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RESUMO

O crescente interesse e aplicacoes dos produtos biotecnoldgicos vem
aumentando o desenvolvimento de novos processos de recuperagéo e purificacéo
de proteinas. O soro de leite bovino, obtido da manufatura da caseina para a
producdo de queijo, € em sua maioria descartado em mananciais de agua,
causando sérios problemas ambientais devido a sua alta demanda biol6gica de
oxigénio (DBO). As proteinas presentes no lactosoro apresentam um excelente
valor nutritivo e farmacolégico, porém, o seu uso no enriquecimento de produtos
alimenticios é limitado devido a baixa concentragdo destas proteinas. As principais
proteinas do lactosoro sdo: B-lactoglobulinas, a-lactalbumina, albuminas de soro
bovino, imunoglobulinas, lactoperoxidase, lactoferrina, lisozima e outras proteinas
de menor proporgéo, que apresentam um alto valor agregado. A a-lactalbumina
atua no organismo estimulando os agentes do sistema imunolégico por
proporcionar a elevacao de glutationa em varios érgaos e no sangue, resultando
em beneficios para pacientes portadores de doencas degenerativas como os
males de Parkinson e Alzheimer, cancer e AIDS. Neste trabalho foi estudado o
processo de separacdo da a-lactalbumina, através de técnicas cromatograficas
empregando a metodologia de leito fixo e expandido. O leito expandido possibilita
a reducao nos custos do processo de purificacdo, eliminando etapas de separac¢ao
necessarias quando o extrato apresenta material em suspensao, que é o caso dos
lactosoros. Nos ensaios realizados foram estudados as melhores condigées de

adsor¢ao da a-lactalbumina visando a sua purificagdo empregando adsorventes
de troca ionica e de interagao hidrofébica. Também foram realizados ensaios em
sistemas de tanque agitados para a determinagdo das isotermas e cinéticas de
adsorgdo. Neste trabalho obteve-se a a-lactalbumina com uma pureza acima de

80% e apresentando um fator de purificacdo de 5 vezes utilizando as resinas de
interagao hidrofébica com Unica etapa de purificagéo.

Palavras Chave: Soro do leite, a-Lactalbumina, Adsorgdo, Cromatografia, Troca

ibnica, Interagédo hidrofébica.
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ABSTRACT

The interest and applications of biotechnology products has been increasing
the development of new recovery and purification processes for proteins. The
bovine milk serum, obtained from casein manufacture for cheese production, is
mostly rejected into watercourse, causing problems to the environment due to its
high biological oxygen demand (BOD). The proteins of milk serum have excellent
nutritious and pharmaceutical value, however, its application for protein enrichment
of food products is limited due to its low content in the milk serum. The main
proteins of milk serum are: B-lactoglobulins, o-lactalbumine, bovine serum
albumine, immunoglobulins, lactoperoxidase, lactoferrin, lisozime and other lower
content proteins which have a high aggregate value. The a-lactalbumine acts in the
human organism by stimulating the agents of the immunologycal system due to
increasing on glutathione level in several organs and blood, resulting in benefits for
patients of some diseases like Parkinson and Alzheimer’s ill, cancer and AIDS. It
was studied in this work the separation processes of o-lactalbumine, by
chromatographic techniques making use of fixed and expanded bed methods. The
expanded bed enables cost reduction on purification process by reducing
separation steps used for removing suspended solids, as in case of milk serum
extracts. In our experiments were studied the adsorption conditions of a-

lactalbumine aiming at its purification by using ionic exchange and hydrophobic

interaction adsorbents. Other experiments were accomplished at stirred tank
systems for the determination of isotherms and adsorption kinetics. It was
obtained, in this work, an a-lactalbumine purity higher than 80%, with a five fold
purification factor by using the hydrophobic interaction resins in a single purification
step.

Keywords: Milk serum, a-Lactalbumine, Adsorption, lonic exchange, Hydrophobic

interaction.
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Capitulo 1 Introducdo

CAPITULO 1

INTRODUGAO

1.1. ESCOPO

As proteinas possuem um lugar de destaque entre os produtos da industria
biotecnolégica, principalmente por suas propriedades enzimaticas, nutricionais e
terapéuticas. Como conseqiiéncia, a utilizagdo de proteinas tem-se tornado cada
vez mais crescente, devido ao seu vasto campo de atuagao e aplicagdo.

Proteinas sdo componentes essenciais das células e estdo relacionadas a
praticamente todas as fung¢ées fisiologicas. Elas sao utilizadas na regeneragéo de
tecidos, funcionam como catalisadores nas reagdes quimicas que ocorrem nos
organismos vivos e que envolvem enzimas e hormdnios, sdo necessarias nas
reagdes imunolégicas e juntamente com os acidos nucléicos sdo indispensaveis
nos fendmenos de crescimento e reproducido (LEHNINGER, 1982).

As fontes protéicas podem ser classificadas em convencionais e nao
convencionais. Dentre as convencionais temos as de origem animal e vegetal, por
serem largamente consumidas pela grande maioria dos povos e que constituem a
base protéica das dietas humanas. Por outro lado, as fontes de proteina de origem
nao convencionais sao aquelas que embora contenham proteinas em quantidade

para serem introduzidas na dieta humana, sao raramente consumidas, por
1



_Capitulo 1 Introducao
exemplo as de origem microbiana e de subprodutos da industria animal
(SGARBIERI, 1996).

A viabilidade da comercializagcdo e da producdo em escala industrial de
substancias obtidas por meio da biotecnologia, depende significativamente das
técnicas empregadas na purificagdo dos compostos desejados. A baixa
concentracdo inicial, a sensibilidade térmica e a necessidade de preservacdo das
caracteristicas funcionais dos compostos, bem como os requisitos de alta pureza

dos produtos tornam esta etapa uma das mais onerosas nos custos globais de
produgéo (COIMBRA, 1995). Portanto, um dos principais objetivos na recuperagéo
de bioprodutos &€ o estudo de métodos de purificacdo biocompativeis e
econdmicos, que tornem o bioproduto mais atraente ao mercado em termos de
custo e qualidade.

Visando reduzir os custos e minimizar etapas de purificacdo na producao
industrial em larga escala, a adsor¢do em leito fixo e expandido de resinas vem
sendo amplamente empregada na recuperacéo de proteinas (KAUFMANN, 1997).
O leito expandido ou fluidizado, possibilita 0 processamento de solugdes brutas,
tais como aquelas provenientes de meios de fermentacéao que contenham material
particulado, evitando a colmatagem ou entupimento do leito de resinas, fendmeno
que geralmente ocorre quando se opera solugbes brutas sem pré-tratamento no
leito fixo tradicional. Assim, no leito expandido sédo eliminadas as etapas primarias
de clarificacdo, como a precipitacdo, centrifugacdao e filtragdo em membrana,
reduzindo os custos de produgao e purificacdo.

Um grupo de proteinas com potencial para tratamento tanto em leito fixo
como em leito expandido é aquele composto pelas proteinas do soro de leite,
obtido da produgéo do queijo. Nos anos 70 a producdao mundial de soro de leite foi
estimada em torno de 90 milhdes de toneladas por ano (LEBENTHAL,1975), e no
inicio dos anos 90 foi em torno de 145 milhdes de toneladas por ano (MORR &HA,
1993).

Normalmente, 60% do soro de leite € utilizado para a producéo de lactose e
racdo animal. O restante é geralmente manipulado como residuo ou descartado
sem tratamento prévio em mananciais de agua, aumentando os riscos de poluicao

2
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ambiental devido ao alto valor da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) de
40.000 a 50.000 ppm (COIMBRA, 1995).

O soro de leite bovino contém cerca de 20% das proteinas existentes
inicialmente no leite, com concentracdo na faixa de 5,0 a 9,0 g.L' (McKENZEY,
1970; SGARBIERI, 1996). Além de ser uma fonte de proteinas de baixo custo,
apresenta a vantagem de ndo necessitar de pré-tratamento para o seu
processamento em larga escala (COIMBRA, 1995).

A acédo conjunta das proteinas do soro de leite quando ingeridas em
quantidade suficiente, proporciona a elevagao de giutationa em varios 6rgéos e no

sangue. A elevagcdo de glutationa esta relacionada com a ativagdo do sistema
imunolégico, tanto celular como humoral, podendo resultar em beneficios para
pacientes portadores de doengas degenerativas como os males de Parkinson e
Alzheimer, cancer, AIDS e cardiovasculares (BRINK, 1996).

A pB-lactoglobulina (B-Lg) e a a-Lactalbumina (a-La) sdo as proteinas
encontradas em maior abundancia no soro de leite, aproximadamente 50% e 20%
do total de proteinas do soro, respectivamente. Estas proteinas apresentam ponto
isoelétrico e massa molecular semelhantes, 0 que dificulta a sua purificagcdo em
resinas trocadoras de ions (HAHN et al, 1998). Na literatura encontram-se
diversos trabalhos sobre a separacdo destas duas proteinas. Alguns
pesquisadores acreditam que a B-Lg tem importancia biolégica devido a sua
participagdo na ligacao e transporte do retinol, esta ligacdo é responsavel pela
protecdo contra oxidagbes enzimaticas no organismo. (JAMES, 1994). Outro fator

para a separacdo destas proteinas demanda do fato que a B-Lg é tida como o
principal componente alérgico do leite bovino, quando utilizada pelo uso direto do
leite ou do soro de leite no enriquecimento protéico de alimentos infantis
(McKENZEY, 1970).

A o-La possui alto valor nutricional devido a sua composicdo de
aminoacidos, e sua aplicacdo & importante na dieta alimentar de criangas. E
conhecida como sendo subunidades da lactose sintetase e é importante na
biossintese da lactose pela galactose e glicose (JAMES, 1994). Possui
hidrofobicidade média de 1020 kcal/residuo (MORR &HA, 1993), pode se ligar ao

3
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fon célcio (Caz"), sendo assim caracterizada como uma proteina metalica
(HIRAOKAL et al, 1980). E importante observar que esta ligagdo com o calcio
diminui a sua hidrofobicidade. Explorando a hidrofobicidade e outras caracteristica

fisico-quimica da a-La a sua separag¢do e purificacdo a partir do soro do leite
bovino pode ser conseguida utilizando técnicas de cromatografia empregando
resinas de interacéo hidrofdbica e troca i6nica (NOPPE et al, 1998).

1.2. OBJETIVO

Este trabalho de pesquisa prop6e o desenvolvimento de uma estratégia de
purificacéo da proteina a-Lactalbumina (a-La), presente no soro de leite, utilizando

processos de cromatografia em leito fixo e expandido, empregando resinas de
troca i6nica e interacao hidrofébica.

Outros aspectos do processo de adsor¢cdo foram estudados, entre eles
destacam-se:

» Determinacéo dos parametros termodinamicos e cinéticos para a a-La do

soro de leite, tais como as isotermas de equilibrio e cinética de adsor¢ao em
tanque agitado.

> Testes de um modelo matematico que descreva o comportamento
cinético da adsorg¢éo da a-La em tanque agitado.

» Verificacdo experimental e medidas quantitativas no ciclo adsorcéo,

lavagem e eluicao.
> Estudo individualizado da recuperagdo da o-La a partir de um

concentrado protéico do soro do leite, utilizando as resinas de troca idnica e
de interacao hidrofébica.
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CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo descreve sucintamente os conceitos bdasicos das técnicas
empregadas neste trabalho, juntamente com informacgdes relevantes retiradas da
literatura, tais como: fundamentos de purificagcdo de proteinas, caracteristicas do
soro do leite, cromatografia de troca idnica e de interagcéo hidrofébica.

2.1. SORO DE LEITE

O soro de leite € um subproduto oriundo da manufatura da caseina para a
producéo de queijos, contém aproximadamente 10% de sélidos e representa cerca
de 85% do volume inicial do leite. A composi¢ao natural do soro de leite é rica em
lactose (4,0 a 4,5% plv), proteinas (0,7 a 0,9% p/v) e possui pequenas
quantidades de acidos orgénicos, lipidios e sais minerais que possibilitam o
aproveitamento comercial de seus nutrientes. Este aproveitamento pode ser feito
de forma direta como alimentagao animal, ou indiretamente apés a ultrafiltracao
para producdo de lactose, concentrados protéicos e de compostos organicos por
via fermentativa com etanol e acido lactico (McKENZEY, 1970; MORR & HA,
1993).

Existem dois tipos de soro de leite: o proveniente da producido de queijo
5
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doce (sweet) e o da produgdo do queijo acido ou caseiro (cottage). No entanto,
suas composicdes sao muito semelhantes, com respeito a lactose, proteinas e
outros minerais, (MORR & HA, 1993), conforme pode ser observado na Tabela
2.1.1.

O elevado contetdo de proteinas presentes no soro de leite motivou o
desenvolvimento de formulagées alimentares para o consumo humano, visando
regular a relacdo proteina / caseina do leite materno na alimentagéo de criancas
prematuras. Quando comparadas as composi¢cées do soro de leite bovino e
humano (Tabela 2.1.2), observa-se que ha elevada concentragéo de B-Lg no soro
bovino, inviabilizando sua adigdo direta “ in natura” em alimentos infantis, uma vez
que a B-Lg é considerada uma proteina alergénica. A lactoferrina e as
imunoglobulinas também sdo proteinas presentes no soro, porém em menores
quantidades. Estas sdo de fundamental importancia devido as suas propriedades
imunolégicas, nas formulagdes de alimentos infantis (COIMBRA, 1995).

Tabela 2.1.1: Composi¢éo do soro de queijo doce e acido.

Constituinte (%) Doce (pH 6,3) Acido (pH 4,6)

Cinza 0,53 0,69
Lactose 477 4,71
Proteina 0,82 0,75
Gordura 0,07 0,03
Acido Lactico 0,15 0,55
Calcio 0,05 0,13
Sédio 0,07 0,06
Potassio 0,13 0,15
Fosforo 0,06 0,09

Fonte MORR & HA, 1993
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Tabela 2.1.2: Composicéo protéica do leite humano e leite bovino.

Proteinas Conc. Leite Humano (g.L™) | Conc. Leite Bovino (g.L™)
Fracao de caseina 3,6 26
B-lactoglobulina Tragos 3,7
a-lactalbumina 2,8 1,2
Albumina 0,6 04

Lisozima 0,4 Tragos

Lactoferrina 20 0,1
Imunoglobulinas 1,0 0,7

Fonte MORR & HA, 1993

2.2. AS PROTEINAS DO SORO DE LEITE.

As proteinas de soro de leite sdo aquelas que permaneceram retidas no
soro proveniente da produgdo de queijo, apdés a coagulagdo da caseina,
geralmente realizada a 25 °C e pH 4,6 (IMAFIDON et al, 1997). Tém excelente
valor nutritivo, apresentando quociente de eficiéncia protéica (PER) da ordem de
3.4, superando inclusive o da caseina que fica em torno de 3,0 (DELANEY, 1976).
O PER mede o quociente do ganho de peso em gramas pela quantidade de
proteinas ingeridas também em gramas, de um grupo de animais de laboratorio,

normalmente camundongos, submetidos a uma dieta contendo a proteina em
estudo. A Tabela 2.2.1 mostra a influéncia da concentragéo de proteina no valor
do PER para varias proteinas, inclusive para a a-La (SGARBIERI, 1987).

A utilizacéo direta do soro como alimento é bastante limitada devido ao alto
teor de agua (> 90%) e baixo teor protéico (< 0,9 %), fazendo com que os custos
para concentracdo e secagem se tornem muito elevados. Na maioria das
industrias de queijos, para cada 10 litros de leite utilisado, obtém-se 1 quilograma
de queijo fresco e 9 litros de soro como subproduto dai a relevancia econdmica de
se dar um destino mais nobre para este material. Na Tabela 2.2.2, estao presentes

7
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as principais propriedades fisico-quimicas das principais proteinas do soro de leite
bovino.

Tabela 2.2.1: Influéncia da concentracdo de proteina, na dieta de camundongos
sobre os valores de PER para diferentes proteinas.

