por 

cromatografia em camada delgada e também por cromatografia em coluna Lichrosorb­

NH2. As enzimas apresentaram decréscimos de atividade quando submetidas a presença 

de íons metálicos em cerca de 2 vezes para Mg+2 e Mn+2
, e na presença de Fe+3 houve 

aumento em 20 vezes, já os íons K+1 e Ca+2 não apresentaram efeitos. A presença do 

EDTA promoveu um decréscimo de atividade em cerca 20% para endo-inulinase e 65% 

para exo-inulinase. 

XIAO et ai. (1989) obtiveram a purificação de uma endo-inulinase a partir do 

extrato produzido por uma cultura de Chrysosporium pannorum. Utilizaram a seguinte 

estratégia: cromatografia em troca iônica em DEAE-Sepharose CL-6B, concentração e 

dessalinização por filtração em gel Bio-Gel P-6, cromatografia em DEAE-Sepharose CL-

6B, filtração em gel Sephacryl S-200 e dessalinização por filtração em gel Bio-Gel P-6. A 

massa molecular da enzima foi obtida por eletroforese em SDS e por filtração em 

Sephacryl S-200, calculando-se um valor de aproximadamente 58 kDa e 56 kDa, 

respectivamente e o ponto isoelétrico determinado em 3,8 através de focalização 

isoelétrica. A ação hidrolítica da enzima apresentou especificidade ao substrato inulina 

em 147,3 U mg-1 e os produtos da hidrólise foram analisados por cromatografia líquida de 
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alta eficiência numa coluna Shodex NH P AK J-411 identificados como inulotriose, 

inulotetraose e inulopentose. 

ROUWENHORST et al. (1990) estudaram a purificação da inulinase 

extracelular produzida por um cultura de Kluyveromyces marxianus CBS 6556. Nesta 

levedura foram identificados duas formas de inulinase, uma extracelular (Inu-ext) 

secretada para fase fluida e a outra retida na parede celular (Inu-pc). Realizaram a 

purificação por cromatografia de troca iônica em DEAE-Sephadex A-50, filtração em gel 

Superose 12 HR, ultrafiltração e concentração em Amicon-30. A caracterização da massa 

molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) identificou 

subunidades similares de 64 kDa. E por filtração em gel Superose 12, as enzimas 

apresentaram massas moleculares de 180 kDa e 450 kDa, respectivamente, para enzima 

extracelular e intracelular. 

Utilizando-se da chicória como fonte de inulina, CLAESSENS et al. (1990) 

conseguiram identificar e purificar uma inulinase presente nesta raiz. A estratégia de 

purificação adotada foi baseada na centrifugação, cromatografia de troca iônica em S­

Sepharose, dessalinização em gel Sephadex G-25, cromatografia de afinidade em gel 

Sepharose Concanavalin A, cromatografia de troca iônica em coluna mono Q, outra etapa 

de dessalinização e concentração em gel Sephadex G-25 e, finalmente, cromatografia de 

troca iônica em coluna mono S. Neste processo, conseguiram um fator de purificação de 

643 vezes em relação ao extrato inicial. Estimaram a massa molecular em 

aproximadamente 72 kDa por filtração em gel Superose-12 e por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em SDS foi aproximadamente de 68 kDa, sugerindo que se tratava de uma 

inulinase de estrutura simples sendo um único polipepitideo. A enzima purificada foi 

classificada como uma exo-inulinase, identificada pela formação de frutose, produto da 

hidrólise do substrato de inulina, comprovada por cromatografia em camada delgada. 

O estudo da inulinase extracelular obtida de um isolado da cultura de 

Kluyveromyces cicerisporus, cultivada em extrato de alcachofra de Jerusalém, foi 

realizado por MANZONI e CA V AZZONI ( 1991 ), que utilizaram duas etapas de 

purificação: cromatografia em troca iônica em DEAE-celulose e precipitação com 

acetona. A caracterização da massa molecular da enzima purificada foi obtida por 
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eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS (SDS-P AGE) e estimada em 

aproximadamente 100 kDa. 

EL Y ACHIOUI et aL (1992) identificaram a bactéria Arthrobacter sp. como 

produtora de inulinase extracelular. A purificação da enzima foi realizada por 

precipitação em CNH4)2S04, seguida por cromatografia em DEAE-Celulose e filtração 

em Ultrogel ACA-34. Os produtos da ação enzimática, após incubação com substrato, 

foram analisados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e não apresentaram 

formação de oligômeros de frutose, sendo caracterizada como uma enzima do tipo exo­

inulinase. 

NAKAMURA et ai. (1994), a partir de um extrato bruto da cultura de 

Aspergillus niger mutante, identificaram, após processo de purificação, dois tipos de 

endo-inulinase. O procedimento de purificação foi baseado em quatro etapas: diálise, 

ultrafiltração, cromatografia de troca iônica em DEAE-Cellulofine A-500 e etapa final 

com cromatografia em Q-Sepharose. As frações isoladas das enzimas P-IA e P-IB, 

apresentaram massas moleculares aproximadas de 70 kDa e 80 kDa, obtidas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS e o processo de purificação proporcionou 

fatores em tomo de 177 e 170 vezes sobre extrato inicial. A ação das enzimas foi avaliada 

por cromatografia em camada delgada e testada por variedades de oligosacarideos do tipo 

1-kestose GF2, nistose GF3, rafinose, inulina, sacarose e levana. As enzimas 

apresentaram poder hidrolisante sobre o substrato de inulina produzindo inulotriose e 

outros oligômeros de frutose. 

A produção e purificação da inulinase extracelular de uma cultura de 

Kluyveromyces fragilis foi realizada por GUPTA et ai. (1994). A purificação do meio 

extracelular da cultura foi obtida por precipitação em etano! a 200%, filtração em gel 

Sephadex G-200, cromatografia em troca iônica em DEAE-Celulose e, finalmente, outra 

etapa cromatográfica em coluna de troca iônica em CM-Celulose. A ação enzimática da 

inulinase purificada sobre a inulina, apresentou unicamente formação de unidades de 

frutose identificando assim a enzima como uma exo-inulinase. Estimou-se a massa 

molecular em 250 kDa através de filtração em gel Sephadex G-200. O processo de 

purificação atingiu um fator de 26,5 vezes em relação ao extrato inicial. Observaram que 
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a presença de íons afetava a atividade enzimática, havendo acréscimo de atividade com 

os cátions Ba+2 (60%), Fe+3 (46%), Zn +2 (400/o), Ca+2 (33%) e Mg+2 (26%), decrescendo 

em (90%) na presença de NO-2 e apresentando inibição total na presença de Hg +2 
_ 

A identificação e purificação de inulinase extracelular produzida pela bactéria 

Bacillus stearothermophílus, foi conseguida por BELAMRI et ai. (1994). O 

procedimento de purificação foi realizado por cromatografia em DEAE-Sepharose e 

filtração em gel Sephacryl S300 HR. No processo de purificação obteveram o fator de 8 

vezes em relação ao extrato inicial. A caracterização da enzima foi possível, utilizando-se 

a cromatografia por permeação em Sephacryl S300 HR, como também, da técnica de 

eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS (SDS-PAGE). Essas técnicas estimaram 

aproximadamente a massa molecular em 600 kDa por cromatografia de permeação em 

gel e 60 kDa nas subunidades, caracterizando uma estrutura composta de 1 O subunidades. 

As informações relativas aos diversos processos de purificação de inulinases 

descritos, como também, em outras publicações são resumidas nas Tabelas 2.2, 23 e 2.4. 



16 

Tabela 2.2 - Processos de purificação de inulinases sintetizados por fungos filamentosos. 

Fonte Adsorventes Técnicas de Enzimas Fator de Referências 
Caracterização Purificação 

A.1pergillus DEAE- Cellolofine A-500 Endo 
niger Q-Sepharose HP SDS-PAGE (70 kDa, 83kDa) 170,70 NAKAMURA et al. (1994) 

Aspergillus CM-Sepharose 
HP-GPC Endo (53 kDa) 31,9 AZHAR! et al. (1989) 

Exo (81 kDa) 
Aspergillus DEAE-Trisacryl HPLC 
niger Sephadex G-150 SDS-PAGE Exo (85 kDa) 787 UHM et al. (1987) 

Ultrogel ACA 202 
Aspergillus DEAE-Sephacel SDS- PAGE Invertase(84kDa) ETTALIBI 
ficcum DEAE-Trisacryl Exo (74-76 kDa) 30,5 e BARATTI (1987) 

MonoQ Endo (64 kDa) 64,5 
Ultrogel ACA 34 
DEAE- Sephadex A-50 GPC 116 kDa MUKHERJEE 

Panaeolus Biogel P300 5,7 e SENGUPTA (1988) 
papillonaceus Biogel P200 SDS-PAGE 60 kDa, 56 kDa 

DEAE-Sepharose CL-6B ONODERA 
Penicillium Toyopearl HW-65 GPC Endo 394 e SHIOMI (1988) 
pwpurogenum Bio-Gel P100 

SDS-PAGE 
Endo XIAO et al. (1989) 

Chtyso.lporium DEAE-Sepharose CL-6B SDS-PAGE (58 kDa, 56 kDa) 12,20 
pannorttf11 Sephacryl S-200 HPLC 



Fonte 

Candida 

kejyr 

Kluyveromyces 
jragilis 

Kluyveromyces 
cicerisporius 

Kluywromyces. 
marxianus 
CBS 6556 

Fonte 

Tabela 2.3 - Processos de purificação de inulinases sintetizados por leveduras. 

Adsorventes Técnicas de Enzimas Fator de Referências 
Caracterização Purificação 

DEAE-Sephadex 56,26 NEGO RO 
SE-Sephadex e KITO (1973) 

Sephadex G-200 
DEAE-celulose GPC Exo (250 kDa) 26,5 GUPTA et al. (1994) 
CM-celulose 

Exo (100 kDa) MANZONI 
DEAE-Celulose SDS-PAGE - e CAV AZZONI (1991) 

DEAE-Sephadex A-50 SDS-PAGE Endo (64 kDa) ROUWENHORST et a!. 
Superose 12 HR - (1990) 

Tabela 2.4 - Processos de purificação de inulinases sintetizados por bactérias. 

Adsorventes Técnicas de 
Caracterização 

Enzimas Fator de 
Purificação 

Referências 

Arthrobacter DEAE-Celulose SDS-PAGE Endo (75 kDa) 63 KANG et al.(1998) 
P-Toypearl 

Bacillus QEAE Sepharose FF SDS-PAGE Exo (60 kDa) 8 BELAMRI et al. 
stearothermophius Sephacryl S300 HR (19941 

17 
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2.4. - Desenvolvimento de Processos para Purificação de 
Proteínas 

Define-se em três etapas básicas, que são recomendadas para se atingir o 

isolamento de uma proteína. Primeira, realizar experimentos analíticos em escala 

laboratorial, são executados na prática, para testar a(s) técnica(s) adequada(s) à separação 

da proteína de interesse. Organizando-se numa sequência de técnicas, com objetivo de 

atingir um produto final, livre de outras proteínas desconhecidas e que geralmente 

aparecem como contarninantes no processo. Segunda, o processo é aumentado para uma 

escala superior tipo preparativa, considerando sempre a quantidade de material 

disponível, para a obtenção do produto isolado no final do processo. Finalmente, a 

conferência do grau de pureza no produto final purificado (LILLEHOJ e MALIK, 1989). 

Frequentemente pode ser necessàrio corrigir o protocolo de purificação, baseado 

no grau de pureza do produto, pois alguns contarninantes podem aparecer durante as 

etapas do processo de purificação em escala preparativa, e que antes não eram detetados 

nos experimentos em escala laboratorial. Neste caso, é conveniente analisar uma amostra 

de proteína no último estàgio do protocolo de separação na escala preparativa. A 

mudança de escala serà satisfatória após reenxame no grau de pureza do produto final. 

É importante enfatizar que o conceito de grau de pureza "aceitàvel" varia de 

acordo com a aplicabilidade da proteína isolada. Por exemplo, a pureza de uma proteína 

com atividade biológica, tal como uma enzima, pode ser aceitável com grau de pureza 

médio, isto é, basta que a proteína purificada esteja livre de inibidores ou substâncias 

interferentes que minimizam a atividade enzimática(LILLEHOJ e MALIK, 1989). 

Por outro lado, a purificação de proteínas estruturais necessita de um grau de 

pureza elevado, sendo primordial a ausência de qualquer tipo de contarninante 

(LILLEHOJ e MALIK, 1989). 



19 

2.4.1 - Estratégia para Purificação de Proteínas 

No desenvolvimento de um processo de purificação de proteínas o objetivo é 

atingir rendimento máximo com alta seletividade, considerando os custos das operações 

empregadas. Desta forma, no processo de purificação deve-se ter um sequenciamento 

adequado das etapas envolvidas no processo e um número otimizado de operações 

unitárias envolvidas. Cada proteína possui propriedades que diferenciam uma das outras, 

as quais são exploradas por diversas técnicas num protocolo de purificação. Partindo-se 

de uma mistura de proteínas, contendo aquela que se deseja purificar, cada técnica de 

purificação será recomendada de acordo com suas propriedades e o tipo de amostra 

(HARRIS, 1995). É apresentada na Tabela 2.5, um resumo das técnicas em função dessas 

propriedades. 

Tabela 2.5- Propriedades das técnicas de purificação de proteínas (HARRIS, 1995). 

Técnica Propriedade Capacidade Resolução Rendimento Custos 

Precipitação Carga Alta Muito Médio Baixo 

alteração do pH Baixa 

Precipitação Hidrofobicidade Alta Muito Aho Baixo 

(NH.)zS04 Baixa 

Extração Bilãsica Mistura Alta Muito Aho Baixo 

Bioa:finidade Baixa Variável Alto 

Crom. Troca Carga Média Média Médio Médio 

Iônica 

Crom.Interação Hidrofobicidade Média Média Médio Médio 

Hidrófobica 

Focalização Carga epi Baixa Alta Médio Aho 

Isoelétrica 

Crom.Afinidade Mistura Média Alta Médio Médio 

(Corante) 

Crom.Afinidade Bioatividade Média-baixa Muito Baixo Alto 

(Ligante) Alta 

Crom.Exclusão Tamanho Muito Baixa Aho Médio 

emGel Baixa 
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A escolha da técnica utilizada, deverá ser selecionada em relação à sua 

capacidade, resolução, seletividade, rendimento provável de proteína e, levando sempre 

em consideração, o fator ecônomico. A capacidade da técnica está relacionada com a 

concentração de proteína e quantidade de amostra ou volume disponíveL Um requisito 

prioritário no início do processo de purificação, é a redução do volume onde se encontra a 

proteína que se deseja purificar. Técnicas que requerem alta capacidade, tal como a 

precipitação, são empregadas geralmente no inicio do processo (HARRIS, 1995). 

Os processos cromatográficos que envolvem a propriedade de troca de carga 

iônica são considerados de alta capacidade e, por conseguinte, utilizados em etapas 

intermediárias do processo de purificação. A cromatografia por permeação em gel, tem 

baixa capacidade e quase sempre recomenda-se a utilização como etapa final do processo 

de purificação (HARRIS, 1995). 

A medida da habilidade da técnica em adsorver unicamente a proteína de 

interesse em detrimento de outras é definido como seletividade. Técnicas que possuem 

alta seletividade são utilizadas em etapas finais de um processo, no qual têm-se maior 

facilidade em separar as proteínas. Os métodos cromatográficos por afinidade são bons 

exemplos de técnicas que possuem alta seletividade. A eficiência da separação de um 

componente (proteína) de interesse de outros, é definida como resolução. Este termo é o 

mais significativo em um processo, pois representa o quanto uma técnica se diferencia de 

uma outra. A utilização de métodos com alto poder de resolução, diminuirão o número de 

etapas necessárias ao objetivo do processo de purificação (a proteína isolada com alto 

grau de pureza) (HARRIS, 1995). 

2.4.2 - Ordenamento de Técnicas Aplicadas para Purificação 

A análise das diversas estratégias de purificação indica que após a fermentação, 

a homogeneização deve ser a primeira etapa utilizada na maioria dos protocolos de 



21 

purificação. O sequenciamento das demais técnicas posteriores, incluirá a precipitação, 

seguida da cromatografia por troca iônica ou cromatografia por interação hidrofóbica, 

cromatografia por afinidade e finalmente a cromatografia por permeação em geL É 

recomendado que a seqüência para formulação de um protocolo tenha uma lógica bem 

definida e única, sendo que cada técnica cromatográfica deve explorar uma propriedade 

diferente da outra (HARRIS, 1995)_ 

Utiliza-se inicialmente a precipitação por sal, visto que esta técnica pode 

manusear um volume considerado de material e também concentra a proteína presente na 

amostra. A cromatografia de troca iônica poderá ser utilizada, na seqüência, na remoção 

da maioria dos contarninantes, antes de usar uma técnica de custo mais elevado; 

cromatografia por afinidade. A cromatografia por permeação em gel é utilizada como 

etapa finalizadora, pois a capacidade já não será mais fator limitante no processo de 

purificação. Não existe uma regra básica que estabeleça uma estratégia universal para 

todas as proteínas, pois os sistemas protéicos são distintos por natureza (HARRIS, 1995). 

A análise do progresso da purificação é geralmente acompanhado por 

eletroforese em gel, que indicará o quanto está pura a proteína e quantos contaminantes 

estão presentes nas diversas etapas do processo. A identificação da massa molecular é 

possível por uso do método de eletroforese em gel SDS-P AGE, determinando a massa 

molecular das proteínas e dos contarninantes (LILLEHOJ e MALIK, 1989). 

2.5 - Processos de Adsorção 

A adsorção pode ser seletiva na remoção de uma ou mais espécies presentes 

numa fase fluida, tendo com finalidade a separação, purificação, destruição ou 

recuperação. Isso ocorre devido á formação de ligações entre moléculas do soluto e 

grupos funcionais (sítios de adsorção) distribuídos sobre a superfície de um material 
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sólido poroso (adsorvente)_ Em princípio, qualquer material sólido que possua grande 

área superficial e sítios de adsorção pode ser considerado como adsorvente_ 

A adsorção é um fenômeno em que as moléculas presentes numa fase fluida 

interagem e concentram-se na superficie do sólido sem qualquer mudança química. Esta 

interação física ocorre devido a inadequada força na superficie que atrai e mantém as 

moléculas (adsorbato), desde a vizinhança fluida na superfície do sólido (adsorvente). A 

adsorção é essencialmente um fenômeno de superfície, distinguindo-se da absorção, que 

implica na retenção de um componente no interior (DECHOW, 1988)_ 

A utilização de processos de adsorção para purificação de água, óleos e 

outros fluidos por adsorventes têm sido explorado com relativo sucesso há várias décadas 

pela indústria química. A adsorção de biomoléculas vem acompanhando o crescente 

desenvolvimento da biotecnologia, nas últimas décadas, sendo que um grande número e 

variedade de substãncias vem sendo purificadas por esta técnica (DECHOW, 1988)_ 

Adsorção é utilizada em processos de recuperação de produtos fermentativos: (a) 

na remoção de moléculas indesejadas, que conferem coloração ao meio fermentado; (b) 

para adsorver o produto principal da fermentação aumentando a concentração; (c) 

adsorvendo seletivamente o soluto do meio fermentado e separando por cromatografia 

(DECHOW, 1988)_ 

2.5.1 - Adsorção de Proteínas em Trocadores de Íons 

As proteínas são adsorvidas nas resinas trocadoras de íons por ligações 

eletrostáticas que se formam entre as cargas da superficie da proteína e os grupos 

carregados dos adsorventes. As cargas são balanceadas por contra-íons, tais como, íons 

cloreto, íons metálicos ou outros íons existentes na solução tampão. A molécula de 

proteína desloca os contra-íons que se situam nos poros e interage com o adsorvente. 

Como resultado global, a região do adsorvente toma-se eletricamente neutra e o saldo de 
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carga da proteína será de mesmo sinal que os contra-íons deslocados, resultando a 

designação de "troca de íons" para o mecanismo de adsorção. 

Pode-se tomar como exemplo o caso da troca de íons (ânions), a proteína carregada 

negativamente é adsorvida em uma resina que possui o grupamento amino quaternário e 

íons cloreto, como : 

(RESINA) (PROTEÍNA) (PROTEÍNA ADSOR\-IDA) 

Essa etapa é denominada também de fixação da proteína. A eluição (ou dessorção) 

da proteína é obtida numa etapa suplementar através da modificação do pH para um valor 

inferior ao ponto isoelétrico (pl) da proteína, com adição de um ácido forte como HCI, 

exemplificado abaixo. 

c+ 
I 

~I 
R-J:~-CH 3 INH 2 PCOO -

6!3 J 
+ 

(PROTEÍNA ADSORVIDA) (RESINA RECUPERADA) (PROTEÍNA) 

Este sistema de adsorção foi descrito por CARRi:lRE (1993), quando utilizou-se de 

um adsorvente do tipo Spherosil QMA para concentração das proteínas presentes no soro de 

queijo (lactalbumina e lactoglobulina) eluindo com HCI 0,1 N_ 

2.5.2 - Adsorventes Trocadores de Íons 

Trocador iônico consiste de um sólido macroporoso que possuí, ligados na 

superfície, grupos funcionais com cargas. Esses grupos podem se associar a contra-íons, e 

os contra-íons podem ser reversivelmente trocados por outros íons de mesma carga sem 
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alterações do adsorvente. A hidroxiapatita apresenta-se como um trocador versátil 

possuindo cargas positivas e negativas (KA W ASAKI, 1991 ). 

Os trocadores de íons podem ser classificados como catiônicos ou aniônicos 

conforme permuta dos íons com os contra-íons. Os catiônicos possuem contra-íons 

positivos ( +) e nos aniônicos os contra-íons são negativos (-). 

A matriz do trocador de íons pode estar baseada em compostos inorgânicos, 

resinas sintéticas, ou ainda em polissacarideos. As características da matriz determinam 

as propriedades cromatográficas da mesma, podendo-se citar a estabilidade química, a 

resistência mecânica, a eficiência, bem como a capacidade e recuperação. A presença de 

grupos carregados é uma propriedade fundamental dos trocadores de íons. O tipo de 

grupo determinará o tipo e força do trocador de íons e o número de grupos determinarão a 

capacidade. Existe uma variedade de grupos funcionais que estão presentes em trocadores 

de íons como é resumido na Tabela 2.6. 

Tabela 2.6 - Grupos de trocadores de íons utilizados em cromatografia aplicados à 
proteínas, conforme BOSCHETTI (1994). 

