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“A gente pode morar numa casa mais ou menos

numa rua mais ou menos

numa cidade mais ou menos

e até ter um governo mais ou menos.

A gente pode dormir numa cama mais ou menos

comer um feijdo mais ou menos.

ter um transporte mais ou menos

e até ser obrigado a acreditar mais ou menos no futuro.

A gente pode olhar em volta e sentir que tudo esta mais ou menos...
TUDO BEM!

O que a gente ndo pode mesmo, nunca, de jeito nenhum...

€ amar mais ou menos

sonhar mais ou menos

ser amigo mais ou menos

namorar mais ou menos

ter f& mais ou menos

e acreditar mais ou menos.

Sendo a gente corre o risco de se tornar uma pessoa mais ou menos.”

Chico Xavier



Aos meus pais, Maritza e Paulo Neri

Ao meu irméo Vinicius

Dedico
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NOMENCLATURA
Avgo: absorbancia a 280 nm;

Ago0: absorbancia a 620 nm;

Ago0: @absorbancia a 652 nm;

C: concentracao de proteina alvo (mg/mL ou U/mL);

C*: concentracao da proteina no equilibrio na fase liquida (mg/mL ou U/mL);
Co: concentracdo inicial da proteina alvo (mg/mL ou U/mL);

D.: coeficiente de dispers&o axial para a fase liquida (m?%/s);

f: coeficiente de particéo;

H: altura do leito expandido (m);

Ho: altura inicial do leito expandido (m);

k.: constante de adsorgdo (mL/U.s ou mL/mg.s);

k,: constante de dessorgéao (1/s);

Kg: constante de equilibrio;

ks: coeficiente de transferéncia de massa para o filme liquido (m/s);

Mags: Massa de adsorvente (g);

n: indice de expanséo;

g: capacidade de adsorgdo (U/mL de adsorvente ou mg/mL de adsorvente);
q": quantidade de soluto adsorvido por massa de adsorvente (mg/g de adsorvente);
gm: capacidade maxima de adsorc¢ao (U/mL de adsorvente ou mg/mL de adsorvente);
Rp: raio externo da particula (m);

t: tempo (min);

U: velocidade superficial do liquido (cm/h);

U+: velocidade terminal da particula (cm/h);

Vi : volume de solucgéo injetado na coluna (mL);

Vi volume morto do sistema (mL);

v, velocidade superficial do liquido (m/s);

y: vetor experimental das curvas de ruptura;

y“@: vetor calculado das curvas de ruptura;

z: posicao axial na coluna (m).

Termos gregos:

€: porosidade do leito expandido;
€o: porosidade do leito fixo;

@,00: €ficiéncia de processo (%);

Dgoe: eficiéncia de coluna (%);



RESUMO

A producdo de proteinas através de microrganismos tornou-se uma técnica muito importante
na obtencdo de compostos de interesse da industria farmacéutica e alimenticia. Extratos
brutos nos quais as proteinas sdo obtidas sdo geralmente complexos, contendo solidos e
células em suspensdo. Usualmente, para uso industrial destes compostos, é necessario
obté-los puros, para garantir a sua atuacdo sem interferéncia. Um método que vem
recebendo destaque especialmente nos ultimos 10 anos é o uso da cromatografia de troca
ibnica em leito expandido, que combina em uma Unica etapa 0s passos de clarificacao,
concentracdo e purificacdo da molécula alvo, reduzindo assim o tempo de operacédo e
também o0s custos com equipamentos para realizagdo de cada etapa em separado.
Combinado a este fato, a ultima década também é marcada por trabalhos que tratam da
modelagem matematica do processo de adsorcdo de proteinas em resinas. Esta técnica,
além de fornecer informacdes importantes sobre o processo de adsorcdo, também é de
grande valia na otimizacdo da etapa de adsorcdo, uma vez que permite que simulacdes
sejam feitas, sem a necessidade de gasto de tempo e material com experimentos em
bancada, especialmente se é desejado uma ampliagdo de escala. Dessa forma, o objetivo
desta tese foi realizar a modelagem e simulacédo do processo de adsorcdo de bioprodutos
em um caldo bruto na presenca de células, usando inulinase e C-ficocianina como objeto de
estudo e purificar C-ficocianina utilizando resina de troca i6nica em leito expandido. A
presente tese foi entdo dividida em quatro artigos. O primeiro artigo teve como objeto de
estudo a enzima inulinase, e a otimizacao da etapa de adsor¢cado desta enzima em resina de
troca ibnica Streamline SP, em leito expandido, foi feita através da modelagem matematica
e simulacdo das curvas de ruptura em trés diferentes graus de expansao (GE). As maximas
eficiéncias foram observadas quando utilizadas maiores concentracdes de inulinase (120 a
170 U/mL), e altura de leito entre 20 e 30 cm. O grau de expansdo de 3,0 vezes foi
considerado o melhor, uma vez que a produtividade foi consideravelmente superior. O
segundo artigo apresenta o estudo das condi¢cdes de adsorcdo de C-ficocianina em resina
de troca idnica, onde foi verificado o efeito do pH e temperatura na adsor¢cdo e apos
construida a isoterma de adsorcdo. A isoterma de adsor¢cdo da C-ficocianina em resina
Streamline Q XL feita em pH 7,5 e a 25°C (ambiente), apresentou um bom ajuste ao modelo
de Langmuir (R=0,98) e os valores (., (capacidade maxima de adsorcao) e Ky (constante de
equilibrio) estimados pela equacgdo linearizada da isoterma, foram de 26,7 mg/mL e
0,067mg/mL. O terceiro artigo aborda a modelagem do processo de adsorcdo de extrato ndo
clarificado de C-ficocianina em resina de troca i6nica Streamline Q XL em coluna de leito
expandido. Trés curvas de ruptura foram feitas em diferentes graus de expanséao (2,0, 2,5 e
3,0). A condigdo de adsorgdo de extrato bruto ndo clarificado de C-ficocianina que se
mostrou mais vantajosa, por apresentar maior capacidade de adsor¢cdo, € quando se
alimenta o extrato até atingir 10% de saturacdo da resina, em grau de expansado 2,0, com
uma altura inicial de leito de 30 cm. O dltimo artigo originado nesta tese foi sobre a
purificacdo de C-ficocianina através da cromatografia de troca ibnica em leito expandido.
Uma vez que a adsorc¢éao ja havia sido estudada no artigo 2, o artigo 4 enfoca na otimizacéo
das condi¢6es de eluicdo, visando obter um produto com maxima pureza e recuperagado. A
pureza é dada pela razdo entre a absorbancia a 620 nm pela absorbancia a 280 nm, e diz-
se que guando C-ficocianina apresenta pureza superior a 0,7 ela pode ser usada em como
corante em alimentos. A avaliacdo das curvas de contorno indicou que a faixa de trabalho
deve ser em pH ao redor de 6,5 e volumes de eluigdo préximos a 150 mL. Tais condi¢des
combinadas a uma etapa de pré-eluicdo com 0,1M de NaCl, permitiu obter C-ficocianina
com pureza de 2,9, concentracdo 3 mg/mL, e recuperacao ao redor de 70%.

Palavras-chave: modelagem, simulacédo, leito expandido, cromatografica de troca ibnica,
purificacdo
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ABSTRACT

The production of proteins using microorganisms has become a very important technique to
obtain compounds of interest to the pharmaceutical and food industries. Crude extracts in
which proteins are obtained are often complex, containing solids and cells in suspension.
Usually, for the industrial use of these compounds it is necessary to obtain them clean, to
guarantee their actuation without interference. The use of ion exchange chromatography in
expanded bed is a method that has received attention especially in the last 10 years, this
method is able to combine in a single step, the clarification, concentration and purification of
the target molecule, thus reducing operating time and also equipment costs to perform each
step separately. Combined with this fact, the last decade has also been marked by works
that deal with the mathematical modeling of the process of adsorption of proteins on resins.
This technique in addition to providing important information on the adsorption process, is
also of great value in optimizing the adsorption step, since it allows simulations to be made,
without spending time and material experiments in a bench, especially if a scale up is
desired. In this context, the main objective of this thesis was to perform the modeling and
simulation of adsorption of bioproducts in a crude extract in the presence of cells, using
inulinase and C-phycocyanin as object of study and purify C-phycocyanin using ion-
exchange resin in expanded bed. The first article has as object of study the inulinase
enzyme, and the optimization of the adsorption step of this enzyme into ion-exchange resin
Streamline SP, in expanded bed made by mathematical modeling and simulation of the
breakthrough curves. The highest efficiencies were observed when higher inulinase
concentrations (120 to 170 U/mL) were used, and height of bed between 20 and 30 cm. The
expansion degree (ED) of 3.0 was considered the best, since the yield was considerably the
highest. The second article presents a study of the adsorption conditions of C-phycocyanin
into ion-exchange resin, where the effect of pH and temperature on the adsorption were
verified. The adsorption isotherm of C-phycocyanin on Streamline Q XL resin made at pH 7.5
and 25°C, showed a good fit to the Langmuir model (R=0.98) and values q,, (maximum
adsorption capacity) and Ky (equilibrium constant) estimated by the linear isotherm equation,
were 26.7 mg/mL and 0.067 mg/mL, respectively. The third article discusses the modeling of
the adsorption process of unclarified extract of C-phycocyanin into ion-exchange resin
Streamline Q XL column in expanded bed. Three breakthrough curves was carried out in
different expansion degrees (2.0, 2.5 and 3 0). The adsorption condition of non clarified
crude extract of C-phycocyanin  which showed more advantageous, presenting an
adsorption capacity highest, is when we load the extract to reach 10% of the resin saturation
in expansion degree of 2.0, with an initial height of bed of 30 cm. The last article is focused
on the purification of C-phycocyanin by ion exchange chromatography in expanded bed.
Since the adsorption had already been studied in Article 2, Article 4 focuses on the
optimization of elution conditions in order to obtain a product with maximum purity and
recovery. The evaluation of the contour plots indicated that the working range should be at
pH around 6.5 and elution volumes close to 150 mL. These conditions combined with a pre-
elution with 0.1 M NaCl step, allowed to obtain C-phycocyanin with a purity of 2.9,
concentration 3 mg/mL, and recovery around 70%.

Key words: modeling, simulation, expanded bed. lon exchange chromatography, purification
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1. INTRODUCAO

A recuperagédo e purificacdo de bioprodutos tém recebido a atencéo da industria de
alimentos por muitos anos almejando a diversificacdo dos produtos oferecidos aos
consumidores. Nas Ultimas décadas, muitos paises em desenvolvimento buscam a melhor
utilizacdo das fontes de matérias-primas locais, visando produtos de alto valor agregado ou
adicionar valor aos produtos, e para tal vém utilizando as tecnologias de recuperagéo e
purificacdo (Chen, 2006). No Brasil, muitos estudos tém sido realizados visando otimizar a
obtencdo de produtos biotecnoldgicos, porém poucos grupos de pesquisa, especialmente no
Rio Grande do Sul, abordam as etapas ap0s a producdo, ou seja o processo de
downstream. Atualmente, a maioria dos estudos nesta area esta centrado na purificagdo em
escala de bancada, de modo a purificar o bioproduto com fins de caracteriza-lo, porém nao
com o intuito de estabelecer técnicas de purificacdo que possam ser levadas a uma
ampliacdo de escala. Neste sentido, a purificagdo visa estabelecer as condi¢cdes para um
processo que maximize eficiéncia e rendimento, minimizando custos. Sabe-se que estes
custos podem representar de 50 a 80% do custo total de producdo. Portanto, estudos
devem ser realizados nos processos de recuperacdo e purificagdo de modo a obter um
produto comercialmente viavel.

A recuperacdo de bioprodutos em um processo fermentativo envolve primeiramente
a separacao dos solidos como células, fragmentos celulares ou sélidos em suspenséo.
Tradicionalmente, esses métodos incluem centrifugacéo, filtracdo por membranas e sistema
aguoso bifasico (Ghose e Chase, 2000a). Cada um desses métodos possui suas vantagens,
mas em todos eles a separacado solido-liquido é a primeira consideracdo e s6 depois disso
sera considerada a purificagdo do composto de interesse.

A cromatografia de troca ibnica é a tecnologia mais largamente utilizada no preparo
de proteinas seja em escala de laboratorio ou de producdo. A recuperagdo da atividade
biolégica é usualmente excelente. As razbes para 0 sucesso da troca idnica sdo a sua
ampla aplicabilidade, seu alto poder de resolucdo, sua alta capacidade e a simplicidade e
controlabilidade deste método. A troca ibnica pode ser utilizada em um leito fixo (geralmente
para pequena escala) e em leito expandido. A adsorgédo em leito expandido envolve etapas
de clarificacdo, concentracdo e purificacdo em uma Unica operacdo. Industrialmente, a
eliminacdo de etapas no processo de purificacdo pode vir a viabiliza-lo ndo sé tecnicamente,
mas economicamente (Pessoa e Kilikian, 2005).

Em processos de purificacdo como cromatografia de troca ibnica, que envolvem a
separacdo por adsorcdo, € necessario que se conheca o comportamento cinético dos

processos de adsorgéo.
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A adsorcao no leito expandido ocorre quando um soluto dissolvido € ligado a um
adsorvente solido. Este fenémeno (proveniente do contato entre o adsorbato e o
adsorvente) envolve um ndmero de passos distintos. Alguns pesquisadores (Horstmann e
Chase, 1989, Bruce e Chase, 2002, Fenneteau et al., 2002 e Chen et al., 2003) sugerem um
modelo para adsor¢céo em leito expandido que considera transferéncia de massa da solugéo
de adsorbato para a superficie externa da particula de adsorvente (resisténcia a difusdo na
pelicula liquida), difusdo dentro dos poros da particula (difusdo nos poros ou resisténcia a
difusdo na particula), a porosidade do leito, disperséo axial do liquido e a rea¢édo quimica na
superficie da particula (resisténcia a reacdo na superficie). Esses modelos, em geral,
servem para descrever a adsorcdo de sistemas modelos, com proteina previamente
purificada dissolvida em tampéao, acrescida ou ndo de células. No entanto, devido ao
crescente interesse por produtos biotecnolégicos, é interessante que se estude a adsorgdo
em sistemas reais de purificacdo, contendo caldo ou extrato bruto proveniente da
fermentagcdo ou extragdo direta do bioproduto, que possam realmente ser levados a
ampliagdo de escala. Para tal, a principal ferramenta é a modelagem e simulagédo desses
processos, uma vez que é fundamental para aumento de escala o conhecimento do modelo
matematico do processo.