Concentragao de proteina (%) PER
o-Lactalbumina (6) 3,34
9 4,10

(12) 3,86

Caseina (6) 2,05
(©) 3,00

(12) 3,32

Proteina de Soja (6) 0,95
(9) 1,86

(12) 2,44

Mistura de Carme e  (6) 1,50
Vegetais 9) 2,35
(12) 2,63

Fonte, SGARBIERI, 1987

Tabela 2.2.2: Algumas das principais propriedades das proteinas do soro de leite
bovino.

Proteinas Concentracao (g/L)| Massa Molecular (kDa)} Ponto Isoelétrico (pl)
B-lactoglobulina 3,0-4,0 18.4 5,2
a-lactalbumina 1,5 14,2 4,7

Soralbumina 0,3-0,6 69 49

IgG, IgA, IgM 0,6-0,9 150-900 5,8-7,3
Lactoperoxidase 0,06 78 9,6

Lactoferrina - 0,05 78 8,0
Fonte McKENZEY (1970)
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2.2.1- a-Lactalbumina

A o-lactalbumina (a-La) € uma importante proteina presente na composi¢ao
do leite de muitos animais mamiferos, sendo uma das principais proteinas do leite
humano. Trata-se de uma proteina hidrofébica, que se liga a ions metalicos como
o calcio e zinco, sendo assim classificada como uma metaloproteina. E constituida
por 123 residuos de aminoacidos apresentando-se na forma esférica, altamente
compacta e sua estrutura globular possui quatro ligacoes de dissulfetos. Possui
massa molecular proxima de 14,0 kDa e ponto isoelétrico de 4,8, representando
cerca de 20% do total de proteinas presentes no soro de leite bovino (JAMES,
1994). E um componente auxiliar na quebra ou unido de ligagées glicosideas
o(1-4), mesmo quando nao se encontra no centro da lactose sintetase
(SGARBIERI, 1996). A a-La é susceptivel ao tratamento térmico, desnaturando-se
em pH 6,7 e 65 °C, com 80 a 90% de reversibilidade sob resfriamento (MORR &
HA, 1993).

Possui tendéncia de formar associacées em pHs abaixo de seu ponto
isoelétrico. No pH natural do leite, e acima deste, a a-La aparece como
monoémero. Duas variantes genéticas (A e B) ja foram identificadas, mas somente
a variante B tem sido observada em leites das ragas bovinas ocidentais.
Mudancgas de hidrofobicidade superficial da a-La, podem ser ocasionadas pela
adicdo ou remogdo de ions Ca'? de sua estrutura. Foi demonstrado que a
descalcificacdo da a-La expde os dominios hidrofébicos, os quais tornam-se

menos acessiveis a medida que o ion caicio liga-se a proteina (EYNARD et al,
1992).

2.2.2- p-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina (B-Lg) € a proteina mais abundante no soro de leite
representando aproximadamente 50% do total de proteinas. E constituida por 162
residuos de aminoacidos com a massa molecular de 18,3 kDa e ponto isoelétrico

entre o pH 5,35 e 5,49. A B-Lg, como a a-La, é também sensivel a temperatura,
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sendo desnaturada reversivelmente até a temperaturas de 65 °C, porém com
extensa mudanca conformacional. Se torna mais estavel com o aumento da
concentracdo de ions fosfato nas solugées. Uma propriedade importante desta
proteina é a capacidade de ligacdo “in vitro” a algumas substancias hidrofébicas,
tais como acidos graxos e retinol (COIMBRA, 1995). Sdo encontradas duas
variantes genéticas , A e B, da B-Lg. A estrutura p-Lg é extremamente dependente
do pH, ela existe como um dimero de massa molecular igual a 36,7 kDa em
solucao acima do ponto isoelétrico de 5,5 até o pH 7,5. Na faixa de pH 3,6 a 5,2, 0
dimero polimeriza para um octébmero de massa molécula 147 kDa. Abaixo de pH

3,5 ou acima de pH 7,5 dissocia-se nos mondmeros correspondentes (MORR &
HA, 1993).

2.2.3- Albumina de soro bovino

A albumina de soro bovino (BSA) esta presente no leite em concentragées
proximas de 0,1 a 0,4 g.L™". Possui massa molecular de 69 kDa e ponto isoelétrico
igual a 4,9, é constituida de 582 residuos de aminoacidos, sendo a proteina com
maior cadeia de polipeptidio das proteinas do soro, possuindo 17 ligacbes de
dissulfetos e um grupo de sulfidrilico livre no residuo 34 (MORR & HA, 1993). A
ligagdo da BSA com acidos graxos estabiliza as moléculas evitando a
desnaturagéo pelo calor, é soltvel em agua até 35% a 3 °C, mas nota-se uma
extensiva precipitacdo na faixa de temperatura de 40 a 50 °c.

2.2.4- Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (lg), pertencem a familia heterogénea das
glicoproteinas com massa molecular variando de 150 a 1000 kDa e ponto
isoelétrico na faixa de 5,8 a 7,3. Sao classificadas em cinco tipos, IgG, IgA, IgM,
IgE e IgD, as quais tém sido identificadas no leite e no soro sangiiineo. As Ig estao
presentes no leite em concentragdes entre 0,6 a 1,0 g.L", sendo que 80% das Ig
sdo do tipo IgG. Estas proteinas sdao extremamente termoestaveis devido

10
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principalmente as interagcbes com BSA através da formacdo de ligacbes de
dissulfetos, porém exibem alta desnaturacdo com a temperatura quando em
presenca da o-La e p-Lg, (JAMES, 1994; SGARBIERI, 1996). |

2.2.5- Outras proteinas do soro do leite

As proteinas presentes no soro em menores concentragées tém sido
também isoladas, por possuirem importantes propriedades biologicas e
antimicrobianas, com alto valor nutricional e imunolégico. Dentre estas destacam-
se: lactoperoxidase, lactoferrinas e lisozima (MORR & KA, 1993).

Dentre estas fragbes menores merece destaque a lactoferrina, que se liga
fortemente a dois atomos de ferro, sendo classificada também de metaloproteina,
como a a-La. Com o contetdo normal de ferro essa proteina é bastante resistente
a desnaturacao térmica e quimica e a acado enzimatica. Possui massa molecular
entre 80 kDa e 92 kDa, e ponto isoelétrico entre 8,4 e 9,0 (JAMES, 1994). Por
causa do seu alto ponto isoelétrico, a lactoferrina mostra notavel tendéncia para se
complexar com outras macromoléculas, tais como DNA, BSA e B-Lg. Devido a
esta caracteristica da lactoferrina de fixar o ferro na forma de quelato, ela exerce
acao bacteriostatica contra microrganismos patogénicos presentes no leite que
dependem de ferro livre (SGARBIERI, 1996).

2.3. PURIFICACAO DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE

Diferentes métodos para purificar as proteinas do soro tém sido descritos.
Os métodos freqiientemente propostos para a separacdo sao: precipitacao,
extracao em duas fases aquosas, ultrafiltracdo, eletrodialise e a cromatografia que
envolve técnicas de troca idnica, interacao hidrofébica, afinidade e filtragdo em gel.
O principal objetivo da purificacdo é a obtengdo do maximo rendimento com alta
pureza, evitando a perda de atividade e o aumento dos custos efetivos. A Tabela

2.3.1, apresenta algumas caracteristicas dos métodos de separacgao e purificagéo

mais utilizados.
11
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Tabela 2.3.1: Métodos de separagdo geralmente empregados em purificagéo.

Métodos Propriedade Capacidade | Resolugio | Rendimento | Custo
Explorada
Precipitacdo com
Carga Alta Muito Baixa Médio Baixo
mudanca de pH
Precipitacdo :
Hidrofobicidade Alta Muito Baixa Alto Baixo
(NH4).S0,4
Extracdo em duas
Bioafinidade Alta Muito Baixa Alio Baixo
Fases Aquosas
Cromatografia por
. Carga Média Média Médio Médio
Troca Iénica
Cromatografia por
o Hidrofobicidade Média Média Médio Médio
Interacdo Hidréfobica
Cromatografia por
. Bioafinidade Média Alta Baixo Alto
Afinidade
Cromatografia por
. _ Tamanho Muito baixa Baixa Alto Médio
Filtragcdo em Gel

Fonte HARRIS & ANGAL 1990.

Varios trabalhos de purificagcdao de proteinas do soro do leite relatados na
literatura envolvem a maioria das técnicas apresentadas na Tabela 2.3.1.
KANEKO et al (1985) concentraram B-Lg e o-La do soro por precipitagdo com
FeCls. AL-MASHIKI e NAKAI (1987) reduziram a quantidade de p-Lg do soro por
precipitagdo com polifosfatos. MEHRA e DONNELLY (1993) empregaram
separagdo por membrana de ultrafiltragado e eletrodialise para o fracionamento das
proteinas do soro. CHEN (1992) descreveu a utilizagdo de um sistema aquoso
bifasico, composto de PEG-fosfato de potassio, para a separagdo da B-Lg e a-La
do soro.

IMAFIDON et al (1997) utilizaram a precipitagdo e a cromatografia de troca
ibnica com as resinas DEAE-Sephadex A-50 e a DEAE-Sepharose, para a

12



Capitulo 2 Revisdo de Literatura

separacéao e purificagao das proteinas do soro de leite, entre elas a a-La e a B-Lg,
utilizando Imidazol-HCI com NaCl como tampéo de eluicdo. O uso do Imidazol-HCI

como tampé&o, é limitado e nao deve ser utilizado para purificar proteinas com
destinos alimentares.

ASCHARFFERBURG e DREWRY (1957) e ASCHARFFERBURG (1968)
desenvolveram métodos de precipitagdo para obtengdo da B-Lg e a-La,
respectivamente, que ainda hoje sdo utilizados para aumentar a pureza dessas
proteinas em determinada etapa do processo de purificagdo.

YOSHIDA (1990) separou as proteinas do soro de leite em cinco fracées
através de filtracdo em gel usando Sephacryl S-200. Uma das fragoes (fracdo 5),
possuia a B-Lg na forma de dimero, onde as duas variantes foram separadas por
cromatografia de troca idnica em pH 6,8. A quinta fracdo possuia a a-La que foi
separada por cromatografia de troca idnica (DEAE).

CARRERE et al (1996) recuperaram a o-La e a B-Lg utilizando
cromatografia de troca idnica em leito fluidizado, sem clarificagao prévia do soro
de leite. O adsorvente utilizado foi QMA Spherosil e HCI como solugdo de eluigao.
O principal objetivo deste trabalho foi propor um modelo simplificado que
representasse as etapas de adsorcao, eluicao e lavagem em um processo ciclico.
Foi também realizado uma otimizagao econémica do processo.

HANS et al, (1998) estudaram diversas resinas de troca catidnica na
purificacao das proteinas do lacto-soro e do colostro bovino, usando colunas com
leito fixo. Os adsorventes avaliados foram a S-Sepharose FF, Fractogel EMD (S),

S-Hyper D-F e a Macro-Prep High S, a eluicao foi realizada com gradiente de 0,1M
a 1,0 M de NaCl, independente do adsorvente estudado. Os adsorventes que
apresentaram forte interagdo com a B-Lg obtendo fragées concentradas de eluigdo
foram as resinas S-Hyper D-F e a Macro-Prep High S.

A cromatografia de interag@o hidrofébica pode ser aplicada na purificagdo
da a-La com sucesso, uma vez que esta proteina possui a maior quantidade de
residuos hidrofébicos entre as proteinas do soro de leite. LINDAHL e VOGEL
(1984) separaram a a-La do leite bovino, suino e caprino utilizando um leito fixo

com a resina de interacédo hidrofébica Phenyl Sepharose. O tampao de adsorgéo
13
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utilizado foi o Tris-HCI, pH 7,5 e 1 mM de EDTA, na eluigdo o EDTA foi substituido

pelo fon Ca*?, explorando a propriedade da a-La de se ligar a este ion. Este

procedimento foi bem sucedido em obter a-La na forma pura. Esta resina nao
adsorve a B-Lg na presenga do tampao Tris-EDTA, com concentracdo de 50 mM
do EDTA. Devido a presenga do calcio no tampao de eluicdo, este ion se liga a
o-La tornando esta proteina hidrofilica favorecendo a sua dessorgdo da resina
hidrofébica.

2.4. ADSORCAO EM MATRIZES SOLIDAS

A adsorcdao &€ um fendbmeno que ocorre quando um soluto dissolvido é
ligado a um adsorvente sélido, concentrando sobre sua superficie sem haver uma
mudanga quimica, onde as principais forcas que governam a adsorgdo sao as de
Van der Waals e de polaridade. Tanto a adsor¢do quanto a extragdo sao
processos usados para isolar solutos de solugdes diluidas. A adsorgéo tende a ter
um menor rendimento, porém apresenta maior seletividade que a extragdo. Devido
ao fato do equilibrio ser néo linear e das fortes interagoes do soluto, a adsorgédo é
um processo que requer varios experimentos laboratoriais (BELTER et al, 1988).

A adsor¢do € um fendmeno que envolve um nimero de passos distintos
que contribuem para a resisténcia a transferéncia de massa, conforme a Figura
2.4.1, onde se tem a transferéncia de massa da solucdo de adsorbato para a

superficie externa da particula de adsorvente; que é a resisténcia a difusdo na
pelicula liquida, difusdo dentro dos poros da particula e a reagdo quimica na
superficie da particula (ARAUJO, 1996).

Um ou mais destes fenbmenos podem ser considerados controladores no
desenvolvimento de modelos matematicos, a depender do sistema adsorbato-
adsorvente e das condi¢des hidrodinamicas do experimento, com isto cada um
destes fendmenos devem ser analisados em conjunto ou separadamente.

14
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Transferéncia Externa

Difusao Interna

Reagéo de Adsorgdo

C Bulk

qi(rt)
Figura 2.4.1: Fenbmenos de transferéncia de massa numa particula porosa

(CARRERE, 1993).

2.5. ASPECTOS GERAIS DOS PROCESSOS CROMATOGRAFICOS

Um leito constituido de particulas de resinas soélidas percolado pelo liquido
contendo as proteinas (colunas cromatograficas) € a principal forma de contato
para a recuperacgéo e separacéo desses compostos. A fase sélida € denominada
fase estacionaria enquanto a fase que contém a mistura a ser separada é a fase
moével. O principio de separacdo de uma mistura consiste na existéncia de
interacdo entre os constituintes da mistura e a fase estacionaria, fazendo com que

cada uma das espécies a ser separada seja transportada com diferentes
velocidades e diferente forcas de interagdo com a fase estacionaria, ocasionando
a separacgao dos diversos constituintes da mistura (ARAUJ0,1996).

A interacdo reversivel de um componente da mistura com a matriz, sob
determinadas condi¢bes, possibilita a concentragcao desse componente, quando a
eluicao é realizada por alteragdes do meio, tais como forga idnica e pH (PEREIRA,
1999).

Na cromatografia preparativa, o processo da inje¢cdo de amostra na coluna
é denominado de adsorcao frontal. As proteinas sao injetadas continuamente até
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que todo leito de resina seja percorrido, atingido o topo da coluna ocasionando
assim o rompimento “breakthrough” da solugdo de proteina, no topo da coluna,
com a resina. Geralmente, neste tipo de cromatografia a adsor¢cdo das proteinas
em mistura ndo é independente uma das outras, e assim, quando o adsorvente
torna-se saturado, ocorre a competicdo pelos sitios de adsorgdo entre as
diferentes espécies presentes, conduzindo a um comportamento nao linear para a
adsorcdo. Além disso, a distribuicdo de cada espécie de proteina ao longo da
coluna é variavel devido ao efeito de deslocamento. As curvas de ruptura ou
“breakthrough” expressam a concentracdo de proteina total em fungao do volume
injetado, ou do tempo, quando a vazédo volumétrica é constante (JAMES, 1994).

2.5.1- Adsorg¢ao em leito fixo

Um leito fixo & constituido de um tubo cilindrico, na posicdo vertical
preenchido por particulas de adsorvente. O fluido contendo o soluto de interesse
flui da extremidade inferior do cilindro e sai na extremidade superior. Inicialmente,
a concentragdo de soluto no efluente é baixa, uma vez que o soluto é adsorvido,
ao longo do processo. A concentracdo do efluente aumenta, vagarosamente no
come¢o, e aumenta abruptamente assim que ha uma saturacdo das particulas do
adsorvente, ocasionando a ruptura (breakthrough) como ilustra a Figura 2.5.1. O
material adsorvido é entdo elutriado pela lavagem do leito (BELTER ef a/,1988).