Grupos Estruturas Ligação a pK Adsorventes 

matriz Comerciais 

Sulfatos -OSO,H Éter <2 SP-Sepherodex 

Sulfonatos -(CH,). S03H Éter <2 SP-Toyopearl 

Fosfatos -OPO,H, Éter <2e6 Phosphocellulse 

Carboxilatos -(CH,).COOH Éter 3,5--4,2 CM-Sepharose 

Amido 

Amino- -(CH2).N'(C2H5) 2(CH2},N(C2H5) Éter 8,5-9,5 DEAETrisacryl 

Terciário 

Amino- -(CH2).N'(R)3 Éter >9 Q-HyperD 

Quaternário Amido 

Os grupos sulfonatos, sulfatos, fosfatos e amino-quatemário são considerados 

trocadores de íons fortes; já os carboxilatos e arnino-terciários são grupos trocadores 
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fracos. A Tabela 2. 7 compara uma relação de trocadores iônicos comerciais que são 

utilizados em cromatografia do tipo preparativa. A escolha do adsorvente adequado deve 

ser realizada através do compromisso entre a eficiência de adsorção e o volume 

necessário de solução tampão para equilíbrio do adsorvente (BOSCHETTI, 1994). 

Tabela 2. 7 - Características gerais dos principais trocadores de íons utilizados em 

cromatografia preparativa, BOSCHETTI (1994). 

Trocador de íon Quantidade Capacidade de Eficiência na Volume de 

de grupos adsorção adsorção Equilíbrio 

iônicos BSA(mg/ml) (mg/j.tequiv.) (vol.tampão/ vol. 

(1:;;9uiv ./ml) Coluna) 

QMAAccell 104 111 1.06 1.8 

DEAE Bio-Gel A 16 38 2.37 2.5 

DEAE Ce!lufine 186 113 0.61 5.3 

DEAE Cellulose 373 131 0.35 2.9 

DEAE Fractogel 132 32 0.24 1.1 

DEAE-Separon Hema 320 70 0.21 

Bio- 1000 

DEAE Sephacel 116 131 1.13 2.3 

DEAE Sepharose CL- 6B 161 164 1.02 4.8 

DEAE Sepharose FF 132 88 0.66 3.8 

DEAE Spherodex 104 98 0.94 3.6 

DEAETrisacry1 340 86 0.25 1.5 

PAEMatrex 244 42 0.17 4.5 

Q Fractogel EMD 35 55 1.57 1.2 

Q Poros li 375 40 0.1 5.9 

Q Sepharose Fast Flow 179 115 0.64 1.5 

QSuper 198 127 0.64 1.7 

QHyperD 160 125 0.83 1.2 

(1) determinado experimentalmente por curva de ''breakthrough"; titulação com 50 mM 

de HCI em adsorvente de regeneração alcalina; (2) determinado por BSA em 50 mM de 

Tris-HCI (pH 8.6); (3) calculado por passagem de Tris-HCI (50 mM, pH 8.6) + IM NaCI 

até 50 mM Tris-HCI (50 mM, ph 8.6). 
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2.6 - Processos Cromatográficos de Adsorção 

A coluna cromatográfica é composta por um leito constituído de partículas 

sólidas porosas, percolada por um fluxo de líquido contendo uma mistura de proteínas. 

Este processo é a principal forma de contato para recuperação e separação dos 

componentes protéicos presentes. As partículas representam a fase sólida (fase 

estacionária), enquanto que a fase móvel é constituída pela fase líquida que contêm a 

mistura de proteínas. 

O princípio da separação cromatográfica consiste na existência de interação 

entre os diversos constituintes da mistura com a fase estacionária, fazendo com que cada 

componente da mistura a ser separada percole a coluna em diferentes velocidades. E por 

consequência, tem-se a separação dos componentes da mistura (COLLINS et ai., 1998). 

Existem vários tipos de cromatografia aplicáveis aos processos de separação de 

proteínas estão relatados em COLLINS et ai. (1998): a) cromatografia de adsorcão, que é 

governada por forças de Van de Waals, pontes de hidrogênio e diferença de polaridade. A 

seletividade é muito baixa quando aplicada á purificação de proteínas; b) cromatografia 

por hidrofobicidade e em fase reversa: é regida pelas interações hidrofóbicas. Para as 

proteínas prefere-se as interações hidrofóbicas mais fracas, pois evitam a desnaturação 

protéica; c) cromatografia de afinidade: baseia-se nas interações bioespecíficas e d) 

cromatografia de troca iônica: baseia-se nas interações iônicas entre o adsorvente e as 

cargas das proteínas. 

As técnicas cromatográficas podem ser classificadas de acordo com o objetivo da 

separação. A separação analítica tem como objetivo uma análise qualitativa ou 

quantitativa da mistura. Na preparativa, separa-se uma substância, a qual é isolada em 

quantidades laboratoriais, onde se obtém alguns gramas do produto purificado. A 

separação em processo de grande escala de produção, efetua-se em escala semi-industrial 

ou mesmo industrial da biomolécula (SCOPES, 1987). 
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Na cromatografia preparativa, o processo de injeção de amostra na coluna é 

continuo e denomina-se de cromatografia por análise frontal. A quantidade de proteína 

que é injetada na coluna devido ao modo contínuo, forma uma frente de concentração que 

percorre toda coluna. A variação da concentração de adsorbato com o tempo na saída da 

coluna é conhecida como curva de ruptura ("breakthrough"), e a determinação da curva 

de ruptura para um dado sistema é chamada de análise frontal (CRASE, 1984). 

2.6.1- Operações Cromatográficas por Análise Frontal em 
Leito Expandido 

Na purificação de proteínas pelo processo de cromatografia por análise frontal 

em leito fixo, a fase móvel (fluido fermentado) deverá esta livre de qualquer material 

particulado antes de percolar o leito de adsorção, para que não haja colmatação da coluna 

cromatográfica. 

Segundo DRAEGER e CRASE (1991), a remoção das partículas presentes na 

fase fluida requer a inclusão de etapas adicionais de separação anteriores ao processo 

cromatográfico. Tais processos incluem filtração, centrifugação e sedimentação dos 

materiais particulados, que geralmente elevam os custos econômicos e operacionais do 

processo e ainda podem causar perdas na quantidade de proteínas a ser purificada. 

Em contraste, tem-se a adsorção em crornatografia por leito expandido que é 

urna operação unitária relativamente nova, sendo baseada na fluidização do leito de 

adsorvente, e que é aplicada aos processos de recuperação, separação e purificação de 

proteínas. 

A operação de fluidização é realizada em etapa única, sendo que o fluido (obtido 

por fermentação) e contendo material particulado é alimentado sem qualquer etapa prévia 

de clarificação. O princípio é baseado no percolamento do líquido através do leito de 

partículas, ocorrendo a expansão do leito, sem que haja formação de turbulência e 
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formação de canais preferênciais. Desta forma, os espaços entre as partículas aumentam, 

proporcinando urna porosidade superior ao de um leito fixo, o que permite aos materiais 

particulados presentes no fluido (células, fragmentos de células e outros contaminantes) 

passarem através do leito sem grandes obstáculos conforme DRAEGER e CRASE (1991) 

e THOMMES (1997). 

Na Figura 2.3 apresenta-se o esquema contendo os procedimentos normais e 

alternativo com a utilização da cromatografia por leito expandido para processos de 

recuperação e purificação de bioprodutos. 

············=~--~~~··· 
Produto ~ 

intra-celular ~ 
! 

• ....•.. ·cc~g .•••.. c7 ......... ~ 

IHomogenização~ 

Material 
-Fermentad9/· 
----~ Produto 

extra-celular · 

~ . ~~========::::::--! .. .. 
Separação Sólido-Líquido 

Adsorção em ; 
Leito Expandido! 

Produto 

~ -Concentraçao 

FraciDnam7t• fukW ~ Purificação 
Baixa Resolução 

Purificação Fina ~ 
~ 

I' Polimento r 

* 

-------, 

Purificação 
Alta-Resolução 

! 

Figura 2.3 - Implementação da cromatografia por adsorção em leito expandido no 
processo convencional para recuperação e purificação de bioprodutos (THOMMES, 

1997). 
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As etapas envolvidas no processo de recuperação de proteínas por adsorção em 

leito expandido são basicamente as mesmas da operação em leito fixo, sendo que o leito 

expandido possui um leito maior nas etapas de adsorção e lavagem. 

A etapa de lavagem em leito expandido deve ser mais eficiente para assegurar a 

retirada total de material particulado retido no leito (PHARMACIA, 1991). Após a 

adsorção, as proteínas podem ser eluídas tanto em leito fixo ou expandido, visto que o 

material particulado já não se encontra presente nesta etapa (DRAEGER e CHASE, 

1992). 

A utilização da operação em leito expandido para adsorção de biomoléculas vem 

sendo largamente explorada nesta década, neste sentido podem ser citado alguns 

trabalhos desenvolvidos por DRAEGER e CHASE (1991b) em que avaliaram a adsorção 

de BSA em operação por leito expandido com ao adsorvente Q-Sepharose Fast Flow. A 

adsorção de BSA com a presença de células de Alcaligenes eutroplms, também foi 

estudada por DRAEGER e CHASE (1992a) utilizando o mesmo adsorvente. 

Em trabalhos posteriores, DRAEGER e CHASE (1992b), estudaram a operação 

em leito expandido em sistemas de afinidade, investigando a adsorção da imunoglobulina 

G em Proteína A-Sepharose CL-4B, como também a purificação de fosfofiutoquínase 

produzida por células de Saccharomyces cerevisiae em cibacron-blue Sepharose Fast 

Flow. 

PESSOA et ai. (1996) estudaram a adsorção de inulinase produzida por Candida 

kejyr em cromatografia por análise frontal em leitos expandidos em trocadores aniônicos 

e catiônicos, repectivamente Streamline DEAE e Strearnline SP. A adsorção em leito 

expandido foi bastante favorável e não houve alteração na capacidade de adsorção da 

Streamline com a passagem do fluido contendo fragmentos de células. A recuperação 

obtida neste processo foi cerca de 93% com fator de enriquecimento de 5,8 vezes e fator 

de concentração de 2,8 vezes. 
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A Tabela 2.8 resume um conjunto de sistemas biológicos para os quais foi 

aplicada recentemente e com sucesso a cromatografia por adsorção em leito expandido na 

concentração e purificação de proteínas. 

Tabela 2.8 - Resumo de resultados conseguidos por cromatografia de adsorção em leito 
expandido na recuperação de proteínas. 

Produto( Organismo) 

Galactosidade 

(E. coli) 

M. desidrogenase 

(E. coli) 

Proteína de fusão 

(E. coli) 

Fumarase 

(S.cerevisae) 

G6F desidrogenase 

(S. cerevisae) 

HSA 

(Plasma) 

Aoticorpo 

(células de animais) 

Adsorvente Rendimento(%) Enriquecimento Referência 

DEAE 
Sepharose 

Blue 

Sepharose 

DEAE 
Sepharose 

Streamline 

DEAE 
Streamline 

DEAE 
DEAE 
Spherodex 

Streamline 

SP 

90 

80 

90 

70 

75 

90 

70-85 

5,5 

3,4 

7,1 

9,4 

39 

HANSSON 

et al.(l994) 

HANSSON 

et al.(l994) 

HANSSON 

et al.(1994) 

HANSSON 

et al.(l994) 

HANSSON 

et al.(l994) 

VOUTÉ 

(1992) 

BATI et ai. 

(1995) 

2.7- Isoterma de Adsorção e Capacidade do Adsorvente 

O adsorvente tem características intrínsecas em que a capacidade do sólido 

(matriz) depende da massa molecular e concentração da proteína e também das condições 

favoráveis à adsorção (pH, força iônica), bem como, da forma estrutural de disposição 

dos sítios de adsorção, porosidade e tortuosidade. A capacidade de adsorção do 

adsorvente pode ser determinada em experimentos em tanques agitados ou por adsorção 

em leito fixo por análise frontal, conforme Y AMAMOTO (1988). 



31 

O termo isoterma de equilíbrio descreve a relação entre a quantidade de 

adsorbato e a concentração de soluto que permanece em solução nas condições definidas 

para a adsorção. 

A isoterma de adsorção definida por LA."N"GMUIR (1916) foi, originalmente, 

desenvolvida para representar quimisorção, porém é amplamente aplicada em sistemas de 

adsorção de proteínas. Esta isoterma baseia-se nas seguintes suposições: ( 1) todos os 

sítios de adsorção são equivalentes, (2) há formação apenas de monocamada de solutos 

adsorvidos; (3) não existe interação entre sítios adjacentes de solutos adsorvidos e 4) no 

caso da adsorção competitiva de diversos compostos, a entalpia de adsorção é idêntica 

para todas moléculas. 

Representando o processo de adsorção pelo esquema: 

com a constante de equilíbrio: 

A+SY -:õ<~~~ii==~· AY +S 

K = (AY}S] 
(A}SY] 

(2.1) 

Na Equação (2.1 ), [A] representa as moléculas do soluto, [S] as moléculas do solvente e 

[Y] os sítios na superfície. Embora esta expressão seja válida em termos de atividades 

termodinâmica, pois supõe que os sítios possuam a mesma atividade, a razão [AY]/[SY], 

expressa em atividade, será igual à razão de concentração [AY]/[SY] no adsorvente. 

(AY] e 
(SY]=l-S 

(2.2) 
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em que e é a fração de superficie coberta por A e (1-e) é a fração coberta por S. Sendo a 

concentração [A] muito pequena comparada com concentração de [S], a fração molar de 

S na fase líquida, [1-A] é aproximadamente L Desta forma a Equação (2.2) pode ser 

escrita como: 

K = (1-A~ 
(1-eJA] 

e 
(2.3) 

(1-e)[A] 

Para baixas concentrações de [A] e pequenos valores de e, o termo eA é 

pequeno e a razão e/[ A] toma-se quase constante. Em altas concentrações de [A] na fase 

líquida, e aproxima-se de 1 e a concentração de [A] no adsorvente toma-se constante. 

Definindo [A] como C e e como q/b, a Equação (2.2) pode ser rearranjada para 

uma forma mais conhecida da equação de LANGMUIR (1916): 

b·K·C 
q = 1+K·C 

(2.4) 

em que b é o número de moles do adsorbato adsorvido por grama de adsorvente que 

forma uma camada fina de moléculas na superficie e q=x/m é a quantidade adsorvida por 

grama de adsorvente. 

Existem várias formas de equações de equilíbrio de adsorção. BEVERLOO et ai. 

(1984) classificaram estas equações de acordo com o número de parâmetros e segundo 

suas validades em relação a regiões de baixa e alta concentração de soluto. A validação 

das equações destacam às seguintes caracteristicas: (a) região de baixa concentração, 

aproxima-se assintoticamente de uma equação 1inear,(b) região de alta concentração é 

assintótica num valor máximo de adsorção. As equações do tipo exponencial, Langmuir, 
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Volmer e Toth são as que melhor representam as regiões de baixa e alta concentração 

sendo apresentadas na Tabela 2.9. 

Tabela 2.9 -lsotermas de equilíbrio de adsorção (BEVERLOO et al.,l984). 

Equação Parâmetros Validação Validação 

à baixa à alta 
concentração concentração 

q = A (1- e<-&>) 2 Positiva Positiva 

Exponencial; B 

A·c 2 Positiva Positiva 
q= 

Langmuir; l+B·c 
[ Bq 1 2 Positiva Positiva 

c= ·e A-BqJ 

Volmer; A-Bq 

- ( (Ac)" rn ~ Positiva Positiva .> 

Toth; q- l+(Bc)" 
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CAPÍTUL03 

3. Modelagem Matemática dos Processos de Adsorção 

Nas etapas do processo de adsorção, o extrato da mistura contendo proteínas está 

em contato íntimo com o adsorvente (resina trocadora de íons), com o qual a proteína 

desejada interage reversivelmente. Alguns fatores influenciam afetando a eficiência do 

processo (DECHOW , 1987 e SKIDMORE et ai., 1990), tais como a difusão lenta da 

proteína através da estrutura porosa, o efeito de tortuosidade do adsorvente e a adsorção 

não-especifica. A natureza da adsorção pode estar relacionada ao tamanho da proteína e aos 

vários tipos de adsorventes com suas diferentes distribuições de tamanhos, conforme 

HORSTMANN et ai. (1986). 

·--

Equilíbrio Local 
na Superfície l 

Fase Liquida 

I 
I 

Fase Súlid~ 

Figura 3.1- Mecanismos envolvidos nos processos de adsorção, DECHOW (1987). 
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Na adsorção por troca iônica os processos de interação e transferência de massa 

estão presentes independentemente ou combinados em série. A Figura 3.1 apresenta as 

etapas envolvidas, sendo divididas como: (1) transporte da proteína da fase fluida até a 

superficie externa do adsorvente; (2) transporte através do filme de líquido estagnado em 

tomo do adsorvente; (3) difusão da proteína nos poros do adsorvente e ( 4) interação entre a 

proteína e o adsorvente. 

3.1 - Modelo Simplificado para Cinética de Adsorção em Tanque 
Agitado 

No modelo proposto por CHASE (1984), agrupam-se todas as resistências dentro de 

uma taxa constante e assume-se que apenas uma molécula de proteína será adsorvida em 

um grupo funcional do sítio iônico ou em um sítio de ligação bioespecífica (sítio de 

afinidade). 

A + B --"''-' -+AB 

A +B~-AB 
k_, 

em que k1 e k..1 são as constantes de velocidade direta e inversa de adsorção e a razão 

(lc. 1/k1) é definida corno a constante de dissociação, k.J, que descreve a relação de 

equilíbrio. No sistema de tanque agitado (batelada), a taxa de transferência da fase sólida é 

representada por : 

(3.1) 

em que C é a concentração do soluto (adsorbato) em solução, q é a concentração na fase 

sólida do material adsorvido por unidade de volume do adsorvente, q=, é a capacidade 

máxima do adsorvente. A solução analítica da Equação (3.1), apresentada por CHASE 

( 1986), tem a seguinte forma: 
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(32) 

em que 

2 _ bz (c· v) a - - -- q~ 

v 
(3.3) 

e 

(3.4) 

sendo que Co é a concentração inicial do adsorbato em solução e os volumes do adsorvente 

e total do sistema são representados respectivamente por v e V. 

3.2 - Modelo Completo para Cinética de Adsorção em Tanque 
Agitado 

AR VE e LIAPIS (1987) apresentaram um modelo geral para prever o 

comportamento dinâmico da adsorção em tanques agitados. O modelo leva em 

consideração as resistências à transferência de massa por difusão nos poros do adsorvente e 

no filme de líquido na superficie do adsorvente. Neste modelo, a transferência de massa 

para a superficie do adsorvente é governada pela transferência de massa no filme de 

líquido, caracterizado pelo coeficiente de transferência de massa, kr(cm_min-1
). A difusão 

das moléculas de proteínas nos poros do adsorvente é caracterizada pelo coeficiente de 

difusão efetivo, Der (cm2 rnin-1
). A interação na superficie do adsorvente, entre este e o 

adsorvato, é descrita por uma relação do tipo reversível de segunda ordem. O 

comportamento do equilíbrio entre o adsorvente e o adsorvato é representado pelo modelo 

de LANGMUIR (1916). As partículas de adsorvente são consideradas esféricas. 
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HORSTMANN e CRASE (1989) e CARRERE (1983), utilizaram um modelo similar para 

a adsorção de proteínas em resinas trocadoras de íons. 

O balanço de massa no adsorvente é descrito por : 

(1- P) aq, 
p 8t 

(3.5) 

em que P é a porosidade da partícula, C; é a concentração de proteína na fase líquida no 

interior dos poros da partícula, q; é a concentração de proteína na fase sólida, e t e r são as 

variáveis temporal e espacial (radial), respectivamente (CARRERE, 1993). 

A condição inicial é : 

t=O 

e as condições de contorno são: 

No centro da partícula: 

r=O 

Na superfície da partícula: 

r=R 

C, =O 

ac, =O 
àr 

O~r~R 

t>Ü 

(3.6) 

(3.7) 

t>Ü (3.8) 

em que R (em) é o raio da partícula. De acordo com a Equação (3.8), tem-se que a taxa de 

transferência de massa através do filme de líquido está relacionada com a concentração 
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global de proteína na fase liquida, Cb, e com a concentração de proteína na fase liquida na 

superfície da partícula, C; 1 roR . 

• Cinética de adsorção sobre a superfície dos poros (CARRERE, 1993): 

A cinética de adsorção pode ser escrita como: 

(3.9) 

em que k 1 e k. 1 correspondem às constantes cinéticas de adsorção e dessorção, 

respectivamente. 

Considerando que a taxa de adsorção na superfície seja ràpida, pode-se admitir que 

a relação entre q; e C; em cada instante é mantida pela relação de equilíbrio representada 

pela isoterma de LANGMUIR (1916), cuja expressão é: 

em que 

Logo, pode-se expressar êq;làt como: 

em que: 

aq dq ac 
-' =-'-' 
àt dC, àt 

dqi = qUDXkd 
dC, (kd +C.)' 

Logo, a Equação (3 .11) é expresssa por: 

(3.10) 

(3 ll) 

(3.12) 

UNICAMP 
BIBLIOTECA CENTRAl 

SEÇAO CIRCULANTF 
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ou: 

em que: 

ôq; - q_k. ê!C; 

õt (k. + C;)2 õt 

Substituindo-se a Equação (3.13) na Equação (3.5), têm-se: 

(1-{3} qrooxkd ê!C; 

f3 (k. +CY õt 

[
1+ (1-f3)f'(c)~oc, =D [a2c, +~oc;J 

f3 ' j õt ef í3r2 r ar 

Adimensionalizando-se as variáveis te r na Equação (3.15), têm-se: 

O:S:x:S:l -r>O 

em que: 

(3.13) 

(3.14) 

(3.15) 

(3.16) 

(3.17) 



r 
X=-

R 
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(3.18) 

Adimensionalizando-se também as variáveis t e r na condição inicial e nas 

condições de contorno, têm-se: 

t=O 

x=O 

x=1 

em que: 

c, =0 

ac, =O 
àx 

(3 .19) 

(3.20) 

(3.21) 

(3.22) 

• Balanço de massa na fase líquida com concentração global de proteína (tanque agitado) 

(HORSTMANN e CRASE, 1989): 

(3.23) 

em que v é o volume de adsorvente e V é o volume de líquido. 