Nos ultimos anos, a modelagem e simulagéo de processos de adsor¢éo de proteinas
em resinas, utilizando colunas de leito fixo ou expandido, vém sendo empregada por alguns
autores (Chen et al., 2003, Li et al., 2005 e Yun et al., 2005). Entretanto, boa parte deles
desenvolve estes estudos utilizando sistemas-modelo de proteinas, que consistem em
observar a adsorcdo de uma proteina comercial pura sobre a resina. Industrialmente, a
simulacao de um processo so é vantajosa se ela representar a condi¢ao real do processo,
gue dificilmente empregard a adsor¢cdo de uma proteina purificada num leito de resina.
Atualmente, ainda ha caréncia de estudos que considerem um sistema real — que em geral
consiste em adsorver algum composto de interesse de um caldo proveniente de
fermentagdo, ou alguma proteina extraida do interior de células microbianas, vegetais ou
animais, juntamente com outros compostos interferentes — uma vez que o comportamento
da adsor¢do pode ser mais complexo, jA que existem outras proteinas competindo pelos
mesmos sitios de ligacdo da resina.

Considerando as caréncias relacionadas ao estudo da modelagem e simulacéo da
adsorcdo de um sistema real de proteinas em resinas trocadores de ions e a experiéncia do
grupo em downstream, a presente tese foi entdo dividida em 4 artigos. A equipe de trabalho
envolvida na elaboracdo da tese apresenta um histérico na producdo e purificacdo de
bioprodutos de interesse na industria de alimentos, entre eles C-ficocianina, um biocorante
natural azul, e inulinase, enzima utilizada para obtencédo de frutooligossacarideos. Nesse

contexto, o processo de purificacdo de inulinase e conhecimento de alguns parametros
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cinéticos anteriormente obtidos em trabalhos feitos pelo grupo foram utilizados para obter o
modelo matematico que descreveu a adsorcao desta enzima em resina de troca idnica, em
uma coluna de leito expandido, dando origem ao primeiro artigo desta tese. Neste artigo, a
modelagem matemética é utilizada juntamente com a técnica de planejamento experimental
como ferramenta para otimizacdo da adsorcdo de inulinase em resina de forca ibnica em
leito expandido. Para a otimizacéo, a eficiéncia da coluna e do processo foram avaliadas,
gquando alterada a altura do leito de resinas e a concentracdo de enzima, em diferentes
graus de expanséo.

Em um segundo momento, a modelagem da adsorcao da C-ficocianina, também em
resina de troca i6nica em coluna de leito expandido foi feita, mas para tal, foi necessario
primeiramente que se conhecessem alguns parametros da adsorgdo, tais como pH,
temperatura e comportamento cinético, que deu origem ao artigo 2. Neste, estudou-se o
efeito do pH sobre a adsor¢cdo de C-ficocianina em duas resinas trocadoras de ions e a
seguir, o efeito da temperatura sobre a adsorcéo de C-ficocianina na resina escolhida dentre
as duas testadas, observado o comportamento cinético. Foi também obtida a isoterma de
adsorgdo, que apresentou bom ajuste ao modelo de Langmuir, permitindo a obtencdo dos
parametros qnm € K.

Conhecendo-se entdo os principais parametros da adsorcdo de C-ficocianina em
resina de troca ibnica, o artigo 3 contempla a modelagem e simulacdo da adsorcdo do
extrato ndo clarificado de C-ficocianina em resina de troca ibnica Streamline Q XL, utilizando
o modelo matematico para sistemas reais proposto no artigo 1, e foram avaliados o valor da
capacidade de adsorgéo e eficiéncia em 10% e 80% da curva de ruptura, nos graus de
expanséo 2,0, 2,5 e 3,0.

Como etapa final, a purificagdo de C-ficocianina em coluna de leito expandido foi
estudada, gerando o artigo 4. Este aborda o estudo da eluicdo, como forma de otimizar a
purificacdo de C-ficocianina, onde foi avaliados o efeito do pH e do volume de eluicdo sobre

a concentragdo, pureza, rendimento e recuperacao do biocomposto purificado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo desta tese foi realizar a modelagem e simulacéo do processo de adsorcao
de bioprodutos em um caldo bruto na presenca de células, usando inulinase e C-ficocianina
como objeto de estudo e purificar C-ficocianina utilizando resina de troca i6nica em leito

expandido.

2.2 Objetivos especificos

. Modelar e simular o processo de adsorcdo de caldo bruto de inulinase
contendo células em resina de troca ibnica em coluna de leito expandido;

° Estudar o efeito do pH e da temperatura na adsor¢cdo de C-ficocianina
clarificada, em resina de troca i6nica e construir a isoterma de adsor¢cdo nas melhores
condi¢des de adsorcao;

. Modelar e simular o processo de adsor¢cédo de caldo bruto de C-ficocianina
contendo células em resina de troca i6bnica em coluna de leito expandido;

. Otimizar a etapa de eluicdo do processo de purificacdo de C-ficocianina em
coluna de leito expandido, utilizando extrato bruto ndo clarificado, visando maximizar a

pureza.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 C-ficocianina

Principal componente da familia das ficobiliproteinas (Patil e Raghavarao, 2007), C-
ficocianina é um pigmento acessorio fotossintético azul que pode ser utilizado como corante
em alimentos e em cosméticos, mas também apresenta muitas propriedades que tornam
seu uso adequado na industria médica e farmacéutica (Soni et al., 2006). C-ficocianina (C-
FC) é encontrada geralmente no interior das células de cianobactérias como as do género
Spirulina (Arthrospira). Sua concentracdo nas células pode variar dependendo das
condi¢cbes ambientais (Chojnacka e Noworyta, 2004).

O crescimento da consciéncia da importancia de corantes naturais, especialmente
em alimentos e cosméticos, tem ocupado uma grande demanda de fontes naturais e
biolégicas deste biopruduto (Dofossé et al., 2005). Em vista disso, ficocianina foi introduzida
no Japao como corante natural para alimentos e cosméticos sendo produzido em uma taxa
de 600 kg/més (Dofussé, 2006).

A pureza da C-FC é geralmente avaliada usando a razdo de absorbancia em 620nm,
onde é a absor¢cdo maxima da C-ficocianina, pela absorbancia a 280nm, que corresponde
as proteinas totais (Liu et al., 2005). C-ficocianina de pureza 0,7 € considerada como grau
alimentar e superior a 4,0 como grau analitico (Patil et al., 2007).

Quando purificada, C-ficocianina apresenta acdo antioxidante frente aos radicais
hidroxilicos (Estrada et al., 2001) e radicais peréxidos (Romay et al., 2001). Tem sido
também avaliada sua capacidade como agente antitumoral e antiinflamatério (Reddy et al.,
2003). Também pode ser utilizada como tragador bioquimico em imunoensaios, microscopia
e citometria em funcdo de suas propriedades fluorescentes (Vonshak, 1997). Estudos tém
mostrado que a C-ficocianina age como um estimulante do sistema imunolégico,
aumentando a contagem de leucécitos, cuja funcdo principal € manter a satude dos 6rgaos
do corpo, proteger contra o cancer e Ulceras (Eriksen, 2008).

A concentracdo de C-ficocianina € medida de acordo com os valores de absorbancia
referentes a absorcao de C-ficocianina e de aloficocianina (outra ficobiliproteina de cor azul),
através de uma relacédo estudada por Bennet e Bogorad (1973), como segue:

(Aezo — 0’474A652)

5,34

C-FC=

3.2 Inulinase

Inulinases sé@o enzimas potencialmente Uteis na producdo de xaropes com alto teor

de frutose, utilizando a inulina como matéria-prima. As inulinases sao B-frutosidases, que
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atuam reduzindo a sacarose pela quebra da ligacdo B-2-1, onde se produz unidades de
frutose e glicose. Essas enzimas sdo designadas como 2,1-B-D-frutana-frutanohodrolase,
diferenciando das invertases, que hidrolisam a sacarose em dlicose e frutose, sendo
classificada como [3-D-fruto-frutosideo-fruto-hidrolase (Silva, 2000). Além disso, também tém
sido utilizadas na producéo de oligossacarideos (Mendes, 2006).

Diversos microrganismos podem ser utilizados para produzir inulinase, e a selecéo
destes dependera de suas caracteristicas fisioldgicas. Além disso, para 0 uso de algum
microrganismo deve-se considerar o fato desses pertencerem ao grupo GRAS (Generally
Recognized as Safe) e serem aceitos pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos para produtos alimenticios. Neste contexto encontra-se o género Kluyveromyces, o
que o torna muito interessante comercialmente (Mendes, 2006).

A vantagem de utilizar microrganismos do género Kluyveromyces sp. consiste na alta
produtividade da enzima inulinase, tanto em meio sintético (Kalil, 2000) quanto em meio
industrial (Treichel, 2001).

3.3 Downstream

Nos ultimos anos vé-se uma crescente pressdo econdmica na producéo de produtos
biotecnol6gicos. Desta forma, bioprocessos em geral, especialmente 0s processos de
separacdo e recuperacao, também denominados de downstream processing, enfrentam
uma forte demanda na intensificacéo e integracdo dos passos processuais para aumentar o
rendimento, reduzir o tempo de processo e cortar 0s custos e gastos excessivos de capital.

A recuperacéao e purificacdo de um reagente biolégico de fermentacédo submersa ou
de cultura de células sobrenadante € uma parte critica do processo de manufatura.
Recuperacao representa uma grande parte dos custos de producdo (Wheelwright, 1987).

Processos de downstream geralmente referem-se a métodos para isolamento,
recuperacao, concentracdo e purificagdo de produtos. A fonte do produto pode ser uma
planta ou tecido animal, fluidos corporais, etc. Esses processos contribuem
substancialmente para os custos de producdo, portanto, operagfes de recuperacdo e
purificacdo sdo continuamente escrutinadas. H4 muitas possibilidades de operagbes de
recuperacdo e um grande namero de possiveis combinagfes entre elas (Goldberg, 1998).
Dessa forma, as etapas de purificacdo sdo tdo ou mais desafiantes que o estudo e o
desenvolvimento da etapa de cultivo, pois ndo h& processos de purificagdo de aplicacédo
geral (Pessoa e Killikian, 2005).

Embora haja uma grande diversidade de produtos e separacfes na biotecnologia,
algumas similaridades entre os processos sdo utilizadas. Quatro etapas sdo similares a
quase todos os processos de purificagdo, 0s quais ocorrem nessa sequéncia (Belter et al.,
1988):
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1. Remocédo de insoluveis - onde geralmente sdo empregadas técnicas como filtragéo
ou centrifugacao;

2. Isolamento do produto — remove 0s matérias que sao bastante diferentes do produto
gue se deseja, como adsorcdo e extragdo com solventes;

3. Purificacdo — deve-se utilizar técnicas altamente seletivas, que separem os produtos
com base em suas caracteristicas fisicas ou quimicas, como métodos
cromatogréficos ou precipitacao;

4. Polimento — é o final da seqiiéncia para dar um bom acabamento ao produto, como
liofilizacdo ou secagem.

No caso de produtos intracelulares, é necessario uma etapa de rompimento celular,
geralmente realizada nas células obtidas apds a clarificagdo. Produtos intracelulares
geralmente tornam o processo de purificacdo mais dificil em comparagdo a produtos
extracelulares (Medeiros et al.,, 2008). Este rompimento pode ser realizado por uma
diversidade de métodos, que podem ou nao ser escalonaveis.

A técnica aplicada depende da resisténcia da célula, ou seja, se ha presenca de
parede celular ou ndo, e da atividade biologica do produto que se deseja extrair, uma vez
que esta ndo deve ser perdida durante o procedimento de extracdo. Entre as principais
técnicas de rompimento das células estao os métodos mecanicos (prensa francesa, moinho
de bolas), fisicos (congelamento e descongelamento, choque osmético, secagem), quimicos
(alcalis, acidos, solventes e detergentes) e os enzimaticos (lise enzimatica oi inibicdo da
sintese da parede celular), e ainda é possivel uma combinacao entre eles (Minkova et al.,
2003, Moraes et al., 2010).

Uma vez que a molécula alvo tenha sido extraida, a meta € o design do processo de
purificagdo que requer o maximo rendimento com o minimo de custo. Em outras palavras, o
processo 6Otimo de downstream é a estratégia de purificacdo que satisfaz a qualidade
requerida (Wheelwright, 1987). A reducdo do custo e de perdas da molécula-alvo no
processo de purificacdo € de fundamental importancia na viabilidade do processo. O
aumento do numero de etapas do processo de purificagdo, assim como o rendimento global
de cada etapa influencia o rendimento e, conseqientemente, o custo do produto final
(Wheelwright, 1989).

3.4 Purificagao de proteinas

No inicio da purificacéo, a proteina alvo pode ser o menor componente entre milhdes
de outras proteinas e outros contaminantes. Algumas regras devem ser observadas para
que a purificacdo seja bem sucedida:

1. Processos simples- minimizar o numero de etapas e evitar dificuldade de

manipulacdes que poderdo nao ser bem reproduzidas;
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Evitar processos dispendiosos;

Otimizar cada etapa envolvida no processo;

Maximizar a velocidade de cada etapa, evitando equipamentos lentos;
Usar técnicas e materiais viaveis;

Escrever os métodos antes de comegar;

Manter anotagdes sobre os rendimentos de cada etapa;

© N o 0 bk~ w DN

Ter sempre em mente o0 objetivo final- seja ele alto rendimento, alta pureza,
reprodutibilidade, etc.

9. E também de grande importancia o conhecimento da estrutura, funcdo e
propriedades da proteina alvo para montar uma estratégia de purificacdo (Roe,
2006).

A purificag&o de qualquer produto biotecnoldgico tradicionalmente envolve as etapas
de precipitacdo, centrifugagéo, ultrafiltracdo, sistema aquoso bifasico, ou a combinagéo
destes (Ling et al., 2004), seguidos de uma ou mais etapas cromatograficas, como
principalmente cromatogréafica de troca ibnica, de afinidade, de interacdo hidrofobica ou de
adsorcdo. A finalizacdo geralmente é feita com etapa de filtragdo em gel, secagem,
cristalizacéo ou liofilizacdo do produto de interesse (Pessoa e Killikian, 2005).

3.4.1 Métodos cromatograficos

Proteinas adsorvem-se a uma grande variedade de fases sélidas, usualmente de
forma seletiva. Consequentemente, técnicas de adsorcgéo, especialmente quando realizadas
em colunas cromatograficas, tém se tornado amplamente utilizadas. Elas frequentemente
resultam em passos de purificagdo que conduzem a um grande aumento na pureza da
proteina, e, no caso de purificacdo de enzimas, levam a um grande aumento na atividade
especifica. Embora cromatografia em coluna seja a forma ideal de obter-se uma resolugéo
Otima, o método de adsorcdo em reator de mistura também deve ser salientado, uma vez
que ele pode ser feito de uma forma rapido, o que é importante quando o critério de
velocidade é prioridade (Scopes, 1993).

A cromatografia foi introduzida por um pesquisador russo, Michael Tswett, em 1906,
quando ele separou a clorofila de uma mistura de pigmentos de planta. Cromatografia € uma
poderosa e muito usada técnica de separacdo dos componentes de uma amostra. Os
componentes da amostra sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais permanece
estacionaria, enquanto a outra elui entre os intersticios ou sobre a superficie da fase
estacionaria (FE). O movimento da fase mével (FM) resulta na migracdo diferencial dos

componentes da amostra (Cecchi, 1999). Entre os métodos de andlise, a cromatografia
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ocupa um lugar de destaque devido a sua facilidade em efetuar a separacéo, identificacéo e
quantificacdo das espécies quimicas.