A quantidade total de adsorbato adsorvido em uma resina pode ser
calculada pela area achurada da curva de ruptura na Figura 2.5.1. CHASE (1984a)
afirma que na pratica deve-se interromper a alimentacéo na coluna quando o nivel
de adsorbato na saida sobe acima de um certo nivel, aproximadamente 10% da
concentracdo inicial. Isto se deve ao fato de que ha uma perda consideravel do
composto de interesse, que passa pela coluna sem ser adsorvido. Segundo
CHASE (1984b) o calculo do rendimento do processo de adsorgao € definido pela
expressao 2.5.1:

Rendimento = quantidade de material adsorvido *100 (2.5.1)

quantidade de material injetado na coluna
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]
m

Figura 2.5.1: Curva de ruptura para a adsor¢do em coluna de leito fixo e
expandido (BELTER et al, 1988). Cg € a concentragdo de ruptura no tempo Tg €
Ce é a concentragdo de exaustao (saturacao) no tempo Te.

Quando a solucdo inicial apresenta material particulado, por exemplo
extrato de meios de fermentagcdo, ha a necessidade de uma etapa de filtracdo
antes do processo de adsorgdo. Este material particulado pode-se acumular nos
distribuidores de fluxo da coluna ou nos espacos vazios existentes entre as
particulas no leito fixo, ocasionando o entupimento ou colmatagem do leito,

proporcionando um aumento na queda de pressdo do sistema, inviabilizando o
processo.

2.5.2- Adsorc¢ao em leito expandido

No leito expandido, as particulas do adsorvente nao estdo fixas,
apresentando uma grande mobilidade. Essa concepgéo tem sido explorada por
fabricantes de resinas e adsorventes, como sdo os casos da Pharmacia® Biotech
e da Waters®, que tém procurado obter resinas mais densas e portanto mais
apropriadas a operagao em leitos expandidos.

A utilizacao de leito expandido apresenta a vantagem de operar com
solugbes que contenha material particulado, uma vez que neste sistema ha uma
porosidade global mais elevada, simplificando o processo de purificacdo através
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da eliminacdo de etapas preliminares de remocdo de particulas. Um detalhe
importante na operagédo em leito expandido é que durante a etapa de eluigcédo o
leito assume a condicéo de leito fixo, pois assim evita-se a diluicido do material

dessorvido exigindo assim colunas apropriadas para a operacdo em leito
expandido (PHARMACIA-BIOTECH, 1996).

Na Figura 2.5.2 é apresentado o esquema do ciclo completo de operagéo
em leito expandido com as etapas de adsorgédo, lavagem e eluigéo.

T T T 4 O

e

T T 1T 44

0. Adsorvente 1. Equilibric 2. Aplicagiode 3.Lavagem  4.Eligio 5. Regemeracio
Sedimentade  {expandido) amostra (expandido) (leito (leito empacotado)
(expandido) empacotado)

T

Figura 2.5.2: Esquema dos passos na adsor¢cdo em leito expandido, onde as
colunas mostram os diferentes estagios de operagdo dos sistema. As setas
indicam a direcao do escoamento (PHARMACIA -BIOTECH, 1996).

2.6. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A cromatografia de troca idnica é empregada por um grande numero de
processos de recuperagao e purificagdo de proteinas, principalmente pelo fato dos
adsorventes serem versateis, apresentarem custos relativamente baixos e
poderem ser regenerados por varios ciclos de adsor¢do e eluicdo (COLLINS e
BRAGA, 1990).

As resinas trocadoras de ions apresentam estrutura macroporosas rigidas,
com elevada capacidade de adsorgao, geralmente constituidas de silica, quartzo
ou agarose, apresentando boa estabilidade em uma ampla faixa de pH.
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As proteinas séo adsorvidas nas resinas trocadoras de ions por ligagdes do
tipo eletrostatica que se formam entre as cargas da superficie da proteina e os
grupos carregados das resinas. As cargas sédo balanceadas por contra-ions tais
como ions cloreto, ions metalicos ou mesmo fons existentes na propria solugéo
tampao. A molécula de proteina desloca os contra-ions que se situam nos poros
da resina e se liga ao adsorvente. Como resultado global, a regido do adsorvente
se torna eletricamente neutra e o saldo de carga da proteina sera de mesmo sinal
que os contra-ions deslocados, resultando dai o nome troca de ions para o
mecanismo de adsorcdo (ARAUJO, 1996).

Como exemplo, tomemos um caso de troca de anions onde uma proteina
carregada negativamente & adsorvida em uma resina gue possui o grupamento

amino quaternario e ions cloreto:

R--l\I(CI‘I;;)g.+ CL™ + NH,PCOO™ -------- » R-N(CH 3)3+ NH,PCOO™ + (1
resina proteina resina + proteina adsorvida

Essa etapa é denominada também de fixacdo da proteina. A dessorg¢éo ou
eluicdo da proteina & obtida numa etapa suplementar através da modifica¢do do
pH para um valor inferior ao pl da proteina, com a adicdo de um acido como o
HCI.

R-N(CH3);" NH,PCOO™ ------- # R-N(CH;3);" CI' + CI, NH;"PCOOH
resina recuperada proteina

Esta eluicdo também poderia ser feita com o aumento da forca idnica do
meio, com a adicdo de sal, por exemplo o cloreto de sédio. Os ciclos de adsor¢édo
e eluicdo permitem obter uma concentracdo apropriada da proteina alvo (Figura
2.6.1).
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Aplicagdo da amostra
H20 / Baixa Forga 1dnica

Eluicdo .
H20 7 Alta Forca 16nica ? Cromatograma de Eluicéo

MaCl (W)

10 0 30 min
Figura 2.6.1: Esquema do processo cromatografico de separacéo de proteinas por
troca anidnica (TOSOHAAS).

Na Figura 2.6.1 uma solugdo contendo trés proteinas, € introduzida em um
leito de resinas de troca anidnica. Apds a adsorgédo das proteinas na posigéo A,
segue a etapa de eluicdo das proteinas com a adigdo de uma solucdo de NaCl, na

forma de um gradiente crescente da concentracdo deste sal, como mostra o

cromatograma de eluicdo com os picos de cada uma das proteina eluidas ao
longo do tempo. A medida que se aumenta a forca idnica do meio as proteinas

com menor atragéo pela resina, vao sendo eluidas gradativamente, posicéo B e C.

2.7. CROMATOGRAFIA DE INTERACAO HIDROFOBICA

A cromatografia de interacdo hidrofobica teve o seu crescimento a partir da
década de 70, com o desenvolvimento de adsorventes para a separacgdc de

biopolimeros, explorando as propriedades hidrofobicas das espécies presentes.
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Esta técnica cromatografica tem sido amplamente aplicada com grande sucesso
na recuperacao e purificagéo de proteinas (PHARMACIA - BIOTECH, 1993).

Esta técnica requer o pré-tratamento das amostras, sendo mais efetiva
qguando utilizada em combinagdo com outras técnicas de purificagdo. Inicialmente,
a utilizacdao da cromatografia de interagdo hidrofébica na adsorgcdo de proteinas
era de complementar a cromatografia de troca iénica ou de filtragdo em gel, dando
um acabamento final no processo de purificacdo. Atualmente, com a melhoria dos
adsorventes hidrofébicos e da sua disponibilidade comercial, a cromatografia de
interacdao hidrofébica vem sendo empregada na purificacdo de uma grande
variedade de biomoléculas, como as proteinas do soro, acidos nucléicos,
horménios, proteinas recombinantes, entre outras, tanto em laboratérios de
pesquisa quanto na industria.

O principio da cromatografia de interagdo hidrofébica baseia-se no ganho
entropico do sistema protéico, devido a remogdo da agua estruturada nos
dominios hidrofébicos presentes na estrutura da proteina e adicionalmente pelo
aumento da forga i6nica no meio, através do efeito da adicdo de sal neutro, por
exemplo o sulfato de aménio, que apresenta ions do tipo “salting-out”. Isto faz com
que a proteina sofra a influéncia dos ions do meio sobre sua estrutura protéica,
alterando sua solubilidade, devido a exposi¢cao dos grupos apolares existentes em
sua cadeia de aminoacidos. Estes grupos apolares normalmente ficam escondidos
dentro das estruturas das proteinas quando em meio aquoso (PHARMACIA -
BIOTECH, 1993; ARRUDA, 1999).

Os ions “salting-out” tendem a se solvatarem fortemente, aumentando a
tenséo superficial da agua, removendo as moléculas de agua estruturadas na
proteina que resguardavam os residuos aminoacidos apolares da influéncia do
meio. A remogdo da camada de agua permite a interagdo hidrofébica destas
porcbes apolares, acabando por promover a precipitagdo das proteinas.
Entretanto, para os processos cromatograficos, a adicdo de sal deve ser
controlada de modo que nao atinja o ponto de precipitagdo das proteinas, mas sim
potencialize a afinidade de adsorcdo das proteinas com os adsorventes
hidrofébicos (HARRIS & ANGAL,1995).
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Os ions salting-in ou caotrépicos, ao contrario, previnem a interacéo
hidrofébica por desorganizar a estruturacdo da agua do meio. As proteinas
adsorvidas podem ser eluidas com aplicacéo destes ions ou com uma reducgéo da
concentragao de sal no tampao de adsorgdao. Na Figura 2.7.1 sdo ilustrados
alguns anions e cations que influenciam na precipitagéo de proteinas e o sentido
em que os ions salting-out e salting-in aumentam ou diminuem, respectivamente,
a hidrofobicidade do meio. Este conjunto de ions é também conhecido como a
série de HOFMEISTER (PHARMACIA - BIOTECH, 1993).

Salting-out

Anions: PO 42, SO,2, CHsCOO", CI', Br, NO5, ClOJ, I', SCN-

Salting-in

Cations: NH 4", Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Mg*2, Ca*2, Ba*2

Figura 2.7.1: Anions e cations que influenciam na precipitacédo de proteinas, série
de Hofmeister .

No soro de leite ha uma alta concentragio de ions Ca*? (Tabela 2.1.1), que
certamente se ligam a a-La tornando-a hidrofilica. A remogéo destes fons Ca*? da

estrutura da a-La pode ser feita adicionando ao soro de leite, um agente quelante,
por exemplo o EDTA (4acido etilenodiaminatetracético), que complexa
principalmente os ions bivalentes. Livre dos fons Ca*? a a-La apresenta suas
caracteristicas hidrofébicas, potencializando sua adsor¢cdo nos adsorventes
hidrofébicos (NOPPE et al, 1998). O esquema do processo de adsorcdo da o-La

do soro de leite empregando adsorventes hidrofébicos esta apresentado na Figura
2.7.2.
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Figura 2.7.2: Esquema do processo de recuperagdo da a-La empregando resina

de interacao hidrofobica.

Na Figura 2.7.2 tem-se o soro de leite in natura em presenca de fons Ca*?
(posicdo 1), fazendo com que a-La apresente-se com baixa hidrofobicidade,
adsorvendo assim pequenas quantidades nas resinas hidrofébicas (posicdo A).
Com a adigéo do agente quelante EDTA, que se complexa os fons Ca*? presente

no soro de leite, aumentando assim a da hidrofobicidade da «a-La, potencializando

uma maior adsor¢do desta proteina nas resinas hidrofébicas (posicdo B). Com
este procedimento a uma recuperacgéo da a-La presente no soro de leite, com uma

Unica etapa cromatografica (posigéo 2).
2.8. TAMPOES UTILIZADOS NOS PROCESSOS DE ADSORCAO

As solucbes tamponantes empregadas nos processos de adsorcdo sao
constituidas por algum tipo de sal, escolhido de forma adequada a faixa de pH na
qual se vai trabalhar. Normalmente sdo diluidos em agua, uma vez que as
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propriedades eletroliticas da agua contribuem para a dissociacdo dos grupos
ionizaveis e crescimento da matriz. A fase mével na cromatografia deve estar
sempre tamponada para evitar flutuagées no pH, o que também afetaria as cargas
nas proteinas e o equilibrio entre as fases moével e estacionaria.

Quando se empregam resinas de troca idnica, os ions das solugdes
tamponadas devem ser iguais aos grupos ionizaveis presentes na superficie da
matriz. Na Tabela 2.8.1 sdo apresentados os principais tampdes empregados em
cromatografia de troca idnica. A solugdo tampao mais apropriada para um
processo de purificagdo dependera da escolha do trocador idnico e do pH de
adsorcao (PEREIRA, 1999).

Tabela 2.8.1: Tampdes geralmente empregados em cromatografia de toca idnica.

Trocadores de ions Tampao Faixa de pH Tamponante
Citrato 2,6-3,8
Acetato 4.8-53
Catidnicos MES 5,5-6,8
Fosfato 6,7-7,6
HEPES 7,6-8,2
Piperazina 5,0-6,0
Bis-Tris 5,7-6,6
Anionicos Trietanolamina 7,3-7,7
Tris 7,5-8,5
Etanolamina 9,0-9,5

Fonte: PHARMACIA — BIOTECH, 1999

Na cromatografia de interagdo hidrofébica, a adicdo de determinados tipos
de sais neutros tanto no tampéao de equilibrio, quanto na solugéo protéica promove
uma variacado na interacéo entre a proteina e no ligante da matriz. O tipo de sal a
ser empregado ird depender da etapa cromatografica: na adsorgdo a adigdo de sal
deve ser controlada de modo a aumentar a hidrofobicidade das proteinas sem
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atingir o seu ponto de precipitacdo, efeito salting-out, na etapa de eluicdo é
comumente fazer uma diminuicdo do gradiente de sal, ou empregar um ion
caotrépico, efeito salting-in. A escolha do tipo de sal geralmente segue a série de
HOFMEISTER, Figura 2.7.1. O pH de operacao deve ser escolhido com cautela,
em geral, o aumento do pH debilita a hidrofobicidade devido ao aumento dos
grupos carregados, conduzindo assim para um aumento aparente da
hidrofilicidade das proteinas. Por outro lado, a diminuicdo no valor do pH resulta
em um aumento na interagdo hidrofébica. As proteinas que nao se ligam ao
adsorvente hidrofébico em pH neutro, ligam-se a pH Aacido, uma faixa

recomendada para valores de pH é entre 5,0 a 8,5 (PHARMACIA - BIOTECH,
1993).

2.9. ISOTERMAS DE ADSORGAO

Isotermas de adsor¢ao na condicao de equilibrio, € um termo utilizado para
descrever a relacdo entre a quantidade de proteina ligada e a concentracéo de
proteina que permanece em solugcdo nas condicdes estabelecidas para a
adsorcao. A analise da adsorcao é baseada no equilibrio entre as fases envolvidas
e nos balangcos de massa, que é apresentado na forma de isoterma de adsorgéo.

A adsorcdo da o-La nos adsorventes (resinas) de troca idnica e de
interagao hidrofébica, pode ser representada pela reacéao:

K4

—>
<...____..._.__.

K (2.9.1)
onde A é a proteina a ser adsorvida, B é o adsorvente (resina), AB é o complexo

proteina-adsorvente e ki e k; sdo as constantes cinéticas intrinsecas da relagao

A+B A'B

adsorcdo e de dessorcdo, onde pode estar incluidos as resisténcia externa a
transferéncia de massa, resisténcia a difusdo nos poros e resisténcia a reagéo na
superficie. Esta aproximacao menos rigorosa torna a formulagédo matematica mais
facilmente tratavel (TABOADA, 1999).

A velocidade de reacdo da adsorcdo que é a taxa de variacdo da
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concentracdo de proteina na superficie do adsorvente é dada por (CHASE,
1984a):

d
r, = ._391"_ =k,C(qm—q)-k,q (2.9.2)

onde C (mg.mL™) é a concentracdo de proteina em solugdo, ki ( mL.mg"'.min™") e
ko(min™") sdo as constantes da reagdo de adsorcdo e dessorgdo, q (mg.g™”) é a
concentracdo de proteina por unidade de massa do adsorvente, qm (mg.g™) é a
capacidade maxima de adsor¢éo do adsorvente e t (min) representa o tempo.