A condição inicial da Equação (3.23) é: 
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t=O (3.24) 

Adimensionalizando-se as variáveis te r na Equação (3.23), têm-se: 

dCb =- 3v Bi 'c -c.). 
d1: v m \' b t \X""-1 

(325) 

cuja condição inicial é: 

't=Ü cb =C. (3.26) 

3.3 - Modelos Simplificados para Adsorção em Leito Fixo 

A descrição matemática da adsorção em processos biocromatográficos foi 

desenvolvida em meados da década de 40, quando surgiu o modelo de equilíbrio local 

desenvolvido por MARTIN e SYGEN (1941), no qual o leito cromatográfico foi 

constituído de um número de pratos teóricos, cujos equilíbrios locais ocorriam entre as 

fases móvel e estacionária em cada prato. A relação de equilíbrio entre as duas fases é 

linear e a razão de distribuição independe da concentração dos solutos. Esta teoria tem sido 

largamente aplicada à cromatografia analítica para prever a largura e posição do pico 

cromatográfico, conforme Y AMAMOTO et a! (1987), mas tem aplicação limitada na 

cromatografia preparativa em que geralmente a interação entre as fases móvel e 

estacionária não é representada por um processo de adsorção linear. 

CHASE (1984) adaptou a teoria das taxas aplicada à cromatografia, em vez da 

teoria dos pratos, para modelar o desempenho de uma coluna cromatográfica. Esta teoria 

consiste num conjunto de equações referentes a balanços de massa, juntamente com 

condições apropriadas tanto para o contorno como para o inicio. Neste modelo, a equação 

da continuidade da fase móvel é: 



CC o2
C CC i3q 

-=D ---u--­
ôt u & 2 àz ôt 
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(3.27) 

em que Dax é o coeficiente de dispersão axial, C é a concentração na fase líquida na coluna, 

u é a velocidade linear (Uo=u.sXcm.min-\ àqlôt é a taxa de transferência de massa na 

interface, z é a distância axial ao longo do leito, e t o tempo. Diversos modelos são 

apresentados na literatura, com base na teoria das taxas, para representar àqlôt, e que 

podem ser utilizados na Equação (3.27). Alguns destes modelos requerem conhecimento de 

parâmetros associados com a natureza fisica do adsorvente, os quais nem sempre podem ser 

prontamente avaliados. Algumas soluções propostas para a Equação (3.27) somente são 

aplicadas a sistemas representados por isotermas lineares. Dessa forma, CRASE (1984), 

supôs que a transferência de massa na interface sólido-líquido numa coluna cromatográfica 

também poderia ser descrita pela Equação (3.25): 

(3.28) 

Supondo que a dispersão axial na coluna é desprezível (D.x=O), e que as condições 

de contorno sejam que a coluna esteja sem nenhum adsorvato ligado e o fluxo de 

alimentação de adsorvato C0 (mg.mL-1
) é constante. CHASE (1984) obteve uma solução 

analítica para as Equações (3 .27) e (3 .28). A solução obtida foi idêntica, na forma, àquela 

desenvolvida por THOMAS(I944), sendo expressa da seguinte forma: 

C J(n/r,nT) 

C 0 J(n/ r,nT)+ b- J(n,nT /r)exp(l- r-• Xn- nT)] 
(3.29) 

em que 

c 
r=l+-0 

k. 
(3.30) 
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A 
n=(q_k1h)f 

T=f·t·(kd +CoJ 
Aq_,h 

(3.31) 

(3.32) 

em que a coluna cromatográfica empacotada (leito de adsorvente) possui altura h (em), A é 

área da seção transversal (cm
2
), e fé vazão através da coluna (mL.min.1). A função J(a,b) é 

expresso: 

J(a, b)= 1- e-b f e-ç1 0 (2Jbç"~ç (3.33) 
o 

em que lo é a função de Bessel modificada de ordem zero. Os valores de qmax, k:.! e k
1 

utilizados nas equações, são quantificados a partir de experimentos de adsorção em tanque 

agitado, realizados em pequena escala. 

De acordo com THOMAS (1944), os valores de J(a,b) podem ser calculados 

facilmente por uma série assintótica, conforme a expressão abaixo. 

(3.34) 

onde o erro é menor que 1% quando ab > 36. Utilizando está aproximação tem-se 

facilmente o valor de C/Co em função do tempo para uma grande faixa de adsorção em leito 

fixo. 

3.4 - Modelo Completo para Adsorção em Leito Fixo 

A equação do balanço de massa na coluna incorpora a transferência de massa no 

filme de líquido, a dispersão axial e a suposição de taxa de escoamento constante 

(SANTACESARIA et ai., 1982) 
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ac a2c ac 3k, 
~>-=&D --u ---(1-~:vc-c) 

i3t " 8z2 o az R "' ' I>~R 
(3.35) 

em que C é a concentração de adsorvato na fase externa (mg.mL-1
), C; é a concentração de 

adsorvato na fase de líquido interna ao adsorvente (mg.mL-1
), & é a porosidade do leito, D., 

é o coeficiente de dispersão axial (cm2 rnin-1
), no é a velocidade linear (cm.rnin-1

), k1 é o 

coeficiente global de transferência de massa (cm.rnin-1
), R é o raio da partícula, e z é a 

distância axial ao longo do leíto empacotado de comprimento L Aplica-se à equação (3 .3 5) 

as condições de contorno de Danckwertz, 

(336) 

(CC) _o 
az 1~L 

t>O (3.37) 

e a condição inicial, 

t=O Vz C=O c, =0 (338) 

Admensionalizando a Equação (335) e as condições de contorno (3.36) e (3.37), 

com as seguintes mudanças de variàveis: 

't = _tD_,"-, Pe = _L_u_o , 
L- D" 

(339) 

tem-se a Equação (3.35) na forma seguinte: 

ac 8
2
C ac ~ ) -=-- -Pe--A.CI -cl ât ôy"' 8y y l r~R 

(3.40) 
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as condições de contorno transformando-se em: 

(3.41) 

(3.42) 

e a condição inicial 

1:=0 'dz C=O C=O 
' 

(3.43) 

A dificuldade numérica envolvida para a solução dos sistema de equações 

diferenciais parciais formado pelas Equações (3.10) e (3.31) pode ser evitada pela 

simplificação do modelo referente à difusão nos poros, englobando-se os parâmetros 

envolvidos na transferência de massa. 

Desta forma a dependência da concentração interna C; com o raio da partícula de 

adsorvente é desprezada, e a função C;(r,t) é substituída por urna concentração média no 

volume, C1 (t), definida como: 

c,(t)=-
1 

fc,(r,t}iVP 
vp vp 

(3.44) 

Aplicando-se o operador do volume médio ao modelo para a difusão nos poros da 

partícula, tem-se: 

além disso: 

ll dc, = 3k, 'c _c.)- (l-ll)d<t 
dt R ~ e ' dt 

di!; = f'(C )dC; 
dt ' dt 

(3.45) 

(3.46) 



47 

como anteriormente utilizado na modelagem do tanque agitado. Para este modelo tem-se a 

seguinte condição inicial: 

t=O C=O 
' 

(3.47) 

Tornando com base a equação do balanço de massa na partícula. 

13 êC, = 13D _!_~(r' êC,)- (1- 13) dq, 
at ef r' àr àr dt 

(3.48) 

e por seguinte aplicando a definição da média na Equação (3. 48), tem-se: 

13 dC, + (1- 13) d"i'f. = nD [r' êC, ]R 411:, 
dt dt P ef Cr 

0 
4nR' 

(3.49) 

3 

rearranjando a Equação (3.49) e aplicando a condição de contorno, tem-se: 

13dc, +(l-13)d<t =~k fc -CI ) 
dt dt r r~ h ''"R 

(3.50) 

Admitindo um perfil parabólico para concentração no interior da partícula expresso corno 

C, =a+ b ·r+ c· r2
. E aplicando as condições de contorno e a definição de média na 

Equação (3.50), tem-se: 
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(3 51) 

rearranjando a Equação (3.51), tem-se: 

(3.52) 

Então: 

I I I 
-=-+-
k, k, 13k, 

(3.53) 

em que ke e k; são os coeficientes de transferência de massa na fase de líquido externa e 

interna (nos poros), respectivamente, e k;=(D,.SIR). 

Na obtenção do modelo global foram introduzidas duas aproximações. A primeira, 

para a cinética de adsorção: 

(3.54) 

e a segunda para avaliar o coeficiente global de transferência de massa, k1• Em particular, 

no lado direito da Equação (3.47) em que aparece o coeficiente de transferência de massa 

k;, cuja definição é: 

(3.55) 

o valor exato de k; é , então, fimção do tempo, e somente poderá ser avaliado através do 

modelo completo. 
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CAPÍTUL04 

4 - Materiais e Métodos 

Será abordada, neste capítulo, uma descrição da metodologia e das técnicas de 

análises utilizadas para caracterização dos processos de adsorção de inulinases. Os 

experimentos foram basicamente realizados em adsorção em batelada e em colunas de 

adsorção em operações envolvendo leitos fixos e expandidos. 

4.1 - Reagentes 

Fructozyme®, mistura de inulinases obtida de uma cultura de Aspergillus niger 

contendo cerca de 2000 UA.g-1 e 1,2 g mL-1
, foi gentilmente doada pela Novo Nordisk 

(Araucária-PR). Inulina (Fiuka) de tubérculos de Dália e o ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 

(Sigma). Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico tais como reagentes (sais) 

específicos para composição de soluções tampões. 

4.2 - Adsorventes Utilizados no Processo de Concentração de 

Inulinases 

Neste trabalho, utilizou-se dois tipos de trocadores iônicos comercJa.J.s 

macroporosos. O adsorvente catiônico de moderada capacidade de adsorção CM-Sepharose 

CL-6B e outro aniônico de alta capacidade Accell Plus QMA, obtidos respectivamente da 

Pharmacia e Waters. O adsorvente catiônico, CM-Sepharose CL-6B, tem como matriz a 

agarose derivatizada e reticulada por ligações cruzadas. Esta estrutura é obtida por reação 

entre as cadeias do polissacarideo (agarose) e 2,3-dibromopropanol (PHARMACIA, 1998). 

A partir desta nova configuração estrutural a agarose tem suas propriedades alteradas, 

aumentando as resistências químicas e fisicas da matriz. E nesta nova estrutura, o grupo 
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funcional carboximetil acopla-se por ligações covalentes à superficie, conferindo o poder 

de troca de íons. 

O adsorvente Accell Plus QMA é fabricado por um processo de copolimerização 

encapsulado numa base rígida de sílica. E a superficie do adsorvente tem seus grupos 

funcionais ( amínometil quaternário) ligados por camadas cruzadas por forças hidrofóbicas 

proporcionando alta estabilidade (W ATERS, 1987). A estrutura do adsorvente, rígida e 

incompreensível, é adequada para purificação e isolamento de proteínas, enzimas e 

imunoglobulinas, sendo empregado na concentração de proteínas em escala preparativa. 

Os adsorventes têm características e propriedades distintas que estão apresentadas 

de forma resumida na Tabela 4.1. 

Tabela 4.1 - Características e propriedades físico-químicas dos adsorventes 

CM-Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA. 

Informações técnicas 
Tipo de trocador 
Estrutura 
Grupo funcional 

Forma esféricas 
Capacidade de adsorção<•J 
Faixa de pH 

CM- Sepharose 
CL-6B 

Accell Plus 
QMA 

Catiônico Aniônico 
Agarose reticulada a 6% Sílica 
Carboximetil Aminometil 

45-165 !J.lll 
75(al) 

3-12 
2-14 

Quaternário 

ll o(a2) 

2-9 

Velocidade recomendada 130 em h-1 >300 em h-1 

(a) capacidade de adsorção (a1) relativa ribonuclease (mg.mr) (PHARMACIA, 

1998) e (a2) albumina do soro bovino (mg.g-1
) (BOCHETTI., 1994). 

4.3 - Métodos de Análises 

4.3.1 - Análise de Proteínas 

Na literatura, existem várias metodologias para quantificar proteína que são 

baseadas na formação de complexos corante-aminoácidos, apresentando uma quantificação 
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de proteína totaL Os vários métodos operam com faíxa de sensibilidade e na maioria são 

destrutivos como demonstrado na Tabela 4.2. A escolha do método de análise é geralmente 

baseado na sensibilidade, rapidez de análise e também na relação custo/beneficio . 

Tabela 4.2- Métodos utilizados para quantificar proteína total (DEUTSCHER, 1990). 

Métodos Análise Sensibilidade Formação de complexo 
(Jlg) 

Coomassie Blue G-R 
Bradford Destrutiva 0.2 a 20 R=arginina 

Cu "'R 
Lowry Destrutiva 2.0a 100 R =tiro sina, tripfano e 

cisteína 
Cu "'R 

BCA Destrutiva 0.2 a 50 R =tiro sina, tripfano e 
cisteína 

A proteína total, presente na solução enzimática, foi monitorada continuamente 

por sistema de deteção por absorbância UV, no comprimento de onda a 280 nm, nos 

experimentos cromatográficos de adsorção em leito fixo e expandido. E também, 

quantificada descontinuamente pelo método de LOWRY (1951). No primeiro caso, o 

acompanhamento é necessário para apenas identificar as possíveis frações de interesse, que 

poderão conter a enzima em estudo. No segundo caso, a quantificação foi realizada através 

de uma curva de calibração utilizando albumina do soro bovino como proteína padrão, 

conforme Anexo A. 

4.3.2 - Análise de Atividade Enzimática 

A purificação da proteína será caracterizada pela razão de atividade específica 

antes e após cada etapa. Deste modo, recorre-se ao método de Miller para o teste de 

atividade enzimática total (MlLLER, 1959), que é baseado na medida de produção de 

açúcares redutores a partir da hídrólise do substrato (polissacarideo ), através da ação das 

enz1mas. 
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4.3.2.1 - Reação de Hidrólise Enzimática 

A reação de hidrólise enzimática é realizada por incubação de uma mistura 

composta de 200 !JL de inulina (2%), 200 !JL de solução tampão e 100 !JL de solução 

enzimática, após 1 O min à temperatura de 50° C. 

4.3.2.2 - Método do Açúcar Redutor Total ( Método do DNS ) 

É baseado na reação entre o ácido dinitrosalicílico e as amostras hidrolizadas. A 

reação ocorre em 3 min e logo em seguida é interrompida por rápido resfriamento, através 

da imersão das amostras em banho de gelo. As medidas são realizadas à temperatura 

ambiente por leitura espectrofotométrica no comprimento de onda 540 nm, sendo 

comparadas a uma curva padrão de fiutose, construída a partir das mesmas condições do 

ensaio apresentada no Anexo A. Define-se que uma unidade de atividade enzimática (UA) 

como sendo a quantidade de enzima que catalisa a formação de um Jlii!Ol de fiutose por 

minuto de reação sob as condições do ensaio. 

4.3.3 - Diálise 

Em todos os experimentos as soluções enzimáticas foram previamente dialisadas 

contra solução tampão definida (pH e força iônica) para condicionar a solução enzimática e 

remover substãncias com massas moleculares inferiores a lO kDa. As operações de diálise 

foram realizadas sob agitação e na temperatura de 4°C. 

4.3.4- Eletroforese em Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE 

A eletroforese em gel de poliacrilamida, homogêneo ou em gradiente, é um método 

bastante utilizado na identificação de proteínas por estimativa da massa molecular. As 

proteínas são desnaturadas a quente, após adição dos reagentes dodecil sulfato de sódio 
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(SDS) e 13-mercaptoetanol. Esses reagentes atuam sobre as proteínas conferindo à mesma 

densidade de cargas e desentralaçando a estrutura protéica por rompimento das pontes de 

sulfetos, através do agente 13-mercaptoetanol. Desta forma, as proteínas com mesma 

densidade de carga por unidade de comprimento migrarão no gel e a separação dependerá 

exclusivamente do tamanho das proteínas. 

As análises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizadas de acordo 

com o protocolo convencional descrito por LAEMMLI (1970). O gel de poliacrilamida foi 

preparado na concentração de 12,5 % em acrilamida e com a espessura de 0,75 mm. As 

amostras e os marcadores padrões de baixa e alta massa molecular (PHARMACIA, 1998), 

foram preparados em tampão contendo dodecil sulfato de sódio e 13-mercaptoetanol, sendo 

aquecidos por periodo de 07 (sete) minutos à fervura. A separação das proteínas, foi 

conduzida numa célula de eletroforese do tipo Mini-Protean li (Bio-Rad), submetida à 

tensão constante de 200 V. O procedimento de coloração do gel foi realizado com solução 

de nitrato de prata segundo o protocolo descrito por MORRISSEY (1981). 

4.3.5- Reação de Hidrólise Enzimática das Amostras Purificadas 

O protocolo para reação de hidrólise enzimática com amostras purificadas foi 

composto por 2 mL de inulina (4%) em tampão acetato de sódio (50 mM, pH 5,0) e 1 mL 

da solução enzimática. Sendo que, a reação ocorreu após 1 hora, em banho maria, 

submetida à temperatura de 50 °C e interrompida por precipitação utilizando 150 J1.L de 

hidróxido de bário (0,33 N) e seguido de 150 J1.L de sulfato de zinco(5%). O precipitado 

formado foi separado por centrifugação a 10000 rpm por 15 min. O sobrenadante, contendo 

os açúcares formados, foi coletado e analisado por cromatografia líquida. 

4.3.5.1 - Análise Cromatográfica dos Açúcares 

Utilizou-se da análise cromatográfica em HPLC (High Perfomance Liquid 

Chromatograph) em coluna Phenomenex Rezex RSO Oligosaccharide para identificação 
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dos produtos formados através da hidrólise enzimática. A coluna Rezex RSO 

Oligosaccharide utilizada possui as características com dimensões 200 x I O mm, fase 

estacionária à base de silíca, operada no fluxo volumétrico de 0,4 mL com a fase móvel 

água e temperatura de 85 °C. 

A identificação dos açúcares formados foi comparado com a mistura do padrão 

NeoSugar S, sacarose e fiutose (32,04 - 39,76- 28,20 %). O padrão NeoSugar S, contém 

glicose (0,10 %), fiutose (0,10%), sacarose (3,6 %), kestose (43,05 %), nistose (45,44 %) e 

frutosil nistose (7,68%). 

4.3.6 - Determinação da Distribuição do Tamanho de Poros e 

Área dos Adsorventes 

Os adsorventes, utilizados nos processos de adsorção, foram liofilizados 

previamente para remoção de toda umidade e submetidos ao processo de fisio­

quimiosorção por adsorção de nitrogênio líquido a 77 K. Utilizando o equipamento 

Micromeritcs ASAP 2000, foi caracterizada a textura dos sólidos, quantificando-se a área 

total do sólido pelo método de BET (1938) e a distribuição de tamanhos dos poros pelo 

método BJH descrito em LE PAGE (1987). 

4.3.7- Determinação da Distribuição do Tamanho de Particulas 

A análise de distribuição dos tamanhos das partículas foi possível com a 

colaboração do Departamento de Engenharia Química da Escola Politécnica da USP. 

Utilizando-se do equipamento modelo Mastersizer S (Malvern), que é baseado no método 

estático do espalhamento de um feixe luz coerente (laser) sob amostra de partículas, 

relaciona-se as diversas imagens coletadas aos tamanhos de partículas. O Mastersizer S, 

opera com recirculação de amostra continuamente perpendicular ao feixe de laser 240 em 

de comprimento e faixa operacional entre 0,05 até 3500 !ffil. As análises polidispersas das 

partículas dos adsorventes, Accell Plus QMA e CM-Sepharose CL-6B, foram realizadas 
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numa faixa de concentração (diluição) variando entre 12 a 18% (m/v) e obscuridade 

aproximada de 20%. 

4.4 - Experimentos de Adsorção em Tanques Agitados 

Os experimentos de adsorção em tanques agitados são, geralmente, realizados num 

aparato experimental composto por um sistema de bomba e detetor de ultra-violeta, no qual 

coloca-se uma solução protéica pura (concentração e volume conhecidos), sob agitação em 

contato com uma quantidade de adsorvente. A solução circula no sistema e o sinal de 

absorbância é monitorado ao longo do tempo até que se atinja o equilíbrio de adsorção, 

como descrito em HORSTMANN e CHASE (1989). Esse sistema tem limitações, pois 

geralmente necessita de um volume considerável de solução e razoável quantidade de 

adsorvente. Sendo limitado aos processos que envolvem proteína pura e nos casos das 

misturas protéicas, a quantificação por absorbância a 280 nm subestima a proteína de 

interesse. E, também nos processos de adsorção que envolvem enzimas, sempre há 

necessidade de quantificar a atividade enzimática, que geralmente ocorre através de reações 

específicas. 

Neste sentido, foi desenvolvido um equipamento conforme mostrado na Figura 4.1, 

composto por corpo cilíndrico em acrílico com orificios radiais, os quais permitem 

acoplamento de mini-colunas (seringas) especiais de capacidade máxima de 3 mL e com 

filtros (inertes) na base, para retenção do adsorvente no interior da mini-coluna. O 

movimento giratório do sistema promove a agitação entre a solução enzimática 

(concentração e volume conhecidos) e a massa de adsorvente. A capacidade de adsorção do 

sólido, é calculada pelo balanço de massa expresso por : 

(4.1) 
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em que q é a capacidade de adsorção do adsorvente (UA.g-1 de resina), Co é a concentração 

inicial da solução enzimática (UA.mL - 1 
), c* é a concentração de equilíbrio da solução após 

adsorção (UA.mL-1
), V volume da solução (mL) e m é a massa do adsorvente (g). Os 

experimentos de adsorção foram sempre realizados à temperatura ambiente de 25 °C e sob 

agitação constante de 25 rpm. 

Corpo de acrilico 
\ 

o 
o 
o 

Solução enzimática 

Adsorvente 

Figura 4.1 -Equipamento giratório utilizado em processo de adsorção em batelada. 

4.4.1 - Determinação das Curvas Cinéticas de Adsorção das 

Inulinases em Experimentos em Tanques Agitados 

O equipamento apresentado na Figura 4.1 foi utilizado na determinação das curvas 

cinéticas de adsorção nos sistemas enzimas-adsorventes (lnulinases-CM-Sepharose CL-6B 

e lnulinases-Accel Plus QMA). O procedimento adotado no estudo cinético foi o prévio 

condicionamento das matrizes sólidas em mini-colunas em condições favoráveis de 

adsorção (tampão, força iônica e pH). 

Os experimentos de cinética de adsorção foram realizados seguindo os passos: (I) 

Distribui-se quantidades idênticas de adsorventes em várias mini-colunas e adiciona-se o 
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volume de 2 mL de solução tampão, deixando um certo volume de ar na mini-coluna; (2) 

Acopla-se as mini-colunas e aciona-se o equipamento; este executará um movimento 

giratório homogenizando as duas fases (adsorvente e solução tampão); (3) Deixa-se o 

sistema girando por um tempo determinado (Ih), e após este intervalo, coleta-se a solução 

tampão da mini-coluna e mede-se o pH; caso haja variação na medida do pH, adiciona-se 

nova solução tamponante e retoma-se o condicionamento; (4) A etapa anterior é repetida 

quantas vezes necessárias até que não haja variação do pH na solução tamponante; (5) 

Retira-se a solução tampão e adiciona-se 1 mL de solução enzimática de concentração 

definida (em unidade de atividade inicial e concentração protéica) em cada mini-coluna; (6) 

Acopla-se as mini-colunas e aciona-se o equipamento; após intervalos definidos coleta-se 

as soluções enzimáticas remanescentes não adsorvidas em tubos do tipo Eppendorff"'; (7) 

Faz-se as análises de proteína total e atividade enzimática nas amostras coletadas. 