A cromatografia liquida € o mais importante método de purificacdo de substancias
biolégicas quando séo requeridas altas resolucdes. Sua versatilidade e flexibilidade s&o
insuperaveis. A caracteristica molecular mais comumente explorada em separa¢fes sao o
tamanho, as propriedades idnicas e hidrofobicas bem como certas interagfes bioespecificas

(Freitag e Horvath,1995). Os métodos mais usados na adsor¢cdo sdo mostrados na Figura 1.
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Figura 1: Modo de operacédo para adsorcédo (a) tanque agitado (b) leito fluidizado (c) leito
expandido (d) leito fixo empacotado.

Jungbauer (2005) reporta que atualmente ha sete principios cromatogréaficos
empregados em biomoléculas. Os principios de acdo sdo a cromatografia de adsorcao,
cromatogréfica de troca ibnica, cromatografia de exclusdo molecular, também chamada
permeacdo em gel, cromatografia de interacdo hidrofobica, cromatografia de fase normal e
cromatografia de fase reversa, conforme apresenta a Tabela 1.

Tabela 1: Principio de acdo em cromatografia para proteinas

Nome Principio de acao Separacgao por

Cromatografia de adsorcao Ligacao na superficie Estrutura molecular

Cromatografia de troca ibnica Ligacao idnica Carga na superficie
Tamanho e forma da
molécula

Cromatografia de permeagéo

Excluséo por tamanho
em gel

Cromatografia de afinidade Adstc;.rgao/de,s'sorgao Estrutura da molécula
ioespecifica

Cromatografia de interacao Formacé&o de complexo Hidrofobicidade e

hidrofébica hidrofébico caminhos hidrofébicos
Cromatografia de fase normal Formac;_ao d? c_:omplexo Hidrofobicidade
hidrofdbico
Cromatografia de fase reversa Formagao de complexo Hidrofobicidade

hidrofébico

Fonte: Jungbauer, 2005.
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Dentre essas, recebe destaque a cromatografia de troca ibnica, devido a sua ampla
aplicabilidade, seu alto poder de resolucdo, sua alta capacidade e a simplicidade e
controlabilidade deste método (Amersham Pharmacia Biotech , a).

3.4.2 Cromatografia por trocaiénica

Cromatografia de troca ibnica é a técnica mais amplamente utilizada para separacao
de proteina com base na lei de Coulomb. Isto se deve em parte ao fato de muitas proteinas
fisiologicamente importantes possuirem uma grande quantidade de cargas de residuos de
aminoacidos em sua superficie. Além disso, a variagdo na carga superficial das proteinas
com a mudanca do pH proporciona um meio simples de regulacdo das propriedades
adsortivas do soluto. A dessorcdo das proteinas € principalmente aumentada pela forca
ibnica do eluente (Roe, 2006).

A separacdo depende da adsorgdo reversivel das moléculas do soluto carregadas
para imobilizar os grupos trocadores de carga. A maioria dos experimentos de troca ibnica é
feito em 5 etapas principais: a primeira fase é o equilibrio no qual o trocador idnico é
conduzido a um estado inicial, em termos de pH e forca ibnica, o qual permite a ligacdo das
moléculas desejadas de soluto. O segundo estagio € a aplicacdo da amostra e adsor¢éo, no
qual as moléculas de soluto conduzem a carga apropriada a substituir os ions contidos e
conduzem reversivelmente para o gel. No terceiro estagio, substancias sdo removidas da
coluna por troca através de condi¢bes de eluicdo desfavoraveis para conducédo ibnica das
moléculas do soluto. Isto normalmente envolve um aumento na forca ibnica do tampao de
eluicdo ou troca de pH. O quarto e quinto estagios sdo a remocdo, da coluna, de
substancias ndo eluidas sob condi¢cbes experimentais prévias e o re-equilibrio para as
condic¢@es iniciais para uma proxima purificacdo (Amersham Pharmacia Biotech, a).

A matriz de um trocador é constituida de um material poroso, natural ou sintético,
inerte, insolivel em agua e em solventes organicos, apresentando ligagbes covalentes a
grupos trocadores ibnicos. As matrizes, quanto ao material que as formam séo classificadas
em inorganicas e organicas, sendo naturais ou sintéticas (Collins et al., 1990). Existem dois
tipos de trocadores idnicos. Um deles € o trocador catibnico, onde o adsorvente é
negativamente carregado. Este é usado para separar proteinas positivamente carregadas,
predominantemente a pH abaixo do seu ponto isoelétrico. O outro modo é o trocador
anidnico, onde o adsorvente é positivamente carregado. Se a carga do trocador ibnico varia

com o pH durante a operacao, o trocador é dito fraco (Roe, 2006).

3.4.2.1 Cromatografia de troca idnica em leito expandido

Industrialmente, a eliminacdo de etapas no processo de purificacdo pode vir a

viabiliza-lo ndo s6 tecnicamente, mas economicamente. Um processo que vem recebendo
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atencdo é a adsorgcdo de proteinas na presenca de biomassa através do uso de leito
fluidizado, particularmente o uso de leito expandido (Kaczmarski e Bellot, 2005).

A adsorcdo em leito expandido envolve etapas de clarificacdo, concentracédo e
purificacdo em uma Unica operacdo. Essa tecnologia permite reducdo de custos e de
energia em relacdo aos processos tradicionalmente empregados em uma separacao solido-
liquido e uma etapa primaria de purificacdo (Ghose and Chase, 2000a).

A comercializacdo de tecnologia de adsorcdo em leito expandido inicialmente
comecou com colunas de 5 cm de didmetro. Dado o potencial para aplicacdes industriais, as
colunas foram escalonadas para diametros de 20 e 60 cm, e até 1,2 m. Colunas com
didmetro superior a 5 cm séo consideradas colunas de grande escala, para uso industrial
(Ghose e Chase, 2000a, Ghose e Chase, 2000b).

O uso de adsorventes com densidade controlada permite obter um leito estavel, com
cada particula mantendo uma posi¢éo discreta no leito com um pequeno movimento circular.
Deste modo, este processo, comparado ao leito fluidizado, apresenta uma maior capacidade
de adsorcdo, com o leito expandido se comportando como um reator tubular durante a
aplicacdo da alimentagdo (Snow, 1994). A vazdo através de um leito sem restricdo de
particulas de adsorvente é controlado para expandir o leito, e, consequentemente, o
processo pode tolerar material particulado no fluxo de alimentacdo, eliminando a
necessidade de separacao de clarificagdo e concentragédo (Bruce e Chase., 2002).

O equipamento utilizado na adsorcdo em leito expandido consiste basicamente de
uma coluna com um distribuidor e um pistdo, que permite a mudanca de posicionamento
durante 0 processo e acessOrios comuns aos processos cromatograficos como bombas,
registradores, etc.

Comparado com a cromatografia classica em leito empacotado, o processo em leito
expandido usa um adsorvente apropriado para expandir na coluna com a fase mével fluindo
no sentido ascendente, formando assim o leito expandido. O aumento na porosidade do leito
permite que pequenas particulas na fase mével passem através do leito expandido sem
necessitar sua prévia remocdo (Xia et al.,, 2007). A adsorcdo em leito expandido
conceitualmente apresenta uma série de vantagens sobre operacdes em leito empacotado
pela operacdo em larga escala, particularmente por isolar e purificar bioprodutos de grandes
volumes de extratos brutos contendo material particulado (Pai et al., 1999).

Chase e Draeger (1992) documentaram que a porosidade do leito expandido é maior
que em leitos fixos empacotados. Algumas vezes leito expandido € considerado como parte
integral da tecnologia de leito fluidizado, sendo que alguns autores nem diferencia as duas
expressdes. No entanto, no leito expandido ndo ha turbuléncia ao passo que no fluidizado
ha (Amersham Pharmacia Biotech, b). As diferencas entre as formas de operacao no leito

estao apresentadas na Figura 2.
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(B)
Figura 2: Formas de operacéo do leito (A) expandido (B) fluidizado.

Fonte: Amersham Pharmacia Biotech, b

Quando um liquido € bombeado a baixa velocidade até o topo de um leito
sedimentado tendo um distribuidor, contendo espaco livre entre o leito adsorvente e o
adaptador superior, o liquido fluird pelos espacos intersticiais do leito sedimentado sem que
0 adsorvente se mova. Com o0 aumento da velocidade, a pressao através do liquido
aumenta. A um determinado momento a pressao torna-se igual a forca da gravidade e entdo
as particulas comegam a se mover. Primeiramente o leito expande ligeiramente. Como a
porosidade irAd aumentar, a pressédo também ira aumentando gradativamente, até que em
determinado momento as particulas deixaram de ter uma movimento discreto e entrardo na
zona de fluidizag&o, onde terdo movimentos alternados por todo espaco na coluna (Nayak,
2001).

A ALE (adsorcdo em leito expandido) € uma evolucdo em relagédo ao leito fluidizado,
sobretudo por explorar o fenbmeno da segregacao do leito fluidizado. A segregacao consiste
basicamente na tendéncia das particulas menos densas permanecerem na parte superior da
coluna, enquanto as mais densas permanecem na regido inferior, proximas do distribuidor.
Assim, embora as particulas adsorventes apresentem-se em suspensdo, 0 agrupamento
destas, em camadas bem definidas, torna a fluidizagéo estavel e controlada, reduzindo a
mistura de particulas no sentido axial, verificada no leito fluidizado. O resultado € a
combinagédo das propriedades do leito fluidizado com as propriedades do leito empacotado
(Pessoa e Kilikian, 2005).

A literatura apresenta aplicagbes bem sucedidas do leito expandido para a
purificagdo de moléculas heter6logas obtidas em E. coli, leveduras e células de animais,
guais sejam anexina, anticorpos monoclonais, lisozima, albumina humana heteréloga entre
outros. A grande maioria envolve purificacdo de proteinas (Kalil et al., 2005, Charoenrat et
al, 2006, Bermejo et al., 2006). No entanto esta e uma técnica versatil e também pode ser
utilizada na purificacdo de filamentos de bacteri6fagos (Ling et al., 2004) ou de plasmideos
(Ferreira et al., 2000).
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¢ Matrizes adsorventes e ligantes

Jungbauer (2005) comenta que a natureza da fase estacionaria determina também a
natureza da fase movel, e que a otimizacdo destas é desejada para que se obtenha uma
melhor performance de purificagéo.

Ao contrario do leito empacotado, para o leito expandido é necessario uma alta
densidade e distribuicdo de particulas adequada para o adsorvente. Para um melhor
conhecimento, o adsorvente de ALE tende a ter alta densidade, ser pequeno e com grandes
poros e com distribuicdo de particula de acordo com o requerimento de purificagdo. Uma
alta densidade da particula proporcionaria uma operagcdo com velocidades maiores (300
cm/h em média), reduzindo assim o tempo de operacao. Além disso, particulas pequenas e
com poros grandes reduzem a resisténcia ao transporte, aumentando a capacidade de
adsorcao dindmica para altas velocidades; uma boa distribuicdo de tamanho é a peca chave
para um leito estavel e uma adsorgéo eficiente (Xia et al., 2007).

Os adsorventes de troca ibnica estdo sendo usados nos processos de purificacdo de
proteinas, seja em escala laboratorial ou na producdo em planta industrial. A principal
caracteristica que um adsorvente pode apresentar para que possa ser usado em leito
expandido é que o mesmo deve apresentar uma maior massa especifica que o meio de
fluidizagdo e uma distribuicido de tamanho que favoreca a segregacdo do leito. Para o
aumento da massa especifica pode-se utilizar quartzo como os produzidos pela GE
Healthcare, ou qualquer outro tipo de material denso, como por exemplo, a¢o inoxidavel
como os adsorventes fabricados pela companhia Up Front (Santos, 2001).

Dentre as matrizes empregadas ha cromatografia, as mais comuns para purificagdo
de proteinas sdo as de celulose, agarose, dextrana e poliacrilamida. Os ligantes classicos
(SP- sulfapropil, DEAE, dietil aminoetil e IDA-acido iminodiacético) sao acoplados ao suporte
das particulas adsorventes (agarose-quartzo ou agarose-metal) elevando sua densidade e
viabilizando a expanséo do leito. Estes adsorventes sdo identificados comercialmente como
Streamline® e sdo comercializados pela GE Healthcare (Pessoa e Kilikian, 2005). A Tabela 2
apresenta alguns exemplos de grupos funcionais usados na troca iénica.

Tabela 2: Grupos funcionais usados em trocadores ibnicos

Trocador aniénico Grupo funcional
Dietilaminoetil (DEAE) -O-CH,-CH»-N*"H(CH,CH3),
Aminoetil quaternario (QAE) -O-CH,-CH,-N*(CH,CHs), —CH,-CHOC-CHs,
Amonio quaternario (Q) -O-CH»-CHOH-CH,-O-CH»-CHOH-CH,-N" (CHa)3
Trocador catibnico Grupo funcional
Carboximetil (CM) -O-CH,-COO
Sulfopropil (SP) -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CH,-CH,SO3’
Metil sulfonato (S) -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH,SOy5

Fonte: adaptado de Amersham Pharmacia Biotech, b
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Alguns desses grupos mantém-se com o mesmo tipo de carga quando h& variacdo
de pH. Esses sao ditos trocadores fortes, sdo estaveis numa ampla faixa de pH (2-12) e séo
representados pelos grupos Q, S e SP. J4 outros trocadores mudam a carga conforme o pH
muda, e sao ditos trocadores fracos. Este tipo de trocador é ideal quando se deseja uma
separacao seletiva, e os representantes sdo os grupos CM e o DEAE.

As caracteristicas das resinas Streamline Q XL, Streamline DEAE e Streamline SP

sdo apresentadas nos quadros 1, 2 e 3, respectivamente.