Na condigdo de equilibrio a Equacgao 2.9.2 iguala-se a zero, e rearranjando

a equacdo, a velocidade de reagdo corresponde a equagédo de Langmuir (1916),
conforme a equacgéo 2.9.3.

*

- q,C

9 = k,+c (2.9.3)

onde ky & a constante de dissociacdo que descreve o equilibrio da reacdo de

adsorcao (kq = k2 / k1), € 0 superescrito (*) denota a condicdo de equilibrio entre as
fases de solido e liquido.

O modelo de Langmuir se baseia nas seguintes hipéteses:

a) a adsor¢do € limitada a uma camada,;

b) a superficie interna do sélido € homogénea e apresenta um nimero de sitios
finito;
c) as moléculas adsorvidas nao interagem entre si;
d) no caso da adsor¢do competitiva de compostos diversos, a entalpia de
adsorgao € a mesma para todas as moléculas.
Apesar de sua simplicidade, a isoterma do tipo Langmuir ajusta com boa
precisdo na adsorcdo de proteinas (HORSTMANN e CHASE, 1989; DRAEGER e
CHASE, 1984a; JAMES,1994; ARAUJO, 1996; PEREIRA,1999).
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2.10. CINETICA DE ADSORCAO EM TANQUE AGITADO

2.10.1. Tanque Agitado

Um sistema de tanque agitado, consiste de um sistema de adsorgdo em
batelada com dispositivos de agitacdo. Neste sistema um volume V (mL) de
solugdo protéica com concentragéo inicial C, (mg.mL™), fase de liquido é colocado
em contato, sob agitagdo, com um volume v(mL) de adsorvente, fase de sélidos. A
concentracdo de proteina na fase de liquido diminui com o tempo, até que o
equilibrio seja atingido entre as fases de liquido e sélido (PEREIRA, 1999). Apds
um dado intervalo de tempo pode-se calcular a concentragio de proteinas
adsorvidas no adsorvente, fazendo um balango de massa no tanque, que resulta
na Equacédo 2.10.1:

4

v

qz(Co—Cb

(2.10.1)

onde Cp (mg.mL™") é a concentracéo de proteinas em solugdo no final do intervalo
de tempo considerado.

2.10.2. Modelo matematico de adsorgao com cinética a taxa constante

Os processos de adsorcdo envolvendo macromoléculas, como as
proteinas, sdo geralmente controlados pela resisténcia a transferéncia de massa,
que inclui a resisténcia difusiva no filme externo, a resisténcia difusiva na
superficie € nos poros, € a resisténcia no sitio ativo. Muitos modelos podem ser
encontrados na literatura com varios graus de complexidade. Entretanto, a
dificuldade encontrada na determinagdo dos parametros dos modelos utilizando
técnicas experimentais limita a utilizacdo de um modelo ou de outro (HASHIM et
al, 1996; CRUZ, 1997).
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Um modelo cinético empirico, simplificado, descrito por SKIDMORE et al,
(1990), descreve o processo de adsorcédo e dessor¢do, sendo que a tfaxa

constante da cinética é determinada experimentalmente. De acordo com este
modelo, a taxa de reagdo na superficie &€ baixa em comparagido com a taxa de
transferéncia de massa, de tal forma que a concentracao do adsorbato é a mesma
fora e no interior dos poros da particula de adsorvente (PEREIRA, 1999), sendo a
taxa controladora do processo de adsorgdo. A fungdo da taxa leva em conta a
natureza reversivel da interacdo adsorvente-proteina.

A partir das Equacétes 2.9.2 e 2.10.1, pode se obter a taxa da variagcdo da
concentracdo de proteina na fase de liquido utilizando um sistema de tanque
agitado, obtendo a Equacéo 2.10.2.

dc
= ~(k/@,n)C, +k,(C, ~C,)C, +(k,k,)(C, ~C,) (2.10.2)

emque n = v/ V, que é a razdo do volume do adsorvente (fase solida) pelo
volume da solugcdo protéica (fase de liquido). A solugdo analitica da equagéao
2.10.2, apresentada por SKIDMORE ef al, (1990), é:

_ (b + a)(] - exp{-— Zaklnt}
€ =Com (b+a)

( ) (2.10.3)
—expy— 2ak,nt
g | et 2akim} |
em que
C
2 2 0
a” =b" - Am 2.10
- (2.10.4)
e!
1({C k
b=~ "+qm+-5-] 2.10.5
2(77 n ( )
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Este modelo foi utilizado por PEREIRA (1999), ajustando-se bem a
adsorcdo da enzima pB-Galactosidase, e utilizado também por CRUZ (1997), para a

adsorcao de insulina, em ambos trabalhos foi utilizado a resina de troca i6nica
Accell Plus QMA.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados aspectos sobre os materiais, reagentes e

equipamentos utilizados, além das metodologias empregadas para a realizacao do
presente trabalho.

3.1. MATERIA PRIMA

3.1.1- Proteinas padrao

A proteina padrao utilizada neste estudo foi a a-lactalbumina - a-La com
pureza de 85%, adquirida da Sigma® Chemical Co. (EUA). A o-La foi utilizada
para a obtengéo das curvas de isotermas de equilibrio e cinética de adsorgdao em
tanques agitados.

Duas outras proteinas padrao foram utilizadas, a p-Lactoglobulina - p-Lg
com 80% de pureza também adquirida da Sigma® Chemical Co. (EUA), e a
Imunoglobulina G — 1gG, humana, obtida da Centeon Pharma (Alemanha), ambas

utilizadas somente na quantificacdo das fragcbes de proteinas obtidas nas etapas

eluicao dos processos cromatograficos.
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3.1.2- Concentrado protéico do soro de leite

O concentrado protéico do soro de leite bovino (CSL) utilizado neste
trabalho para a recuperagao e purificagao da a-Lactalbumina é proveniente da
producéo de queijo. Foi produzido e fornecido pelo Instituto de Tecnologia de
Alimentos — ITAL, Campinas, SP.

O concentrado do soro do leite e os demais subprodutos da produgdo de
queijo, mostrados no fluxograma da Figura 3.1.1, foram produzidos em uma planta
piloto do TECNOLAT, é6rgdo do préprio ITAL, com o leite fornecido pela
Cooperativa dos Produtores de Leite da Regidao de Campinas, localizada em
Jaguaritna, SP. O leite, ja desnatado e pasteurizado a 72 °C por 15 segundos, foi
estocado em tanques encamisados de aco inox, e aquecido a um temperatura de
35 °C para coagulagéo prévia.

A adicdo do coalho, que contém a enzima quimosina, foi feita a uma
proporgao de 30 mL coalho para cada 100 L de leite, juntamente com uma solugédo
de 50% de CaCl, em uma propor¢do de 25 mL para cada 100 L de leite,
concentragbes referentes a producdo do queijo do tipo doce. O material foi
homogeneizado e mantido em repouso por um periodo de 40 a 60 minutos para a
coagulagdo. O material ja coagulado foi cortado para a melhor separagao do soro.

O soro do leite obtido foi estocado em tanque inox de 200 L, aquecido a
37°C, e submetido a um processo de ultrafiltracdo através de membranas com
diametro de corte para moléculas maiores que de 5 kDa, até atingir um fator de
concentragao variando de 8 a 10 vezes, seguido de 12 ciclos de diafiltragéo. Apds
o término do processo, 0 soro concentrado foi acondicionado em bandejas e
congelado em camara a -20°C, e posteriormente submetido a desidratacdo por
liofilizacdo, possibilitando assim a estocagem do CSL por longo periodo, sob
refrigeracéo de 0°C a 8 °C.

Uma vez hidratado o CSL, suas caracteristicas protéicas sdo quase que
completamente reconstituidas. Na Tabela 3.1.1 pode-se observar algumas
caracteristicas dos concentrados protéicos, para o soro doce e acido, obtidos a
partir do leite bovino.
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:-1-Coagulagéo (Coalho a 38 °C)
«=- - I 2-Dessoragem

Y

COAGULO DE CASEINA
I Rttt < . TOratitrado |
i gem (H0) 2-Diafiltrado |
COAGULO LAVADO *
[=—————— PERMEADO
(- 5 Ressuspensido | (descarte)
_______ 1
DISPERSAO DA CASEINA

(-— Spray Dryer :

COAGULO DESIDRATADO

Figura 3.1.1: Fluxograma geral da producéo do concentrado protéico de soro de
leite do tipo doce.

Tabela 3.1.1: Composicao e solubilidade dos concentrados protéicos de soro de
leite (base seca).

Analises Soro Doce Soro acido
% Sélidos Totais 96,37 93,84
% Proteina 83,84 87,23
% Cinza 2,77 1,11
% Lactose 8,87 9,58
% Lipidios Totais 4,48 2,60
% Solubilidade em pH 4,6 93,09 90,95
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A existéncia de particulas em suspensdao no CSL, notada pela sua

solubilidade de 93,09 % em agua, faz com que este material apresente

caracteristicas adequadas para trabalhos de adsor¢édo em leito expandido.

3.2. ADSORVENTES UTILIZADOS

Quatro adsorventes foram empregados no estudo da purificagdo da a-La do
CSL: dois de troca de anions e dois de interacdo hidrofébica, todos aprovados
para a utilizagdo em processos de produgéo farmacéutica e alimenticia.

Os adsorventes de troca de anions foram Accell Plus QMA (Waters®-
Division of Millipore) e Streamline DEAE (PHARMACIA - BIOTECH). O emprego
destes adsorventes aniénicos na separag¢do da a-La se justifica porque em
condicées de adsorcao com valores de pH acima do pl da proteina, no caso da a-
La de 4,8, ocorre troca de &nions entre os grupos trocadores do adsorvente e as
cargas livres na superficie das proteinas.

O trocador de anions Accell Plus QMA é preparado por um processo de
polimerizagdo que encapsula a base rigida de silica com um ligante hidrofilico e
um ligante funcional reticulado altamente estavel. Este adsorvente possui um
grupo de troca do tipo amino quaternario fornecendo uma excelente recuperagéo e
alta resolugdo na separagdo de biomoléculas. Sua estrutura rigida e
incompressivel o faz altamente adequado para a purificagdo e o isolamento de
proteinas e enzimas (Waters Guide, 1987). Suas caracteristicas s&o:

Faixa de tamanho das particulas (um): 37 - 55;
Tamanho dos poros (A): 500;
Massa especifica das particulas secas a 22 °C (g.cm™): 1,16;

Massa especifica das particulas apés embebido em liquido (g.cm™): 2,32;
Porosidade da patrticula: 0,60.
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O segundo adsorvente de troca idnica utilizado neste estudo, Streamline
DEAE, possui boas caracteristicas fluidodinamicas quando operando em leito
expandido. Mantém altas capacidades de troca na faixa de pH entre 2 e 9, sendo
que o numero de grupos ligantes carregados varia com o valor do pH
(PHARMACIA - BIOTECH, 1996). Suas caracteristicas sdo :

Faixa de tamanho das particulas (um): 100 - 300;
Tamanho dos poros (A): 500;

Massa especifica média das particulas (g.cm‘3): 1,2;
Grau de expansdo (H.Ho™") a 300 cm.h™: 2 - 3;
Porosidade da particula: 0,65.

Os adsorventes de interacdo hidrofobica estudados foram a Phenyl
Sepharose CL-4B e Streamline Phenyl, ambos da PHARMACIA. O emprego
destes adsorventes visou explorar as caracteristicas hidrofébicas da a-La
presente no CSL, utilizando EDTA no tampéao de adsor¢ao para seqiiestrar os ions
célcio ligados a a-La aumentando sua hidrofobicidade através da exposi¢do dos
sitios.

A Streamline Phenyl € uma resina hidrofébica densa, adequada para
operacdo em leito expandido, que apresenta uma matriz com estrutura rigida
constituida de agarose e 6% de quartzo e com grupamentos fenil ligados
fortemente. Apresenta alta hidrofobicidade com o minimo de propriedades idnicas

e estabilidade em pH na faixa de 3 a 13, podendo ser regenerada em até 300
ciclos de adsor¢cao (PHARMACIA — BIOTECH, 1998). Suas caracteristicas sao:

Faixa de tamanho das particulas (um): 100 — 300;
Tamanho dos poros (A): 500;

Massa especifica média das particulas(g.cm™): 1,2;
Grau de expansao (H.Ho") a 300 cm.h™: 2 - 3;
Velocidade superficial maxima (cm.h™): 400;

Porosidade da particula: 0,65.
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O outro adsorvente hidrofébico estudado, Phenyl Sepharose CL-4B,
apresenta-se estavel em uma faixa de pH de 3 a 12, na maioria de tampdes

aquosos. Possui estrutura esférica contendo 4% de agarose com grupamento

fenil. Esta resina é destinada a operacdo em leito fixo e baixa velocidade
superficial (PHARMACIA — BIOTECH, 1998). Suas caracteristicas séo:

Tamanho médio de particulas (um): 90;

Faixa de tamanho das particulas (um): 45-165;
Tamanho dos poros (A): 400;

Massa especifica média das particulas(g.cm™): 1,05;
Velocidade superficial recomendada (cm.h™): 30;
Porosidade da particula: 0,60.

3.3. ENSAIOS DE ADSORGCAO

Para os estudos de adsorgcdo empregou-se dois sistemas: um em tanque
agitado e outro de cromatografia liquida do tipo HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) e FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), ambos operados
em batelada.

Os ensaios em tanque agitado foram realizados para determinacdo das
melhores condi¢des das solugdes tampao (concentracoes e pH) a serem utilizadas
nos processos de adsor¢éo da o-La e do CSL, com os quatro adsorventes

estudados. O tanque agitado também foi empregado para a obtencdo das
isotermas de equilibrio e das curvas cinéticas utilizando a o-La.

O sistema de cromatografia liquida foi utilizado na opera¢édo com as colunas
cromatograficas para a obtencdo das curvas de ruptura, empregando o CSL, e
obtencdo dos perfis de eluicdo das proteinas adsorvidas nas resinas. A
concentragdo protéica do CSL utilizada foi semelhante a do soro do leite “in
natura”.

As proteinas adsorvidas nas resinas foram eluidas e coletadas em fracgées,

que posteriormente foram submetidas a uma andlise qualitativa através de
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eletroforese SDS-PAGE. As fracbes que apresentaram a «-La purificada, foram
analisadas quantitativamente em uma coluna analitica de troca anidnica,
possibilitando o célculo da concentracdo de cada proteina no material eluido,
obtendo-se o rendimento do processo de purificagdo, a pureza das proteinas
obtidas, bem como os fatores de purificacao.

3.3.1 — Determinacao das condi¢des de operagao

Para determinar as condigbes de operacdao dos adsorventes, foram
realizados ensaios experimentais em diferentes condi¢des (concentracdo e pH)
das solucoes tampao. Estas solugdes foram utilizadas para o condicionamento
das proteinas e para o equilibrio das resinas empregadas nos processos
cromatograficos.

Nos ensaios de adsor¢ao utilizando as resinas de troca de anions houve a
necessidade de verificar o pH mais adequado para a adsorgcdo, em termos de
capacidade de ligacdo e purificacdo das proteinas no CSL. A forga idnica foi
mantida constante, uma vez que o seu aumento diminui a capacidade de adsorgao
das proteinas nas resinas anidnicas (ARAUJO,1996). A faixa de pH estudada foi
de 4,5 a 9,0, para isto trés diferentes solugbes tampao foram utilizadas, com
concentracdo igual a 30 mM, foram utilizadas para o condicionamento das
proteinas e dos adsorventes. Para valores de pH entre 4,5 e 5,5 a solugdo tampéo

utilizada foi de Piperazina, nos valores entre 6,0 e 7,0 foi utilizado Bis-Tris e para
os valores entre 7,5 e 9,0 foi utilizado Tris. Esta variacdo de pH foi realizada
visando determinar em qual valor ocorre 0 maior indice de adsor¢do de proteinas
quando utilizando resinas anidnicas. Na etapa de eluicdo aumentou-se a forca
idnica acrescentando-se ao tampao de condicionamento 1,0 M de NaCl.