No sistema Inulinases-Accell Plus QMA, trabalhou-se com solução tampão de Tris­

HCI distribuídos nas várias mini-colunas e massa constante do adsorvente igual a 25 mg, 

enquanto que no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B, o condicionamento foi 

realizado em solução tamponante de acetato de sódio e massa de adsorvente de 100 mg 

distribuídas nas mini-colunas. 

4.4.2- Determinação de Isotermas de Equilíbrio de Adsorção 

As isotermas de equilíbrio de adsorção dos adsorventes, tanto de atividade das 

inulinases como de proteína total na solução, foram obtidas através de ensaios do tipo 

batelada nas condições ótimas de adsorção (tampão, força iônica e pH ). Para o sistema 

inulinases-Accell Plus QMA, utilizou-se uma massa de 25mg de adsorvente nas mini­

colunas equilibradas com solução tampão de Tris-HCI e para o sistema Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B, utilizou-se uma massa de 100 mg na coluna de 3 mL e equilibrada com 

solução tampão de acetato de sódio. O condicionamento dos adsorventes foi similar ao 

procedimento realizado nos experimentos cinéticos nos passos (1) a (4). Após o 

condicionamento os seguintes passos foram realizados: (5A) retira-se a solução tamponante 

e distribui nas mini-colunas 1 ml de solução enzimática de diferentes concentrações iniciais 
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(unidade de atividade e proteína), suficientes para que se tenha concentrações finais 

diferentes após atingir o equilíbrio; ( 6A) Acopla-se as mini-colunas e aciona-se o 

equipamento, e após o intervalo de equilíbrio (avaliado no estudo cinético), coleta-se as 

soluções enzimáticas remanescentes não adsorvidas em tubos do tipo Eppendorff"'; (7 A) 

Faz-se as análises de atividade enzimática e proteína total nas amostras coletadas_ 

4.5 - Caracterização das Porosidades do Leito de Adsorção e das 

Partículas dos Adsorventes 

A caracterização das porosidades foi possível através da utilização da teoria dos 

momentos aplicados a distribuição do tempo de residência (DTR) em leito fixo_ Os 

experimentos foram realizados utilizando-se da coluna comercial Pharmacia do tipo HR 5/2 

(cjl= 0,5 em e altura máxima 3 em) adaptada com dois êmbolos móveis_ Os elementos 

traçadores, acetona (1%) e dextrana 'blue'(0,4%) em solução tampão com 1 M de NaCl, 

foram detetados nos comprimentos de onda 262 nm (acetona) e 632 nm (dextrana 'blue')_ 

O procedimento para obtenção da distribuição de tempo de residência do traçador, 

que percola o leito de partículas, foi baseado na aplicação da técnica das duas medidas 

apresentado na Figura 4.2_ 

Obtém-se inicialmente a curva de distribuição de tempo de residência do traçador 

no sistema com a coluna sem o leito de partículas e depois faz-se o experimento contendo o 

leito de adsorventes_ Este procedimento é adotado para excluir todos efeitos que possam 

trazer um valor incorreto da DTR do traçador, tais como, circuito muito longo, efeitos de 

parede nas tubulações e o efeito do distribuidor da coluna_ 

A diferença entre os momentos de 1• ordem (!-!1) e de 2• ordem central (cr2) obtidos 

na coluna sem leito e com leito, fornecem o tempo de residência tR e a dispersão do 

traçador ( cr\) no leito_ 

!-!1L = tR =!-!to -!-lu (4_2) 
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(4.3) 

(b) 

Coluna com 
"'·s adsorvente 
a, 

c 

Ul 
c 

)\_ 
t t 

Figura 4.2 - Modo de operação : (a) coluna sem leito, e (b) coluna empacotada com 

adsorvente. 

Os procedimentos experimentais utilizados nas caracterizações das porosidades 

dos leitos e partículas, foram realizados conforme representado na Figura 4.3. Inicialmente, 

utiliza-se a coluna no sistema sem leito de partículas e com os pistões encostados (sem 

nenhum volume morto na coluna). Faz-se fluir pelo sistema um fluxo continuo de solução 

tampão com I M de NaCI (I), através do bombeamento (4a), com os sistemas de deteção 

( 4c) e registro do microcomputador acionados ( 5). Injeta-se os traçadores através do 
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sistema (2) (válvula e "loop" de injeção 200 !J.L) em vazões definidas. Os experimentos são 

realizados em triplicatas. A injeção da amostra é sincronizada com acionamento para 

aquisição de dados no microcomputador (5), que registra em arquivo o sinal (mV). O sinal 

( m V) do pulso traçador, foi monitorado pelo detetor UV -vísivel ( 4c ), após efluido da 

coluna (3). Este mesmo procedimento é realizado para os dois traçadores acetona e 

dextrana "blue" e repetido na coluna com leito de partículas de 2,5 em para os adsorventes 

de CM-Sepharose e Accell Plus QMA. 

(4) 

(5) 
= ------= --- o -- -~ !. 

(6) 

/ = (3) --- o 
I ---

) -~ 

d Q 
i I ffi (I) \....__..) 

I - I -

Figura 4.3 - Esquema utilizado na determinação das porosidades do leito e partículas ( 1) 

fase móvel (solução tampão); (2) sistema de injeção (válvula e ''loop" de 200!J.L); (3) 

coluna de leito fixo; (4) cromatógrafo composto por bombas (4 a,b) e detetor UV-vísível 

( 4c ); ( 5) microcomputador com placa aquisitora de sinal e ( 6) recipiente para descarte de 

efluente. 

Os valores de absorbâncias detetados em (4c) e registrados (mV) no 

microcomputador, são proporcionais à concentração das amostras injetadas. Assim, o 

momento de 1 a ordem é expresso da forma abaixo: 
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00 
n n I tC(t)dt :Lt,C, :Lt.V, 

o j=::J i=l (4.4) j.l, = 00 = n n 

I C(t)dt 2:t,C, :Lt.V, 
o i=l i= I 

em que j.l1 é o momento de I • ordem, C(t) é a concentração de traçador na saída da coluna, 

no tempo t;(s) e o sinal coletado V;(mV) medido no detetor UV-vísivel. 

Com a aplicação do método das duas medidas, o momento de I • ordem no leito é 

obtido pela Equação (4.2) e, conforme o modelo cromatográfico de ARNOLD et ai. (1985) 

apresentado no Anexo B, tem-se que o momento de I • ordem será : 

EL ( I E ( Pp JJ t 0 
j.l1L =- 1+--(3 1+-KA +-

U0 E (3 2 
(4.5) 

A porosidade do leito de resina é obtida a partir dos dados coletados com pulso do 

traçador dextrana 'blue' que, por ser uma molécula grande (2000 k:Da) não penetra nos 

poros das partículas, e não é adsorvída devido à condição imposta pela solução tampão I M 

NaCL Logo, a constante de adsorção KA =O e, devído ao tamanho da molécula, a 

porosidade da partícula é vírtualmente nula ((3=0). Desta forma, a expressão para o 

momento de I" ordem do leito na Equação (4.5), é reduzida para: 

(4.6) 

A Equação (4.6), representa uma equação linear, cuja inclinação é a própria porosidade do 

leito (E). A porosidade da partícula é obtida com a utilização de outro traçador (acetona), 

que é uma molécula menor e assim penetra pelos poros da partícula. A aplicando as novas 

condições do traçador, a Equação ( 4.5) é formulada como: 
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(4.7) 

A Equação (4.7) representa uma equação linear com inclinação (s+(l-s)f3), sendo que a 

porosidade da partícula (13) é obtida com o valor da porosidade do leito (s) conhecido da 

Equação (4.6). 

4.6 - Experimentos de Adsorção em Leito Fixo 

Os experimentos de adsorção por cromatografia em leito fixo foram realizados em 

colunas comerciais da Pharmacia dos tipos HR 5/2, 5/1 O e C 10/20 construídas em vidro de 

alta resistência. Os ensaios que envolveram o sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B 

foram realizados nas colunas HR 5/10, C 10/20 e no sistema Inulinases-Accell Plus QMA 

utilizou-se a coluna HR 5/2. 

Condicionam-se os adsorventes nas colunas com solução tampão e recomenda-se a 

lavagem do adsorvente até que não haja variação no pH do efluente. Geralmente, os 

catálogos dos adsorventes fornecem informações sobre o procedimento. Neste trabalho o 

equilíbrio foi realizado com cerca de 10 a 15 volumes do leito com solução tampão. 

A operação de adsorção foi realizada através da alimentação contínua de solução 

enzimática de concentração definida (unidades de atividade inicial e proteína total), pelo 

procedimento de operação em leito fixo, representado na Figura 4.4. 

Na Figura 4.4, o índice (1) representa o recipiente contendo a solução enzimática, 

que é transportada por bomba tipo pistão (3a). A bomba faz a solução percolar pela coluna 

(4), a qual contém a resina trocadora de íons. A saída da coluna é monitorada por um 

detetar de luz ultravioleta (3c) no comprimento de onda 280 nm, que está acoplado a um 

microcomputador com uma placa aquisitora de sinal (5) e descarta o efluente coletando 

continuamente amostras no coletor de frações (6). 
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(3) 

(5) 
c:::::::J -- - (4) 

(3c) ---I c:::::::J ---
(6) 

--- (3b) 

~~- --- (3a) 

•• 
··~ •• "== + 

j 
I '--.l..--/1 (1 ) 

(2) 

Figura 4.4 - Esquema experimental para operação de adsorção por cromatografia frontal: 

(1) e (2) recipientes; (3) conjunto de bombas (3a), (3b) e detetor de luz vísivel-ultravioleta 

(3c); (4) coluna cromatográfica; (5) microcomputador com placa aquisitora de sinais e 

( 6)coletor de frações. 

Após atingida a saturação do leito de adsorventes, executa-se o procedimento de 

lavagem com objetivo de remoção das proteínas que foram fracamente adsorvídas e estão 

presentes na solução enzimática. Faz-se percolar pela coluna o fluxo constante e idêntico ao 

processo da solução tamponante até que o sinal monitorado pelo detetor retorne à linha de 

base. 

Em seguida, a eluição é feita por gradiente linear salino (O-IM NaCI), misturando 

as soluções contidas nos recipientes (1) e (2). O processo é realizado admitindo 

continuamente a solução tamponante no recipiente (I) e a solução tamponante com I M 

NaCI através da bombas (3a e 3b), de acordo com a Figura 4.4, que são homogeneizadas e 

seguem percolando o leito de adsorvente. Devido à crescente força iônica imposta pelo 

gradiente linear, os contra-íons são trocados e a enzima adsorvida é eluida pela coluna ( 4) e 
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detetada em (3c), sendo registrada pelo microcomputador (5)_ As amostras, contendo a(s) 

enzima(s) eluída(s), são coletadas em (6). 

As amostras coletadas nos procedimentos de adsorção, lavagem e eluição, são 

quantificadas por análise de proteína total (método Lowry) e atividade enzímática (método 

de açúcar redutor com DNS). 

4.7 - Adsorção em Leito Expandido 

A adsorção por cromatografia em leito expandido foi realizada para o sistema 

Inulinases-Accell-Plus QMA na coluna modelo C 10/20_ As diversas etapas envolvidas na 

operação de expansão do leito são apresentadas conforme Figura 4.5. 

' .. 
_,... .= 

(A) (B) (C) (D) (E) (F) 

Figura 4.5- Etapas envolvidas em operações de adsorção em leito expandido (A) 

adsorvente sedimentado; (B) equilíbrio (leito expandido); (C) aplicação da amostra; (D) 

lavagem (leito expandido); (E) eluição e (F) regeneração em leito fixo (Pharmacia 1998). 

Utilizando-se do esquema apresentado na Figura 4.4, obtém-se os perfis 

cromatográficos de adsorção, lavagem e eluição em unidades de atividade enzimática e 

proteína total no sistema inulinases-Accell Plus QMA. 
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O procedimento de adsorção, lavagem, eluição e regeneração ocorre conforme as 

etapas apresentadas na Figura 4.5. (A) o adsorvente está sedimentado no interior da coluna, 

após prévio condicionamento nas condições favoráveis da solução tampão (pH e força 

iônica); (B) atinge-se a expansão desejada através do bombeamento contínuo de solução 

tamponante (ver esquema da Figura 4.4) e por fim desloca-se o pistão da coluna até a altura 

estabelecida; (C) aplica-se continuamente a solução enzimática, que percola o leito 

expandido, conforme o procedimento descrito no item 4.6 e apresentado na Figura 4.4, 

sendo monitorada pelo detetor (3c) e o perfil de adsorção é registrado no microcomputador 

(5), com as diversas frações coletadas no coletor (6); (D) A lavagem é realizada por 

aplicação da solução tampão com o leito expandido; (E) processo de eluição em gradiente 

linear é realizado em leito fixo. Na etapa (F) tem-se a regeneração do leito de partículas. 
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CAPÍTULOS 

5. Resultados e Discussões: Adsorção e Modelagem 
Matemática 

A modelagem matemática é de grande importância no desenvolvimento de 

técnicas que representem os processos de adsorção em tanques agitados (batelada) ou em 

colunas. A Figura 5.1 apresenta o fluxograma de informações necessárias na predição do 

comportamento dos processos de adsorção. 

Model<> 

em Batelada 

Dados 
Experimentais 

em Batelada C,. (t) 

-,--t'Jii'~~~:o:--;:~~~;;;-,;_­
~~=- ~7~'--~---
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Parâmetros cinéticas 
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Figura 5.1 -Fluxograma de informações dos processos de adsorção em tanque agitados e 

colunas de adsorção. UNICAMP 
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Os dados experimentais dos processos de adsorção em tanques agitados, 

isoterma de equilíbrio e curvas cinéticas interagern para formulação do modelo 

simplificado que avalia os parâmetros cinéticos de adsorção e dessorção. Corno também o 

modelo completo, que avalia os parâmetros de transferência de massa, representados 

pelos coeficientes de difusividade efetiva nos poros e convectivo de massa no filme de 

líquido. A predição do comportamento em colunas de adsorção em leitos fixo ou 

expandido é obtida através do conhecimento da isoterma de equilíbrio, dados 

experimentais das curvas de saturação e as informações provenientes do modelo de 

adsorção em tanques agitados (batelada). Apresenta-se no fluxograma da Figura 5.1 as 

diversas interações entre os dados experimentais obtidos e os modelos matemáticos 

aplicados aos processos de adsorção. 

5.1.- Caracterização dos Adsorventes 

5.1.1 - Propriedades Físicas: Área Superficial e Distribuição de 
Tamanhos de Poros 

Os adsorventes CM-Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA foram submetidos a 

secagem por liofilização para remoção da água presente nos sólidos. O adsorvente CM­

Sepharose CL-6B não resistiu ao processo de liofilização, tendo a estrutura colapsada 

neste processo, e quando submetido aos ensaios de caracterização por fisio-quirnissorção 

apresentou valores não consistentes. Quanto ao adsorvente Accell Plus QMA, que possui 

urna estrutura mais rígida, com base de sílica, suportou o pré-tratamento por liofilização. 

O adsorvente Accell Plus QMA apresentou urna área total em tomo de 67 rn2 g· 1 

calculado pelo método de BET (1938) e a curva de distribuição de poros apresentou o 

diâmetro médio de 35 nrn, sendo avaliado pelo método de BJH, descrito em Le PAGE 

( 1987) e apresentado no Anexo C. 

Os adsorventes CM-Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA também foram 

caracterizados quanto ao tamanho de partículas. As curvas de distribuição do tamanho de 

partículas foram obtidas pela técnica de espalhamento de luz (laser) no equipamento 

Mastersizer S (Malvem). Ambos os ensaios apresentaram uma distribuição polidispersa, 
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cujos diâmetros médios foram de 90 !!Il1 para o adsorvente CM-Sepharose CL-6B e de 

100 !!Il1 para o Accell Plus QMA As curvas de distribuição de tamanhos, Figuras 5.2 e 

5.3, apresentam valores médios concordantes aos obtidos pelos fabricantes. 
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Figura 5.2- Curva de distribuição do tamanho de partículas, 
CM-Sepharose CL-6B. 
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Figura 5.3- Curva de distribuição de tamanho de partículas, 
Accell Plus QMA. 
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5.1.2 - Caracterização das Porosidades do Adsorvente e dos 
Leitos por Análise da Distribuição do Tempo de Residência 

Os valores das porosidades das partículas e de um leito de partícula nos 

adsorventes CM-Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA foram obtidos através da análise 

dos momentos da distribuição do tempo de residência (DTR), utilizando-se da técnica de 

análise pulso-resposta por injeção dos traçadores acetona e dextrana 'blue'. Os 

experimentos foram realizados na coluna HR 5/2(1jl = 0,5 em) com o leito de partículas de 

altura h=2,5 em. A metodologia experimental adotada na análise da distribuição do tempo 

de residência foi baseada na utilização da técnica das duas medidas. O procedimento 

experimental encontra-se descrito no Capítulo 4 (item 4.5), o sinal (mV) foi monitorado 

pelo detetor UV-vísivel, após injeção de um traçador como exemplificado na Figura 5.4. 
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CJ 0,6 

~ 
"" ~ s 0,4 

e 
u 
-;; = 0,2 
(;; 

--Coluna Vazia, ~=115,61 

- ··---Coluna com Leito, ~=183,65 

Tempo (s) 

Figura 5.4 - Curvas de distribuição do tempo de residência (DTR), usando traçador 

acetona no leito de h = 2,5 em com adsorvente Accell Plus QMA e fluxo volumétrico de 

'5 mL . -I 0,-> .mm . 

O modelo matemático, apresentado no Anexo B, foi utilizado para correlacionar 

os dados experimentais de distribuição do tempo de residência no leito de partículas com 
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a utilização dos traçadores acetona e dextrana 'blue', contendo IM de NaCI. Esta 

condição é necessária para garantir que não haja adsorção irreversível dos traçadores no 

leito das partículas e que sejam totalmente eluídos na saída da coluna. 

Na Figura 5.5 foram plotados os dados experimentais obtidos para o momento 

de 1• ordem (tempo de residência) relativo ao leito do adsorvente CM-Sepharose CL-6B 

para os dois traçadores, bem como o ajuste do modelo. 

100 • Tnçador Acetona 

--Ajuste Linear, ~:=0,791 (llu) • • Traçador Dextrana 'Blue' 

80 --Ajuste Linear, t.r.::U,577 (llu) 
.:: 
"' = "' :s 60 • 
~ 

~ 

/? 
• ... 

""' o 40 

ª" ... 
I-

20 

o 
o 20 40 60 80 100 120 

L/u (s) 

Figura 5.5 - Dados experimentais e ajuste linear da equação do modelo aplicada a 

distribuição do tempo de residência (DTR), utilizando-se os traçadores acetona e dextrana 

'blue' no leito de CM-Sepharose CL-6B. 

Os modelos ajustados aos dados experimentais para os tempos de residência no 

leito dos adsorventes com os traçadores acetona e dextrana 'blue' foram os seguintes: 

tR = 0,557 -(~) (5.1) 

tR =0,791-(~) (5.2) 
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Na Equação ( 5.1 ), tem-se o ajuste aos dados referentes ao traçador dex:trana 

'blue', onde a inclinação da reta representa a porosidade do leito, ~:=0,557. Na Equação 

(5.2) a inclinação da reta é representada pela relação (s + (1- s)l) nos experimentos com 

traçador acetona, logo por substituição do valor da porosidade do leito (s=0,557), tem-se 

a porosidade da partícula f3=0,501. 

Na Figura 5.6 estão plotados os dados experimentais dos tempos de residência 

dos dois-traçadores, bem como o ajuste do modelo, para o adsorvente Accell Plus QMA. 
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Figura 5.6 - Dados experimentais e ajuste linear da equação do modelo aplicada a 

distribuição do tempo de residência (DTR), utilizando-se os traçadores acetona e dex:trana 

'blue' no leito de Accell Plus QMA. 

O ajuste obtido com os dados experimentais dos tempos de residência no leito do 

adsorvente Accell Plus QMA, com o traçador dex:trana 'blue', é apresentado na Equação 

(5.4), cuja a inclinação representa a porosidade do leito, s=0,487. 

tR =0,487·(~) 
(5.4) 
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(5.5) 

No traçador acetona, tem-se a expressão dada pela Equação (5.5), em que a 

inclinação (& + (1- &~)=0,768 e por conseguinte a porosidade da partícula [3=0,53. 

5.1.3 Estudo do Fator de Fluidização (Expansão) no 
Adsorvente Accell Plus QMA 

O estudo da fluidização (expansão) no leito de partículas, com o adsorvente 

Accell Plus QMA, foi realizado utilizando-se a coluna da Pharmacia® modelo Cl0/20 

(«jl=l,O em) a partir de uma altura inicial de 20,0 mm de leito. Na Figura 5.7, estão 

plotados os dados experimentais obtidos na expansão e o modelo linear ajustado aos 

mesmos. 
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Figura 5. 7 - Curva de expansão do leito para o adsorvente Accell Plus QMA. 

Observa-se, no gráfico apresentado na Figura 5. 7, que a altura do leito de resina 

varia linearmente com fluxo volumétrico e o valor máximo na expansão do leito é cerca 
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de 3,4 vezes em relação a altura inicial (h=20,0 mm), correspondendo ao fluxo 

volumétrico de 1,3 mL.min-1 

No processo que envolve a operação de expansão, as partículas fluidizam de 

forma que a porosidade do leito aumenta. Esta porosidade pode ser relacionada pela 

Equação (5.6), com a porosidade do leito sedimentado através do grau de expansão entre 

as alturas inicial (leito sedimentado) e final do leito expandido. 

(5.6) 

em que HF é altura do leito expandido, Ho é altura inicial do leito sedimentado, Eo é a 

porosidade do leito sedimentado e Eex é a porosidade do leito após a expansão. 

Como a porosidade da partícula é conhecida para o adsorvente Acell Plus QMA, 

através da aplicação da análise de distribuição do tempo de residência na coluna HR 512, 

a porosidade de qualquer leito com este adsorvente pode ser obtida através da análise dos 

momentos utilizando o traçador acetona (contendo IM de NaCl) e conjunto com o 

modelo apresentado no Anexo B. 