Quadro 1: Principais caracteristicas da STREAMLINE Q XL

Tipo de trocador ibnico

Fortemente anidnico

Capacidade idnica

0,23-0,33 mmol CI/ mL de adsorvente

Forma da particula

Esférica, 100 a 300 um

Tamanho médio da particula 200 um
Densidade média da particula 1,2 g/mL
Grau de expanséo a 400 cm/h | 2-3
Estabilidade quimica - estabilidade em todos os tampdes aquosos usados
comumente
- 1M NaOH
- 6M Guaidina HCI
Evitar:

- longa exposicdo a pH<4

- agentes oxidantes

Estabilidade fisica

Geracao negligenciavel de finos durante a operagédo no

modo expandido. Evitar operacdes cisalhantes de

drenagem e escoamento.

pH de trabalho

2-12

pH de limpeza

2-14

Vazao

300-500 cm/h

Capacidade ligante

>100 mg albumina de soro bovino/mL de adsorvente

Estabilidade térmica

4 a 40°C

Estocagem

20% de etanol

Fonte: adaptado de Amersham Pharmacia Biotech, b
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Quadro 2: Principais caracteristicas da STREAMLINE DEAE

Tipo de trocador idnico

Fracamente anibnico

Grupo funcional

-O-CH,CH,-N*(C;Hs),H

Capacidade idnica

0,13-0,21 mmol CI/ mL de adsorvente

Porosidade

4.10° daltons

Forma da particula

Esférica, 100 a 300 pum

Tamanho médio da particula 200 pm
Densidade média da particula 1,2 g/mL
Grau de expanséo a 400 cm/h 2-3

Estabilidade quimica

- estabilidade em todos os tampdes aquosos
usados comumente

-1M NaOH

- 70% de etanol

- solventes organicos

Evitar:

- agentes oxidantes

Estabilidade fisica

Geracao negligenciavel de finos durante a
operagdo no modo expandido. Evitar

operacbes cisalhantes de drenagem,

escoamento.
pH de trabalho 2-13
pH de limpeza 2-14

Vazao

300-500 cm/h

Capacidade ligante

Pelo menos 40mg albumina de soro

bovino/mL de adsorvente

Estocagem

20% de etanol

Fonte: adaptado de Amersham Pharmacia Biotech, b
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Quadro 3: Principais caracteristicas da STREAMLINE SP.

Tipo de trocador idnico Fortemente anionico

Capacidade idnica 0,17-0,24 mmol H*/ mL de adsorvente
Forma da particula Esférica, 100 a 300 pum

Tamanho médio da particula 200 pym

Densidade média da particula 1,2 g/mL

Grau de expanséo a 300 cm/h | 2-3

Estabilidade quimica - estabilidade em todos os tampdes aquosos usados
comumente

- 1M NaOH

- 70% etanol

- solventes organicos

Evitar:

- longa exposicao a pH<4

- agentes oxidantes

Estabilidade fisica Geracao negligenciavel de finos durante a operagédo no
modo expandido. Evitar operagbes cisalhantes de

drenagem e escoamento.

pH de trabalho 3-13

pH de limpeza 3-14

Capacidade ligante 60 mg de lisozima/mL de adsorvente
Estocagem 0,2M de acetato em 20% de etanol

Fonte: adaptado de Amersham Pharmacia Biotech, b

e Operacao

A Figura 3 apresenta um esquema da sequéncia de operacdes do processo de
cromatografia em leito expandido, que inclui o equilibrio das cargas da resina, alimentacéo
da amostra, a lavagem das proteinas ndo adsorvidas, a eluicdo do composto, a limpeza da
resina e a regeneracao.

Durante o equilibrio um tampdo de baixa molaridade é alimentado, em fluxo
ascendente, promovendo a expansao do leito em 2 ou 3 vezes, dependendo da velocidade.
A alimentacdo é usualmente feita com caldo bruto contendo células ou restos de células e
particulas em suspensao. Nesta etapa deve-se controlar a velocidade para manter 0 mesmo
grau de expansdao do leito estabelecido. A etapa de lavagem é necessaria para remocéo de
particulas e proteinas fracamente adsorvidas. Depois da lavagem, se a elui¢éo for feita em

fluxo descendente, para-se a alimentacéo e o adaptador é entdo movido até o contato com a
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resina, s6 entdo recomega a alimentacdo, desta vez com tampdo contendo sal, em fluxo
descendente. Em geral, € necesséario um pequeno volume para eluir o bioproduto e o uso de
gradientes salinos pode ser mais efetivo para separagdo. Alguns componentes podem
permanecer ligados a resina e portando uma limpeza € feita na propria coluna, seguindo

orientacdo do fabricante para cada tipo de resina e entdo é feita uma regeneracao para que

a resina esteja pronta para ser novamente utilizada (Nayak, 2001, Amersham Pharmacia

Biotech, a).

0. leito 1. Equilibrio 2. Alimentagéo 3. Lavagem 4. Eluigéo 5. CIP 6. Regeneragéo
sedimentado  (expandido) (expandido) (expandido) ésrzgggggailgg) (expandido) (erzgszgza;gg)ou
Figura 3: Etapas da ALE: 0) leito sedimentado; 1) estabelecimento do equilibrio; 2) aplicacao
da amostra; 3) lavagem do leito; 4) eluicdo; 5) limpeza do leito; 6) regeneracéo.
Fonte: adaptado de Amersham Pharmacia Biotech, a.

Dentre as particularidades da operagdo em leito expandido, esta a possibilidade da
eluicdo em modo expandido. A vantagem € ndo ter que mover o adaptador para a posicao
de leito fixo, o que reduz o risco de problemas em funcdo da resisténcia do material ali
presente. No entanto, Hjorth (1999) comenta que esta eluicdo pode promover um aumento
de 40 a 80% no volume do pico de elui¢cdo, o que pode ser indesejavel ja que acarreta na
diluicdo do composto de interesse. Além do volume, Anspach et al. (1999) comenta que o

tempo gasto para eluigdo em modo expandido também é aumentado.

e Caracterizagcdo do leito expandido

O conhecimento do comportamento do leito em funcdo das propriedades fisicas das
particulas e do fluido € de fundamental importancia para as operacdes usando ALE. Essa
caracterizacdo baseia-se em especial na medida da expansdo do leito em funcdo da
velocidade linear do fluido e, ainda, em funcdo dos fatores de distribuicdo de tamanho de
particulas, viscosidade do fluido e presenca de célula. A viscosidade do caldo proveniente
da fermentacdo é maior que a da agua e varia fortemente com a composicdo e
concentracdo de biomassa. Estes dados ndo podem ser preditos e devem ser medidos
(Nayak, 2001).
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Quando se tem uma particula adsorvente em uma coluna cromatogréafica, para haver
uma fluidizacdo estavel, as for¢as de interacdo particula-fluido devem balancear o peso da
particula. Essa condi¢do € encontrada se a velocidade do liquido excede um valor minimo,
chamado velocidade minima de fluidizacdo. Nesse caso, 0 estado estacionario é atingido
quando a velocidade do liquido ndo aumenta acima da velocidade terminal da particula
fluidizada, ponto onde as forcas excedem o peso da particula e esta é levada da coluna. A
faixa de vazao que pode ser usada é dependente das propriedades da particula fluidizada e
do liquido fluidizante (Kalil, 2000). Como a adsorcdo em leito expandido baseia-se na
fluidizacdo, correlaciona-se a expansdo do leito devido a vazdo usando uma equacdo
proposta por Richardson e Zaki (1954), que relaciona a velocidade superficial do fluido e a
velocidade terminal da particula com a porosidade do leito, conforme a Equacgéo 1, que é

valida para fluidos com perfil Newtoniano:

== ®

Onde n é o indice de expansédo ou indice de Richardson-Zaki e € é a porosidade do
leito.

A velocidade terminal da particula e o coeficiente de Richardson-Zaki podem ser
determinados experimentalmente, uma vez que se conhega a porosidade em cada
velocidade de fluido. Neste caso, parte-se de um leito sedimentado e com porosidade igual
a 0,4 (Chang e Chase, 1996). Linearizando-se a Equacéo 1, obtém-se uma relagdo entre a

velocidade superficial do fluido e a porosidade do leito, apresentada na Equacéo 2:

LnU=LnU,+nLne¢ (2

A porosidade é estimada pela Equacéo 3:
H
£=1- [(1— eo)-ﬁ’} (3)

Outra importante caracterizacdo do leito expandido é a determinacdo do grau de
expansdo (GE), nimero adimensional que consiste na medida relativa da altura do leito
expandido, para uma determinada vaz&o, com a altura do leito sedimentado do adsorvente
(Anspach, 1999), conforme a Equacéo 4:

GE- (@)

0

Em geral, os sistemas de purificacdo operam com graus de expansao de 2 a 3, uma

vez que assim a porosidade do leito permite a passagem de células e fragmentos (Pessoa e

Kilikian, 2005).
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3.4.3 Purificacdo de C-ficocianina e Inulinase

A literatura apresenta algumas técnicas para purificacdo de C-ficocianina. Alguns
métodos foram propostos para purificagdo desta proteina, e eles geralmente envolvem
precipitacdo, métodos cromatograficos e, mais recentemente, o uso de sistema aquoso
bifasico (SAB) (Minkova et al, 2007, Soni et al., 2006, Rito-Palomares, 2004, Reis et al.,
1998). Moraes e Kalil (2009) estabeleceram o design do processo de obtencdo de
ficocianina com grau reativo de pureza, que envolveu as etapas de extracdo, precipitacédo
com sulfato de amonio e cromatografia de troca ibnica em leito fixo.

Antelo (2007) usou a técnica de SAB para obter C-ficocianina com grau alimentar de
pureza, proveniente de caldo contendo células. Patil e Raghavarao (2007) também
obtiveram C-ficocianina com grau alimentar e com grau analitico empregando esta técnica.

Ha atualmente poucos estudos que relatam a purificacdo de C-ficocianina usando
cromatografia de leito expandido. Bermejo et al. (2006) e Niu et al. (2007) purificaram C-
ficocianina através de cromatografia em leito expandido, utilizando cromatografia de troca
ibnica e cromatografia de interacdo hidrofobica, respectivamente. Embora os autores
tenham utilizado leito expandido, em ambos os trabalhos, a alimentag&o da coluna foi feita
com caldo clarificado.

Com relagdo a inulinase, na literatura existem alguns trabalhos relatando a
purificagdo desta enzima utilizando diferentes métodos. Kalil et al. (2006) purificaram
inulinase de Kluyveromyces marxianus utilizando cromatografia de troca i6nica em leito
expandido, a partir de caldo néo clarificado de enzima.

Sharma e Gill (2007) utilizaram uma sequéncia de técnicas que envolveu
precipitacdo com sulfato de amonio, coluna contendo DEAE-Sephacel, seguido de coluna
contendo ConA-CL Agarose. Em outro estudo, Chen et al. (1997) purificaram inulinase
através de precipitagdo com sulfato de amdnio, cromatografia de troca ibnica e

cromatogréfica de permeacéo em gel.
3.5 Adsorgcao em matrizes solidas

A adsorgdo ocorre quando um soluto dissolvido € ligado a um adsorvente solido.
Tanto a adsor¢do quanto a extracdo sdo processos usados para isolar solutos de solugbes
diluidas. A adsor¢cdo tende a ter uma menor capacidade, mas apresenta uma maior
seletividade de extracdo. Esse fendbmeno, proveniente do contato entre o adsorbato e o
adsorvente, envolve um numero de passos distintos. Esses passos contribuem para a
resisténcia a transferéncia de massa e incluem: transferéncia de massa da solu¢do de
adsorbato para a superficie externa da particula (difusdo nos poros ou resisténcia a difuséo
na particula), difusdo dentro dos poros da particula e reacdo quimica na superficie da

particula (Araujo, 1996).
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Os estudos dos fundamentos da adsorcéo dividem-se em duas categorias: o estudo
do equilibrio, que revela o rendimento ou a capacidade méaxima de adsorcdo de moléculas
ou biomoléculas sobre a superficie de um sélido, e o estudo da cinética ou da dindmica do
processo de adsorcdo que informa o tempo que se leva a adsorver uma determinada
quantidade de moléculas em matrizes solidas. Através destes estudos basicos de adsorcéo
e das coletas de dados experimentais, com o objetivo de determinar parametros inerentes
ao processo, podem ser desenvolvidos e testados modelos matematicos que descrevem a
adsorcao de moléculas de proteinas (Oliveira, 2003)

Um processo tipico de adsorcdo envolve quatro etapas. Primeiramente a solucéo é
adicionada ao adsorvente. Segundo, a adsor¢do ocorre um processo que pode ser seletivo
e lento. A terceira etapa € a lavagem da solucdo remanescente e por ultimo, o soluto
adsorvido é eluido, frequentemente usando diferentes solventes (Belter et al., 1988).

Como na extracdo, a analise da adsorgdo é baseada no equilibrio e no balanco de
massa. O equilibrio é apresentado ndo como coeficiente de particdo, mas como isotermas

de adsorc¢ao.
3.5.1 Isotermas de adsorgéo

Todas as aplicagbes praticas em cromatografia envolvem separacdes de misturas
complexas. Processos que envolvem adsor¢cdo competitiva ndo tém sido muito estudados,
entretanto, o conhecimento é fundamental para o desenvolvimento e aperfeicoamento de
adsorventes e métodos. HA muitos fatores que influenciam a adsorcdo de proteinas, os
principais sdo a afinidade da proteina com o adsorvente, a distribuicdo desigual do ligante
na superficie da proteina, a competicdo com outras espécies e as interacdes entre 0s
solutos, adsorvidos ou em solucéo (Cano et al., 2005).

Isotermas de adsorcdo sdo curvas que descrevem o comportamento da adsorcéo de
solutos por sélidos, a temperatura constante. Uma isoterma de adsorcdo mostra a
guantidade de um determinado soluto adsorvida por uma superficie adsorvente, em fungéo
da concentragéo de equilibrio do soluto. A técnica usada para gerar os dados de adsorgéo
€, a principio, bastante simples, pois uma quantidade conhecida do soluto é adicionada ao
sistema contendo uma quantidade conhecida de adsorvente. Admite-se que a diferenca
entre a quantidade adicionada e a remanescente na solugdo encontra-se adsorvida na
superficie adsorvente (Alleoni et al., 1998).

Os modelos mais comumente encontrados para descrever as isotermas de adsorgao
de bioprodutos sdo as de Freundlich, a de Langmuir e a linear. Para cada isoterma, a
abscissa mostra a concentracdo de soluto na solucdo, geralmente em massa de soluto por
volume de solucdo, enquanto a ordenada da a concentracdo de soluto na superficie do

adsorvente, mais comumente em unidades de massa de soluto por massa de adsorvente.
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O modelo de adsorgéo linear é dado pela Equacao 5:

gq*=K.C* ()

Onde g* é a concentracdo da espécie de interesse adsorvida na fase soélida, C* é a
concentracdo do composto de interesse na solucdo e K é a constante de equilibrio. No
entanto, € pouco usual e ele pode ser aproximado de outros modelos isotérmicos.

O modelo de Freundlich é bastante semelhante ao linear, e descreve a adsorcéo de
uma variedade antibioticos, esterdides e horménios, e é dado por:

g*=K.C" (6)

As constantes K e ndo devem ser determinadas experimentalmente. Elas geralmente
sdo melhor determinadas pela curva no formato log-log, plotando-se g* por C. Se a
adsorcao é favoravel, n<l e se é desfavoravel, n>1.

A isoterma de Langmuir é usada para a maioria das proteinas. Este modelo foi
originalmente desenvolvido para representar a adsorgdo em monocamada sobre uma
superficie ideal, onde o calor de adsorcdo deve ser independente da cobertura da fase
soélida. O modelo de Langmuir pode ser entendido para a adsor¢cdo em sistemas binarios ou
multicomponentes. O modelo € dado pela Equagéo 7:

qr= I )

Ky +C*

Neste caso, g, € Ky sdo determinados experimentalmente e a forma mais simples é
plotando-se 1/g* por 1/C*.