Um estudo semelhante de avaliacdo de pH foi realizado para as resinas
hidrofébicas, a concentragdo de EDTA no tampéo de condicionamento do CSL e
equilibrio das resinas, também foi avaliada. Este estudo foi importante para definir
qual é a concentracdo de agente quelante suficiente para a quelatar os ions calcio
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presentes no CSL, fazendo com que a o-La fique mais apta a adsor¢cdo nas
resinas hidrofébicas, através da exposicdo dos seus sitios hidrofébicos, e assim
verificar o comportamento destas resinas quanto a capacidade de adsor¢do e
purificacdo da a-La presente no CSL. A faixa de pH estudada foi a mesma
estudada com as resinas de troca de ions sendo que as mesmas solugdes
tampao, porém com concentragdo de 50 mM onde variou-se a concentragdo do
agente quelante EDTA em 20, 35, 50, 65 e 100 mM. Para a etapa de eluigéo, no
tampao de condicionamento sem EDTA, adicionou-se 1,5 mM de CaCl,, no pH
igual a 7,5 (NOPPE et al, 1995).

Além disso, foi realizado um estudo a fim de verificar-se a influéncia da
adicdo de sal no tampéo de condicionamento, na hidrofobicidade do meio. Para
isto utilizou-se um sal neutro, que segundo a série de Hofmeister, favoreca a
adsorgao das proteinas nos adsorventes estudados. O sal selecionado para este
estudo foi o sulfato de amdnio, (NH4)2S0O4 com concentragbes variando de 0,01 a
1,0 M.

A realizagdo destes ensaios em tanque agitado foi possivel adaptando
colunas de plasticos de 3 mL utilizadas para processos de filtragcao, providas de
um filtro em sua extremidade para evitar a passagem e perda da resina. Uma
massa conhecida de 100 mg de resina foi colocada no interior da coluna e
equilibrada com os respectivos tampées de adsorgéo, para cada uma das resinas
anteriormente especificadas. Apés o condicionamento das resinas, o tampao de
condicionamento foi substituido por um volume de 2,5 mL da solugdo protéica.

Para os ensaios com as resinas de troca i6nica a concentragcao do CSL foi de
50 mg.mL‘1 e para a a-La foi de 1,0 mg.mL™. Os ensaios com as resinas de
interacao hidrofébica foram conduzidos somente com o CSL na concentragéo de
5,0 mg.mL". As colunas foram mantidas sob agitacdo constante por trés horas,
em um sistema semelhante ao esquematizado na Figura 3.3.1.
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Figura 3.3.1: Esquema do sistema de agitagcdo simulando um tanque agitado para
a obtengao dos ensaios de equilibrio.

3.3.2 — Isotermas de equilibrio

Depois de determinadas as condigbes dos tampdes de operagao
(concentragéo e pH), para cada adsorvente estudado, o equilibrio da o-La foi
avaliado através de ensaios utilizando diferentes concentracdes iniciais de a-La,

no sistema de agitacao representado na Figura 3.3.1.

Os parametros de equilibrio foram calculados a partir do modelo de
Langmuir (equacédo 2.9.3), a capacidade maxima de adsor¢éo (qm) € a constante
de dissociacdo (kq,) foram calculados utilizando um programa computacional,
através de regressao nao linear pelos métodos dos minimos quadrados.

Uma massa de resina, 100 mg para as resinas anidnicas e 300 mg para as
resinas hidrofébicas, juntamente com 2,5 mL dos respectivos tampdes de
equilibrio, foram adicionados a cada uma das colunas e mantido sob constante
agitacdo por um tempo de trés horas. Posteriormente, um volume de 2,5 mL de

solugdo de a-La, com concentracoes na faixa de 0,1 a 8,0 mg.mL™", foram
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adicionadas a cada uma das colunas em substituicdo ao tampao de equilibrio. As
colunas permaneceram em constante agitacdo, também por um tempo de trés
horas, até que a condigéo de equilibrio fosse atingida; a temperatura foi de 24 °C +

1°C. O sobrenadante foi entdo retirado e a concentracdo de a-La restante na
solucao era determinada.

A quantidade de proteina adsorvida por massa de resina é calculada
fazendo um balan¢o de massa no sistema, através da equacgéo 3.3.2:

q = (C —-C;)*V
m (3.3.2)

Na equagdo 3.3.2 C; (mg.mL™")é a concentragdo inicial de proteina, Cs
(mg.mL™) é a concentracdo final das proteinas nio adsorvidas presentes no
“sobrenadante ap6s o equilibrio, V (mL) é o volume da solugdo protéica adicionada
a coluna, m (g) e a massa de resina contida em cada coluna, e q (mg.g™) é a
quantidade de proteina que ficou adsorvida na resina.

3.3.3. Cinética de adsorgao em tanque agitado
As curvas cinéticas foram obtidas através de ensaios em batelada,

utilizando as mesmas condicées empregadas na obtencdo das isotermas de
adsorcdo, empregando a proteina a-La pura.

No sistema de cromatografia liquida da Figura 3.3.2, foi adaptado um
recipiente de 50 mL (tanque) onde adicionou-se um volume de 35 mL da solugao
protéica da o-La com diferentes concentragbes iniciais € mantida sob agitacdo
constante, aproximadamente de 200 rpm. Em seguida, uma massa de 2,0 g de
resina foi adicionada ao tanque. A solucdo protéica era bombeada com uma
velocidade de 5,0 mL.min"', passando através de um monitor de ultra violeta (UV)
com comprimento de onda igual a 280 nm, para o monitoramento da concentragado
da solugdo de a-La, que retornava ao tanque. Na extremidade do tubo conectado

ao sistema de bombeamento, por onde saia a solugdo protéica foi utilizado um
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filtro de aco sinterizado para impedir a passagem da resina, permanecendo assim,
sempre dentro do tanque.

Detector UV 280 nm
‘Sistema de
Aquisiciode ||
Dados o
<27 sistemade|
L bombeamento
Tanque

Figura 3.3.2: Sistema montado para a obtencdo da cinética de adsorgéo
simulando um tanque agitado.

A solucéo analitica do modelo empirico da equacéo 2.10.3 foi ajustados aos
dados experimentais obtidos nas curvas cinéticas. Neste modelo, o Uunico

parametro desconhecido é a constante k4, relacionado com a taxa de associagao
de proteinas na resina, uma vez que os demais parametros gm e kg s&o obtidos

através do modelo de Langmuir.
3.4 — ENSAIOS EM COLUNAS CROMATOGRAFICAS

Os ensaios experimentais em colunas cromatograficas foram realizados

empregando-se a metodologia de leito fixo e leito expandido, a fim de se obter os
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cromatogramas das curvas de ruptura e dos perfis de eluigdo. Empregou-se
somente solugdes do CSL, com concentragdo de 5,0 mg.mL™", este valor de

concentracdo foi escolhido para se aproximar do valor da concentragéo protéica
do soro “in natura’. Todas as resinas estudadas anteriormente, foram empregadas
nos ensaios com leito fixo. Apenas a resina de troca i6nica Streamline DEAE e a
resina hidrofébica Streamline Phenyl foram aplicadas nos experimentos com leito
expandido, por se tratarem de resinas com maior densidade, e portanto mais
adequadas para operagao em leito expandido.

As proteinas adsorvidas foram eluidas, com os devidos tampdes de eluicdo
definidos no item 3.3.1, sendo monitoradas com um detector UV com comprimento
de onda de 280 nm e coletadas em fragdes de 2,0 mL. As fragdes referentes aos
picos formados na etapa de eluigdo, apresentados na forma de cromatograma,
foram submetidos a analise qualitativa e quantitativa.

Os ensaios de adsor¢cdo com as colunas cromatograficas foram realizados
empregando um equipamento do tipo FPLC, da marca BIO-RAD (BIOLOGIC
CHROMATOGRAPHY SYSTEM) totalmente automatizado, acoplado a um coletor
de fragées (Figura 3.4.1). As colunas cromatograficas empregadas foram as
C 10/20 com 1,0 cm de diametro e a XK 16/20 com 1,6 cm de didmetro, ambas da
Pharmacia Biotech®.

Estudos preliminares utilizando Streamline DEAE e Streamline Phenyl,
foram realizados para a verificar o grau de expansao do leito, relacdo entre a
altura inicial do leito (Ho) na condicao de leito sedimentado e a altura final (H)
conseguida quando se aplica através da coluna uma determinada velocidade
superficial da solugdo tampdo. Para a coluna de 1,0 cm de diametro foi
empacotada uma massa de 2,0 g, e que apresentou uma altura de leito
sedimentado igual a 2,6 cm. Com a coluna de 1,6 cm de altura empregou-se uma
massa de 6,5 g de resina, que apresentou altura inicial de 4,0 cm. A velocidade
superficial empregada neste ensaio variou de 0,1 a 300 cm.h™.
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Coluna cromatografica
, .
- Serwhrewg - _Detector UV 280 nm
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Dados :
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PRETHEEING |

- Sistema de Bombeamento
Figura 3.4.1: Sistema de cromatografia liquida de média presséao - BIO-RAD

3.5. METODOS DE ANALISE

A concentracdo das proteinas presentes nas solucoes do CSL e da a-La
foram determinadas por medida de absorbancia através de um espectrofotémetro
(Philco Hitach). Para a a-Lactalbumina a medida de absorbéancia foi realizada no
comprimento de onda de 280 nm uma vez que as solugdées nao apresentavam
turbidez. Para o CSL a concentracdo de proteina foi monitorada através da
diferenca das medidas de absorbancia a 280 nm e 320 nm. Este ultimo

comprimento de onda foi utilizado para corrigir o valor referente a turbidez da

solucdo. Com esses dados, construiu as curvas de calibracdo da absorbancia em
funcdo da concentragdo, tanto para o CSL quanto para a a-lactalbumina.

As fragbes de protéicas eluidas das resinas apdés a etapa de adsorgao
foram submetidas a andlise qualitativa através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), o que possibilitou a identificagdo das proteinas
presentes nas frages coletadas.

As andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizadas de
acordo com protocolo descrito por Laemmli (1970). O gel foi preparado na
concentragdo de 15% e espessura de 1mm. As amostras foram preparadas em
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tampéao contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) e B-mercaptoetanol e aquecidas

por 8 minutos a 100°C (condicao desnaturante). A separa¢do das proteinas foi
conduzida utilizando cuba vertical da Bio-Rad, com voltagem constante de 200 V
por um tempo de 45 min. O procedimento de coloragao foi realizado com nitrato de
prata segundo protocolo descrito por Morryssey (1981).

As fracoes que indicaram purificacdo da a-La no gel de eletroforese SDS-
PAGE, foram submetidas a analise quantitativa em um sistema HPLC da marca
Shimadzu, equipado com duas bombas (modelo LC-10AS), um detector UV-
Visivel (modelo SP-10AV) e um integrador (modelo C-R6A). Acoplou-se a este
sistema uma coluna cromatografica analitica de troca anidonica MONO Q HR 5/5
Pharmacia Biotech.

A coluna analitica foi primeiramente equilibrada, de acordo com o manual
de instrugdo fornecido pelo fabricante, com o tampéao Tris / HCI 20 mM e pH 8,0.
Em seguida, um volume de 20 uL da solugdo proteica padrao foi injetado na
coluna. A concentracdo das solugdes protéicas utilizadas foram na faixa de 0,3 a
1,5 mg.mL™ para a a-La e de 0,3 a 1,0 mg.mL™ para a B-Lg, ambas condicionadas
no mesmo tampao de equilibrio da coluna analitica. Apés 5 minutos da inje¢ao da
solucao protéica, iniciou-se a eluicdo das proteinas adicionando-se ao tampao de
equilibrio 0,35 M de NaCl na forma de gradiente crescente por um tempo de 25
minutos.

Para cada concentragéo protéica foi obtido um cromatograma onde os picos

referentes as proteinas, a-La e da B-Lg foram identificados em termos de tempo

de retencdo, e a area de cada pico pode ser calculada utilizando o integrador.
Com isto uma curva de calibragdo foi montada, da area dos picos para as varias
concentragdes em funcdo da concentracdo protéica, para cada uma das proteinas
padrédo (a-La e da B-Lg).

O material eluido dos adsorventes apés a caracterizagéo eletroforética foi
filtrado com membranas de 0,2 um da Millipore, sendo que 20 ul deste material foi
injetado na coluna analitica MONO Q HR 5/5, obtendo-se o cromatograma com os
picos de cada uma das proteinas existentes no material eluido dos adsorventes

estudados. Através do valor das areas do pico referente a o-La foi possivel
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analisar a concentragcao e a pureza da proteina obtida na etapa de eluicdo. De
posse desses valores € possivel o calculo do rendimento (equacédo 2.5.1) e do
fator de purificagao (FP).

Uma vez determinada a pureza da a-La no material de eluicdo e no CSL, o
fator de purificacéao (FP) foi definido como:

Quantidade de a-La recuperada na elui¢ao (%)
Quantidade de a-La no CSL (%)

FP =

(3.5.1)

b
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CAPITULO 4 St

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados os principais resultados obtidos nos
ensaios visando a purificagéo da a-Lactalbumina, a partir do concentrado do soro

de leite (CSL), empregando resinas de troca anidnica e de interagao hidrofdbica.

4.1. CURVAS DE CALIBRACAO

Foram obtidas curvas de calibragdo para a quantificagdo de o-La pura e
proteinas do CSL, utilizando espectrofotometria. Para a a-La pura o comprimento
de onda utilizado foi igual a 280 nm, e para o CSL foi utilizado a diferenga entre os
comprimentos de onda a 280 nm e 320 nm. Além destas, também foram obtidas
curvas de calibragdo para as proteinas a-La e pB-Lg, empregando-se um sistema
de HPLC com uma coluna analitica MONO Q.

As curvas obtidas para as solugdes de a-La e do CSL sdo mostradas nas

Figuras 4.1.1 e 4.1.2. Observa-se nestas figuras que o comportamento dos dados
é linear em toda a faixa de concentracédo estudada.

47



Capitulo 4 Resultados e Discussées

1.60

1.40 =

1.20 —

1.00

0.80 —

0.60

Absorbénclia a 280 nm

0.40 ~

C alfa=0,62229 * Abs
0.20

T T T T T T T T 1

000 010 020 030 040 050 060 070 030 090 1.00
Alfalactalbumina {(mg / mL)

Figura 4.1.1: Curva de calibragdo da absorbancia a 280 nm em funcédo da
concentracdo de a-Lactalbumina em tampdo Tris 30 mM e pH 7,5. Calfa é a

concentragdo de a-Lactalbumina e Abs é referente ao valor de absorbéancia.
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Figura 4.1.2: Curva de calibragéo da diferenca de absorbancia (280 - 320) nm em
fungdo da concentragdo de CSL em tampado Tris 30 mM e pH 7,5. CSL é a

concentracdo do CSL e Abs é o valor de absorbancia.
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As curvas de calibragdo para a a-La e B-Lg utilizando a coluna analitica
MONO Q foram obtidas a partir da areas dos picos dos cromatogramas de eluicédo
das proteinas em diversas concentragées (Figuras 4.1.3 e 4.1.4, respectivamente).
Para as duas proteinas, as curvas obtidas apresentaram um comportamento
linear, onde o modelo linear ajustou-se bem aos dados experimentais, com
coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,9988 e 0,9996 para as curvas referente a
o-La e B-Lg respectivamente, como observa-se na Figuras 4.1.5.

C=1,5mg/mL
C= 0,6 mg/mL

a-La a-La

PR X
2

16.2
3,395

14:28s

tCl

TOP
\H.
Ws;w

ol Gl

13,445

Figura 4.1.3: Cromatograma obtido com a coluna MONO Q; injegdo de 20ulL de
solucdo de a-La pura, e eluigdo com um gradiente de solugdo de 350 mM de NaCl
em um periodo de tempo igual a 25 min.

E B-Lg C=0,6 mg/mL

7.638

_

Figura 4.1.4: Cromatograma obtido com a coluna MONO Q; injecdo de 20ulL da
solucdo de B-Lg pura, e eluigdo com um gradiente de solugao 350 mM de NaCl em

um periodo de tempo igual a 25 min.
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Figura 4.1.5: Curvas de calibragéo da area do pico em funcao da concentracdo de
a-La e de B-Lg, utilizando a coluna cromatografica MONO Q HR 5/5. Onde Area é
a area do pico de eluicdo obtido no cromatograma, C a-la € a concentracdo de
o-La e C b-Lg é a concentragao de B-Lg.