5.2. - Experimentos de Adsorção em Tanques Agitados 

5.2.1 -Estudo do Efeito do pH na Adsorção de lnulinases 

Foi realizado inicialmente o estudo do efeito do pH, para verificar em que 

condição ocorre a máxima capacidade de adsorção, nos sistemas Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA. Os experimentos foram realizados no 

dispositivo giratório com mini-colunas à temperatura ambiente de 25 °C e rotação em 

torno 25 rpm. Nos sistemas estudados, foram utilizados as quantidades de 100 mg do 

adsorvente e concentração enzimática de 83 UA. mL-1 em tampão acetato de sódio 1 OmM 

no adsorvente CM-Sepharose CL-6B. Já as condições para o adsorvente Accell Plus 
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QMA, foram a massa de 30 mg e concentração enzimática de 40 UA. mL"1 em solução 

tampão Tris-HCl 30 mM. 

Os valores da capacidade de adsorção em unidades de atividade enzimática no 

adsorvente CM-Sepharose CL-6B, operando na faixa do tampão pH (3,7-5,0), são 

apresentadas na Figura 5.8. 
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Figura 5.8 - Capacidade de adsorção do adsorvente CM-Sepharose CL-6B. 

A Figura 5.8 apresentou o ponto de máxima capacidade de adsorção em tomo do 

pH = 4,1 no adsorvente CM-Sepharose CL-6B, nas condições de temperatura e força 

iônica utilizadas. 

Apresenta-se na Figura 5.9, os dados de capacidade de adsorção em unidades de 

atividade enzimática por massa de adsorvente para Accell Plus QMA na faixa de pH do 

tampão Tris-HCl (7,0 a 8,5). O valor máximo da capacidade de adsorção foi obtido em 

tomo do pH =7,5. 
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Figura 5.9 - Capacidade de adsorção do adsorvente Accell Plus QMA. 

Desta forma, os experimentos de adsorção em tanques agitados, cinéticos e de 

equilíbrio, e como também nas operações que envolvem a adsorção em colunas de Jeito 

fixo e fluidizado foram executadas nas condições favoráveis de adsorção para os 

sistemas: Inulinases-CM-Sepharose CL-6B em solução tampão acetato de sódio (IOmM, 

pH = 4,1) e Inulinases-Accell Plus QMA em tampão Tris-HCI (30 mM, pH = 7,5). 

5.2.2 - Determinação das Curvas Cinéticas de Adsorção para 
lnulinases 

O comportamento cinético da adsorção nos sistemas Inulinases-CM-Sepharose 

CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA foram realizados através da metodologia 

experimental em tanques agitados, descrito no Capítulo 4 (item 4.4. 1). 

As curvas cinéticas de adsorção no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B 

foram realizadas para três valores iniciais: 301, 150 e 108 UA.mL-1 de atividade 

enzimática volumétrica de Fructozyme®, sendo as soluções enzimáticas condicionadas 

em solução tampão de acetato de sódio (10 mM, pH 4,1) com a utilização das mini-
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colunas com as quantidades de 100 mg do adsorvente submetidas à agitação constante de 

25 rpm e a 25 °C _ 

O comportamento das curvas cinéticas de adsorção em tanques agitados é 

apresentado na Figura 5_10_ Observou-se um decaimento acentuado na atividade 

enzimática nos primeiros instantes e, após cerca de 1 O minutos, a variação na atividade 

enzimática diminui suavemente até atingir um valor constante após 60 minutos_ 
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=108 
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Figura 5.10 - Curvas cinéticas de adsorção no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6R 

Encontrou-se na literatura o mesmo tipo de comportamento cinético de adsorção 

em tanque agitado_ Os autores utilizaram substâncias puras (proteínas), como na adsorção 

de imunoglobulina G em Superose C, no trabalho descrito por HORSTMANN e CHASE 

(1989), e a adsorção de cefalosporina C em resinas po1iméricas de fase reversa por 

FIROUTZTALE (1994)_ 

No sistema Inulinases-Accell Plus QMA, os estudos cinéticos de adsorção em 

tanques agitados foi realizado com soluções enzimáticas de Fructozyme® em solução 

tampão de Tris-HCI (30 mM, pH 7,5) distribuídas em mini-colunas contendo uma massa 

constante de 25 mg do adsorvente à temperatura ambiente de 25°C e agitação de 25 rpm. 
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A quantidade de adsorvente foi definida após prévios testes de adsorção em 

batelada, pois a capacidade de adsorção da Accell Plus QMA é bem superior comparada 

ao adsorvente catiônico CM-sepharose CL-6B. 

Os comportamentos das curvas cinéticas de adsorção em tanques agitados no 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA estão apresentadas nas Figuras 5.11, 5.12 e 5.13. 
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Figura 5.11 - Curva cinética de adsorção no sistema Inulinases-Accell Plus QMA em 

atividade enzimática volumétrica, Co= 102 UA. mL-1
. 

É observado pelo comportamento da curva que o poder de adsorção da resina 

Accell Plus é bem superior ao do adsorvente catiônico CM-Sepharose CL-6B, isto é, em 

alguns instantes (segundos) ocorre a redução da atividade enzimática volumétrica no 

valor superior a 50%, e o equilíbrio cinético de adsorção é atingido a partir de 1 O 

minutos. 

Comportamento semelhante também foi observado em experimentos com 

substâncias puras dissolvidas em solução tampão, como na adsorção de BSA em 

ARAÚJO (1996) e na adsorção de solução de Insulina em CRUZ (1997), utilizando o 

mesmo adsorvente. 
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Figura 5.12 - Curva cinética de adsorção no sistema Inulinases-Accell Plus QMA em 

atividade enzimática volumétrica Co= 46 UA. mL-1
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Figura 5.13 - Curva cinética de adsorção no sistema Inulinases-Accell Plus QMA em 

atividade enzimática volumétrica Co= 25,50 UA. mL-1
_ 
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5.2.3 - Determinação das Isotermas de Equilíbrio de Adsorção 

Os sistemas Inulinases-CM-Sepharose CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA 

foram submetidos aos ensaios de adsorção em batelada para obtenção das isotermas de 

equilíbrio, conforme procedimento descrito no Capítulo 4 (item 4.4.2). Os experimentos 

foram realizados à temperatura ambiente de 25 °C e rotação em torno 25 rpm. O sistema 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B foi composto por diversas concentrações de soluções 

enzimáticas de Fructozyme® em solução tampão de acetato de sódio (lO mM, pH 4,1) e 

distribuídas em mini-colunas contendo 100 mg do adsorvente. As atividades enzimáticas 

iniciais foram suficientes para que ainda restasse solução enzimática não adsorvida. A 

concentração de equilíbrio de adsorção foi atingida após Ih de experimentos. A Figura 

5.14 apresenta a isoterma de adsorção para o sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B, 

sendo que os dados experimentais foram ajustados ao modelo deLANGMUIR (1916). 
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Figura 5.14 - Isoterma de equilíbrio de adsorção em atividade enzimática no sistema 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B, à temperatura de 25°C e 25 rpm. 

Os dados experimentais apresentados na Figura 5.14 foram ajustados ao modelo 

de isoterma não-linear proposto por LANGMUIR ( 1916): 



q=c· 
q = kd +C• 
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(5.7) 

em que q é a quantidade de enzima adsorvida no adsorvente (UA. mL-1 g-\ C* é a 

concentração enzimática em solução (UA. mL-\ qma., é a capacidade máxima do 

adsorvente (UA. mL-1_g-1
) e k.! é a constante de dissociação (UA. mL-\ 

O modelo de LANGMUIR (1916) se ajustou bem aos dados experimentais para 

o sistema lnulinase-CM Sepharose CL-6B, sendo que os valores dos parâmetros foram 

obtidos por ajuste não-linear e correlação R2=0,96_ Os parâmetros da isoterma de 

equilíbrio foram: capacidade máxima do adsorvente q max= 4165,69 UA mL"1 g-1 e 

constante de dissociação k.J =94, 80 U A. mL -l _ 

Nos experimentos de equilíbrio de adsorção para o sistema Inulinases-Accell 

Plus QMA, as soluções enzimáticas de Fructozyme® foram condicionadas em solução 

tampão de Tris-HCl (30 mM, pH 7,5) e distribuídas em mini-colunas contendo no 

máximo 25 mg do adsorvente_ 

A isoterma de adsorção para Accell Plus QMA é apresentada na Figura 5 _15 _ 
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Figura 5.15 - Isoterma de equilíbrio de adsorção em atividade enzimática no sistema 

Inulinases-Accell Plus QMA, à temperatura de 25 °C e 25 rpm. 
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O perfil da isoterma obtido no sistema Inulinases-CM-Sepharose foi semelhante 

ao perfil da isoterma de inulinase produzida por Candida ke.fyr em Streamline DEAE e 

Strearnline SP, obtido por PESSOA et al. (1996). Diferenciando dos valores nos 

parâmetros da isoterma na Streamline DEAE ( q ... ,= 4,5 10-6 UA mL-1 g-1 e k.:t =3,5 10-8 

UAmL-
1

) e Streamline SP ( qma,= 5,3 10.,; UA mL-1 g-1 e k.:t =14,0 10-8 UAmL-1 ). 

Os dados experimentais, na isoterma de adsorção de equilíbrio, apresentaram um 

comportamento quase retangular, caracterizado pela grande capacidade de adsorção da 

Accell Plus QMA Este comportamento também foi evidenciado na adsorção de 

substâncias puras diluídas em tampão, como na adsorção de BSA por ARAÚJO (1996) e 

na adsorção de solução de Insulina por CRUZ (1997), utilizando este adsorvente. 

O modelo de Langmuir ajustou-se bem aos dados experimentais para o sistema 

Inulinase-Accell Plus QMA Os valores dos parâmetros obtidos através do ajuste não­

linear foram qmax= 7783,25 UA mL-1 g-1 e k.:t = 1,611 UAmL-1 

As isotermas de equilíbrio de adsorção expressas por quantidade de proteína 

total adsorvida nos sistemas Inulinases-CM-Sepharose CL-6B e Inulinases-Accell Plus 

QMA são apresentadas nas Figuras 5.16 e 5.17. 
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Figura 5.16 - Isoterma de equilíbrio de adsorção em proteína total no sistema Inulinases­

CM-Sepharose CL-6B, à temperatura de 25 °C e 25 rpm. 
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Figura 5.17 - Isoterma de equilíbrio de adsorção em proteína total no sistema Inulinases­

Accell Plus QMA, à temperatura de 25 °C e 25 rpm . 

. O modelo de Langmuir ajustou-se bem aos dados experimentais para os sistemas 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B e Inulinase-Accell Plus QMA Os parâmetros obtidos 

através do ajuste não-linear foram para o adsorvente CM-Sepharose CL-6B: qmax= 17,95 

mg .g-1 e k! = 1,50 mg_mL-1
, e para Accell Plus QMA: q=,= 263,41 mg .g-1 e k! = 0,119 

mg_mL-\ e correlação R2= 0,97. 

5.3. - Modelagem Matemática da Adsorção em Tanques 
Agitados 

5.3.1 - Resultados do Ajuste do Modelo Simplificado:Obtenção 
das Constantes de Adsorção e Dessorção 

A análise dos resultados experimentais obtidos com as curvas cinéticas de 

adsorção dos sistemas Inulinases-CM-Sepharose CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA 

foram utilizadas para quantificar os valores das contantes de velocidade das taxas de 

adsorção, k~, e de dessorção, k.1. 
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A solução do modelo foi baseado na expressão analítica desenvolvida por 

CRASE (1984), onde contêm apenas um parâmetro desconhecido, que é a constante de 

velocidade de adsorção, k1, conforme a Equação (5.8): 

(5.8) 

em que 

2 _ b2 (Co V) a - - -- q""" 
v 

(5.9) 

e 

b2 1(C0 V k_, VJ =- --+q +-·-
2 V =x k

1 
V 

(5 10) 

em que Co é a concentração inicial de Fructozyme® em solução (UA. mL-1
) e v o volume 

do adsorvente e V o volume total do sistema. 

A solução númerica é obtida por otimização, através de um algoritmo 

computacional baseado no método de ROSENBROCK (1960), que é um método de 

pesquisa seqüencial sem restrição adequado para uma função do tipo unimodal e não­

linear. 

Desta forma, é realizada a pesquisa seqüencial do valor ótimo de k 1, comparando 

os dados experimentais com os dados teóricos (gerados analiticamente), através da 

minimização de uma função objetivo do tipo somatório quadrático dos desvios, conforme 

abaixo: 

N 

FO =L: (c"" (i)- cc.J (i )f (5.11) 

Inicializa-se o algoritmo de procura seqüencial para o sistema Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B, a partir do valor encontrado (ordem de grandeza) por CRASE (1984). 

Partindo desta estimativa obtêm-se o valor otimizado da constante de adsorção k1 por 

minimização da FO e através da relação, (k. = k/( ), têm-se a taxa de dessorção, k-1. 
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A Figura 5.18 apresenta os dados das curvas cinéticas e o ajuste ao modelo 

simplificado no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. 
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Figura 5.18 - Curvas cinéticas de adsorção e ajuste do modelo simplificado no sistema 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. 

Os valores das constantes de adsorção k1 e dessorção k.1 estão apresentados na 

Tabela 5.1 para o sistema Inu1inases-CM-Sepharose CL-6B. Observa-se que existe um 

comportamento decrescente nos valores das taxas de adsorção e dessorção, sendo 

dependente das concentrações enzimáticas no sistema. 

Tabela 5.1 - Valores das constantes de adsorção k1 e dessorção k.1 no sistema Inulinases­

CM-Sepharose CL-6B otimizados que minimizam a função objetivo. 

Co k1X 10 k.l 

(UA.mL-1) (mL.uA-1min-1) (min-1) 

301 1,247 0,1182 

150 0,734 0,0696 

108 0,316 0,0305 
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As Figuras 5.19, 5.20 e 5.21 apresentam os dados experimentais para o sistema 

Inulinases-Accell Plus QMA, bem como o ajuste ao modelo simplificado. 
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Figura 5.19 - Curva cinética de adsorção e ajuste do modelo simplificado no sistema 

lnulinases-Accell Plus QMA, Co= 102 UAmL-1 
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Figura 5.20 - Curva cinética de adsorção e ajuste do modelo simplificado no sistema 

Inulinases-Accell Plus QMA, Co =46 UAmL-1 
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Figura 5.21 - Curva cinética de adsorção e ajuste do modelo simplificado do sistema no 

Inulinases-Accell Plus QMA, Co= 25,50 UA mL-1 

O programa computacional (algoritmo de otimização), foi inicializado com 

valores (ordem de grandeza) obtidos e descritos por CRUZ (1997), utilizando a adsorção 

de substância pura (insulina) no adsorvente Accell Plus QMA Os valores ótimos, kr e k.,, 

são apresentados na Tabela 5.2. 

Tabela 5.2 - Valores das constantes de adsorção k1 e dessorção k.1 para os sistemas 

Inulinases-Accell Plus QMA. 

102 

46 

25,50 

0,016 

0,0223 

0,0315 

0,0259 

0,0359 

0,0507 

Os valores obtidos das constantes de dessorção, k. r, nos sistemas de adsorção 

por afinidade da 1isozima e da BSA em Cibacron Blue-Sepharose CL-6B, bem como 13-
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galactosidase em Anti-13-galactosidase-Sepharose 4B, descritos por CRASE (1984), são 

da ordem de grandeza 1 O vezes inferior ao sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. 

5.3.2- Solução Numérica do Modelo Completo 

A solução do modelo completo para adsorção em tanques agitados descrito no 

Capítulo 3 (item 3.2), no qual considera-se os efeitos de transferência de massa do filme 

no líquido em tomo da partícula ( adsorvente) e a difusão nos poros da partícula, 

permitem a obtenção dos valores dos coeficientes, kr e Der , que estão representados nas 

Equações (3.19) e (3.27). 

De modo a analisar os resultados experimentais obtidos com as curvas cinéticas 

e os dados de equilíbrio de adsorção, encontra-se o modelo partindo das Equações (3 .11 ), 

(3 .15), (3 .16), (3 .17) e (3 .19) e definindo as seguintes váriáveis adimensionais: 

r 
x=-

R 
c 

\V·=-' . c 
o 

l\ -c. 
ub- c, 

o balanço de massa na partícula será expresso por: 

condição inicial 

-r= O, \V; =o 
e condições de contorno na superfice e na partícula 

x=O, 0\v, =0 
àx 

(5.12) 

(5.13) 

'<:lx (5.14) 

(5.15) 
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X= 1, àlv; _ B" r e ~ 
iJx- 1 m~ b-\jlil'lx=1 (5.16) 

e o balanço de massa no tanque agitado, expresso por: 

(5.17) 

1:=0 eb =O (5.18) 

As equações apresentadas anteriormente formam um sistema de equações 

diferenciais ordinárias e algébricas, designadas DAE. A solução deste sistema é possível 

utilizando-se do método de colocação ortogonal global, descrito em VILLADSEN 

(1978), FINLAYSON (1980) e YAO e TIEN (1992). 

Utilizando-se de uma transformação de váriaveis u = x2
, nas Equações (5.13) e 

( 5 .16) e discretizando a variável espacial pelo método da colocação ortogonal, tem-se: 

j=LN (5.19) 

e com as condições 

t=O, k=LN+1 (5.20) 

u = 1, 
(5.21) 

Nas Equações acima, Ajk e Bjk, representam as matrizes dos pontos de colocação 

ortogonaL Conforme a discretização, existem N pontos de colocação distribuídos no 

intervalo compreendido O< u < 1 e um ponto em UN+I =L 

O sistema das equações ordinárias e algébricas formados pelas Equações (5.19), 

(5.20) e (5.21), foram resolvidas simultaneamente através da implementação de um 

algoritmo computacional com a rotina de domínio público DASSL (Differencial Algebric 

System Solver), desenvolvido por PETZOLD (1982) e associado com a rotina de 

otimização multivariável não-linear, método do complexo, elaborado por BOX (1965). 
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Esse algoritmo computacional permite obter os valores otimizados dos coeficientes de 

filme no líquido, kr, e o coeficiente de difusão nos poros Der, que minimiza a função 

objetivo definida como o somatório dos quadrados dos desvios entre os valores 

experimentais e calculados na Equação (5.11 ). 

A modelagem matemática implementada em um programa computacional foi 

utilizada para ajustar o modelo às curvas cinéticas experimentais dos sistemas Inulinases­

CM-Sepharose CL-6B no tampão Acetato de Sódio 10 mM (pH 4,1) e Inulinases-Accell 

Plus QMA, supondo-se que a transferência de massa na película e a difusão intrapartícula 

são as maiores resistências à transferência de massa. O propósito a ser alcançado com o 

referido ajuste foi a obtenção dos coeficientes de transferência de massa, kr e Der para os 

sistemas inulinases-adsorventes em estudo. 

O algoritmo computacional para otimização dos coeficientes, kr e Der , operam 

no campo limitado pelas restrições para o tempo admensional 1: e número de Biot 

mássico. Estes parâmetros foram inicializados através de correlações experimentais para 

o coeficiente de transferência de massa no filme líquido, k1, que no caso foi avaliado pela 

expressão apresentada em GEANKOPLIS (1993). A expressão é aplicada nos sistemas 

que envolvem a transferência de massa de soluções agitadas com pequenas partículas 

suspensas, cujos diâmetros das partículas inferiores a 0,6 mm : 

(5 22) 

em que kr é o coeficiente de transferência de massa no filme líquido (m.s-1 
), D coeficiente 

de difusão (m2 s-\ dp é o diâmetro das partículas (m), Se é o número admensional de 

Schmidt (___!:__ ), PP e pL é a densidade da partícula e no líquido (kg.m-3), 11 é a 
pLD 

viscosidade do líquido (kg.m·1_s-1
) e g é a aceleração da gravidade (9,8 m s-2). 
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O coeficiente de difusividade nos poros dos adsorventes é avaliado segundo 

POLSON (1950), admitindo que a mistura de inulinases na solução Fructozyme® tem 

uma massa molecular em torno de 70 kDa: 

D = 9 40·10-"[-T-J ' li l!M/3 
(5.23) 

em que T é a temperatura absoluta ( 298 K), 11 é a viscosidade da solução enzimática que 

contém o adsorbato (kg.m-1.s-1
) eM é a massa molecular da solução enzimática. 

5.3.2.1. - Ajuste do Modelo Completo aos Dados cinéticos: 
Obtenção dos Parâmetros de Transferência de Massa 

Nas Figuras 5.22 a 5.24 são apresentadas as curvas cinéticas experimentais e 

ajustadas para o sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B, através do modelo 

matemático completo e discretizado pelo método da colocação ortogonal com 17 pontos. 

-~ ;.... 
5300 

~ 
-~ 250 

"" ~ §200 
~ -ª 150 .. 
:; 
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.;; 
~ 50 
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• • • • 
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Tempo(min) 

Figura 5.22 - Curva cinética de adsorção experimental e ajuste do modelo completo 

sistema lnulinases-CM-Sepharose CL-6B para Co= 301 UA.mL-1 
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Figura 5.23 - Curva cinética de adsorção experimental e ajuste do modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B para c.= 150 UAmL-1 
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Figura 5.24 - Curva cinética de adsorção experimental e ajuste do modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B para Co= 108 UAmL-1. 

Nas Figuras 5.25 a 5.27 estão apresentadas as curvas cinéticas experimentais e o 

ajuste com o modelo completo no sistema Inulinases-Accell Plus QMA. 
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Figura 5.25 - Curva cinética de adsorção experimental e ajuste do modelo completo no 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA para Co= 102 UA.mL-1
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Figura 5.26 - Curva cinética de adsorção experimental e ajuste do modelo completo 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA para Co= 46 UA.mL-1
. 
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Tempo(min) 

Figura 5.27 - Curva cinética de adsorção experimental e ajuste do modelo completo no 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA para Co= 25,50 UAmL-1. 

O modelo completo, proposto por HORSTMANN e CRASE (1989) e por 

CARRERE (1993), ajustou-se aos dados cinéticos experimentais de atividade enzimática 

permitindo a otimização dos parâmetros que descrevem a transferência de massa no 

processo de adsorção em tanques agitados. 

Os valores obtidos dos parâmetros para os sistemas Inulinases-CM-Sepharose 

CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA estão apresentados na Tabela 5.3. 

Tabela 5.3 - V ai ores calculados para os coeficientes de transferência de massa no filme 

de líquido (kr) e difusão nos poros do adsorvente (D.r). 