Devido aos estudos da adsorgédo serem um tanto complexos, pouco se encontra na
literatura no que diz respeito a adsorcdo de proteinas em matrizes sélidas. Boa parte dos
artigos de purificacdo de proteinas reporta somente a etapa de purificagdo em si, sem
avaliacdo do comportamento cinético, das constantes cinéticas ou da influéncia de varaveis
como temperatura e forga ibnica sobre a adsor¢éo destes compostos.

Existem poucos trabalhos reportando o estudo da adsorcdo de ficobiliproteinas em
resinas de troca ibnica. Silveira et al. (2008) estudaram o efeito do pH e da temperatura
sobre o coeficiente de particdo e fizeram uma isoterma de adsor¢édo nas melhores condigbes
avaliadas para adsorgcédo de C-ficocianina em resina de troca idnica Q-Sepharose FF (leito
fixo). A adsorcéo em resinas de leito expandido foi estudada por Bermejo et al. (2006), onde
a isoterma de adsorcao foi feita para extrato bruto de C-ficocianina e para C-ficocianina
purificada. Nesse estudo ndo foi avaliado o comportamento cinético, nem o pH e
temperatura de melhor adsor¢do. Tanto no estudo se Silveira et al. (2008) como no de

Bermejo et al. (2006), o0 modelo isotérmico pdde ser descrito pelo modelo de Langmuir.
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Para adsorcédo de inulinase, Kalil et al. (2006) e Santos e Santana (2000) estudaram
a isoterma de adsorgao de caldo bruto de inulinase e inulinase comercial, respectivamente,

e nos dois casos, os dados obtidos podem ser representados pelo modelo de Langmuir.
3.6 Curva de ruptura

Em um estudo cinético dos processos adsortivos em cromatografia determina-se com
freqUiéncia a chamada curva de ruptura, que, ao contrario da determinacdo dos modelos em
reator de mistura, avalia o processo adsortivo em uma condicdo dindmica semelhante a
condicdo real de operacédo do processo (Pessoa e Kilikian, 2005).

A quantidade de produtos obtidos por volume de alimentacéo injetado, na coluna,
fornece a capacidade dindmica oriunda da adsor¢cdo de proteina. A determinagdo da
concentracéo na saida do efluente, monitorado na saida da coluna de leito fixo ou fluidizado,
em funcdo do volume injetado fornece as curvas de ruptura. A capacidade dindmica é uma
funcéo da velocidade linear que atravessa o leito e da cinética de adsorcdo das proteinas
definidas sob condi¢des de processo (pH, forca ibnica e temperatura) e das propriedades
fisicas do fluido.

Nesta técnica, € realizada a medi¢do da concentracdo do adsorbato na saida do leito
em funcdo do volume de solucéo injetada, obtendo-se a curva denominada de ruptura do
sistema. A capacidade de adsor¢ao do leito pode ser entdo obtida por integracéo da area da
curva de ruptura. Segundo Belter et al. (1988), em uma coluna de adsorcdo o fluido
contendo o soluto de interesse é passado através da mesma. Inicialmente, a maior parte do
soluto é adsorvida, tal que a concentracdo na saida é baixa. Conforme a adsorcéo continua,
a concentracdo na saida aumenta, vagarosamente no inicio, e entdo abruptamente,
conforme se observa na Figura 4. Quando esta ruptura ocorre, interrompe-se o fluxo. O

material adsorvido é entéo eluido por lavagem do leito.
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EXAUSTAD

]
G|

COMCENTRACAOD

TEMPO
Figura 4: Curva de ruptura para adsor¢do em coluna de leito fixo (Adaptado de
Henning, 1990)

Chase (1984) afirma que é pratica normal interromper a alimentacdo na coluna
quando o nivel de adsorbato na saida sobe acima de certo nivel. Se a alimentacdo continua,
uma quantidade consideravel do composto de interesse pode passar sem ser adsorvido. A
quantidade de adsorbato que pode ser alimentada, antes que este nivel exceda ira
depender da forma da curva de ruptura.

A curva de ruptura fornece os valores da concentracdo de ruptura e da concentracao
de exaustdo, que sdo sugeridos como sendo 10 e 90% da concentracdo de entrada,
respectivamente. A determinacdo do ponto de ruptura e do formato da curva afeta a
eficiéncia de adsorcéo (Jungbauer, 2005).

A taxa atual e o mecanismo do processo de adsorcdo, a natureza do equilibrio de
adsorcdo, a velocidade do fluido, a concentracdo do soluto na alimentagéo, e a altura do
leito de adsorvente contribuem para uma forma de curva de ruptura (breaktrough). Via de
regra, o tempo de ruptura (breaktrough) diminui com o decréscimo da altura do leito, com o
aumento do tamanho da particula do adsorvente, com o aumento da velocidade do fluido

através do leito e com 0 aumento da concentracdo inicial do soluto na alimentacgéo.
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4. MODELAGEM MATEMATICA

Alguns pesquisadores (Horstmann e Chase, 1989, Bruce e Chase, 2002, Fenneteau
et al., 2002 e Chen et al., 2003) sugerem um modelo para adsor¢cdo em leito expandido que
considera a transferéncia de massa da solucdo de adsorbato para a superficie externa da
particula de adsorvente (resisténcia a difusdo na pelicula liquida), difusdo dentro dos poros
da particula (difusdo nos poros ou resisténcia a difusdo na particula), a porosidade do leito,
dispersao axial do liquido e a reacdo quimica na superficie da particula (resisténcia a reacao
na superficie). Esses modelos em geral servem para descrever a adsor¢cdo de sistemas
modelos, com proteina previamente purificada dissolvida em tampéao, acrescida ou ndo de
células. No entanto, devido ao crescente interesse por produtos biotecnolégicos, é
interessante que se estude a adsor¢cdo em sistemas reais de purificagdo, contendo caldo ou
extrato bruto proveniente da fermentagdo ou extracdo direta do bioproduto, que possam
realmente ser levados a ampliacdo de escala. Para tal, a principal ferramenta é a
modelagem e simulacdo desses processos, uma vez que € fundamental para aumento de
escala o conhecimento do modelo matematico do processo.

A descricdo da adsor¢ao considerada neste trabalho é de um processo isotérmico de
adsorcao de proteina (inulinase e C-ficocianina) em uma coluna tubular contendo resina de
troca ibnica. O processo foi descrito matematicamente em termos de equacdes diferenciais
obtidas do balanco de massa e da cinética do processo, e foi baseado nas seguintes
hipéteses:

e A concentracao de proteina alvo (inulinase ou C-ficocianina) no poro do adsorvente
esta em equilibrio com a concentracdo adsorvida na superficie. Esta adsorcdo é
representada pelo modelo de Langmuir, conforme observado pela isoterma de
adsorcao;

e O perfil hidrodinamico da fase liquida pode ser descrito pelo modelo da dispersao
axial;

e A distribuicdo do tamanho de particula foi considerada a mesma ao longo da altura
do leito.

O balanco de massa no volume pode ser expresso por:

2 p—
£=DL2—VZ§—1—S%(C—C,:R ) (8)
ot 0z 0z € R, P

As condigdes iniciais sdo:

t=0->C(z0)=0 ©)
z=0->C=C, (10)
z=H —>£:O (12)

0z
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Para o balanco diferencial na fase solida:

8~ ly-C (@, @)k -d] (12

A condigéo inicial é:

t=0—->q(zD0)=0 (13)

A equacdao diferencial parcial apresentada na Equacao 8 foi numericamente resolvida
utilizando o método de discretizacdo de Crank-Nicholson, o qual conduz a um sistema de
equacdes lineares, que foi numericamente solucionado pelas rotinas do DLSLRG FORTRAN
IMSL. O balanco de massa da fase solida (Equacao 12) foi integrado no tempo usando o
algoritmo LIMEX para cada posi¢cdo ao longo da coluna (Deuflhard et al., 1987). Os
parametros do modelo, chamados g, ki, ks, D, ki, € &€ foram estimados utilizando o método
heuristico PSO (Particle Swarm Optimization).

A versdo do PSO usada neste estudo foi baseada no trabalho de Schwaab et al.
(2008), que apresenta uma descricdo detalhada do algoritmo. O intervalos de busca dos
parametros foram escolhidos de acordo com o0s valores experimentais obtidos neste
trabalho, para cada uma das proteinas estudadas.

A estimativa dos parametros consiste em minimizar a soma dos minimos quadrados

(SMQ), como descrito pela Equacdo 14, onde y € o vetor das curvas de ruptura

calc

experimentais e Y € o vetor calculado pelo modelo.

w

n=

SMQ = > [y, —y&ef (14)

i
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5. CONSIDERACOES E TENDENCIAS

A utilizacdo de bioprocessos vem crescendo de maneira significativa nos ultimos
anos requerendo tecnologias cada vez mais sofisticadas e grande nimero de pesquisas.
Dentro do exposto na revisdo bibliogréfica, observou-se que 0s processos envolvendo
recuperacdo e purificacdo de proteinas vém sendo amplamente estudados e ha um
interesse em que cada vez mais proteinas venham a ser purificadas e que o custo de
obtencéo destas seja reduzido.

Esta tese vem a contribuir no avanco do desenvolvimento de um processo de
purificacdo de uma proteina de interesse comercial, C-ficocianina, uma vez que inova
guando apresenta dados sobre a purificagdo deste composto a partir de um extrato n&do
clarificado, o que pode vir a viabilizar este processo industrialmente.

Além disso, o desenvolvimento de um modelo matematico que permite predizer as
curvas de ruptura da adsorcéo de proteinas provenientes de sistemas reais, em resinas de
troca ibnica em coluna de leito expandido € interessante, visto que a maior parte dos artigos
sobre modelagem da adsorgéo em leito expandido abordam a adsor¢cdo de um componente
isolado. H& poucos artigos sobre modelagem da adsorcdo de sistemas reais contendo
proteinas, utilizando leito expandido. Alguns reportam modelagem da adsorcdo de mistura
de duas ou trés proteinas, mas ainda como sistema modelo, com proteinas purificadas,

dissolvidas em tampéo.
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Modelagem e simulacao do processo de adsorcéao de
inulinase por cromatografia de trocaionica em leito

expandido

(Mathematical modeling and simulation of inulinase adsorption in expanded bed
column — Artigo publicado no Journal of Chromatography A, 1216, p. 4395-4401,
2009)



CAPITULO lll — Artigo 1 44

Modelagem e simulacéo do processo de adsorcao de inulinase por cromatografia de
trocaidnica em leito expandido
Caroline Costa Moraes®, Susana Juliano Kalil*
'Universidade Federal do Rio Grande — Escola de Quimica e Alimentos — Engenharia de
Alimentos - Caixa Postal 475 — 96201-900- Rio Grande — RS

RESUMO

Um modelo matemético foi desenvolvido para predizer as curvas de ruptura da adsorcdo de
extrato bruto ndo clarificado de inulinase de Kluyveromyces marxianus em resina de troca
ibnica Streamline SP utilizando coluna de leito expandido. Os parametros cinéticos e de
transferéncia de massa foram estimados através de um algoritmo heuristico, o PSO (Particle
Swarm Optimization). Para a resolu¢cdo do modelo foram adotadas as seguintes hipoteses:
A concentragdo de enzima no poro do adsorvente esta em equilibrio com a concentragéo
adsorvida na superficie. Esta adsorcédo é representada pelo modelo de Langmuir; o perfil
hidrodindmico da fase liquida pode ser descrito pelo modelo da dispersdo axial, a
distribuicdo do tamanho de particula foi considerada a mesma ao longo da altura do leito; as
propriedades reoldgicas do extrato bruto foram consideradas as mesmas em todos 0s
experimentos, independente da concentracdo do extrato. A equacédo diferencial parcial foi
resolvida numericamente utilizando o método de discretizacdo de Crank-Nicholson,
resultando em equacdes lineares, que foram resolvidas utilizando o algoritmo DLSLRG
FORTRAN IMSL. A estimativa dos parametros q,, (capacidade maxima de adsorc¢éo), ki
(constante de adsorcao), k, (constante de dessorcdo), k; (coeficiente de transferéncia de
massa), D, (coeficiente de dispersdo axial) e ¢ (porosidade) foi feita para cada grau de
expansao, usando trés curvas experimentais com os graus de expanséao (GE) 2,0, 2,5 e 3,0,
na concentragdo inicial de inulinase de 65,6 U/mL. Para validacdo do modelo, foi utilizada
uma curva com grau de expansao 2,5 feita com concentracéo de inulinase de 114,4 U/mL.
Verificado a aplicabilidade do modelo, foi entdo otimizado o processo utilizando um
delineamento composto central rotacional, avaliando-se altura de leito e concentracdo de
extrato enzimatico, simulando as curvas nessas condicfes e avaliando a eficiéncia de
processo (10%) e de coluna (90%). As maximas eficiéncias foram observadas quando
utilizadas maiores concentracdes de inulinase, e altura de leito entre 20 e 30 cm. O grau de
expansdo de 3 vezes foi considerado o melhor, uma vez que a produtividade foi
consideravelmente superior.

Palavras-chave: Inulinase, leito expandido, modelagem matematica, estimativa de

parametros, planejamento experimental
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1. INTRODUCAO

O uso de processos fermentativos para obtengéo de bioprodutos requer um estagio
de downstream, o que aumenta o custo final do produto. De acordo com Wheelwright et al.
(1987), o estagio de purificagdo corresponde a 70-90% dos custos de obtencédo do produto.
Assim, sdo necessarias investigacfes para reduzir os custos associados ao estagio de
downstream para garantir a viabilidade econdmica do processo.

A cromatografia de troca ibnica é umas das téchicas cromatograficas mais
poderosas para purificacdo de proteinas na industria biotecnologica, e inclui
aproximadamente 75% dos esquemas de purificacao. Técnicas de purificacdo
convencionais para recuperacao de bioprodutos séo tipicamente feitas usando colunas de
leito fixo. Entretanto, em operacdes de downstream, muitos bioprodutos contém solidos em
suspensédo, o que dificulta o uso de colunas de leito fixo na purificagdo. Porém, extratos
brutos contendo particulas podem ser processados diretamente usando procedimentos de
adsorcao através de leitos fluidizados ou leito expandido, que podem operar eficientemente
na presenca de particulados (Anspach et al., 1999).

Comparado com a cromatografia em leito fixo, a purificacdo em leito expandido
utiliza adsorventes especialmente desenvolvidos de forma que a expansao da coluna feita
pelo fluxo ascendente forma um leito fluidizado (chamado expandido). Dependendo da
densidade do adsorvente escolhido, 0 mesmo grau de expansdo pode ser alcancado com
maior ou menor velocidade de alimentacéo (Li et al., 2005).

A maior parte dos artigos sobre modelagem da adsor¢cdo em leito expandido
abordam a adsorcdo de um componente isolado. H& poucos artigos sobre modelagem da
adsorcdo de sistemas reais contendo proteinas, utilizando leito expandido (Mendieta-
Taboada et al., 2001, Moraes et al., 2009). Alguns reportam modelagem da adsorcdo de
mistura de duas ou trés proteinas (Li et al., 2005), mas ainda como sistema modelo.