Pode-se observar nas Figuras 4.1.3 e 4.1.4 que a o-La é eluida da coluna

apoés 13,5 minutos, enquanto as duas variantes da pB-Lg (A e B) somente sao

eluida num tempo superior a 20 minutos. Apesar de se tratar de proteinas
comerciais, de alta pureza, estes materiais ainda apresentam tracos de
contaminantes, por exemplo Imunoglobulinas, que aparecem no tempo de 10
minutos nos cromatogramas da a-La e da p-Lg .

A Figura 4.1.6, representa um cromatograma obtido com a coluna MONO
Q, cjuando injetou-se 20 pl de uma solugdo contendo 0,1 mg.mL" de
Imunoglobulina G humana (IgG). Observa-se que o tempo de eluicdo da IgG
nesta coluna é préximo de 10 minutos, praticamente o mesmo tempo do primeiro

pico que aparece nos cromatogramas da a-La e da B-Lg.
50



Capitulo 4 Resultados e Discussoes
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Figura 4.1.6: Cromatograma de elui¢do obtido com a coluna Mono Q, para a
injecao de IgG humana na concentragéo igual a 0,1 mg.mL™".

4.2. DETERMINAGAO DAS CONDICOES DE OPERACAO

Para as resinas anidnicas fez-se, inicialmente, um estudo para avaliar qual

o melhor pH para a adsor¢gédo da a-La e das proteinas do CSL. A concentragéao
inicial de o-La pura utilizada foi de 1,0 mg.ml” e utilizou-se as duas resinas de
troca anidnica Accell Plus e Streamline DEAE. Os dados obtidos estdo na Figura

421.

Para o CSL determinou-se a capacidade de adsorcao em fun¢ao do pH,
utilizando somente a resina Accell Plus, a concentracao inicial da solugdo do CSL
foi de 5,0 mg.mL™". Os dados obtidos sdo mostrados na Figura 4.2.2.
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Figura 4.2.1: Capacidade de adsor¢do da o-La pura nas resina de troca ibnica
Accell Plus e Streamline DEAE, em fun¢éo do pH do tampao de condicionamento,
empregando o sistema de tanque agitado. Tampdes de adsorgéo: Bis-Tris 30 mM
pH6,0,6,5e7,0e Tris 30 mMpH 7,5a9,0.
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Figura 4.2.2: Capacidade de adsor¢do das proteinas do CSL na resina Accell Plus
em funcdo do pH do Tampéo de condicionamento, empregando o sistema de
tanque agitado. Tampdes de adsorgdo: Piperazina 30 mM pH 4,5, 5,0 e 5,5; Bis-

Tris 30 mM pH 6,0, 6,5, e 7,0 e Tris 50 mM pH 7,5 a 9,0.
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Observa-se na Figura 4.2.1, que a capacidade de adsorcdo das resinas
aumenta com a elevacao do pH sendo que os maiores valores sdo observados na
faixa de pH entre 7,5 e 8,5. Isto pode ser justificado visto que a elevacédo do pH
acima do pl (o pl da ao-La é de 4,8) ha uma maximizacdo da capacidade de
adsorcado dos adsorventes de troca anidnica, uma vez que a proteina apresenta
maior quantidade de cargas para a troca em sua estrutura.

Para as proteinas do CSL a maior capacidade do adsorvente ocorre no
intervalo de pH entre 6,0 a 8,0. Isto também pode ser explicado, visto que o pl das
proteinas, em maior quantidade no CSL, ¢é inferior a 6,5 (Tabela 2.2.1). Assim, as
proteinas no CSL apresentam maior quantidade de cargas para a adsorcdo neste
intervalo de pH. Esses ensaios foram realizados em tanque agitado, como descrito
no item 3.3.1, e indicaram que o tempo de agitacdo de 3 horas foi suficiente para
se atingir o equilibrio na adsorg¢éo.

As proteinas do CSL presentes no sobrenadante, bem como as fragdes
eluidas das amostras do ensaio para avaliagcdo do pH de adsorgdo empregando a
resina Accell Plus, foram submetidas a analise por eletroforese SDS-PAGE
(Figuras 4.2.3 e 4.2.4).

Sobrenadante B

940

MM~Marcador de
Massa Molecular, =
(kDa)

«—Lfelp
. <g—BSA
| <@==|g (Cadelia pesada)

-glg (Cadeia leve)

grene 1Y

e -2

"B C M DE
T 7

F G
pH=> 5 6 65 MM 5 8 9

Soro

Figura 4.2.3: Eletroforetograma das fragcdes do CSL n&o adsorvidas na resina
Accell Plus. A-pH 5,0, B-pH 6,0, C-pH 6,5, D-pH 7,0, E- pH 7,5, F- pH 8,0, G- pH
9,0, H — Soro do Leite e M- Marcadores Moleculares (kDa); 94,0 (Phosphorylase
b), 67,0 (Bovine Serum Albumin), 43,0 (Ovalbumin), 30,0 (Carbonic Anhydrase),

20,1 (Soybean Trypsin inhibition), 14,4 (a-Lactalbumin).
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Pela intensidade das bandas observadas no eletroforetograma da Figura
4.2.3, nota-se que as proteinas em maior quantidade nas amostras possuem
massa molecular entre 14 e 20 kDa, certamente a a-La e a B-Lg. Observando-se
as raias do eletroforetograma, percebe-se que a intensidade das bandas diminui
para valores de pH entre 7 e 9, justificando a maior capacidade de adsorcdo das
proteinas do CSL neste intervalo.
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. ag——bLfe Lp
—BSA

“€—|g {Cadeia pesada)

o ageig (Cadeia leve)

M D E F

A B C
6 65 MM 7 75 8 85 9

pH -)»5
Figura 4.2.4: Eletroforetograma das fragées do CSL eluidas da resina Accell Plus.
A-pH 5,0, B-pH 6,0, C-pH 6,5, D-pH 7,0, E-pH 7,5, F- pH 8,0, G- pH 8,5, H- pH
9,0 e M- Marcadores Moleculares (kDa); 94,0 (Phosphorylase b), 67,0 (Bovine
Serum Albumin), 43,0 (Ovalbumin), 30,0 (Carbonic Anhydrase), 20,1 (Soybean
Trypsin inhibition), 14,4 (a-Lactalbumin).

No eletroforetograma apresentado na Figura 4.2.4, observa-se que o-La
néo é adsorvida na resina Accell Plus no pH igual a 5,0. Isto ocorre porque o pH
5,0 é muito proximo ao ponto isoelétrico da o-La. No pl o balango de cargas na
proteina & nulo, impedindo que haja adsor¢do na resina. Esse mesmo
comportamento na adsorgdo foi observado para os ensaios utilizando-se a resina
Streamline DEAE; assim optou-se por nao apresentar os eletroforetogramas.

Com base nestes resultados foi escolhido o tampao Tris 30 mM e pH 7.5

para realizacédo dos experimentos subsequentes, uma vez que para valores de pH
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em torno deste valor, houve maior adsorgdo de proteinas, tanto para a a-La
comercial quanto para as proteinas do CSL, utilizando-se as resinas de troca
ionica Streamline DEAE e Accell Plus QMA.

Ensaios semelhantes foram realizados para a avaliagdo do pH de adsorgéo
com as resinas de interagao hidrofébicas: Streamline Phenyl e Phenyl Sepharose
CL-4B. Nas solucées tampao empregadas, adicionou-se iniciaimente 20 mM do
agente quelante EDTA, com o pH na faixa de 5,5 a 9,0, para o condicionamento

das proteinas do CSL e equilibrio das resinas. Os resultados sdo mostrados na
Figura 4.2.5.
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Figura 4.2.5: Capacidade de adsorgao das proteinas do CSL em funcéo do pH de
adsorgéo nas resinas Streamline Phenyl e Phenyl Sepharose CL-4B, com EDTA a
20 mM no tampéao de condicionamento (Tampdes de adsorc¢ao: Piperazina 50 mM
pH 5,5; Bis-Tris 50 mM pH 6,0,6,5e 7,0 e Tris 50 mM pH 7,5 a 9,0).

Observa-se na Figura 4.2.5 que para valores de pH acima de 6,5 a
capacidade de adsorcdo de proteinas € maior para as resinas de interagéo
hidrofébica. Estes resultados foram similares aos obtidos para as resinas de troca
idnica, assim optou-se por trabalhar com o tampao Tris 50 mM e pH igual a 7,5,

nos ensaios com as resinas de interacao hidrofébica.
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A influéncia da concentragdo do agente quelante (EDTA) no tampéao de
condicionamento do CSL foi analisada, uma vez que o EDTA seqlestra os ions

Ca*?, aumentando a hidrofobicidade da o-La, e consequentemente a capacidade
de adsorg¢ao na resina. A adsor¢dao do CSL em solugdo tampao foi realizada em
Tris 50 mM e pH 7,5, para as concentracées de EDTA: 20, 35, 50, 65e 100 mM. O
grafico que mostra a capacidade das duas resinas hidrofébicas estudadas, em
funcdo das diferentes concentracdes de agente quelante esta representado na
Figura 4.2.6.
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Figura 4.2.6: Capacidade de adsor¢do da proteinas do CSL em fungao da
concentragao de EDTA, no pH igual 7,5.

Observa-se na Figura 4.2.6 que nas solugdes protéicas onde o EDTA nao
foi adicionado, a capacidade de adsorcéao foi menor, indicando que a presenca do
agente quelante favorece o processo de adsor¢éo. Nas solugbes com presenca de
EDTA praticamente nédo houve variagdo da capacidade de adsorgéo das proteinas
do CSL. Este comportamento foi observado para as duas resinas hidrofébicas

utilizadas.
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A eluicdo das proteinas adsorvidas foi realizada através da adicdo de ions
Ca™ no tampé&o de condicionamento em substituicdo ao EDTA. As proteinas
eluidas das resinas nos ensaios com variagdo da concentragdo do agente
quelante foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE.

No eletroforetograma mostrado na Figura 4.2.7, observa-se que para todas
as concentracbes de EDTA houve recuperacdc de apenas duas proteinas
presentes inicialmente no CSL; possivelmente a a-La e a B-Lg. Apesar da
indicacdo da purificacao da a-La, observa-se ainda a presenca da proteina B-Lg,
como mostram as raias de B a F, bem como uma presenca muito pequena de
a-La no sobrenadante, raia A. A partir destes estudos optou-se por trabalhar com
o tampéo Tris 50 mM com EDTA a 35 mM no pH igual a 7,5 nos ensaios com as
resinas hidrofébicas.

Sobrenadante Streamline Phenyl Phenyl! Spharose Cl-4B

Marcador de * k ‘

massa molecular 20 35 50 100 35 <o EDTA (MM )

Figura 4.2.7: Eletroforetograma das proteinas dos ensaios com resinas de
interacdo hidrofébica. MM- marcador de massa molecular, de A a E s&o ensaios
em Streamline Phenyl, onde: A- Sobrenadante da concentracdo protéica no
tampéo 35 mM de EDTA e pH 7,5; B, C, D, E sdo respectivamente concentracéo
de EDTA a 20; 35; 50 e 100 mM; F e o ensaio com Phenyl Sepharose CL-4B com
EDTAa35mMepH 7,5
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Para as resinas de interacdo hidrofébica foi realizado também um estudo
com o objetivo de verificar-se a influéncia da adicdo de sal na hidrofobicidade do
meio (efeito salting-out), no tampédo de condicionamento. O sal selecionado para
este estudo foi o (NH4)2SO4, escolhido com base na série de Hofmeister, por
apresentar fons que favorecem a hidrofobicidade do meio. Os resultados obtidos

com este estudo estdo apresentados na Figura 4.2.8.
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Figura 4.2.8: Capacidade de adsorgdo das proteinas do CSL em funcéo da

variacdo da concentracdo de (NH4)»SO4 na solugdo de CSL em tampéo 50 mM
Tris, adicdo de 35 mM de EDTA e pH igual a 7,5.

A adicdo do (NH4)2S0O4 no tampéo de acondicionamento ndo propiciou um
aumento significativo na capacidade de adsor¢do das proteinas do CSL, para as
concentracdes de sal empregadas, quando utilizou-se a resina Streamline Phenyl.
Maiores valores de concentracdo de (NH4)2SO4 néo foram empregados, pois isto

poderia provocar a precipitagdo das proteinas do CSL.
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4.3. ISOTERMAS DE ADSORCAO

Nas isotermas de adsorcao, obtidas com os adsorventes de troca anibnica
e de interacao hidrofébica, o modelo de Langmuir (equagao 2.9.1) ajustou-se bem
aos dados experimentais, onde os paradmetros gm € Ky foram calculados através
de regressao nao linear pelo método dos minimos quadrados. Estes pardmetros
caracterizam o sistema em termos da capacidade maxima de adsorcdo de um
dado adsorvente em contato com uma solugao protéica. Nas Figuras 4.3.1, 4.3.2,
4.3.3 e 4.3.4 sao mostradas as isotermas de adsorgdo para a a-La pura utilizando
as resinas de troca anibnica e de interacdo hidrofébica, respectivamente,
empregando-se os tampdes nas condi¢cbes definidas no item 4.2, para a
temperatura de 24 °C + 1 °C.
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Figura 4.3.1: Isoterma de adsorgdo da a-Lactalbumina pura em Accell Plus QMA,
tampéao Tris 30 mM pH 7.,5.
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Figura 4.3.2: Isoterma de adsorgcdo da a-La pura em Streamline DEAE, tampao
Tris 30 mM pH 7,5.
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Em toda a faixa de concentragdo empregando resinas anidnica a
quantidade de a-La adsorvida foi alta, indicando elevada interagdao entre o
adsorvente e a proteina em estudo. A resina Accell Plus QMA apresentou uma
maior capacidade em relagdo a Streamline DEAE, visto que os valores de gm
foram iguais a 477,86 mg.mL™ e 113,88 mg.mL"".
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Figura 4.3.3: Isoterma de adsor¢do para o sistema a-La pura em Streamline
Phenyl, tamp&o Tris 50 mM com 35mM de EDTA e pH 7,5.
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Figura 4.3.4: Isoterma de adsorcdo para o sistema o-La e Phenyl Sepharose
CL-4B, no tampéao Tris 50mM com EDTA a 35mM e pH igual 7,5.

Nas Figuras 4.3.3 e 4.3.4, as resinas de interagao hidrofébica apresentaram
baixa capacidade de adsorgdo, onde os valores de qm foram 1543 mg.mL" e
11,02 mg.mL" para as resinas Streamline Phenyl e Phenyl Sepharose CL-4B.

Na obtencao das isotermas apresentadas, um tempo igual a 3,0 horas foi
suficiente para o sistema atingir o equilibrio. Na Tabela 4.3.1 estdo os valores dos

parametros gm € Kq da equacao de Langmuir, que foram calculados para cada uma
60
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das isoterma.

Tabela 4.3.1: Valores dos parametros gm € kq na adsorgao de a-lactalbumina, nas
resinas estudadas.

Adsorventes dm (Mg .g de resina™) | ka(mg.mL") R?
Accell Plus QMA 477,86 0,329 0,981
Streamline DEAE 113,88 0,084 0,920
Streamline Phenyl 15,43 0,710 0,996

Phenxl Sepharose CL-4B 11,02 1,080 0,992

R* = Coeficiente de correlacao

Observa-se na Tabela 4.3.1, que a capacidade de adsorgdo é diferente
para cada um dos adsorventes estudados. A capacidade das resinas anidnicas &
elevada, quando comparada com as de interacao hidrofébicas. De certa forma
este comportamento é esperado, pois de acordo com a literatura os adsorventes
hidrofébicos apresentam baixa capacidade de adsor¢éo.

O valor de kg obtido para a resina Phenyl Sepharose CL-4B foi de
1,080 mg.mL™, indicando que a reacdo de dessorgdo das proteinas & mais rapida
que a etapa de adsorgéo, sendo k= ko/ks. Para as demais resinas os valores de kg

foram menores que 1, sendo assim a reagado de adsor¢cdo mais rapida que a de
dessorg¢éao.