Adsorvente CM-Sepharose CL-6B Adsorvente Accell Plus QMA 

Co kr x 10 Der x 10 Co krx 10 DerxlO 

(UA_mL-1) (m. s"1) (m2s-1) (UAmL-1) (m_s-1) (m2s-1) 

301 0,84 0,94 102 0,51 0:>353 

150 0,23 0,28 46 0,93 0,264 

108 0,15 0,19 25,50 0,434 0,164 
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Pode ser verificado através dos resultados apresentados, que a difusividade efetiva 

varia com a concentração inicial de inulinase. Esse tipo de comportamento foi verificado 

também no estudo de outros sistemas de adsorção utilizando esse mesmo modelo 

(CARRÊRE, 1993). 

Não existe na literatura dados que possam ser comparados com os sistemas 

Inulinases-CM-Sepharose CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA_ Apenas como 

referência, o trabalho de DRAEGER e CRASE (1990), no qual se determinou no sistema 

BSA-Q-Sepharose Fast Flow um valor médio de 1,0_10-11 m2 s-1 

Os valores dos coeficientes de transferência de massa no líquido, kr, obtidos 

através do ajuste, também variam com os valores de atividade enzimática inicial. 

5.4.- Operações de Adsorção em Colunas Cromatográficas 

5.4.1 - Etapas de Adsorção, Lavagem e Eluição em Colunas 
Cromatográficas em Leito Fixo 

Os processos de adsorção de inulinases em leito fixo com os adsorventes CM­

Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA foram realizados com objetivo de obter-se curvas 

de saturação do leito (curva de breakthrough). A solução comercial de Fructozyme® foi 

condicionada em solução tampão de acetato de sódio (10 mM, pH 4,1) para o adsorvente 

CM-Sepharose CL-6B e solução tampão de Tris-HCl (30mM, pH 7,5) para Accell Plus 

QMA. Os vários experimentos de adsorção em leito fixo foram realizados com soluções 

díluidas do produto comercial Fructozyme® após diálise. O objetivo do processo de 

diálise foi o condicionamento da solução enzimática nos referidos tampões e a remoção 

de substâncias com massa molecular inferior a 10kDa e outras que possam interferir no 

processo competindo pelos sítios de adsorção. 

As operações cromatográficas foram executadas através da técnica de análise 

frontal utilizando colunas de vidro de alta resistência desenvolvidas pela Pharmacia ®, 

cujos modelos foram HR 511 O, C 10/20 e HR 5/2. 
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Os experimentos de adsorção no sistema lnulinases-CM-Sepharose CL-6B, foram 

realizados com as colunas HR 5/10; Cl0/20 e no sistema Inulinases-Accell Plus QMA 

utilizou-se coluna HR 5/2_ Os ensaios foram executados por meio de cromatografia 

líquida de alta eficiência utilizando o cromatográfo Shlmadzu, composto pelo conjunto de 

bombas e sistema de deteção UV-vísiveL Os experimentos de adsorção ocorreram à 

temperatura ambiente de 25 °C _ 

A saturação do leito de adsorvente, curva de "breakthrough", obtida no processo 

teve monitoramento do efluente da coluna de leito fixo por deteção UV a 280 nm, 

conforme descrito no Capítulo 4 (item 4.6), e as frações coletadas no decorrer da etapa de 

adsorção. 

O procedimento de lavagem foi realizado com a utilização das soluções tampões 

de condicionamento dos adsorventes acetato de sódio (10 mM, pH 4,1) e tris-HCI (30 

mM, pH 7,5), sendo o período de lavagem avaliado para garantir que as enzimas 

fracamente adsorvidas fossem totalmente excluídas da coluna, acompanhando-se por 

monitoramento do sistema de deteção UV (280nm) até a estabilização e retorno à linha de 

base do sinaL A etapa de eluição permitiu a dessorção da enzima fortemente adsorvida ao 

sólido, sendo realizada através do gradiente linear (0-1 M de NaCI) por período 

determinado de 100 min ou 35 min. Este procedimento de eluição em gradiente foi 

adotado nos experimentos de adsorção em leito fixo nos sistemas Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B e e Inulinases Accell Plus QMA. 

As frações das enzimas, nas diversas etapas de adsorção, lavagem e eluição, 

foram coletadas em tubos do tipo Eppendorff'l' e posteriormente analisadas a atividade 

enzimática pelo método do DNS (MILLER, 1951) e proteína total (LOWRY,1959)_ 

5.4.1.1 - Experimentos de Adsorção no Sistema Inulinases­
CM-Sepharose CL-6B 

A Figura 5.28 apresenta o cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B no leito de 8 em e contendo 300 mg de 
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adsorvente na coluna HR 5/IO_ A solução enzimática com II,5 UAmL-1 e I,45 mg_mL-1 

de proteína total, foi injetada na coluna e o processo de eluição realizado por gradiente 

salino (O-IM de NaCI) por duração de 100 min_ 

o 10 20 30 40 50 50 70 ao 90 100 

~25 -•-Atividade Enzimãtica Lav.tgem • -;... __._Proteína Total 

-~ -\ 1008/. 
4 s Solução Tampão A; ~ 

~20 Acetato deSódio(10mM, pH 4.1) lo I 

~~ ~ 

" Solução Tampão B: •:. -i! Solução A+ 1M Naa ) I ... 15 E 
.§ "' ~ ! !i ... •, 2 

"' .. 
10 • Íl c 

" • ] ... ·-~ • e .. .. IÍ •• =-- 1 = • • 
" 5 •• " = ••• = ,., .... '"' o o 

o 10 20 30 40 50 60 70 ao 90 100 

Volume Acumulado (mL) 

Figura 5.28 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema inulinases-CM­

Sepharose CL-6B. Ensaio realizado na coluna HR 511 O com leito de 8 em, fluxo 

volumétrico de 0,35 mL.min-\ solução enzimática de 1I,5 UAmL-1 e 1,45 mg_mr1 de 

proteína total_ Eluição por gradiente linear (O-IM NaCl ), duração de I 00 min_ 

Observa-se na Figura 5.28, que após a injeção de 20 mL de solução enzimática 

(cerca de I2% do volume da coluna), a enzima não adsorvida eflue pela coluna e sua 

atividade é quantificada pelo método de açúcares redutores totais_ A lavagem é iniciada e 

após, atingir a concentração de alimentação, sendo necessário cerca de 1 O mL de solução 

tampão acetato de sódio (IOmM, pH 4,I) para retomar à linha de base_ O processo de 

eluição em gradiente linear, apresentou como resultado um pico de enzima eluído em 

tomo de 85 mL, apresentando atividade enzimática em tomo de 25 UA_mL-1
_ Neste 

processo o fator de concentração foi em tomo de 2,I vezes a concentração inicial e a 

recuperação de 14 %_ 
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A Figura 5.29 apresenta o cromatograma de adsorção, lavagem e eluição para 

uma amostra de atividade enzimática volumétrica de 11,50 UA.mL-1 e 1,45 mg.mL-1 de 

proteína total, e eluição através de gradiente salino (O-IM de NaCl ) por duração de 35 

min. As condições operacionais foram as seguintes concentração enzimática, fluxo 

volumétrico e altura do leito, foram mantidas conforme o experimento apresentado na 

Figura 5.28, porém o processo de eluição foi modificado para uma duração de 35 min. 
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" . ·-· 2 .§.. .::; 

10 •• • .5 ·= • s • • • • .!l ;;; 

" • • e = • • 
"' • • 1 =-5 •• .. • "' " ..... :E • 
.i: ~.,.. • o 
:< o 
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Volume Acumulado (mL) 

Figura 5.29 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema inulinases-CM­

Sepharose CL-6B. Ensaios realizados na coluna HR 5/10 com leito de 8 em, fluxo 

volumétrico de 0,35 mL.min-1
, solução enzimática de 11,5 UA.mL-1 e 1,45 mg.mr1 de 

proteína total. Eluição por gradiente linear (O-IM NaCl ), duração de 35 min. 

Em decorrência do baixo número de pratos teóricos (NPT) não é possível a 

separação das enzimas endo e exo-inulinases, apresentando a formação de um único pico 

contendo a mistura enzimática. Neste sentido procurou-se minimizar o tempo de eluição 

no sistema para 35 min. O pico eluído apresentou fator de concentração em tomo 1,6 

vezes a concentração inicial e recuperação de I 4 %. 

A Figura 5.30 apresenta o cromatograma de adsorção, lavagem e eluição para 

uma amostra de concentração enzimática de 15,6 UA.mL-1 e 1,96 mg.mL-1 de proteína 
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total. O processo de eluição foi executado por gradiente salino (O-IM de NaCl) com 

tampão acetato de sódio (IO mM, pH 4,I) e duração de 35 min. O fluxo volumétrico foi 

mantido em 0,25 mL.min-1 e leito de 8 em. 
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" .... " ~ •• .5 ... • ••••• ~ 
.§ 10 •• .. e 
" ••• =-= • • ... • 

-!! 5 • • 
" :s • 
-s • o o 
< o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

Volume Acumulado(mL) 

Figura 5.30 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição de inulinases em CM­

Sepharose CL-6B, Condições operacionais na coluna HR 5110: concentração enzimática 

I5,6 UA.mL-1
, fluxo volumétrico 0,25 mL.min-1 Eluição em gradiente linear (0-I M 

NaCI) por 35 min. 

No ensato apresentado na Figura 5.30 obteve-se os seguintes resultados após 

eluição: fator de concentração em torno I,3 vezes à concentração inicial e recuperação de 

IO%. 

Os experimentos seguintes foram executados numa coluna C I0/20 (0 = I em e 

altura de leito 3 em) e leito de partículas composto por 3,2 g de CM-Sepharose CL-6B. 

Apresenta-se na Figura 5.3I o cromatograma do ciclo de adsorção/eluição da 

solução de Fructozyme0 com 25 UA.mL-1 e 3,I5 mg.mL-1 de proteína total. O processo 

de eluição foi executado por gradiente salino (O-IM de NaCI) com tampão acetato de 

sódio (IO mM, pH4,I) e por duração de 35 min. 
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Figura 5.31 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B. Condições operacionais na coluna C 10/20: concentração enzimática 

25,0 UAmL'
1 

e I,96 mg.mL·
1 

proteína total, altura do leito de 3 em e fluxo volumétrico 

de 0,65 mL.min·
1 

Eluição em gradiente linear (O-IM NaCJ) por duração de 35 min. 

Na Figura 5.3I observa-se que o comportamento é semelhante aos obtidos em 

ensaios anteriores no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B em coluna HR 5/10. O 

processo de eluição, também apresentou um pico eluído contendo a mistura das enzimas 

e os resultados para o fator de concentração I,55 vezes e I O% de recuperação. 

Nas Figuras 5.32 e 5.33 estão apresentados os cromatogramas das soluções 

enzimáticas 27,6 e 35,9 UA.mL'1 nos fluxos volumétricos de 0,75 e 1,0 mL.min·1, 

conservadas as condicões de eluição por gradiente linear. 
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Figura 5.32 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B em coluna C 10/20, concentração enzimática 27,6 UAmL-1
, fluxo 

volumétrico O, 75 mL.min-1 e eluição em gradiente linear (0-1 M NaCI) em 35 min. 
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Figura 5.33 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B em coluna C 10/20, concentração inicial 35,9 UA.mL-1
, fluxo 

volumétrico 1,0 mL.min'1 e eluição em gradiente linear (0-1 M NaCI) em 35 min. 
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Os fatores de concentração obtidos nos experimentos apresentados nas Figuras 

5.32 e 5.33 foram iguais a 1,75 e a recuperação foi de 16 e 13 %. 

5.4.1.2 - Experimentos de Adsorção no Sistema Inulinases­
Accell Plus QMA 

Os experimentos de adsorção em leito fixo para o sistema Inulinases-Accell Plus 

QMA foram realizados numa coluna HR 5/2 através do leito de partículas de 3 em, 

contendo 100 mg de Accell Plus QMA. 

As Figuras 5.34, 5.35 e 5.36 apresentam os perfis de adsorção, lavagem e eluição 

para concentrações de Fructozyme®, correspondente aos fluxos volumétricos de 0,45, 

0,55 e 0,65 mL.min-1 

~ -;... 
o 2ll 40 60 80 100 12ll 140 s 600 

70 .e 
-•-Atividade Enzimãtica 100%B ;;, 550 

~ • Proteína Total = .. ~ 500 

E Tampão A: Tris-HCI (30 mM. pH=7.5) 
450 Tampão B: Tampão A+ IM NaCI ... 

50 5 
= 400 

-G' <õ 
;;. 350 

40 5 = 300 
~ 

~ 
; 

'" 250 301i E 
.5 -;:; 2llO 
~ " 2ll E ~ 150 ... ~ = 100 

10 "" ~ 50 

< o o o 2ll 40 60 80 100 12ll 140 

Volume Acumulado (mL) 

Figura 5.34 - Cromatograma de adsorção de Inulinases-Accell Plus QMA em leito fixo, 

coluna HR 5/2 com 100 mg de adsorvente e leito de 3 em, Co= 78,9UA mL-1 e proteína 

total 9,95 mg.mL-1 sob fluxo de 0,45 mL min-1 
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O cromatograma apresentado na Figura 5.34 possui comportamento idêntico aos 

apresentados nos sistemas Inulinases-CM-Sepharose CL-6B, sendo a etapa a eluição 

composta por um único pico eluído no processo por gradiente salino. O fator de 

concentração obtido no ensaio é bem superior, cerca de 5, 7 vezes relativo à concentração 

·inicial e a recuperação do processo de 33 %. 

Processo de adsorção da amostra contendo 68,6 UA.mL-1 e 8,65 mg.mL-1 é 

apresentado no cromatograma abaixo. 

-~ o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 
~ 450 140 
E ~a- Atividade enzimática 

~ 400 • Proteína T ot.l 
120 

~ Tampão A: Tris-HO (30 ~ pH=7,.5) 

" ~ 350 TampãoB: Tampão A+ 1M NaO = 100 ~ 

'" 300 -~ E 
~ 80 c 

2SO .. 
;;. é 
" 200 " .:: 60 c - ] '" E 150 e 'N 40 ... c 

"' 100 

" •• ., •••••• • 20 

" 50 •• • :;: .......... . .... 
.e; o • •• o -< o 20 40 60 80 100 120 

Volume Acumulado (mL) 

Figura 5.35 - Cromatograma de adsorção de Inulinases-Accell Plus QMA em leito fixo, 

coluna HR 5/2 com 100 mg de adsorvente e leito de 3 em, Co= 68,6 UA mL'1 e proteína 

total de 8,65 mg.mL -I sob fluxo volumétrico de 0,55 mL min-1
. 

É observado na Figura 5.35 que após a injeção de 69 mL de solução enzimática 

contendo a mistura de inulinases, a atividade de saída no topo da coluna é igual àquela da 

solução injetada. Interrompeu-se o processo de adsorção e iniciou-se a lavagem, as 

enzimas fracamente adsorvidas foram deslocadas. A etapa de eluição foi iniciada a 14 % 

da solução B, ou seja, concentração de 0,14 M de NaCI da mistura entre as soluções A e 

B. E cerca de 25 % da solução B, tem-se a eluição de total da mistura enzimática. Cujo, 

fator de concentração é da ordem de 5,4 e a recuperação de 34%. 
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Fez-se um outro ensaio de adsorção da solução diluída de Fructozyme® contendo 

cerca de 105 UA.mL-
1 

e 13,2 mg_mL-1 proteína total no fluxo de 0,65 mL.min-1, sendo 

injetados 73 mL da amostra e encerrada adsorção ao atingir a concentração inicial no 

topo da coluna. O cromatograma obtido está apresentado na Figura 5.36_ 

~ :.., o 10 3> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 
E 700 • Atividade Enzimática 1000/oB 80 ~ • Proteína T otaJ. 2 Tampão--'' Tris-HCI (30 mM, pH~7,5) 70 "' 600 

" Tampão B: Tampão A+ 1M Naa ·,;: 

"' 60 
E 500 

~~ 

.... .Sl 50 E = > 400 .. 
"' 40 _§_ .:; 

300 "' .;; 
] .§ 30 

" 3>0 f = 3> "' "" .. . .... ,., ..... ; 100 
10 ::;;; •• • 

~ o ··' . o < o 10 3> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 

Volume Acumulado (mL) 

Figura 5.36 - Cromatograma de adsorção de Inulinases-Accell Plus QMA em leito fixo, 

coluna HR 5/2 com 100 mg de adsorvente e leito de 3 em, Co= 105 UA mL-1 e proteína 

totall3,2 mg_mL-1 sob fluxo volumétrico de 0,65 mL min-1 

Os processos de lavagem e eluição foram semelhantes aos ensaios realizados 

anteriormente, e o valor conseguido do fator de concentração neste processo foi 6, 73 

vezes á concentração inicial e tendo recuperação de 25 %_ 

5.4.2 - Etapas de Adsorção, Lavagem e Eluição em Colunas 
Cromatográficas em Leito Expandido 

Os experimentos de adsorção das inulinases em leito fluidizado (expandido) 

foram realizados no sistema Inulinases-Accell Plus QMA_ Este adsorvente permitiu à 

realização do processo de expansão do leito de partículas e obtenção das curvas de 
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saturação do leito expandido "curva de breakthrough". A solução comercial de 

Fructozyme® dialisada e condicionada em solução tampão de tris-HCl (30mM, pH 7,5), 

foi submetida a operação cromatográfíca de injenção por análise frontal em coluna 

CI0/20 (tjl = 1 em, H=20 em) da Pharmacia. Os processos de adsorção, lavagem e 

eluição, seguiram as etapas descritas no Capítulo 4 (item 4. 7), sendo realizadas á 

temperatura de 25 •c. 

A Figura 5.3 7 apresenta o ciclo de adsorção, lavagem e eluição no fluxo 

volumétrico de 0,65 mL.min-1 da injenção de 80 mL de solução diluída Fructozyme® de 

98,8 UA. mL-1 e 12,4 mg.mL-1 de proteína total. Sendo, o leito de partículas composto 

por cerca de 700 mg de adsorvente e expandido à altura de 4,4 em, a porosidade do leito 

obtida através da distribuição do tempo de residência por injeção de pulso traçador 

(acetona com IM de NaCl), s =O, 79. 
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Figura 5.37 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema Inulinases­

Accell Plus QMA em solução Tris-HC1(30 mM, pH 7,5). Ensaio de adsorção realizado na 

coluna C 10/20 nas condições operacionais: massa do adsorvente 700 mg, altura do leito 

expandido Hex = 4,4 em, fluxo volumétrico de 0,65 mL.min-1
, C.= 98,8 UA.mL-1 e 

proteína total de 12,4 mg.mL-1
. Eluição em gradiente linear (O-IM NaCI) em 35 min. 
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Observa-se na Figura 5.37 que o leito é inicia saturação a partir de 57 mL 

injetados de solução enzimática, e atinge o valor de máxima capacidade de adsorção após 

injeção de 100 mL e concentração inicial93,8 UAmL-1 no topo da coluna. A lavagem, 

foi realizada no leito expandido com injeção de 20 mL da solução de tris-HCI (30 mM, 

pH 7,5), as enzimas fracamente adsorvidas furam removidas do leito após lavagem. No 

processo de eluição por gradiente salino obtido com leito em repouso( sedimentado), ou 

seja, idêntico aos processos de eluição em coluna de leito fixo, apresentou no decorrer do 

processo a existência de um pico eluído após 35 min do processo. Atingiu-se o fator de 

concentração de 7,2 vezes o valor incial da mistura enzimática e recuperação de 52%. 

Na Figura 5.38 apresenta-se o cromatograma do processo de adsorção com leito 

expandido à altura de 4,7 em e sob fluxo volumétrico de 0,75 mL.min-1 para amostra 

contendo 93,8 UAmL-1 e 11,8 mg.mL-1 de Fructozyme® e porosidade do leitos= 0,81. 
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c 200 
~ 150 

" 20 -= 100 

" -= 50 

~ o o 
< o 20 40 60 ao 100 120 140 160 1ao 

Volume Acumulado (mL) 

Figura 5.38 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema Inulinases­

Accell Plus QMA em solução Tris-HCI(30 mM., pH 7,5). Ensaio de adsorção realizado na 

coluna C 10/20 nas condições operacionais: massa do adsorvente 700 mg, altura do leito 

expandido Hex =4,7 em, fluxo volumétrico de 0,75 mL.min-1
, Co= 93,75 UAmL-1 e 

proteína total de 11,8 mg.mL-1 Eluição em gradiente linear (0-1 M NaCI) em 35 min. 
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O ciclo de adsorção, lavagem e eluição para o sistema Inulinases-Accell Plus 

QMA expandido à altura de 4,7 em é semelhante ao obtido para expansão de 4,4 em, e o 

processo de eluição obteve resultado de 7,6 vezes no fator de concentração e recuperação 

de45 %_ 

Na Figura 5.39 apresenta-se a adsorção das inulinases no leito expandido na altura 

de 5,7 em após injetados 81 mL de solução enzimática 117,7 UAmL-1 e proteína total 

14,8 mg_mL-1 sob fluxo constante de 1,0 mL_min-1 e porosidade E= 0,84_ 
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Figura 5.39 - Cromatograma de adsorção, lavagem e eluição no sistema Inulinases­

Accell Plus QMA em solução Tris-HC1(30 mM, pH 7,5)_ Ensaio de adsorção realizado na 

coluna C 10/20 nas condições operacionais: massa do adsorvente 700 mg, altura do leito 

expandido Hex = 5,7 em, fluxo volumétrico de 1,0 mL_min-\ Co= 89 UAmL-1 e proteína 

total de 11,1 mg.mL-1 Eluição em gradiente linear (0-1 MNaCl) em 35 min. 

O processo de eluição é iniciado em cerca de 12% da solução B (0, 14M NaCl) 

resultante da mistura entre as soluções A e B. E após cerca de 20% da solução B (0,27 M 

NaCI) praticamente toda a mistura enzimática havia sido eluida no processo_ O fator de 

concentração de 8,0 vezes do valor iniciai e recuperado cerca de 51 %_ 
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5.5. - Modelagem Matemática Aplicada na Adsorção em 
Colunas Cromatográficas 

5.5.1 - Ajuste das Curvas de Saturação da Coluna de Leito 
Fixo ao Modelo de Adsorção Simplificado 

O modelo simplificado aplicado a uma coluna de adsorção em leito fixo foi 

baseado na solução teórica proposta por THOMAS (1944), sendo utilizado na predição 

do comportamento da adsorção nos leitos fixos dos sistemas Inulinases-CM-Sepharose 

CL-6B e Inulinases-Accell Plus QMA. 

As Figuras 5.40, 5.41 e 5.42 apresentam as curvas do modelo e os dados 

experimentais. Observa-se que devido à simplificação no modelo, negligência do efeito 

de dispersão axial, este não apresenta um ajuste satisfatório conforme curvas 

apresentadas. 