Devido a influéncia da hidrodinAmica do fluido, da classificacdo da particula e da
transferéncia de massa da molécula alvo, a andlise da cinética de adsorcdo em leito
expandido é complexa. Uma modelagem detalhada da performance de adsorcdo €
fundamental para um melhor entendimento do perfil de adsorcdo e para usar essa
informagdo como uma ferramenta para o design e otimizacdo de parametros operacionais
(Yun et al., 2005). Os modelos avaliados para leito fixo sdo geralmente inadequados para
descrever a hidrodindmica e o perfil de leitos expandidos (Li et al., 2005).

A ferramenta da otimizacdo que ainda é pouco explorada em modelagem
matematica de processos de adsorcdo é a metodologia do planejamento experimental.
Depois da validacdo do modelo, é possivel avaliar o processo através de simulacbes para
sistematicamente estudar o efeito de cada variavel operacional sobre a purificacdo. Nesse

contexto, o planejamento experimental é utilizado como uma ferramenta para identificar os
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principais efeitos de interagdo entre as variaveis. A associacdo dessas duas metodologias
(modelagem e simulag&o mais planejamento experimental) é uma ferramenta poderosa que
pode ser usada para otimizagdo do processo de adsorcdo. O uso do planejamento
experimental com a modelagem matemética do processo em downstream ndo é uma pratica
comum, entretanto, esta pratica é muito importante para reducdo do numero de
experimentos, permitindo uma analise robusta da cromatografia de troca idnica (Jakobsson
et al.,, 2005). Alguns pesquisadores relatam o ganho de conhecimentos e a reducédo dos
custos de processo gquando este foi otimizado combinando a modelagem matematica com o
planejamento experimental (Jakobsson et al., 2005, Degerman et al., 2007, Jakobsson et al.,
2007, Kaltenbrunner et al., 2007).

Nesse contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi desenvolver um modelo
matematico e simular curvas de ruptura para adsorcdo de inulinase em resina de troca
ibnica Streamline SP, usando caldo bruto de fermentagéo contendo células. Com o modelo

validado, o processo foi otimizado utilizando a metodologia do planejamento experimental.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismo e condi¢fes de cultivo

Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 foi utilizada para producdo de inulinase. O
microrganismo foi cultivado em caldo MY (malte e levedura). As culturas foram inoculadas
em meio contendo 2% de sacarose, em pH 6,5. A enzima foi produzida em erlenmeyers de
500 mL contendo 100 mL de meio de cultura (14 g/L sacarose, 20 g/L peptona, 10 g/L
extrato de levedura e 1 g/L K;HPO,) pH 3,5, usando 10% de in6culo. Os erlenmeyers foram
incubados em agitador orbital a 30°C, 2,5 rps por 48h (Kalil et al., 2001).

2.2 Adsorvente e coluna

Para os experimentos de purificagéo foi utilizada uma coluna Streamline™ 25 (D.l 2,5
cm x 100 cm de altura) e adsorvente Streamline SP, ambos da GE (Uppsala, Suécia). Esta
€ uma resina catibnica da primeira geragdo de adsorventes, especialmente elaborada para
adsorcdo em leito expandido, de baixa densidade e didmetro de particula entre 100 e 300

um.
2.3 Comparacao das curvas de ruptura em diferentes graus de expanséo

As curvas de ruptura obtidas por Kalil (2000) em diferentes graus de expansao foram
utilizadas para elaboragcdo do modelo matematico. A coluna preenchida com 10 cm de
resina foi primeiramente equilibrada com tampéo acetato 0,02M pH 3,5. A seguir, a coluna
foi entdo alimentada com o caldo enzimatico contendo células. A alimentacdo foi feita de

forma que se obtivesse graus de expansdo 2, 25 e 3 (20 cm, 25 cm e 30 cm,
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respectivamente) e o comportamento da adsor¢cdo comparado. Todos 0s experimentos

foram feitos a 25°C e a atividade de inulinase determinada nas fracfes de saida da coluna.
2.4 Modelo matemético

O desenvolvimento de um modelo matematico para descrever o processo de
adsorcao de inulinase em leito foi baseado nas seguintes hipoteses:
i. A concentracdo de enzima no poro do adsorvente esta em equilibrio com a
concentracao adsorvida na superficie interna da parede do poro;

i. O comportamento hidrodindmico da fase liquida pode ser descrito pelo modelo da
dispersao axial;

iii. A distribuicdo do tamanho de particula foi considerada a mesma ao longo do leito,
bem como a porosidade;

iv. As propriedades reolégicas do caldo fermentativo contendo inulinase foram
consideradas as mesmas em todos 0s experimentos, independente da concentragéo
do extrato;

v. A adsor¢cdo de células na particula de resina foi considerada negligenciavel. O

balangco de massa na coluna pode ser expresso pela Equacéo 1.
2 -¢ 3k
gzDL%_vzg_l_g_f(c_cr:R ) 1)
ot 0z 0z & R, P

As condigdes iniciais e de contorno séo:

t=0->C(z0)=0 (2)

z=0->C=C, 3)

z=H->L 0 (4)
0z

O balanco diferencial para a fase sélida é representado pelo modelo matematico

cinético, conforme a Equacéo 5:
0
Eq=[k1-C-(qm—q)—kz-q] (5)

Onde k; e k; séo constantes cinéticas, C é a quantidade de inulinase em solucgéo, g é
a enzima adsorvida na resina e q, € a capacidade maxima de adsorcdo da resina. A
condicao inicial foi:

t=0->q(z0) =0 6)

No equilibrio, a isoterma de adsorcdo pode ser representada pelo modelo de
Langmuir (Eq. 7), conforme anteriormente observado para 0 mesmo processo em adsorcao

em reator de mistura (Kalil et al., 2006).
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A equacdao diferencial parcial apresentada na Equacéo 1 foi numericamente resolvida
utilizado-se o método de discretizacdo de Crank-Nicholson, que gera um sistema de
equacles lineares, que foi numericamente resolvido pelas rotinas do DLSLRG FORTRAN
IMSL. O balanco diferencial de massa para a fase sélida (Eqg. 5) foi integrado ao longo do
tempo utilizando-se as rotinas da LIMEX para cada posi¢cdo na coluna (Deuflhard et al.,
1987). Os parametros do modelo, qm, k1, kz, D), ki € € foram estimados utilizando um método
heuristico, o PSO (Particle Swarm Optimization).

A versdo do PSO usada nesse estudo foi baseada no trabalho de Schwaab et al.
(2008), que apresenta uma descri¢cado detalhada do algoritmo. O intervalos de busca para os
parametros do modelo foram definidos de acordo com trabalhos prévios de Kalil et al.

(2006), como segue: q,, € [1000; 15000, k,,k, €[1x107%; 1x107°],

D, €[1x107%; 1x10°°], k, €[4 1x107°], e £ € [0,55; 0,85].

A estimativa dos parametros consiste em minimizar a soma dos minimos quadrados

(SMQ), como descrito pela Equacao 8, onde y é o vetor das curvas de ruptura experimentais

e
e Y°*° é o vetor calculado pelo modelo.

SMQ = (y, -y @®
i=1

Duas curvas de ruptura parciais e uma completa com a mesma concentracdo de
enzima (65,6 U/mL) foram utilizadas para estimativa dos parametros, para trés graus de
expansao (GE): 2,0, 2,5 e 3,0. Na etapa de validagcdo, uma curva de ruptura adicional com

concentracdo de 114,4 U/mL e GE 2,5 foi utilizada.
2.5 Planejamento experimental para otimizagdo da eficiéncia

A aplicabilidade do modelo previamente validado foi demonstrado na otimizacdo do
processo de adsorcdo em coluna Streamline 25, em termos de eficiéncia de coluna (Eq.9) e

eficiéncia de processo (Eq. 10).

e icg=09
(0,9 (tercr00) - | C/codtj
09 (tC/c0 “09)

x100 9)

¢90% =

e icg=01
(O’l(tclco—o,l) - .[o C /Codt)
071 (tC 1Cy :0,1)

brow = x100 (10)
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Em um processo de adsor¢cdo em leito expandido, as principais varidveis sdo o grau
de expanséao (a velocidade influencia diretamente no GE), a altura inicial de leito de resina
(Ho) (que influencia na altura final do leito, j& expandido) e a concentragéo inicial de enzima
(Co). Como os parametros foram estimados para cada GE, as variaveis consideradas no
planejamento foram Hy e C,. Para otimizar o processo, um delineamento composto central
rotacional (DCCR) para duas variaveis independentes foi feito, para cada GE. Os valores

reais e codificados para as variaveis do DCCR esta apresentado na Tabela 1.4.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estimativa dos parémetros e simulacéo do processo

Em geral, na modelagem e simulagdo do processo de adsor¢cdo de proteinas €&
comum que os parametros cinéticos (k; e ky) e o parametro de equilibrio (g.,) seja estimado
através de uma regressdo nao linear, além das correlagbes empiricas para calcular
parametros de transporte (D, e ki) e propriedades do leito, como porosidade, para simular o
processo de adsor¢cdo em leito fixo ou expandido. Na maioria dos casos, o modelo
apresenta boa performance, ajustando-se bem aos dados experimentais. Entretanto, para
adsorcéo de caldo bruto contendo inulinase em leito expandido, simulagbes anteriormente
realizadas apresentaram grandes desvios em relacdo aos dados experimentais.

Como ilustragéo, os parametros para adsorcao de inulinase em resina de troca ionica
Streamline SP, em tanque agitado, encontrados por Kalil et al. (2006) foram utilizados no
presente trabalho para simular a adsor¢do de inulinase sobre as mesmas condi¢des
apresentadas na Figura 1.1c. As eficiéncias de coluna (Eqg. 9) calculadas para a curva de
ruptura experimental foi 57,3%, e se usados os dados do tanque agitado e simulando a
curva de ruptura a eficiéncia muda para 74,0%, mostrando a pouca adequacdo dos dados
obtidos no tanque agitado aos dados obtidos no leito expandido. Este resultado mostra que
a melhor alternativa foi reestimar os parametros do modelo empregando os dados
experimentais obtidos nos experimentos com leito expandido. Chang e Chase (1996)
relatam que h& correlacdes na literatura que ndo se ajustam bem com os dados
experimentais em leito expandido quando utilizados adsorventes Streamline.

A estimativa dos parametros foi realizada utilizando trés curvas de ruptura para caldo
fermentado contendo células, para adsor¢do de inulinase em resina Streamline SP em leito
expandido. As curvas de ruptura parciais e completas foram obtidas do trabalho de Kalil
(2000). A velocidade superficial (v,) foi obtida através do comportamento hidrodindmico
estudado previamente (Kalil et al., 2005) e os valores foram de 4,31 x 10* m/s, 6,82 x 10™

m/s e 9,03 x 10™ m/s para os GE2,0, 2,5 e 3,0, respectivamente.
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Idealmente, um grupo de parametros 6timo deve existir, mas a reducdo de dados
realista ndo pode produzir um Unico conjunto de parametros, mesmo usando um método de
estimativa de pardmetros com caracteristicas globais, como o PSO (Schwaab et al., 2008).
Os parametros estimados estdo apresentados na Tabela 1.1, para cada GE investigado. Em
todos os casos, os parametros estimados foram na mesma ordem de magnitude,
principalmente para qm, K1, € Ko.

Tabela 1.1: Parametros estimados pelo algoritmo PSO para os trés graus de expansao.

Parametros Grau de Expanséo
2,0 2,5 3,0

qm (U/mL) 8409,49  10518,65  10865,42
ki (ML/U.s) 9,01x10° 8,76 x10° 7,06 x10°®
Ko (1/s) 3,10x 10* 4,74x10* 3,68x10*
D, (m?/s) 752x10° 1,38x10° 7,45x10°

ki (M/s) 0,65 0,52 0,32

£ 0,617 0,693 0,687

Entre estes parametros, o que merece receber mais atencdo € a porosidade do leito,
uma vez que é o que produz mais impacto nas curvas de ruptura. As porosidades do leito
calculadas por Kalil et al. (2005) foram 0,7, 0,76 e 0,8 para 0s graus de expanséao 2,0, 2,5 e
3,0, respectivamente. A correlacdo usada foi a mesma apresentada por Yun et al. (2005),
usando uma porosidade de 0,4 para o leito sedimentado. A variacdo na precisdo é de
aproximadamente 10%. Os resultados deste trabalho foram diferentes aos apresentados por
Kalil et al., (2005), mas se a precisdo nas correlacdes for considerada, os parametros
estimados pelo algoritmo PSO estdo de acordo com os dados publicados. Inicialmente, a
correlacdo apresentada por Yun et al. (2005) foi testada, mas os resultados ndo foram
satisfatorios.

A Figura 1.1 apresenta os resultados relativos ao processo de simulacdo da
adsorcdo de inulinase, de acordo com o modelo proposto, com o0s parametros estimados
apresentados na Tabela 1.1. As curvas de ruptura simuladas se ajustaram bem aos dados
experimentais. A boa performance do modelo também pode ser confirmada observando-se
a Tabela 1.2, que mostra a eficiéncias de coluna e de processo predita pelo modelo e as
experimentais para todos os graus de expansdao. Isto indica que as simulagdes mostraram-
se proximas a realidade experimental, e entdo pode ser usada como uma ferramenta na
otimizac@o de processos. Para os graus de expanséo 2,0 e 2,5 (Co= 65,6 U/mL) a eficiéncia

de coluna néo foi apresentada, uma vez que somente as curvas parciais foram utilizadas.
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Figura 1.1: Curvas de ruptura para adsorgao de inulinase em leito expandido. a) GE 2,0 e
Co=65,6 U/mL;b) GE2,5e C,=65,6U/mL;c)GE 3,0e Cy,=65,6U/mL;d)GE25e
Co=114,4 U/mL (Validag&o).
Tabela 1.2: Eficiéncias experimentais e preditas para adsor¢cdo de inulinase em

coluna de leito expandido.

Grau de expanséo (GE)

Eficiéncia
2,0 2,52 2,5° 3,0

P n.d. n.d. 53,09 57,3
90% (%)

el 66,21 53,65 52,00 54,39
90% (%)

PP 75,19 68,62 69,42 69,76
10% (%)

Pl 71,84 55,22 49,82 57,23
10% (%)

%Co = 65,6 U/mL

°Co = 114,4 U/mL (Validacao)

n.d.: ndo determinado

Para quantificar a sensibilidade das respostas das simulacbes com respeito aos

erros dos parametros, foi escolhido um grau de expansao determinado (GE=3,0) e foram

feitas varias simulagbes, variando-se os parametros, uma a um, em +15% e -15%, de
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acordo com os valores correspondentes ao GE 3,0 da Tabela 1.1. A eficiéncia do processo

(Eq. 9) foi calculada para cada simulacéo feita e comparada ao valor nominal (54,39%). O

resultado das eficiéncias calculadas nessas simulagfes estdo apresentadas na Tabela 1.3.
Tabela 1.3: Sensibilidade paramétrica dos parametros do modelo para o GE 3,0.