4.4. CURVAS CINETICAS

Os ensaios de adsorcdo para a obtencdo das curvas cinéticas foram
realizados somente para os adsorventes de interagdo hidrofébica, uma vez que o
emprego destes adsorventes permitem obter a a-La com maior fator de
purificacédo, partindo-se do CSL, quando utilizando o sistema de tanque agitado,
com o adicional de ndo necessitar de pré-tratamento das amostras, como
mostrado na Figura 4.2.7. As curvas cinéticas obtidas para diferentes valores

iniciais de concentracdo de proteina sao representadas nas Figuras 4.4.1-A e
441-B.
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Figura 4.4.1: Curvas cinéticas de adsorcdo da proteina a-La em adsorventes de
interacdo hidrofébica, tampao Tris 50 mM com 35 mM de EDTA no pH 7,5, a
temperatura de 24 °C + 1 °C, utilizando o sistema de tanque agitado.

Nas curvas cinéticas apresentadas nas Figuras 44.1-A e 44.1-B, a
concentragdo de proteina diminui cerca de 25% da concentragéo inicial, para as duas
resinas empregadas, isto devido a baixa capacidade de adsor¢do para as resinas
hidrofobicas. Observa-se também nas curvas cinéticas que a concentragcéo de proteina
em solugdo no tanque agitado diminuem rapidamente nos primeiros instantes do
processo de adsorcdo, e que apds 20 minutos a variagdo da concentragdo & muito
pequena quando é atingida a condigdo de equilibrio. O mesmo comportamento de
adsorcdo também foi observado em estudos de cinéticas adsor¢do para as proteinas
BSA (ARAUJO, 1996), insulina (Cruz, 1997), utilizando a resina de troca idnica Accell
Plus e para estudos da cinética de adsor¢do da enzima lipase em resinas de interacao
hidrofébica (TABOADA, 1999) e em resinas de afinidade (KAMIMURA, 2000).

Com o conhecimento das isotermas e dos dados relativos a cinética de adsorgéo
da o-La nas resinas hidrofébicas, foi possivel a determinagédo dos parametros cinéticos
intrinsecos k1 € k2 do modelo cinético apresentado na equagéo 2.10.3. Ajustou-se este
modelo aos dados das curvas cinéticas de adsorgédo, obtendo-se o valor do parametro
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k4. O valor de k; foi calculado através da expressdo kd =k, /k, . Nas Figuras 4.4.2 a

445 sao mostrados os resultados dos ajustes do modelo empirico aos dados
experimentais.
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Figura 4.4.2: Curva cinética de adsorgcdo da proteina o-La, com concentragéo igual ¢
0,52 mg.mL"', na resina Phenyl Sepharose CL-4B: Comparagdo de valore:
experimentais e calculados através do modelo empirico.
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Figura 4.4.3: Curva cinética de adsorgédo da proteina a-La, com concentragao igual
1,33 mg.mL", na resina Phenyl Sepharose CL-4B: Comparagdo de valore
experimentais e calculados através do modelo empirico.
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Figura 4.4.4: Curva cinética de adsorcdo da proteina a-La, com concentragdo igual a
0,54 mg.mL™, na resina Streamline Phenyl: Comparagdo de valores experimentais e
calculados através do modelo empirico.
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Figura 4.4.5: Curva cinética de adsorcao da proteina a-La, com concentragéo igual a
1,56 mg.mL™, na resina Streamline Phenyl: Comparacgéo de valores experimentais e
calculados através do modelo empirico.

Como pode-se observar, © modelo empirico ajustou-se bem aos dados
experimentas, sugerindo que a adsor¢édo na superficie seja a etapa controladora (etapa
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lenta) na adsor¢do da a-La nas resinas de interacdo hidrofébica. Taboada (1999)
também obteve bons ajustes para as curvas cinéticas de adsorg¢do da enzima Lipase
em resinas de interacdo hidrofébica. Ele considerou que a reagdo na superficie seja a
etapa lenta do processo de adsor¢do. Na Tabela 4.4.1 sdo apresentados os resuitados

de ks e k2 obtidos na adsor¢do da a-La com as duas resinas de interagéo hidrofébica
estudadas.

Tabela 4.4.1: Valores calculados para as constantes cinéticas de associacao (ki) e de

dissociacdo (kz), obtidos no ensaio de adsorgdo da a-La pura em resinas hidrofébicas
no sistema de tanque agitado.

Phenyl Sepharose CL-4B

Co (mg.mL") ki (mL.mg"'.min™) k2 (min™)
0,52 0,483 0,521
1,33 0,601 0,649

Streamline Phenyl

Co (mg.mL") ki (mL.mg".min") Kz (min™!)
0,54 0,189 0,134
1,56 0,174 0,124

Para resina Phenyl Sepharose CL-4B observa-se um aumento do valor dos
parametros (k1 e kz) com o aumento da concentracéo. Provavelmente se da pelo fato de
que no inicio do processo todos os sitios de adsorgio na superficie da resinas estao
disponiveis, fazendo com que a adsorgdo em baixas concentragdes iniciais seja mais
rapida. Ao contrario, quando se aumenta a concentracdo de proteina, faz com que, a
proporgdo do nimero de sitios de ligagdo disponiveis na resina seja menor, diminuindo
assim a interacao proteina-adsorvente. O aumento das constantes de adsorcdo do
sistema pode ser provocado quando na saturagdo das resinas, comecga haver adsorgao
entre as proteinas na superficie das resinas com as proteinas em solucéo, interagéo do
tipo proteina-proteina e impedimento estérico.

Para a cinética de adsor¢do da o-La em Streamline Phenyl, observa-se na
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Tabela 4.4.1 que os valores dos parametros k1 e k2, para as duas concentragbes
iniciais da a-La s&o muito préximos, porém menores que aqueles observados para a
resina Sepharose Phenyl CL-4B. Isto deve-se ao maior nimero de sitios disponiveis
para a adsorcéo das proteinas. Esta pequena diferengca nos valores dos parametros
obtidos para a Streamline Phenyl sugere que a cinética de adsorgdo é sempre a
mesma, para a faixa de concentracdo de proteinas estudas.

O modelo cinético, equacdo 2.10.3, ndo ajustou-se bem para valores de
concentragdo maiores que 2,0 mg.mL-1, nas duas resinas de interacdo hidrofébica
estudadas. Cruz (1997), também nao consegui bons ajustes, empregando este modelo
cinético, para elevados valores de concentragdo da proteina BSA na resina Accell Plus
QMA.

O estudo de outros modelos de adsorcdo devem ser verificados, como por
exemplo aquele que leva em consideragdo a transferéncia de massa externa e a
difusdo no interior dos poros, como mecanismos controladores da transferéncia De

massa. Observar-se estes mecanismos governam o processo individualmente, ou em
conjunto com a reagéo na superficie.

4.5. ENSAIOS EM COLUNAS CROMATOGRAFICAS

4.5.1. Estudo da expansao leito

Foram realizados ensaios para analise do grau de expansao do leito. Utilizou-se
as resinas Streamline DEAE e Streamline Phenyl. Duas colunas foram usadas, sendo
os diametros internos de 1,0 cm e 1,6 cm, ambas com possivel altura de leito igual a
20 cm, fornecidas da PHARMACIA-BIOTECH. O tampao utilizado foi o Tris-HCI 30 mM,
pH 7,5. As vazdes volumétricas utilizadas foram na faixa de 0,1 a 6,0 mL.min™.

Com a coluna de 1,6 cm de diametro, a altura inicial do leito de resinas foi igual a
4,0 cm, correspondendo a uma massa de 6,5 g dos adsorvente. Esses valores foram
escolhido com base nas informagdes apresentadas nos catalogos dos fabricantes dos
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adsorventes (PHARMACIA-BIOTECH, 1996). Com a coluna de 1,0 cm de didmetro
altura inicial do leito foi de 2,0 cm, correspondendo a 2,6 g de adsorventes.

As curvas do grau de expansao sao apresentadas como a razao entre a altura d
leito e a altura inicial do mesmo (H/Ho) em funcédo da velocidade superficial (cm.h™)
como € mostra a Figura 4.5.1.
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Figura 4.5.1: Curva de expansao do leito com os adsorventes Streamline DEAE ¢
Streamline Phenyl, colunas de 1,0 e 1,6 cm de diametros, tampéo Tris-HCl 30 mM n¢

pH igual a 7,5.

Através da Figura 4.5.1 notamos que ndo ha uma relagao linear entre o grau de
expansdao e a velocidade superficial, para os dois tipos de colunas utilizadas. #
mudanga de inclinagao ocorre para os baixos valores de velocidades superficial. Acim:
do valor 100 cm.h™" 0 comportamento da expans&o com a velocidade superficial tornam
se linear, com as particulas altamente fluidizadas. Ndo se deve operar as colunas
utilizadas com altos valores de velocidade superficial, devido ao formato do seus
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distribuidores principalmente quando trabalhando com solugdes que apresente material
particulado. Valores muito elevados na velocidade superficial também influenciam na
capacidade de adsorcdo das proteinas dificultando a adsor¢gdo uma vez que os
adsorventes apresentam uma elevada mobilidade das particulas, diminuindo a
interacao proteina-adsorvente (PHARMACIA - BIOTECH, 1993). Neste trabalho optou-
se por trabalhar com velocidades abaixo de 100 cm.h”, garantindo assim uma
seguranga na operacao do sistema quando empregar solugdes do CSL.

A coluna de 1,0 cm de didametro apresentou maior dificuldade na expansao
devido a maior influéncia do efeito de parede e do tamanho do distribuidor, podendo
ocorrer entupimento e aumento da pressdo do sistema cromatografico. Assim, todos os
experimentos foram conduzidos utilizando a coluna XK 16/20 com 1,6 cm de diametro

por apresentar maior facilidade de operacdo e fluidizagdo estavel dos adsorventes
empregados.

4.5.2. Dinamica de adsor¢dao em colunas

Os ensaios em colunas foram realizados inicialmente em leito fixo, para os
quatros adsorventes. Os ensaios com o leito expandido foram realizados
posteriormente, somente com os adsorventes Streamline DEAE e a Streamline Phenyl.
Nestes ensaios foram empregandos apenas solu¢des do CSL, uma vez que ha um
consumo de grande quantidade de material para a obtencdo das curvas de ruptura
“breakthrough”. A utilizagdo da o-La pura nao foi possivel devido ao seu alto valor

comercial e a quantidade disponivel ficou restrita apenas para as analises qualitativa e
quantitativa.

Nas Figuras 4.5.2 e 4.5.3, sdo apresentadas as curvas de ruptura, para resinas
anidnicas e hidrofébicas, respectivamente, operando em leito fixo. A concentracédo da
solugdo do CSL foi de 5,0 mg.mL™", no tampéo especifico para cada tipo de resina. A
vazéo de operacao no sistema foi de 1,0 mL.min", o que corresponde a uma velocidade
superficial de 29,9 cm.h™, para a coluna de 1,6 cm de diametro, a qual possui area de
secao transversal igual a 2,01 cm?.
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Figura 4.5.2: Curvas de ruptura em leito fixo, obtida para solucéo de 5,0 mg.mL™ dc
CSL no tampao Tris 30 mM e pH igual a 7,5, vazao de 1,0 mL.min", e resinas Accel

Plus e Streamline DEAE.
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Figura 4.5.3: Curvas de ruptura em leito fixo, obtida para solugao de 5,0 mg.mL™" d¢
CSL no tampao Tris 50 mM e EDTA 35 mM com pH 7,5, vazdo de 1,0 mL.min"’
empregando as resinas hidrofébicas Phenyl Sepharose CL-4B e Streamline Phenyl, n:

condigao de leito fixo.
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Nas curvas de ruptura, mostradas nas Figuras 4.5.2 e 4.5.3, a saturacao do leito
é demorada, exigindo um grande volume da solugdo do CSL. A principio os dados
experimentais tem um comportamento ascendente muito rapido a partir do ponto de
ruptura até um valor de C/Co igual a 0,5, para todas as resinas estudadas, a partir dai a
um uma demora em atingir o ponto de saturagéo do leito, ocorrendo uma perda muito

grande de proteinas nesta etapa de adsor¢ao, principalmente para as resinas de troca
ibnica.

Devido a grande capacidade de adsorgao das resinas aninicas, a quantidade de
solugdo protéica injetada foi muito sUperior, quando comparada com a quantidade
injetada nas colunas com as resinas hidrofébicas. Comportamento semelhante se
observou quando operando na condi¢do de leito expandido com as resinas Streamline
DEAE e Phenyl Streamline, como mostrado na Figura 4.5.4.

A altura inicial do leito, na condigdo de leito sedimentado era de 4,0 cm, e para a
velocidade superficial de 29,9 cm.h™ a altura do leito expandido foi de 4,9 cm, valor
semelhante ao encontrado na relacdo H/Ho representado na Figura 4.5.1.
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Figura 4.5.4: Curvas de ruptura em leito expandido, obtidas para as resinas Streamline
Pheny! (hidrofébica) e Streamline DEAE (ani6nica) na condi¢éo de leito expandido.
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Apés a adsorgéo o leito foi submetido a etapa lavagem, com o préprio tampéao de
adsorgdo, para eliminar particulas e proteinas ndo adsorvidas. Em seguida iniciou-se a
etapa de eluicéo, das proteinas adsorvidas.

4.5.3. Etapa de eluigao

Para as resinas anidnicas Accell Plus e Streamline DEAE, a etapa de eluigao foi
realizada combinando o tampao de adsor¢do com o de eluicdo na forma de degrau,
mais conhecido como “step”. Nesta forma de eluicdo ocorre variacdo periddica da
porcentagem do tampdo de eluicdo, para uma vazdo total de 1,0 mL.min™. A
porcentagem inicial do tampédo de eluicdo era de 5,0% da vazado total na etapa de
eluicdo e este valor foi aumentado ao longo do tempo. Consequentemente, ha uma
diminuigdo da porcentagem do tampéo de adsorcdo que iniciava na etapa de eluicdo
com 95% da vazéo total de eluicdo. O tampao de eluigdo foi constituido de Tris-HCL
30 mM com 1,0 M de NaCl no pH igual a 7,5. A etapa de eluicdo, com as resinas
hidrofébicas, foi realizada fazendo uma aplicacéo direta do tampéao de eluicdo (100%),
composto de Tris 50 mM com 1,5 mM Ca*?, no pH igual a 7,5.

Nas Figuras 4.5.5 a 4.5.10 sdo mostrados os cromatogramas de eluicdo para
todas as resinas estudadas. Todos os picos obtidos nos cromatogramas de eluicéo
apresentados, foram analisados empregando-se eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), para avaliar de forma qualitativa se houve a separagdo das proteinas
presentes no CSL.
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Figura 4.5.5: A-Cromatograma de eluicdo das proteinas do CSL obtido em leito fixo de
Accell Plus QMA e B-Eletroforetograma dos picos de eluicdo, onde as raias de 1 a 8

sao referentes aos picos do cromatograma de eluicéo.
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Figura 4.5.6: A - Cromatograma de eluigdo das proteinas do CSL obtido em leito fixo de
Streamline DEAE, B - Eletroforetograma dos picos de eluigdo, onde as raias de 1 a ©

sao referentes aos picos do cromatograma de eluicdo.

Nos cromatogramas de eluicdo das duas resinas de froca anifnica, apesar da

72



Capitulo 4 Resulitados e Discussdes

existéncia de varios picos, ndo houve separagdo das proteinas do CSL, tal como pode-
se observar nos eletroforetogramas das Figuras 4.5.5 e 4.5.6. A a-La sai junto com as

demais proteinas presentes no CSL.
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Figura 4.5.7: A -Cromatograma de eluicdo das proteinas do CSL obtido em leito fixo de
Streamline Phenyl e B -Eletroforetograma do Cromatograma de eluico (raia 3) e das

amostras do materiais de adsorgéo (raia 1) e de lavagem (raia 2).