1,0 Siste ... fuolinases-CM-Sepbarose CUill 
Coluna HR 5110 (L=8cm- 300 mg) .....--
• Dados Exp. (<F0,35 mL.mül') 

"I 
0,8 --Modelo Simplificado • 

• 
-- 0,6 • -.!.- I 

~Q I 
0,4 • I 

• ! 
• 0,2 • 

• • 
• o, o 

o 50 100 150 

Tempo(min) 

Figura 5.40 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo simplificado 

no sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais coluna HR 5110: 

solução enzimática de 11,5 UA.mL-1 e fluxo volumétrico de 0,35 mL.min-1 
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Figura 5.41 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo simplificado 

no sistema lnulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais coluna HR 5/10: 

concentração de 35,9 UAmL-1 e fluxo volumétrico de 1,0 mL.min-I 
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Figura 5.42 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo simplificado 

no sistema Inulinases-Accell Plus QMA Condições operacionais coluna HR 5/2: 

concentração de 105 UA mL, fluxo volumétrico de 0,65 mL.min-I 
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5.5.2. - Ajuste das Curvas de Saturação do Modelo Completo 
de Adsorção de Leito Fixo 

O balanço material na coluna é representado por uma equação diferencial parcial 

Equação (3.34) e na forma adimensionalizada na Equação (3.37). Essa equação foi 

reduzida a um conjunto de equações diferenciais ordinárias, usando-se o método de 

colocaçâo ortogonal (SANTACESARIA, 1982 e NEVES, 1995) juntamente com a 

equação de transferência de massa para a partícula. 

Inserindo novas variáveis adimensionais na Equação (3.37), tais como, Ç e \jf, 

tem-se: 

_i:_ =C, 1:= tu 0 Pe= Zu 0 u =~ =..:_ 
Ç- C 'IJf C ' Z' ' D ' 0 ' y Z 

O O ax E 
(5.23) 

balanço de massa no leito fixo de adsorção, será expresso por: 

aç 8 2 Ç aç 
---+Pe--A.(~-IJf\ O ar ày2 ày .., F (5.24) 

as condições de contorno 

;e(aç) =1;-1 
ay y=O 

(5.25) 

(5.26) 

e a condição inicial 
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t =O, Ç =O, 1Jf = O, Vy (5.27) 

e o balanço de massa na partícula 

(5.28) 

e condição inicial 

t =O, lj!=Ü (5.29) 

O conjunto de Equações (5.23) e condições (5.24), (5.25) e (5.26), juntamente 

com as Equações (5.27) e condição inicial (5.28), depois de discretizadas em y formam 

um conjunto de equações diferenciais ordinárias e algébricas do tipo DAE utilizando-se 

do método de colocação ortogonal global descrito em VILLADSEN(1978) e 

FINLA YSON(l980). 

Aplicando-se a discretização da variável y nas equações do sistema DAE, 

através do método de colocação ortogonal na Equação (5.23), tem-se: 

j=2 ... N 
(5.30) 

nas condições de contorno 

N+2 

LAikÇk =Pe(Çi -1) j=l 
k~l (5.31) 

e 
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e na condição inicial 

na partícula, tem-se: 

e condição inicial 

N+2 

LAjkl;k =O 
k~I 

d\jlj = 
d't 

\jfj =o 

1: =O, 

j=N+2 

(5.32) 

j=L..N +2 (5.33) 

(5.34) 

(5.35) 

Nas equações acima, t\k e Bjk, representam as matrizes dos pontos de colocação 

ortogonal e estes pontos distribuídos no domínio O :õ: y :õ: 1. 

A solução do sistema de equação diferenciais ordinárias e algébricas constituídos 

pelas equações acima foram resolvidas simultaneamente, sendo que as equações 

diferenciais ordinárias foram resolvidas pelo método númerico de Runge Kutta de 4• 

ordem. O algoritmo computacional foi composto das rotinas para solução das equações 

diferenciais e associado à rotina de otimízação multivariável não-linear, método do 

complexo, elaborado por BOX (1965). Desta forma obteve-se os valores otimizados dos 

coeficientes de filme no liquido, k1, e coeficiente de dipersão axial, Dax , que mínimizasse 

a função objetivo definida como somatório dos quadros dos desvios entre os valores 

N 

experimentais e calculados no modelo {Fo =L (c,"" (i)- C Cal (i))2 
}. 

i ;;o] 
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O algoritmo computacional, composto pela subrotina de otimização, é inicializado 

através de correlações para o coeficiente global de transferência de massa, k~, avaliado 

pela expressão de DWIVEDI e UPADHYAY (1977). Está correlação é recomendada nas 

operações de leitos fixos ou leitos expandidos para operações com Re <10. 

k 
1,1068 · u R _0 72 S C2,<) 

I= e,_ C\n (5.36) 
s 

em que !(] é o coeficiente global de transferência de massa (m.s-1
), s é a porosidade do 

leito de partículas, u é a velosidade linear (m_s-1
), Re é o número adimensional de 

Reynolds (pudp) e Se é o número Schmidt (-1l-). 
!l pudp 

A dispersão axial é obtida por análise do momento de 2" ordem central, através de 

experimentos com aplicação de um pulso traçador de dextrana 'blue' contendo IM de 

NaCl, conforme descrito no Capítulo 4 (item 4.5). A expressão que relaciona a variança 

reduzida,cr2
, é demonstrada no Anexo B (Equação B.21), utilizando um traçador em 

condições que não seja adsorvido no leito de partículas. Tem-se: 

(5.37) 

A modelagem matemática, implementada em um programa computacional, foi 

usada para ajustar o modelo às curvas "breakthrough" experimentais dos sistemas 

lnulinases-CM-Sepharose-CL-6B e lnulinases-Accell Plus QMA. O objetivo a ser 

alcançado com o referido ajuste foi a obtenção dos coeficientes de transferência de 

massa, k1 e D .. , para os sistemas em estudo. 
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5.5.2.1. - Ajuste do Modelo Completo de Adsorção de Leito 
Fixo no Sistema Inulinases-CM-Sepharose 

O ajuste matemático implementado pelos algoritmos computacionais foi usado 

para adequar o modelo às curvas "breakthrough" experimentais do sistema Inulinases­

CM-Sepharose-CL-6B no tampão acetato de sódio (10 ruM, pH 4,1). Através da 

utilização dos parâmetros: isoterma de equilíbrio (qm= 4165,94 UAmL-lg-1 e k.J =94,80 

UAmL-1), porosidades do leito e das partículas (E, 13) e a difusividade efetiva (Der). 

Os dados experimentais apresentados na Figura 5.43 foram ajustados pelo modelo 

completo através da colocação ortogonal, sendo necessários 07(sete) pontos de colocação 

internos e os coeficientes do polinômio a = O e 13 = O_ Os valores dos parâmetros de 

transferência de massa obtidos pelo processo de otimização dos dados experimentais para 

a dispersão axial, Dax = 0,455 10-07 m2 s-1 e kL= 0,104 10-08 m.s-1 Esses valores 

apresentaram ordem de grandeza inferiores àqueles estimados inicialmente através das 

Equações (5.36) e (5.37). 

1,0 _ • Dados Experimentais 
~Ajuste do modelo 

0,8 

~ 
0,6 -

0,4-

0,2 

0,0 
o 50 100 150 200 250 

Tempo (min) 

Figura 5.43 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais coluna HR 5/I 0: leito 

de 8 em e 300 mg, Co= 15,6 UA mL-1 e fluxo volumétrico de 0,25 mL rnin-1
. 
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As Figura 5.44 e 5.45 apresentam os ajustes do modelo completo aos dados 

experimentais do processo de adsorção no fluxo de 0,35 mL.min-1 e 0,65 mL.min-1
. 
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40 80 80 100 120 140 

Figura 5.44 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais coluna HR 5/10: leito 

de 8 em e 300 mg, Co= 11,5 UAmL-1 e fluxo volumétrico de 0,35 mL.min-1
. 
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Figura 5.45 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais coluna C 10/20: leito 

de 3 em e 3,2 g, Co= 25 UAmL"1 e fluxo volumétrico de 0,65 mL.min-1
. 
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Os dados experimentais apresentados nas Figuras 5.44 e 5.45 foram ajustados 

pelo modelo através da colocação ortogonal, sendo necessários 13 (treze) pontos de 

colocação internos, utilizando o mesmo polinômio_ Os valores dos parâmetros de 

transferência de massa obtidos no processo de otimização dos dados experimentais para 

dispersão axial, foram 0,51 1 O-<J7 e 0,685 10-<J7 m2 s-1 e kL =O, 154 10-<J8 e O, 707 10-{)9 m.s-1 

A Figura 5.46 apresenta o ensaio de adsorção do sistema Inulinases-CM­

Sepharose CL-6B realizado na coluna C10/20 com leito fixo de 3 em e 3,2 g de 

adsorvente. 
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Figura 5.46 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais coluna C 10/20: leito 

de 3 em e 3,2 g, Co= 27,6 UAmL-1 e fluxo volumétrico de O, 75 mL.min-1_ 

Os dados experimentais da Figura 5.46 foram ajustados pelo modelo completo 

através de 09(nove) pontos de colocação internos. Os parâmetros de transferência de 

massa: Dax =O, 713 1 O-<J7 m2 s-1 e kL = 0,87 1 O-<l9 m.s-1 m.s-1 _ 
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Figura 5.47 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-CM-Sepharose CL-6B. Condições operacionais na coluna C 10/20: 

leito de 3 em e 3,2 g, Co= 35,9 UA.mL-1 e fluxo volumétrico de 1,0 mL.min-1
. 

Os dados experimentais da Figura 5.47 foram ajustados pelo modelo completo 

através 11(onze) pontos de colocação internos e polinômio idêntico. Assim, obteve-se por 

otimização, os parâmetros de transferência de massa 0,885 10-117 m2 s·' e 0,91 I 0-119 m.s-1 
. 

5.5.2.2.- Ajuste do Modelo de Completo de Adsorção de Leito 
Fixo no Sistema Inulinases-Accell Plus QMA 

O ajuste matemático implementado pelos algoritmos computacionais foi usado 

para adequar o modelo ás curvas "breakthrough" experimentais do sistema lnulinases­

Accell Plus QMA no tampão tris-HCl (30 mM, pH 7,5). Através da utilização dos 

parâmetros: isoterma de equilíbrio (qm= 7783,25 UA.mL-1 g'1 e k.:t =1,61 UA.mL-1
), 

porosidades do leito e das partículas (E, 13) e a difussividade efetiva (Der). 
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Na Figura 5.48 é apresentado o ajuste do modelo completo no ensaio de adsorção 

executado na coluna HR 5/2 e fluxo volumétrico mantido 0,45 mL.min-1
_ 
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Figura 5.48 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

Inulinases-Accell Plus QMA Condições operacionais coluna HR 5/2: leito de 3 em e 100 

mg, Co= 78,9 UAmL-1 e fluxo volumétrico de 0,45 mL.min-1
. 

Os dados experimentais da Figura 5.48 foram ajustados pelo modelo completo 

através 15 (quinze) pontos de colocação internos e utilizando polinômio com coeficientes 

a= 13 =O. Os parâmetros de transferência de massa obtidos foram Dax= 0,513 10-07 m2 s-1 

e kL= 0,201 10-09 m.s-1 
_ 

A Figura 5.49 apresenta a curva do modelo completo ajustada aos dados da curva 

de "breakthrough" experimental obtida no processo de adsorção da solução enzimática de 

68,6 UAmL-1 no leito fixo de 3 em na coluna HR 5/2 e fluxo de 0,65 mL.min-1 

Os dados experimentais da Figura 5.49 permitiram através da utilização do 

método da colocação ortogonal um ajuste satisfatório com 09 (nove) pontos de colocação 

internos. Sendo utilizado o mesmo polinômio de coeficientes a= 13= O e os parâmetros de 
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transferência de massa otimizados foram numericamente iguais 0,617 IO.j)7 m2 s-1 e 0,37 

10-<J9 m.s-1 
. 
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Figura 5.49 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

Inulinases-Accell Plus QMA Condições operacionais coluna HR 5/2: leito de 3 em e 100 

mg, Co= I 05 UAmL-1 e fluxo volumétrico de 0,65 mL.min-1
. 

5.5.2.3. - Ajuste do Modelo de Completo de Adsorção de Leito 
Expandido no Sistema Inulinases-Accell Plus QMA 

Os resultados dos ajuste das curvas de "breakthrough" nas operações em leito 

fluidizado (expandido) do sistema Inulinases-Accell Plus QMA seguiram a mesma 

metodologia utilizada nos processos de leito fixo. O algoritmo de modelagem e 

otimização foi baseado no método da colocação ortogonal e otimização múlti-variável 

sendo inicializado a partir das expressões (5.36) e (5.37). 
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A Figura 5.50 apresenta os dados experimentais do processo de adsorção em 

leito expandido à altura de 4, 4 em e porosidade do leito estimada, E = O, 79 e a curva 

ajustada do modelo completo. 
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Figura 5.50 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA Condições operacionais coluna C 10/20: leito de 

partículas 700 mg, altura do leito expandido H,,= 4,4 em, Co= 98,8 UAmL-1 e fluxo 

volumétrico de 0,65 mL min'1_ 

Os dados experimentais da Figura 5.50 foram ajustados por aplicação do método 

da colocação ortogonal através da utilização de 11 (onze) pontos de colocação internos e 

os coeficientes do polinômio (a = O, 13 = O)_ Os valores dos parâmetros de transferência 

de massa obtidos no processo de otimização dispersão axial Dax = 0,8475 10-07 m2 s'1 e o 

coeficiente global de transferência de massa no filme líquido, kL= 0,95 10-09 ms·1 _ 

A Figura 5.51 apresenta a curva de "breakthrough" obtida no ensaio de adsorção 

em leito expandido, quando submetido ao fluxo volumétrico de O, 75 mL.min-1 e expansão 

de 4,7 em, porosidade do leito & = 0,81. 
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Figura 5.51 - Curva de "breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA Condições operacionais coluna C 10/20: leito de 

partículas 700 mg, altura do leito expandido Hex=4,7 em, Co= 93,8 UAmL-1 e fluxo 

volumétrico de 0,75 mL min-I 

Os dados experimentais da Figura 5.51 foram ajustados utilizando 13 (treze) 

pontos internos de colocação e com mesmo polinômio (a= j3 = 0). Os parâmetros de 

transferência de massa obtidos pelo processo de otimização, Dax = O, 787 10-07 m2.s'1 e 

kL= 0,13 l0'8m.s·1
, 

Por fim, tem-se o ajuste do modelo completo ao conjunto de dados experimentais 

apresentados na Figura 5.52, resultantes do processo de adsorção após expansão do Jeito 

na coluna C 10/20 à altura de 5, 7 em e porosidade do leito de s = 0,84. 
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Figura 5.52 - Curva de ''breakthrough" experimental e ajustada pelo modelo completo no 

sistema Inulinases-Accell Plus QMA Condições operacionais coluna C 10/20: leito de 

partículas 700 mg, altura do leito expandido H.,;=5, 7 em, Co = 117,7 UAmL-1 e fluxo 

volumétrico de 1,0 mL.min-1
. 

Observa-se, na Figura 5.52, que o modelo proposto ajusta bem os dados 

experimentais e o comportamento obtido por aplicação da discretização das equações do 

sistema por colocação ortogonal através de 11 (onze) pontos internos de colocação e 

mantido os mesmos coeficientes do polinômio. Os parâmetros de transferência de massa 

Dax = 0,975 10-07 m2 s-1 e kL= 0,157 10-8 m.s-1 



CAPÍTUL06 

6. - Resultados e Discussão: Separação das Inulinases 

6.1 - Introdução 
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V árias tentativas foram realizadas para separar as inulinases através da adsorção 

com os trocadores iônicos CM-sepharose CL-6B e Accell Plus QMA, utilizando colunas 

de leito fixo ou expandido. 

Embora os adsorventes escolhidos tenham proporcionado um desempenho 

bastante satisfatório na adsorção da mistura Fructozyme ®, o processo de eluição por 

gradiente salino não foi capaz de separar as enzimas presentes na mistura, apresentando 

após o processo de eluição por gradiente, uma fração (pico) contendo ainda a mistura de 

enzimas exo-inulinases e endo-inulinases. 

Dentro das disponibilidades existentes no laboratório, foram utilizadas duas 

alternativas para se atingir a separação das enzimas, a partir das etapas posteriores ciclos 

de adsorção, lavagem e eluição com os adsorventes estudados. 

- A primeira alternativa, foi baseada na metodologia experimental do trabalho realizado 

por Ettabili e Baratti(I987), em que os autores utilizaram corno etapa finalizadora a 

cromatografia por troca iônica em coluna do tipo Mono Q, condicionada em solução 

tampão de trietanolamina (20rnM, pH 8,5) e eluição com solução tampão contendo IM de 

NaCI. 

- A segunda alternativa, foi a utilização da cromatografia por permeação em gel 

Sephacryl HR-IOO condicionada em tampão acetato de sódio (IO rnM, pH 4,I). 

Os resultados obtidos nos processos adicionais por crornatografia em coluna 

Mono Q e cromatografia de permeação em gel Sephacryl SI 00 HR, foram analisados 

através da produção de açúcares a partir da reação de hidrólise enzimática por análise 
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cromatográfica, e também por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes com SDS (SDS-PAGE). 

6.2. - Processo de Polimento por Cromatografia em Coluna 
Analítica do Tipo Mono Q 

6.2.1. - Resultado da Análise Cromatográfica por Adsorção em 
Coluna Mono Q 

A coluna HRS/5 Mono Q, é uma coluna de troca iônica (aniônica) com alta 

resolução, sendo recomendada para aplicações de separação de proteínas, pepitideos, 

polinucleotídeos e outras biomoléculas. O adsorvente apresenta-se fortemente aniônico e 

tem uma curva de distribuição de tamanho de partículas muito estreita com diâmetro 

médio de lO Jlm. Desta forma, este adsorvente apresenta uma alta eficiência na separação 

de biomoléculas avaliada pelo NPT (números de pratos teóricos por metros) superior a 

25000 (PHARMACIA, 1994). 

As frações eluídas e provenientes dos processos de adsorção por leito fixo ou 

expandido nas colunas, contendo os adsorventes CM-Sepharose CL-6B e Accell Plus 

QMA, foram agrupadas no "pool" e dessalinizadas através da coluna PD-1 O® 

(PHARMACIA), contendo o gel Sephadex G-25. Objetivando a preparação de amostra, 

condicionando na solução tampão de trietanolamina-HCI (20 mM, pH 8,5) para ser 

injetada na coluna Mono Q. 

Foram realizadas cromatografias baseadas no procedimento experimental de 

ETTALIBI e BARATTI (1987). Através da eluição por gradiente, os resultados 

apresentados nestas cromatografia indicaram a existência de frações (picos) distintas. 

Porém, através do procedimento de eluição por gradiente salino 0-0,35 M de 

NaCl, seguido por outro gradiente 0,35 - 1 M de NaCl, os picos se apresentavam com 

baixa resolução. Desta forma, realizou-se modificações no procedimento de eluição 

descrito por ETTALIBI e BARRATTI (1987), objetivando melhorar a resolução 

cromatográfica . 



125 

A otimização do procedimento de eluição foi atingida com a realização da 

eluição por degraus de 22%, 35% e 75% obtidos com a utilização das soluções tampão 

trietanolamina-HCl (20 mM, pH 8,5) (tampão A) e trietanolamina-HCl (20 mM , pH 8,5) 

contendo 1 M de NaCl (tampão B)_ A partir deste procedimento foi possível a obtenção 

de frações separadas, contendo as enzimas nas frações (7 e 8), frações (17, 18 e 19) e 

frações (31 e 32), sendo designadas M1, M2 e M3_ A Figura 6.1, apresenta o perfil 

cromatográfico da eluição na coluna Mono Q, a partir da injeção do 'pool' da eluição 

proveniente da adsorção em colunas com os adsorventes CM-Sepharose CL-6B e Accell 

PlusQMA 
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Figura 6.1 - Cromatograma de adsorção de inulinases em coluna mono Q: injeção do 

pool eluído dos processos de adsorção com CM-Sepharose CL-6B e Accell Plus QMA 

As frações coletadas foram submetidas à análise de açúcar redutor pelo método 

do DNS, apresentando os valores de atividade enzimática em torno de 2,7 UAmL-1 na 
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fração Ml (degrau 22% tampão B), em tomo de 4,5 UA.mL -1 na fração M2 (degrau 35% 

tampão B) e; na fração M3, o valor médio de 6 UA.mL-1 (degrau de 75% tampão B). 

6.2.2. - Resultados da Análise dos Açúcares Produzidos por 
Hidrólise das Frações Coletadas da Cromatografia na Coluna 
MonoQ. 

As frações separadas no processo de adsorção por troca iônica em coluna Mono 

Q, foram utilizadas no processo de hidrólise enzimática por incubação da inulina á 

temperatura de 50 °C e período de 1 h, conforme descrito no Capítulo 4 (item 4.3.5). Os 

produtos foram analisados por cromatografia líquida na coluna Phenomenex RSO 

Oligosaccharide, operando com fase móvel água e fluxo volumétrico de 0,4 mL.min-1 sob 

temperatura controlada de 85 °C. 

A Figura 6.2 apresenta o cromatograma da mistura sintética FOS-S-F com os 

respectivos tempo de retenção dos açúcares GF4, GF3, GF2, S, G e F. 
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Figura 6.2- Cromatograma da mistura FOS- S- F (32,04-39, 76-28,20 %), componentes 

frutosil nistose(GF4), nistose(GF3), kestose(GF2), sacarose (S), glicose(G) e frutose(S). 
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O cromatograma, apresentado na Figura 6.2, é composto pela mistura sintética 

de FOS (glicose - O, 1%, fiutose - O, 1%, sacarose - 3,6%, kestose - 43,05%, nistose -

45,44% e fiutosil nistose- 7,68% ), sacarose(S) e fiutose(F) nas proporções mássicas de 

FOS(32,04%), S(39,76%) e F(28,20 %). A análise dos produtos pela hidrólise enzimática 

do substrato inulina através da fração M1, após incubação é apresentada na Figura 6.3, 
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Figura 6.3 - Cromatograma dos produtos da hidrólise enzimática da inulina( 4% ), a partir 

da fração M1 coletada da cromatografia analítica em coluna Mono Q. 

Observa-se na Figura 6.3, há existência de dois produtos provenientes da 

hidrólise enzimática da inulina pela fração M1. A comparação entre os tempos de 

retenção dos compostos presentes na Figura 6.2 e dos produtos do cromatograma da 

Figura 6.3, revelou que foi produzido algum açúcar com massa molecular superior ao 

componente GF4 (mistura FOS-S-F), como também, a fiutose. 