D55, (%)

Parametros
-15% +15%
gm (U/mL) 51,47 57,67
ki (ML/U.s) 50,74 57,77
ks (1/s) 55,15 53,74
Di (m?s) 54,76 54,08
K¢ (m/s) 54,39 54,39
€ 69,43 36,29

Conforme se observa pela Tabela 1.3, o parametro mais sensivel do modelo é a
porosidade e um incremento no valor conduz a um decréscimo na eficiéncia do processo.
Esta reducdo é provavelmente em funcdo da alta porosidade, o que ocasiona um aumento
no espaco livre da coluna. Na pratica, isto € conhecido como perda da capacidade dindmica
de ligacéo, ja que ha menos moléculas de inulinase em contato com a resina. Esta hipotese
é confirmada quando sdo comparadas as eficiéncias de coluna experimentais, apresentadas
na Tabela 1.2, para os graus de expansdo 2,5 e 3,0, que foram 53,09% e 57,3%,
respectivamente. As porosidades estimadas apresentadas na Tabela 1.1 para GE 2,5 e 3,0
foram 0,693 e 0,687, respectivamente, mostrando que aumentando a porosidade, a
eficiéncia diminui.

Yun et al. (2005) mostraram que a porosidade do leito varia entre 0,6 e 0,9 para o
mesmo GE. Isso sugere que a capacidade dindmica de ligacdo foi mudando ao longo da
coluna, conforme reportado anteriormente por Chang e Chase (1996). No presente trabalho
a porosidade do leito foi estimada como um valor médio, contribuindo para o aumento na
sua sensibilidade. Nessas situagcfes, a precisdo dos resultados preditos pelo modelo é
garantida pelo uso de um método eficiente de estimativa de parametros, que é o caso do
algoritmo PSO.

Nas analises para eficiéncia de processo e de coluna (Tabela 1.2) observa-se que as
maiores eficiéncias foram obtidas em GE 2,0, quando comparadas as outras duas
avaliadas, sob condi¢bes especificadas. No entanto, este ndo é um argumento suficiente
para afirmar que este é o melhor grau de expansao para adsor¢cédo de inulinase em resina
em leito expandido, uma vez que o tempo é uma variavel de processo importante. O tempo
utilizado para atingir 10% de saturacéo foi 7715 segundos (129 min), 2222 segundos (37

min) e 2570 segundos (43 min) para GE 2,0, 2,5 e 3,0, respectivamente. De acordo com
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estes resultados, GE 3,0 foi o melhor para a adsorcdo de inulinase, uma vez que para
atingir 10% de saturacéo foi necessario 1/3 do tempo necessério no GE 2,0.

No presente trabalho, os parametros do modelo foram estimados para cada grau de
expansao usando somente a concentracdo de inulinase de 65,6 U/mL. A aplicabilidade do
modelo foi demonstrada no passo de validacdo, quando uma concentracdo de inulinase
diferente foi utilizada (114,4 U/mL), conforme mostra na Figura 1.1d. Assim o modelo foi
usado para predizer a performance do processo em diferentes condigcBes experimentais.
Este artigo propbe uma nova metodologia, uma vez que a maior parte dos artigos
publicados desenvolvem modelos matematicos para predizer sistemas cromatograficos
mono ou bi componentes (Bak et al.,, 2007), e pouco se reporta sobre sistemas reais

provenientes de caldos brutos de fermentagédo (Mendieta-Taboada et al., 2005).
3.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O modelo validado foi utilizado para simular a adsor¢éo de inulinase, mas utilizando
diferentes alturas iniciais de leito e diferentes concentracéo de inulinase, através do uso do
delineamento composto central rotacional. A Tabela 1.4 apresenta a matriz do DCCR e os
resultados de eficiéncia de coluna e eficiéncia de processo para cada grau de expansao,
com um total de 9 simula¢bes para cada GE.

Tabela 1.4: Matriz do DCCR (valores reais e codificados) e respostas para a eficiéncia de
coluna e de processo para GE 2,0, 2,5 e 3,0.

Ensaio o Co (DS%I;’ %) q)i?’lf/" )
(cm) (UimL) 2.0 25 3.0 2.0 25 30
1 129 (1) 656 (1) 71,02 5899 59,58 77,52 64,67 6566
2 27,1 (1) 656(1) 7509 6304 62,77 8037 67,14 6801
3 12,9 (-1) 1144 (1) 8434 73,98 7451 90,39 8248 83,23
4 27,1 (1) 1144 (1) 8727 77,84 7801 92,16 8506 8554
5  100(-1,41) 90,0(0) 7847 67,14 67,87 8579 7611 77,02
6  300(L41) 90,0(0) 8358 7307 7320 89,08 7970 80,65
7 200(0) 556(141) 6854 5554 56,10 73,06 56,20 57,89
8 200(0) 1244 (1,41) 87,38 7835 7836 9245 8575 86,29
9 20,0 (0) 90,0(0) 81,96 70,63 70,90 87,86 7844 78,82

Observa-se na Tabela 1.4 que os ensaios 8 e 4 apresentam-se similares e com
eficiéncias mais elevadas para todos os graus de expansdo estudados, tanto para a de
processo quanto de coluna. O grau de expansao 2,0 apresentou as maiores eficiéncias em
todos os experimentos.

Os dados da Tabela 1.4 foram usados para computar os efeitos de cada termo para

variavel independente nas eficiéncias. Estes efeitos, representados pelo Gréfico do Paretos,
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estao apresentados pela Figura 1.2. Os efeitos mais significativos (p<0,05) na eficiéncia (de
processo e de coluna) foram os termos linear e quadratico da concentracao inicial, e o termo
quadratico da altura inicial do leito de resina. Esta tendéncia foi verificada tanto para
eficiéncia de coluna, como para de processo.
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Figura 1.2: Grafico de paretos para DCCR. a) e b) Eficiéncia de coluna e de
processo para GE 2,0; c) e d) Eficiéncia de coluna e de processo para GE 2,5; e) e f)
Eficiéncia de coluna e de processo para GE 3,0.
A Andlise de Variancia (ANOVA) foi feita para validar as curvas de contorno, que
foram representacdes graficas das eficiéncias calculadas. Como ndo ha dados

experimentais, todos os desvios foram atribuidos a falta de ajuste do modelo. O célculo de
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F-teste foi cerca de 100 vezes maior que o F tabelado, demonstrando um modelo preditivo e
significativo e permitindo assim a construgéo das curvas de contorno (Figura 1.3).

Como pode ser observado na Figura 1.3, para eficiéncia de processo ou de coluna
em todos os GE estudados, os maiores valores de eficiéncia foram obtidos nas maiores
alturas iniciais de leito (nivel +1,41) e maiores concentracdes de inulinase. Com o objetivo
de obter a maxima eficiéncia de processo e coluna, a regido do grafico que mostra isso €
guando se trabalha com concentragdes acima de 114,4 U/mL de inulinase, e altura de leito
acima de 20cm, para qualquer GE.

a) 30
27,1

b) 30

Ho (cm)

20

- — T — 10
556 656 90 1144 1244 55,6
Co (UML)

Ho (cm)
Hy (cm)

Cp (U/mL)

55,6 65,6 % 1144 1244 55,6 65,6 90 114,4 124,4=;g
Co (U/ML) Co (U/mL)

Figura 1.3: Curvas de contorno para o DCCR. a) e b) Eficiéncia de coluna e
processo para GE 2,0; c) e d) Eficiéncia de coluna e processo para GE 2,5; e) e f) Eficiéncia
de coluna e processo para GE 3,0.

Embora o GE 2,0 apresente mais eficiéncia na adsor¢cdo de inulinase em leito
expandido, o tempo necessario € no minimo 4 vezes maior que para 0s outros GE.

Considerando-se que a eficiéncia é somente 8% maior em GE 2,0, esta condi¢cdo ndo se
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mostra interessante do ponto de vista industrial. Entre os GE 2,5 e 3,0, o ultimo apresenta
melhores resultados, especialmente para eficiéncia de processo.

Industrialmente, eficiéncia de processo € mais importante que eficiéncia de coluna,
uma vez que para produtos de valor agregado elevado, como certas enzimas, nao é
interessante que se perca produto na alimentacéo, e admite-se uma perda de 10%, em geral
(Chang e Chase, 1996). Dessa forma, o GE 3,0 é o mais interessante em termos de
processo para adsorcao de inulinase, e apresenta eficiéncia de processo maior que 85%. No
caso de cromatografia, uma alta velocidade superficial leva a alimentacdo de produto a ser
purificado mais rapido, conduzindo a um processo mais produtivo. Com respeito a altura de
leito, considera-se que qualquer altura escolhida para maiores eficiéncias, de coluna e
processo deve ser entre 20 e 30 cm.

Foi feita também outra observacéo, através das Figuras 1.2 e 1.3, com respeito ao
aumento da eficiéncia de acordo com o aumento da concentracdo inicial de inulinase. Sendo
inulinase uma enzima produzida por microrganismos, existe um limite maximo de
concentracdo atingida, que foi encontrada como sendo 174 U/mL (Silva-Santisteban e
Maugeri, 2005). Dessa forma, trés novas simulagdes de adsorgdo foram feitas,
considerando as concentragdes de inulinase de 130, 150 e 170 U/mL, altura de leito de 27,1
cm e GE 3,0. Observou-se que as eficiéncias de coluna para cada simulagdo (130, 150 e
170 U/mL) foram praticamente iguais (78,85, 79,55 e 79,95% respectivamente) e também as
eficiéncias de processo (86,21, 86,64 e 87,20%, respectivamente) o que leva a concluséo de
gue este é um processo bastante robusto. Em bioprocessos, um processo robusto é muito
vantajoso, pois concentracdo de enzimas provenientes de fermentacéo sdo raramente iguais

entre uma fermentacéo e outra.

4. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou o uso e aplicabilidade da modelagem matematica para
predizer as curvas de ruptura da adsorcdo de inulinase em resina de troca ibnica Streamline
SP em coluna de leito expandido, usando extrato bruto proveniente da fermentagéo, usando
células. O modelo se ajustou bem aos dados experimentais tanto para o procedimento de
estimativa dos parametros e quanto para a validacao.

Também se ressalta que o uso da modelagem matemética associada com a
metodologia do planejamento experimental € uma ferramenta Util e promissora para

otimizac&@o de processos cromatograficos.
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Adsorcédo de C-ficocianina de Spirulina platensis em Resina de Troca l6nica
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RESUMO

C-ficocianina é um biocorante azul extraido da cianobactéria Spirulina platensis, que possui
diversas aplicacdes na industria alimenticia e farmacéutica. Neste trabalho foi estudado o
efeito do pH e da temperatura sobre a adsorcdo de C-ficocianina em dois diferentes
suportes. O efeito do pH foi estudado em pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5 utilizando as
resinas de troca ibnica Streamline DEAE e Streamline Q XL, através do coeficiente de
particdo. O estudo foi feito em reator de mistura contendo C-ficocianina clarificada, diluida
em tampdo no pH de estudo e resina pré-equilibrada. Amostras foram coletadas em
intervalos de tempo pré-determinados para célculo da concentracdo de C-ficocianina livre,
até que o equilibrio fosse atingido. C-ficocianina apresentou maiores valores de coeficiente
de particdo em pH 7,5 para a resina Q XL e pH 7,0 para a DEAE. O estudo da temperatura
(5, 15 e 25°C) sobre o coeficiente de particdo foi realizado da mesma forma que o estudo do
pH, em reator encamisado com extrato ajustado para pH 7,5, na mesma concentracdo inicial
de amostra e resina Q XL. A temperatura ndo exerceu influéncia nas faixas estudadas. A
isoterma de adsorgéo da C-ficocianina em resina Streamline Q XL feita em pH 7,5 e a 25°C
(ambiente) com amostras em diferentes concentragdes iniciais, foi bem representada pelo
modelo de Langmuir (R=0,98) e os valores Q,, e K4 estimados pela equacao linearizada da
isoterma, foram de 26,7 mg/mL e 0,067 mg/mL .

Palavras-chave: C-ficocianina; adsorcao; cinética; isoterma; Streamline Q XL; Streamline
DEAE.
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1. INTRODUCAO

As ficobiliproteinas s@o pigmentos captadores de energia luminosa, presentes em
cianobactérias, responsaveis por cerca de 50% da captacdo de luz desses microrganismos
(Santiago-Santos et al., 2004). Uma das ficobiliproteinas de particular interesse para a
indastria de alimentos e cosméticos € a C-ficocianina; sua aplicabilidade reside no fato de
que esta pode ser utilizada como um corante natural azul nestes setores (Minkova et al.,
2003).

Dentre as fontes existentes deste biocorante, a cianobactéria Spirulina platensis
recebe destaque, uma vez que a C-ficocianina pode constituir até 20% em peso seco deste
microrganismo (Vonshak, 1997). Somando-se a sua potencial utilizacdo nas industrias
alimenticia e de cosméticos, estudos demonstram que a C-ficocianina possui propriedade
antioxidante (Bhat & Madhyastha, 2001), anti-inflamatéria e antitumoral (Reddy et al., 2003),
além de agir como estimulante do sistema imunoldgico aumentando assim, a contagem de
leucocitos totais, cuja principal funcdo € manter a saude dos 6rgdos do corpo, proteger
contra o cancer e Ulceras (Madhyastha et al., 2006).

Os fins fitoterapicos apresentados por este produto exigem uma elevada pureza,
atingida através de diversas técnicas de purificacao, as quais apresentam um alto custo. Um
dos processos de purificagdo de proteinas baseia-se em técnicas cromatogréficas, tal como
a cromatografia de troca idnica. A cromatografia de troca ibnica faz uso de trocadores
ibnicos — resinas — 0s quais adsorvem as proteinas como resultado de interacfes idnicas
entre os grupos carregados na superficie da proteina e grupos carregados com carga
oposta no trocador i6nico (Skidmore e Chase, 1989). O pH altera a forca ibnica das
proteinas e a temperatura afeta a estrutura espacial; e portanto estes sao parametros
importantes no estudo da cinética de adsor¢gdo do composto de interesse.

Em estudo de adsor¢éo, € fundamental que se determine o modelo isotérmico ao
qgual a adsorgdo em questédo se ajusta. Isotermas de adsor¢cdo sdo curvas que descrevem a
adsorcdo de solutos por sélidos, a temperatura constante. Uma isoterma de adsorcéo
mostra a quantidade de um determinado soluto adsorvida por uma superficie adsorvente,
em funcdo da concentracdo de equilibrio do soluto. As isotermas mais comumente
encontradas para adsorgéo de bioprodutos s&o as de Freundlich, a de Langmuir e a linear. A
técnica usada para gerar os dados de adsorcdo é, a principio, bastante simples, pois uma
quantidade conhecida do soluto € adicionada ao sistema contendo uma quantidade
conhecida de adsorvente. Admite-se que a diferenca entre a quantidade adicionada e a
remanescente na solucdo encontra-se adsorvida na superficie adsorvente (Alleoni et al.,
1998).
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A selecdo das condi¢des de adsorcdo de C-ficocianina € importante para uma futura
purificacdo por cromatografia de troca ionica, uma vez que aumentada a adsorg¢édo do
composto no trocador idnico, os custos do processo se reduzem pela diminuicdo da perda
do produto de interesse e do volume de resina necessério.