No cromatograma da Figura 4.5.7, aparece somente um pico das proteinas
eluidas. Observando o eletroforetograma da Figura 4.5.7, a raia 1 corresponde as

proteinas do CSL durante a etapa de adsorgdo na resina hidrofébica Streamline Phenyl,
a raia 2 é referente ao material de lavagem; proteinas que néo foram adsorvidas e
retiradas do leito com o tamp&o de adsorgdo. Observa-se no material de adsorgéo e
lavagem, que ha uma perda consideravel de a-La, proteina referente ao marcador de
massa molecular (MM) igual a 14,4 kDa, que nao foi adsorvida na resina ou foram
fracamente adsorvidas saindo durante a etapa de lavagem. A raia 3 corresponde as
proteinas que foram adsorvidas e posteriormente eluidas; presentes no pico do
cromatograma de eluicdo, nota-se que a proteina de MM igual a 14,4 kDa, referente a
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o~-La, aparece com uma certa purificagdo, mas ainda apresentando vestigio da proteina

B-Lg, de massa molecular igual a 18,4 kDa.
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Figura 4.5.8: A -Cromatograma de elui¢do das proteinas do CSL obtido em leito fixo de

Phenyl Sepharose CL-4B e B -Eletroforetograma dos picos de eluicdo (raias 4 e 5) e
das amostras dos materiais de adsorgao (raia 1) e de lavagem (raias 2e 3) e araia6 é

a amostra de o-La pura (Sigma®).

Com a resina hidrofébica Phenyl Sepharose CL-4B, também ha perdas
significantes de o-La, nas etapas de adsorgdo (raial) e lavagem (raia 2 e 3) no
eletroforetograma apresentado na Figura 4.5.8. Aqui também as fracdes eluidas, raias
4 e 5, apresentaram um grau de purificacéo da a-La, mas ainda ha presencga de tracos
da proteina B-Lg e imunoglobulinas onde a banda de massa molecular 62,5 kDa refere-
se Ig de cadeia pesada e a 32,0 kDa a Ig de cadeia leve. A raia 6, é referente a proteina
a-La padrao adquirida da SIGMA, onde observa-se também a presenca da p-Lg, com

uma coloracdo muito intensa.
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Figura 4.5.9: A - Cromatograma de eluigdo das proteinas do CSL adsorvidas em leito
expandido de Streamline DEAE e B - Eletroforetograma dos picos de elui¢céo, em que

as raias de 1 a 7 sdo referentes aos picos do cromatograma de eluigdo.

Semelhante ao leito fixo, os resultado do processamento do CSL na resina
Streamline DEAE em leito expandido, nao apresentou purificagdo das proteinas do
CSL, como se observa o eletroforetograma dos picos de elui¢do do cromatograma da
Figura 4.5.9.

As duas resinas de troca anibnicas estudadas nédo foram eficientes para a

purificacdo da o-La, nas condicbes definidas no processo. Uma caracteristica
interessante & que as resinas de troca anidnica apresentam uma alta capacidade de
adsorcdo das proteinas do CSL, sendo o seu emprego ideal para uma etapa de

concentracgéo.
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Figura 4.5.10: A - Cromatograma de eluicdo das proteinas do CSL em leito expandido

de Streamline Phenyl e B - Eletroforetograma dos picos de eluigdo (raia 2) e etapa de

lavagem (raia 1).

O eletroforetograma da Figura 4.5.10 é referente ao processo com leito
expandido, utilizando a resina Streamline Phenyl. A raia 1 é referente as proteinas
eliminadas na etapa de lavagem e a raia 2 é referente as proteinas eluidas. Na raia 2, a
a-La aparece de forma isolada das demais proteinas do CSL, mas apresentando ainda
tracos de pB-Lg.

Analisando os eletroforetogramas referente as resinas de interagdo hidrofébica, &

possivel a separagédo da a-La, empregando-se uma Unica etapa de cromatografia de

interacéo hidrofébica, tanto em leito fixo como expandido.

4.6. Analise Quantitativa Para as Resinas Hidrofébicas

Como as resinas de interacdo hidrofobica apresentaram, através da eletroforese

em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE, uma aparente purificacdo da proteina o-La

76



Capitulo 4 Resultados e Discussbes

presente no CSL, houve a necessidade de analisar-se quantitativamente o desempenho
do processo em termos da quantidade de proteina recuperada, pureza e o fator de
purificacao.

Nos ensaios com a coluna cromatografica XK 16 / 20, um balango de massa foi
realizado para cada umas das etapas do processo cromatografico, balanco referente a
o-La. Analisou-se as perdas de proteina durante a adsorcao, proteinas que nao foram
adsorvidas, as perdas durante a lavagem, e as proteinas recuperadas na eluigao,
quando utilizou-se as resinas de interacdo hidrofébica Streamline Phenyl e Phenyl
Sepharose CL-4B.

Para a resina Streamline Phenyl, também houve o interesse em verificar se a
vazao de alimentacdo tem influéncia nas perdas de a-La na etapa de adsor¢do. Trés
diferentes valores de vazado foram empregados na etapa de adsor¢ao, 1,0, 2,0 e 3,C
mL.min™", tanto na condigdo de leito fixo como de expandido. Nas demais etapas, ou
seja, lavagem e eluicdo, a vazao foi mantida em 1,0 mL.min™". Com a resina Pheny!
Sepharose CL-4B apenas um valor de vazdo foi empregado, igual a 1,0 mL.min™, pars
as trés etapas.

Um volume igual a 60,0 mL da solugdo do CSL, com concentragdo igual &
5,0 mg.mL™", foi injetado na coluna XK 16/20, durante a etapa de adsorgéo. Este volume
foi suficiente para uma aproximacao da saturacdo do leito de resinas. Nas etapas de
lavagem e eluigdo empregou-se 0 mesmo volume, (60 mL), das respectivas solugdes
tampao. Todo material de cada uma das etapas, foram coletados e analisados
separadamente em uma coluna analitca MONO Q HR 5/5, utilizando um sistema de
HPLC, em que foi possivel obter os cromatogramas das proteinas presentes em cad:
uma das etapas do processo. Com a Coluna MONO Q obteve-se também ¢
cromatograma da solugéo do CSL.

Na Figura 4.6.1, sao ilustrados alguns dos cromatogramas obtidos com a colun:
MONO Q, para os ensaios utilizando a Streamline Phenyl na condicao de leito fixo con
vazao de 1,0 mL.min™'. Para os demais ensaios com as velocidade 2,0 e 3,0 mL.min”
ensaios com a Phenyl Sepharose CL-4B e os ensaios com leito expandido, o
cromatogramas apresentaram perfis muito semelhantes.
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Nos cromatogramas da Figura 4.6.1, o pico referente a a-La aparece na faixa de
tempo de 12,7 a 14,5 minutos. A area destes picos obtidos foram analisadas na curva
de calibracdo da Figura 4.1.5, obtendo assim a concentragdo de a-La em cada etapa
cromatografica e também no CSL Tabela 4.6.1.

22

28.792

14,189
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A £ #ozd)
& ) _,/_J\k] \’\
1) CSL 2) Adsorcao 3) Lavagem 4) Eluicao

Figura 4.6.1: Cromatogramas da amostra do CSL e das etapas cromatograficas da
resina Streamline Phenyl com vazdo de adsorgdo igual a 1,0 mL.min™, obtidos com a
coluna MONO Q no sistema HPLC.

Na Figura 4.6.1 o cromatograma (1) é referente as proteinas presentes
inicialmente na solugdo de 50 mg.mL" do CSL. Os cromatogramas (2) e (3)
representam as proteinas que ndo adsorveram nas resinas e foram eliminadas da
coluna, representando as perdas do processo. O cromatograma (4) é referente as
proteinas eluidas, onde o pico da a-La aparece com um tempo de 13,5 minutos.

Apés a quantificagdo da a-La, fez-se um balan¢o de massa, onde concentragao
total de a-La é igual a soma das concentragdes de o-La presente em cada uma das
etapas. O rendimento do processo foi entdo calculado pela razéo entre a quantidade de
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o-La na etapa de eluicdo e a quantidade total de a-La presente nas trés etapas. A

pureza da o-La obtida foi calculada diretamente no cromatograma de eluicéo, fazendo-
se uma andlise da porcentagem da area do pico pertencente a a-La com as areas das
demais proteinas na etapa de eluicdo. O fator de purificagdo (FP), foi calculado pela
razao entre a porcentagem da ao-La presente na solugao eluida e a sua porcentagem no
CSL. Na Tabela 4.6.2 sdo apresentados os valores de rendimento, pureza e o fator de
purificacdo obtidos com as resinas hidrofébicas na condicao de leito fixo e expandido.

Tabela 4.6.1: Andlise da concentracdo da a-La com a coluna MONO Q.

LEITO FIXO
Adsorventes Vazio'™ Concentragéo de a-La (mg.mL")
Hidrofébicos (mL.min") Adsorcio | Lavagem | Eluigdo
1,0 0,214 0,217 0,206
Streamline
Phenyl 2,0 0,222 0,224 0,190
3,0 0,381 0,168 0,144
Phenyl Sepharose
CL-4b 1,0 0,228 0,254 0,054
LEITO EXPANDIDO
Adsorventes Vazio® Concentragio de a-La (mg.mL")
. vy = - A
Hidrofobicos (mL.min™) | Adsorcio | Lavagem | Eluicao
1,0 0,394 0,220 0,105
Streamline
Phenyl 2,0 0,328 0,198 0,106
3,0 0,296 0,197 0,091
Concentracao de a-La na solugao com 5,0 mg.ml"CSL = 0,652 mg.mL’1

(1)- Vazéo da etapa de adsorgéao
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Para o calculo do fator de purificagédo, deve se levar em consideragédo que o CSL
apresenta um teor protéico de 83,84% (Tabela 3.1.1), com isto, para uma solugdo com
5,0 mg.mL™" do CSL, a concentragdo em termos de proteinas totais e de 4,19 mg.mL" e
a concentracdo de a-La é igual a 0,652 mg.mL™". Com isto a o-La representa 15,56%
das proteinas totais presentes no CSL.

Tabela 4.6.2: Analise de rendimento, pureza e fator de purificacdo, da purificagcdo da
a-La utilizando resinas de interagao hidrofébica em leito fixo e expandido.

LEITO FIXO
Adsorventes Vazao™ | Rendimento | Pureza® @
Hidrofébicos (mL.min") (%) (%) FP
1,0 31,63 81,78 5,26
Streamline Phenyl 2.0 2906 86.76 558
3,0 22,09 78,93 5,07
Phenyl Sepharose
CL-4B 1,0 8,50 80,64 5,18
LEITO EXPANDIDO
Adsorventes Vazao? | Rendimento | Pureza® )
Hidrofébicos (mL.min™) (%) (%)
1,0 16,10 80,25 5,16
Streamline Phenyl 2.0 16,26 84,10 5,40
3,0 13,86 82,60 5,31

(1)- Vazéo da etapa de adsorcao

(2)- Referente a a-La na etapa de eluicéo
(3)- Fator de Purificagéo

O rendimento do processo de recupera¢io da a-La apresentou-se baixo para as
duas resinas de interacao hidrofébica, sendo que a Streamline Phenyl apresentou
melhor desempenho que a resina Phenyl Sepharose CL-4B, quanto a recuperacdo e
purificacdo da a-La. Este valor foi conseguido com a saturagéo das resinas, C/Co
préximo a 1, durante a obtencédo das curvas de ruptura (item 4.4), o que levou a uma
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perda consideravel de a-La nas etapas de adsorcdo e lavagem. Na pratica industrial, «
rendimento do processo € calculado na condigdo C/Co inferior a 0,1, com isto ¢
possivel obter um melhor rendimento na recuperacédo das proteinas (CHASE, 1984a).

Comparando os rendimentos obtidos com a resina Streamline Phenyl observa-st
que a recuperacgdo da o-La foi muito superior operando o sistema na condigéo de leitt
fixo. O aumento da vazdo na etapa de alimentagdo também influenciou muito na
perdas de a-La, ocasionando uma diminuigdo no rendimento, de 26% na condigdo d¢
leito fixo para 14% na condi¢cao de leito expandido.

Os valores da pureza e do fator de purificagdo para a a-La eluida das resina:
hidrofébicas foram satisfatérios, principalmente em se tratando de uma unica etapa de
purificacdo. Os contaminantes que aparecem juntos com a a-La, sdo em pequena:
quantidades, tratando se das proteinas p-Lactoglobulina e imunoglobulinas. A protein:
a-La da Sigma, é comercializada com uma pureza de 85%.

Noppe et al (1998), conseguiram a purificagdo da a-La presente no leite con
pureza de 98%, trabalhando com a resina Streamline Phenyl em leito expandido, par:
isto foi utilizado uma etapa de polimento com cromatografia de permeagédo em gel.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. CONCLUSOES

A principal conclusdo deste trabalho é relativa a possibilidade de
purificagdo da a-Lactalbumina (x-La) do concentrado protéico do soro de leite,

com um bom nivel de pureza, empregando apenas uma Unica etapa de
purificacao, utilizando os adsorventes de interagdo hidrofébica.

Nos ensaios com as resinas de troca ionica, a purificacdo da a-La nao foi

possivel. Entretanto, estes adsorventes mostraram-se poderosos para a
concentragao das proteinas do CSL.

A seguir sao citadas algumas conclusbes especificas que permitiram
estabelecer a concluséo principal:

- Os sistemas de tanque agitado utilizados, mostraram se versateis para
obtencdo das melhores condigées de adsorcéo das proteinas estudadas e para a
obtencéo das curvas cinéticas e das isotermas adsorgao.

- Os valores de pH 6timo para a adsorgdo das proteinas do CSL e da o-La
comercial apresentou-se entre 6,5 e 8,5 para as resinas de troca de anions e de
interacao hidrofébica.

- A adicdo do agente quelante EDTA, no tampao de condicionamento, foi de
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fundamental importancia para a recuperacao da o-La com as resinas hidrofébicas.

- O modelo de Langmuir ajustou-se bem as isotermas de adsorcéo da a-La
em todas as resinas estudadas.

- O modelo cinético de adsorgdo descrito por SKIDMORE et al (1990),
ajustou-se satisfatoriamente aos dados experimentais.

Experimentos em leito fixo, com adsorventes de interagdo hidrofébica,
possibilitaram uma maior recuperagdo da o-La quando comparados com os
ensaios em leito expandido. O aumento da vazao de alimentacdo das colunas na
etapa de adsor¢do influenciou na recuperacdo das proteinas para os dois
sistemas.

A resina Streamline Phenyl teve com melhor desempenho no processo de
recuperagdo da o-La que a Phenyl Sepharose CL-4B, tanto em termos de
recuperacao de proteinas quanto nas etapas preparativas, como empacotamento
da coluna, limpeza, reutilizagdo dos adsorventes.

- A andlise do rendimento do processo de purificagdo, com as resinas de
interacéo hidrofébica, apresentou-se baixo na condigdo de saturagéo do leito, isto
ja era esperado, uma vez que nesta condi¢do ha perdas elevadas de proteinas na
etapa de adsorcdo e lavagem. Certamente, melhores resultados para o
rendimento poderdo ser obtidos, quando a concentracdo de saida na curva de
ruptura atinge no maximo 10% da concentrag&o inicial.

- A pureza da a-La obtida foi maior que 80%, com um fator de purificagéo

em torno de 5,0 vezes. Estes valores foram satisfatérios, considerando que

nenhuma etapa de polimento foi utilizada no processo, tal como a filtracdo em gel
ou permeagdo em membranas.
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5.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao trabalho, seriam interessantes alguns estudos
adicionais objetivando recuperar a o-La em maiores quantidades e niveis de

purificacdo empregando as resinas de interacao hidrofébica.

Fazer um estudo da otimizacao da recuperacéo e purificacdo da a-La em
tanque agitado, através de planejamento experimental, para obter faixas de

operagao que permitam maximizar a recuperagao da o-La presente no soro de
leite.

Otimizar a recuperacao e purificacdo da o-La em colunas com resinas
hidrofébicas, estudando o efeito de diferentes fatores como pH, temperatura,
concentracgao e tipo de sal, através de planejamento experimental.

Desenvolver modelos matematicos que descrevam o comportamento
cinético de adsorgédo para a a-La em tanque agitado, levando em consideragao os
fatores de resisténcia a transferéncia de massa no filme liquido externo a particula
e a difusdo no interior dos poros e a reagao na superficie das particulas. Estes
fatores deveram ser analisados em conjuntos ou isolados.
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