Desta forma, pode-se afirmar que na fração Ml estão coexistindo as duas 

enzimas endo-inulinase e exo-inulinase. E que os açúcares produzidos pela ação 
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enzimática da endo-inulinase na fração, podem ter sido convertidos em frutose por ação 

da enzima exo-inulinase. 

O resultado do produto da hidrólise enzimática do substrato inulina através da 

ação da(s) enzima(s) presente na fração M2, é apresentado na figura abaixo. 
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Figura 6.4 - Cromatograma dos produtos da hidrólise da inulina a partir da fração M2, 

coletada da cromatografia analítica em coluna Mono Q. 

O resultado após análise cromatográfica apresentado na Figura 6.4, revelou a 

produção única de frutose comparando com o tempo de retenção no cromatograma da 

mistura FOS-S-F, Figura 6.2. Não é possível fazer qualquer afirmação sobre a existência 

única da exo-inulinase nesta fração, pois a coexistência dos dois tipos é possível e os 

produtos da hidrólise enzimática pela enzima endo-inulinase, pode ser outra vez 

hidrolisado por uma enzima do tipo exo-inulinase e consequentemente produzir frutose. 

Na Figura 6.5, é apresentada o cromatograma da análise do produto proveniente 

da hidrólise enzimática da enzima presente na fração M3 sobre a inulina, por período de 

incubação de Ih. 
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Figura 6.5 - Cromatograma dos produtos da hidrólise da inulina a partir da fração M3, 

coletada da cromatografia analítica em coluna Mono Q. 

O resultado na Figura 6.5, revelou a produção úníca de frutose comparando com 

o tempo de retenção no cromatograma da mistura FOS-S-F, Figura 6.2. 

Conclui-se que as análises dos produtos da hidrólise enzimática das frações 

coletadas, após eluição da coluna Mono Q, mostraram que existem enzimas distintas nas 

frações. Isto, foi analisando os produtos formados pelas ação enzimática das frações 

sobre o substrato de inulina ( 4% ). 

E que o processo de eluição definido anteriormente para coluna Mono Q, se 

mostrou satisfatório em termos de separação das enzímas comparado com as eluições 

obtidas por gradiente linear nos leitos fixo com adsorventes CM-Sepharose CL-6B e 

Accell Plus QMA e também na adsorção por leito expandido com o adsorvente Accell 

PlusQMA. 

Nesses processos a eluição por gradiente apresentou uma única fração (pico), 

contendo uma mistura com as duas enzimas, e que após o processo de hidrólise 
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enzimática do substrato pela ação da enzima na fração, a análise cromatográfica dos 

açúcares gerados apresentava apenas formação de frutose. 

6.3. - Processo de Polimento por Cromatografia de Permeação 
em Gel Sephacryl S 100 HR. 

A utilização da cromatografia por permeação em gel, apresenta-se geralmente 

como uma das técnicas de finalização de processo para purificação de enzimas. Essa 

técnica explora a propriedade de tamanho das moléculas e tem como caracteristicas: 

baixa seletividade, baixa resolução e alto rendimento. Sendo uma técnica de baixo custo, 

necessita de amostra com composição protéica elevada e pequeno volume (HARRIS, 

1995). 

As amostras da etapa de eluição provenientes dos processos cromatográficos de 

análise frontal dos sistemas Inulinases-CM-Sepharose CL-6B e Inulínases-Accell Plus 

QMA, foram reunidas no "pool" e dessalinizadas em colunas PD-1 O com gel Sephadex 

G-25 M sendo condicionadas em solução tampão de acetato de sódio (10 mM, pH 4,1). 

O "pool" das frações foi injetado na coluna empacotada de gel Sephacryl S-1 00 

HR com volume aproximado de 44 mL e fluxo volumétrico de 0,5 mL.min-I Sendo que, 

o gel Sephacryl S-100 HR tem capacidade de exclusão de proteínas globulares numa 

faixa de fracionamento entre 1 até 100 kDa. 

Na Figura 6.6, é apresentado o cromatograma do processo de cromatografia por 

permeação em gel Sephacryl S-100 HR, no qual é identificado frações com atividade 

enzimática. As frações (17 a 24), foram agrupadas e designadas F22 e as frações 31 até 

33, designadas de F32. 

A análise de atividade enzimática, mostrou que as frações separadas F22 

apresentaram uma concentração em tomo de 7,5 UA.mL-1 e para a fração F32 em tomo 

de 1,5 UA.mL-I 
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Figura 6.6 - Cromatograma da exclusão em gel Sephacryl S-1 00 HR, amostra injetada 

proveniente da eluição do sistema inulinases-Accell Plus QMA 

6.3.1 - Resultados da Análise dos Açúcares Produzidos pela 
Hidrólise das Frações Coletadas da Cromatografia por 
Permeação em Gel. 

As frações, separadas pelo processo de cromatografia por permeação em gel 

Sephacryl S-1 00 HR, foram submetidas a hidrólise enzimática, conforme procedimento 

descrito no Capitulo 4 (item 4.3.5). Sendo, os produtos formados da hidrólise enzimática 

analisados por cromatografia líquida em coluna Phenomenex RSO Oligosaccharide. 
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Na Figura 6.7, é apresentado o cromatograma dos açúcares produzidos a partir 

da hidrólise enzimática do substrato inulina por ação da( s) enzima( s) presente na fração 

F22 sob o substrato inulina ( 4% ), 
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Figura 6. 7 - Cromatograma do produto formado pela hidrólise da inulina a partir da ação 

da(s) enzima(s) presente na fração F22, coletada na cromatografia por permeação em gel 

Sephacryl S 100 HR_ 

O cromatograma, Figura 6.7, apresentou um único produto, que comparando os 

tempos de retenções dos picos da mistura sintética Figura 6.2, identifica-se como frutose 

o açúcar formado pela hidrólise enzimática do substrato pela ação do 'pool' F22. 

Uma análise posterior desta fração por eletroforese em gel de poliacrilamida em 

condições desnaturante com SDS (SDS-P AGE), poderá identificar a existência da enzima 

isoladada ou se encontra a mistura de enzimas. 

Na Figura 6.8, é apresentado o cromatograma obtido da hidrólise enzimática da 

fração F32 sob o substrato inulina ( 4% ), 
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Figura 6.8 - Cromatograma do produto da hidrólise da inulina a partir da fração F32, 

coletada da cromatografia por permeação em gel Sephacryl S 100 HR 

O cromatograma apresentado na Figura 6.8, comparado com os tempos de 

retenções da mistura FOS-S-F na Figura 6.1, mostra que a enzima presente na fração F32 

apresentou apenas um produto da reação enzimática e que o mesmo é um açúcar com 

massa molecular superior ao GF4 (presente na mistura FOS-S-F)_ Desta forma, pode-se 

afirmar que esta fração apresenta a enzima do tipo endo-inulinase_ 

6.4. Determinação da Massa Molecular das Enzimas 
Purificadas 

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS) foi 

desenvolvida para determinação da massa molecular das enzimas purificadas e avaliação 

do perfil das proteínas após a etapa de polimento por cromatografia em gel Sephacryl S 

100HR_ 
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A massa molecular das enzimas, foram estimadas utilizando uma curva de 

calibração, apresentada na Figura 6.9, construída com a distância percorrida pelas 

proteínas padrões versus o logaritmo das massas moleculares conforme Tabela 6. 1. 

Tabela 6.1 - Massa molecular das proteínas padrões e distância percorrida no gel de 
poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE). 

Proteínas Massa Molecular (kDa) Migração relativa 

F osforilase 94 0,137 

Albumina do soro bovino 67 0,153 

Catalase 60 0,209 

Ovalbumina 43 0,467 

Lactato desidrogenase 36 0,516 

Anidrase carbônica 30 0,596 

Iníbidor de tripsina de soja 20,1 0,879 

Ferritina 18,5 0,895 

a.-Lactoalbumina 14,4 0,967 

5,0 I • Dados Experimentais 

4,8 

:E 4,6 

~ 

"' ..2 4,4 

4,2 

Migração Relativa 

Figura 6.9.- Curva de calibração de proteínas padrões e ajuste linear. 
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A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS) para 

as frações eluidas na cromatografia em permeação em gel Sephacryl S 100 HR, é 

apresentada na Figura 6.10. 

Figura 6.10 - Eletroforese em gel de poliacrilarnida SDS 12,5%. Faixas A e B proteínas 

padrões: lA - Ferritína (220 kDa); 2B - Fosforilase B(94 kDa); 3A e 3B - Albumina de 

soro bovino (67kDa); 4A- Catalase (60 kDa); SB- Ovoalburnína (43 kDa); 6A- Lactato 

desidrogenase (36 kDa); 7B - Anidrase carbônica (30 kDa), 8B - Inibidor de tripisina de 

soja (20,10 kDa); 9A- Ferritína (18,5 kDa) e lOB- a-Lactoalburnina (14,4 kDa). Faixa C 

e H, amostra injetada. Faixa D e E amostra eluida F32. Faixa F e G, amostra da fração 

eluída F22. Tempo de migração 58 mine voltagem 200 V. 

Observa-se, na Figura 6.10, a existência de urna única banda na faixa D e E 

(fração F32) e nas faixas F e G (fração 22) revelam a presença de mais de urna enzima. 

De acordo com os crornatogramas dos açucares produzidos após hidrólise enzimática nas 

Figuras 6. 7 e 6.8, e pela eletroforese realizadas nas duas frações pode-se distinguir as 

enzimas distintas presentes nas frações F22 e F32. Sendo que, a fração F22, representa 

urna enzima do tipo exo-inulinase e a fração F32 uma endo-inulinase. 
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A estimação da massa molecular é possível pela curva de calibração obtida na 

Figura 6.9, e expressa por Log (MM)= 5,00 - 0,836 MR. Na Figura 6.11 apresenta-se as 

frações de interesse (F22 e F32) plotadas na curva de calibração. 

~ 
"" ..:l 

/F32 

5,0 • 

4,8 I • • 
F22 

4,6 

• 
4,4 

• 
4,2 

• 
-Ajuste linear, Log(lll\l)= 5,000 • 0,836 M,.l 

4,0+-~-.-~-.---:...--.--~-';,-~'-.,...::~ 
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 ,O 

Migração Relativa, MR 

Figura 6.11 - Curva de calibração de proteínas e frações de interesse F22 e F32. 

Através da expressão do ajuste linear, tem-se que a fração F22 é uma exo­

inulinase e possui uma massa molecular estimada em 70 k:Da e a fração F32 64 k:Da é 

uma enzima classificada como endo-inulinase. 

As massas moleculares das enzimas purificadas apresentaram-se com valores 

semelhante aos encontrados na literatura, como nos trabalhos de AZHARI et ai. (1989), 

que quantificaram as enzimas exo-inulinase e endo-inulinase, 81 k:Da e 53 k:Da, e como 

também no processo de purificação desenvolvido por ETTABILI e BARATTI (1987) as 

massas moleculares foram 74, 75 e 76 k:Da nas exo-inulinases e 64 k:Da nas endo­

inulinases. Já, as massas moleculares obtidas por XIAO et ai. (1989) apresentaram-se 

com 58 e 56 k:Da. Os valores de 60 e 56 k:Da foram encontrados por MUKHERJEE e 

SENGUPTA (1987) e que são inferiores aos obtidos no presente trabalho. 
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CAPÍTUL07 

7.- Conclusões 

A utilização dos adsorventes de troca iônica Accell Plus QMA (aniônica) e CM­

Sepharose CL-6B (catiônica) no processo de adsorção de uma mistura comercial de 

enzimas inulinases, Fructozyme®, ofereceu um conjunto de conclusões delineadas a 

segurr: 

( 1) Os adsorventes utilizados foram caracterizados com relação às seguintes 

propriedades: tamanho de partículas e distribuição de poros. 

(2) Os dados de equilíbrio conduziram a isotermas de adsorção que foram ajustadas pelo 

modelo de Lagmuir. 

(3) A cinética de adsorção foi avaliada experimentalmente através de ensaios de adsorção 

em tanques agitados. 

(4) O modelo matemàtico completo para à cinética de adsorção em tanques agitados 

permitiu quantificar os parâmetros de convecção externa e de difusão efetiva nos poros 

dos adsorventes. 

(5) O modelo completo para a adsorção em colunas conduziu ao ajuste das curvas 

experimentais de ruptura ("breakthrough"), permitindo asssim a previsão do 

comportamento da adsorção de inulinases em colunas de adsorção. 

( 6) Ciclos de adsorção, lavagem e eluição para o sistema constituído pela mistura de 

inulinases e pelos adsorventes Accell Plus QMA indicaram um fator de concentração 

médio das enzimas de 8 vezes, com uma recuperação de 52% da enzima originalmente 

presente_ 

No processo de purificação das inulinases foram utilizadas duas rotinas distintas: 

(I) Processo de purificação por cromatografia analítica em coluna Mono Q e (Il) Processo 
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de permeação em gel Sephacryl S 100 HR. Algumas conclusões foram obtidas através 

desses processos, tais como: 

(1) O processo I apresentou enzimas eluídas e separadas nas frações E8, E17 e E32, 

porém não foi possível a identificação e classificação das enzimas presentes nas frações. 

Quando submetidas à hidrólise enzimática os produtos da reação, foram apenas 

identificados a existência de pelo menos enzimas doo tipo exo-inulinase nas frações. 

(2) No processo II as enzimas foram separadas com sucesso. As enzimas presentes nas 

frações, F22 e F32, foram classificadas como enzimas do tipo exo-inulinase e endo­

inulinase. Está identificação foi possível através da análise cromatográfica dos produtos 

da hidrólise enzimática sob o substrato inulina, confrontando com a mistura FOS­

Sacarose-Frutose. 

(3) A caracterização da massa molecular das enztmas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE), revelou que a endo-inulinase 

purificada na fração F32 possui massa molecular estimada de 64 kDa e a exo-inulinase 

purificada na fração F22 foi estimada em 70 kDa. 

7.1 - Sugestões para Trabalhos Posteriores 

(1) Elaboração de ensaios de adsorção com um extrato enzimático bruto produzido por 

uma cepa específica contendo material particulado; 

(2) Levantamento das condições ótimas da adsorção ( força i6onica e pH ) no adsorvente 

Mono Q ou adsorventes com partículas inferiores a I O !Jll1 de diâmetros; 

(3) Estudo da adsorção em colunas em leito fixo e expandido utilizando um modelo 

distribuído para quantificar isoladamente os coeficientes de transferência de massa na 

fase líquida externo e interno (nos poros); 

(4) Estudo da discretização dos modelos em tanques agitados e em colunas de adsorção 

por colocação ortogonal em elementos finitos. 
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ANEXO A 

A. 1 - Curva de Calibração para Proteína Total e Atividade 
Enzimática. 
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Figura A. 1.- Curva de calibração proteína total. 
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Figura A. 2.- Curva de calibração atividade enzimática 
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Bl - Caracterização do Leito de Adsorvente e Partícula por 
Aplicação da Análise dos Momentos com Pulso Traçador 
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A porosidade das partículas individuais, bem como de um leito formado pelas 

partículas de um adsorvente trocador de íons, podem ser determinadas através do método 

de análise dos momentos. Neste método as moléculas de um fluido traçador percolam o 

leito de partículas e saem deste em diferentes tempos. 

A distribuição desses tempos na corrente do fluido que deixa o sistema é 

denominada de distribuição de idades de saída , E, ou distribuição de tempo de retenção 

(DTR) do fluido. É conveniente representar a DTR do fluido traçador de tal maneira que 

a área sob a curva seja unitária. 

J.l;;'(t). dt = 1 
(B.l) 

A curva E é necessária para levar-se em conta o escoamento não ideal. 

Desejando-se caracterizar o grau de não idealidade de um escoamento através da função 

de distribuição de idade do fluido, deve-se proceder uma avaliação da curva E para 

qualquer escoamento. Faz-se uso de um certo número de métodos experimentais 

dinâmicos que podem ser classificados como técnica de estímulo e resposta. Em todas 

essas experiências perturba-se o sistema e verifica-se como ele responde ao estímulo. 

Analisando-se a resposta de um certo tipo de perturbação, obtêm-se informações sobre o 

sistema em estudo. O estímulo é, geralmente, uma medida da presença do traçador na 

entrada, junto com o fluido que alimenta o recipiente, enquanto que a resposta é um 

registro da presença do traçador em função do tempo na saída do recipiente. 

Qualquer material que possa ser detetado, e que em quantidade não perturbe o 

escoamento no sistema, pode ser utilizado como traçador. 
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Por definição, a curva C, indicada na Figura B.l, representa a curva ,!1 quando se 

fornece, na entrada da corrente fluida na coluna, um sinal pulsante ideal de traçador. Tal 

entrada é freqüentemente denominada de função de Dirac ou impulso. A normalização 

deste sinal é conseguida dividindo-se a concentração medida pela vazão total Q. 

c 

o 

Injeção do Traçador 
(pulso ideal) 

área = 1 

o 
Tempo (s) 

Saída do traçador, 
ou curva C 

J 

Figura B.l - Sinal típico da curva C. 

Utilizando-se de procedimentos estatísticos, caracteriza-se a função distribuição 

do tempo de retenção (DTR) do leito em termos de seus parâmetros. Parâmetros tais 

como o tempo médio da distribuição, e a dispersão do tempo médio e/ou cauda da 

distribuição. Os momentos da DTR são definidos da seguinte forma: 

w 

,u. =f t• E(t )dt 
o (B 2) 

em que k é a ordem do momento; para k = 1 tem-se o tempo de retenção médio, tR , e k=2 

permite calcular a variança, r:l, para o momento centrado em relação ao tempo de 

retenção médio. Dessa forma, o momento de la ordem é representado pela expressão 
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00 

J tC(L, t)dt 
o J.l1 = tR = _'óoo ___ _ 

J tC(L, t)dt 
(B_3) 

o 

e a variança é expressa por 

00 

f t'C(L, t)dt 
, o t' ,,-

m R (B.4) 
f C(L, t)dt 
o 

em que d é a variança, a qual representa o quadrado da amplitude da distribuição e tem 

dimensão de tempo ao quadrado. 

As equações (B _3) e (B .4 ), podem ser representadas pela forma discretizada. 

n 

~),c,at 
i-I 

tR =-=-n--

:LC,At 
(B.5) 

i=l 

(B.6) 

B. 2 - Modelo de Escoamento com Dispersão 

O modelo de dispersão é baseado no conceito de cromatografia, e envolve as 

fases estacionária e móveL A fase estacionária corresponde ao líquido no interior do 

adsorvente, e a fase móvel ao líquido no espaço intersticial às partículas. O balanço de 

massa do soluto (traçador) na fase móvel é expresso pela equação abaixo, supondo-se que 
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a geometria da partícula é esférica, e que o soluto não tem interação específica com o 

sólido adsorvente (FURUSAWA et ai., 1976): 

(B.7) 

(B.8) 

em que C é a concentração do traçador na fase líquida externa(mg.cm-3
), Dax coeficiente 

de dispersão axial (cm2 s-1
), Der difusão de massa nos poros da partícula (cm2 s-1

), ué a 

velocidade intersticial (u = !Jo/&)(cm. s·1
), kr é o coeficiente de transferência de massa 

(cm.s-1
), & é a porosidade do leito e Pp densidade da partícula. O balanço de massa na 

partícula é expresso por (BLANCH e CLARK, 1997): 

0 (8
2

C,+~ac,J_flac,_P aq=o 
ef8r2 rar pat pat (B.9) 

(B.10) 

em que Ci é a concentração do traçador nos poros da fase estacionária (mg.mL-1
) e 13 a 

porosidade da partícula. As condições de contorno para entrada do pulso traçador em to 

são definidas abaixo. 

ac, =o em r=O para t>O 
àr (B.ll) 

C=O em Z>0 para t=O 
(B.12) 

c, =0 em r?:O para t=O 
(B.l3) 
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O pulso traçador é definido por 

C-C - o em z=O para O:o;t:o;t 0 (B.l4) 

O sistema de equações acima pode ser resolvido aplicando o domínio de Laplace 

(FURUSAWA et ai., 1976). As derivadas de primeira e segunda ordem da solução, 

conforme o teorema de V AN DER LAAN (1957), representam os momentos de primeira 

e segunda ordem, de acordo com a expressão: 

. = (-l)k [c'G(s )J !l, ~ k 
os 

s"'O 
(B.l5) 

FURUSAWA (1976) e ARNOLD et ai. (1985) apresentaram como solução para 

o sistema de equações as relações dos momentos com as seguintes expressões: 

O momento absoluto de la ordem, que representa o tempo de residência do 

traçador no leito empacotado, é expresso por: 

Ls ( ) t 0 llt =- l+oo +-
u0 2 (B.l6) 

em que 

(B.l7) 

Para momento central de 2a ordem é expresso por : 

2 _ 2 _2Ls[~ D"(l ~ )z 1 J t~ cr -" -n --- o +-- +u - +-
t-"'2 r'l 1 o ') 12 

U 0 E Uõ (B.l8) 
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em que 

( ( )
2 J K o 2 

1- & P• ~ R l3 P. 1 1 5 o =-13 ---+- 1+-K -(-+-J 1 
& l3 kr 15 l3 A u~ Der krR (B.19) 

A análise das equações (B.18) e (B.19) permitem obter informações que 

caracterizam o leito ( & ), o adsorvente (13) e os efeitos de transferência de massa no 

escoamento. O momento de 1• ordem, !lb que representa o tempo médio de retenção do 

traçador, mostra a influência da constante de equilíbrio de adsorção e das porosidades do 

leito e da partícula no escoamento. Já, o momento central de z• ordem, (l, representa a 

dispersão do traçador no sistem~ contêm os termos de dispersão axial, transferência de 

massa externa e interna. 

As características do leito e efeitos de dispersão axial podem ser obtidos usando 

uma substância inerte ao sistema como pulso traçador, ou sej~ que não adsorva (KA=O), 

conduz à simplificação das equações (B.l8) e (B.l9), resultando: 

(
to ) L& ( 1 - & ) !l,- 2 =~ 1+-&-13 (B_20) 

(B.21) 

em que, o0 representa o termo de difusão intrapartícul~ i5r a transferência de massa no 

filme externo da partícula e o -o é constante e depende das porosidades do leito ( & ) e da 

partícula (13). 

(B_22) 
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o =o' R '13 (-~-J 
D o 15 D 

ef 
(B.23) 

o =o' R'f3(_5_J 
r 0 15 k R 

f (B.24) 

As porosidades do leito (E) e das partículas (f3) e dispersão axial (Dax), podem ser 

estimadas usando dois traçadores um pequeno que penetra nos poros e um outro 

grande(alto peso molecular) que não penetre nas partículas, implicando em porosidade 

virtual f3=0. 
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ANEXO C 
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Figura C.l - Curva de distribuição de poros, método BJH dessorção de Nz, no 
adsorvente Accell Plus QMA. 