Ha uma caréncia de estudos relacionados ao comportamento da C-ficocianina
durante a sua adsorcdo em resinas de troca ibnica ou em qualquer outro tipo de adsorvente.
Silveira et al. (2008) estudaram o efeito do pH e da temperatura sobre o coeficiente de
particdo e determinaram a isoterma de adsorcdo nas melhores condicbes avaliadas para
adsorcao de C-ficocianina em resina de troca idbnica Q-Sepharose FF (leito fixo). A adsorcao
em resinas de leito expandido foi estudada por Bermejo et al. (2006), onde a isoterma de
adsorcdo foi feita para extrato bruto de C-ficocianina e para C-ficocianina purificada para
obtencéo dos parametros Qn e Ky. Nesse estudo néo foi avaliado o comportamento cinético,
nem o pH e temperatura de melhor adsorcao.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do pH e da temperatura no
coeficiente de particdo, bem como determinar as condigcbes de adsorcdo no equilibrio

caracteristicos da C-ficocianina em resina de troca ibnica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivo da Spirulina platensis, extragdo e quantificacdo da C-ficocianina

A cianobactéria foi cultivada autotroficamente em meio Zarrouk diluido a 20%, em
fotobiorreatores abertos, sob condicdes ambientais ndo controladas (Costa et al. 2000) e
cedida pelo Laboratério de Engenharia Bioguimica da FURG. Ao término do cultivo, a
biomassa foi recuperada por filtracdo, seca, congelada e moida (Moraes et al., 2010, Kalil et
al., 2008).

A extracdo da C-ficocianina a partir da biomassa seca foi realizada conforme Moraes
et al. (2010), que utilizaram agua como solvente extrator na propor¢cdo de 0,16g de
biomassa pé mL de agua, durante 1h, a temperatura ambiente. A concentracdo de C-
ficocianina foi calculada utilizando a Equagéo 1, descrita por Bennett e Bogorad (1973):
(Aazo —-0,474 A652)

5,34

C-FC=

(1)

2.2 Adsorventes

Dois adsorventes proprios para purificacdo em leito expandido foram estudados
quanto a adsorcdo de C-ficocianina. Estes adsorventes s&o constituidos de matriz
macroporosa de agarose, com nucleo de quartzo. Um dos adsorventes, Streamline DEAE

(GE Helathcare), € um trocador anidnico fraco que possui como grupo funcional —O-
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CH,CH,—N+(C,Hs),H. O outro adsorvente, Streamline Q XL (GE Healthcare) é um trocador
anionico forte que possui como grupo funcional um amonio quaternario (Amersham
Biosciences, 2002). Ambos trocadores tém sua faixa de pH de trabalho entre 2 e 13 e
promovem graus de expanséao do leito de 2 a 3 vezes.

2.3 Efeito do pH no coeficiente de particao

Os ensaios foram realizados em reatores de mistura, sob agitagdo, a 25°C por 200
min. Nesse sistema adicionou-se 5 mL de extrato de C-ficocianina e 0,5mL de resina de
troca ibnica (Streamline Q XL ou Streamline DEAE) pré-equilibrada em tampéao fosfato de
sbdio 0,025M, no pH de estudo. O pH do extrato de C-ficocianina foi ajustado aos valores de
pH estudados (5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5), de acordo com as faixas onde C-ficocianina foi
considerada estavel (Silva et al., 2009). Foi feito um branco de cada ensaio, no qual C-
ficocianina no pH de estudo era adicionada ao sistema sem a resina de troca ibnica.
Amostras foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados (0, 2, 5, 7 10, 15, 20, 25,
30, 40, 60, 80, 100, 140, 180 e 200 min), calculando-se a concentracdo de C-ficocianina,
conforme a Equacgdo 1, com a subsequente construcdo da curva de cinética de adsorcao,
plotando-se C/C, versus tempo. A C-ficocianina utilizada em todos estes ensaios foi
proveniente do mesmo lote de biomassa e os experimentos foram feitos em duplicata.

Através da concentragdo inicial e da concentracgao final de C-ficocianina livre na fase
liquida (C*), pode-se calcular a concentragdo no equilibrio da C-ficocianina adsorvida na
fase solida (g*), definindo assim o coeficiente de particdo (f), o qual indica a fracdo de
proteina adsorvida no equilibrio. O coeficiente de partigdo foi calculado conforme Harsa e
Furusaki (1994) (Equacéo 2):

-9

=c* (2)

2.4 Efeito da temperatura no coeficiente de particéo

Os ensaios de cinética e calculo do coeficiente de particdo foram realizados em
reator de mistura, conforme descrito no item 2.3, utilizando a resina Streamline Q XL.
Nesses ensaios, fixou-se o pH em 7,5 variou-se a temperatura de estudo (5; 15 e 25° C). A
concentracdo de C-ficocianina e o coeficiente de particdo foram calculados conforme indica
a Equacdo 1 e 2, respectivamente, para as amostras coletadas ao longo do tempo de

experimento.
2.5 Isoterma de adsorcdao

Os experimentos para a determinacdo da isoterma de adsorcdo no equilibrio foram
realizados em reatores de mistura, contendo a resina pré-equilibrada e extrato de C-

ficocianina em diferentes concentracdes iniciais, a pH 7,5, a 25°C, sob agitacdo de 200 rpm
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durante 200 min. Apés esse periodo foram coletadas amostras para a determinacdo da
concentracdo de C-ficocianina.

Com os valores da concentragdo no equilibrio, tanto para a fase liquida como para a
fase sdlida, tracou-se um gréafico C* versus g* e verificou-se qual modelo melhor se ajustou
aos dados obtidos. O modelo de Langmuir representou bem os dados experimentais, e €
descrito pela Equagao 3:

4, C*

= 3
Ky +C* .

q*

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Efeito do pH no coeficiente de particdo

O coeficiente de particdo correlaciona a quantidade de um composto de interesse
gue migra de uma fase para outra. Neste caso, o coeficiente de particdo correlaciona a
gquantidade de C-ficocianina presente na fase sélida, ou seja, adsorvida na resina, com a
guantidade da mesma proteina livre na solug&o, no equilibrio.

A Figura 2.1 mostra o comportamento relativo a variagdo da concentracdo de C-
ficocianina na fase liquida, ao longo do tempo para os diferentes valores de pH. Observa-se
que em 60 minutos o equilibrio ja havia sido atingido em todos os valores de pH estudados
para a resina Streamline Q XL (Figura 2.1b), enquanto para a resina Streamline DEAE
(Figura 2.1a) o equilibrio foi atingido somente ap6s 140 minutos. Os ensaios feitos sem
adicdo de resina mostraram que nao houve desnaturacdo da C-ficocianina ao longo do
tempo em nenhum pH de trabalho. Estes experimentos além de apresentarem o
comportamento da adsorcédo ao longo do tempo, forneceram dados a respeito do tempo

necessario para atingir o equilibrio.



CAPITULO Ill — Artigo 2 65

1,0 o
a)
0,8
0,6-%
5 qogg
O | Q"0
R B - 50
%9 H o 55
o 4 i o
o ) o o ¢ 6,0
0,2 g s B t o0 o 6,5
Q g L | 9 70
o 7,5
OYO T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
b) 1.0 42 Tempo (min)
0,8
n
%
0,6 4™
b
Qo r3 .I.
(&) 04 d ]
4 %:‘. n
Oqﬁ. L n n | n m 50
o 4% e 55
2] © <o i * 60
RIS I I S T S %
o)
0 o o o o o © 470
o 75
0,0 -

T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tempo (min)

Figura 2.1 — (a) Efeito do pH na adsor¢éo de C-ficocianina em resina de troca idnica
Streamline DEAE. (b) Efeito do pH na adsor¢éo de C-ficocianina em resina de troca idnica
Streamline Q XL.

A Figura 2.2 apresenta o comportamento do coeficiente de particdo com a variagéo
de pH na adsorcdo de C-ficocianina em resina Streamline Q XL e Streamline DEAE. Os
valores minimos do coeficiente de particdo foram obtidos nos valores de pH mais baixos,
onde o pH 5 apresentou 0 menor coeficiente. E possivel que neste pH (5,0) a C-ficocianina
esteja com uma carga liquida negativa baixa, pois alguns estudos (Abalde et al., 1998,
Santiago-Santos et al, 2004) revelam que C-ficocianina extraida de cianobactérias possuem
ponto isoelétrico na faixa de pH de 4,0 a 5,2, de forma que esta se liga fracamente a resina
de troca anibnica. O comportamento encontrado para adsor¢cao em diferentes valores de pH
de C-ficocianina em resina de leito expandido Streamline Q XL foi muito semelhante ao
encontrado por Silveira et al. (2008) para adsorcao de C-ficocianina em resina de leito fixo Q
Sepharose Fast Flow, tanto para o tempo necessario para atingir o equilibrio, quanto para o
os valores obtidos para o coeficiente de particdo nos diferentes valores de pH.

A variagdo no coeficiente de particdo para a resina Streamline DEAE foi pequena,

comparada a Streamline Q XL, mostrando que o pH pouco influencia na adsorcdo nesta
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resina. O maior valor obtido para o coeficiente de particdo foi de 124,5 verificado em pH 7,5,
guando a resina Streamline Q XL foi utilizada. No estudo de Silveira et al. (2008), a
influéncia do pH sobre o coeficiente de particéo foi avaliada também nos valores de pH 8,0 e
9,0 e, embora no pH 8,0 o coeficiente de particdo fosse um pouco superior ao encontrado no
pH 7,5, os autores comentam que no pH 8,0 a C-ficocianina foi pouco estavel, e nédo é
interessante realizar estudos de adsor¢cao se ha perda da atividade biol6gica da proteina.
Além disso, Silva et al. (2009) reportam que a concentracdo de C-ficocianina reduz para
70% do valor inicial, em pH 8,0 e temperatura ambiente. Desta forma, o estudo da adsor¢ao

foi continuado tendo-se escolhido a resina Streamline Q XL e pH 7,5.
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Figura 2.2: Efeito do pH no coeficiente de particdo na adsorgéo de C-ficocianina em resina

de troca ibnica Streamline DEAE e Streamline Q XL.
3.2 Efeito da temperatura no coeficiente de particéo

Para o ensaio realizado a 5°C obteve-se um coeficiente de particdo de 47,7, para
15°C o coeficiente de particdo foi de 43,5, ja a 25°C o coeficiente de particao foi de 47,8. A
diferenca entre os valores obtidos no estudo do efeito do pH se deve ao fato de um novo
lote de biomassa ter sido utilizado na extracdo para o estudo do efeito da temperatura. O
estudo do efeito da temperatura sobre o coeficiente de particdo revelou que dentro da faixa
estudada, o coeficiente de particdo ndo sofre mudancas significativas. Assim, optou-se para
trabalhar nos experimentos seguintes com a temperatura de 25°C, uma vez que, a escolha
dessa temperatura reduz custos de refrigeracdo em processos de purificacdo utilizando
coluna em maior escala. Além disso, segundo Sarada et al. (1999) e Silva et al. (2009), a C-

ficocianina é estavel a esta temperatura.
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3.3 Isoterma de adsorcao

A isoterma de adsorcdo de Langmuir € um modelo que descreve a concentracdo do
adsorbato na superficie do adsorvente em funcdo da concentracdo do adsorbato na fase
liquida, no equilibrio. Os dados obtidos experimentalmente com os pontos de equilibrio em
diferentes concentragdes se comportam de acordo com o modelo de Langmuir (R=0,98). A
Figura 2.3 (a) apresenta o ajuste do modelo de Langmuir para a isoterma de adsorc¢ao de C-
ficocianina na resina Streamline Q XL.

A equacéao 1/g*= 0,0375 + 0,0025 1/c* foi obtida a partir da linearizacao da isoterma,
da qual se obteve os valores de g, e Ky sendo estes 26,67 mg/mL e 0,067 mg/mL ,
respectivamente. A afinidade da adsorcéo é refletida na inclinacdo inicial da isoterma de
adsorcao, ou seja, o valor Ky, e quanto menor este valor, maior € a afinidade da adsorcéo.
Silveira et al (2008) obtiveram valores de g, e Ky para a adsor¢cdo de C-ficocianina em
resina de troca ibnica Q Sepharose Fast Flow de 22,67 mg/mL e 0,031 mg/mL,
respectivamente. Bermejo et. al. (2006) obtiveram valor de g, igual a 0,8 mg/mL para a
adsor¢do maxima da resina Streamline DEAE. Assim sendo, a resina Streamline Q XL
apresentou uma adsorcdo maxima 33 vezes superior a mencionada, o que reflete a

importancia do estudo das condi¢cfes de melhor adsor¢do, como pH e temperatura.
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Figura 2.3: Ajuste do modelo de Langmuir para a isoterma de adsorcédo de C-ficocianina
em resina de troca ibnica Streamline Q XL.

O modelo de Langmuir considera a adsorcdo de apenas uma molécula por sitio de
adsor¢cdo (monocamada) e admite também que ndo ha interacdo entre as moléculas
adsorvidas. Na troca ibnica mais de uma proteina, em geral, é adsorvida no mesmo sitio, ha
competicdo entre as proteinas para a adsorcdo, a massa molar interfere na adsorgéo e,

ainda, ha interagbes entre proteinas (Pessoa e Kilikian, 2005). No entanto, o modelo de
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Langmuir geralmente representa bem as isotermas de adsor¢do feitas em varios tipos de
resinas de troca idnica, para diversas proteinas de interesse, como € o caso da adsorcao de
acido clavulanico em Amberlite IRA (Barboza et al., 2002), ou amiloglicosidade em resina
DEAE celulose (Manera et al., 2008).

4. CONCLUSOES

O estudo das condicbes de adsorcao revelou que a resina Streamline Q XL adsorve
mais C-ficocianina que a resina Streamline DEAE na maioria dos valores de pH estudados.
A adsorcao mais pronunciada aconteceu em pH 7,5 (coeficiente de particdo de 124,5), e a
temperatura nao influenciou na adsorcao na faixa estudada quando a resina Streamline Q
XL foi utilizada. A isoterma de adsor¢cdo da C-ficocianina em pH 7,5 e 25°C mostrou um
comportamento de acordo com o modelo de Langmuir, e os valores g, e Ky estimados a
partir da equacdo linearizada da isoterma, foram de 26,67 mg/mL e 0,067 mg/mL ,

respectivamente.
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RESUMO

A modelagem matematica do processo de adsor¢cdo de extrato ndo clarificado de C-
ficocianina em resina de troca i6nica em coluna de leito expandido foi desenvolvida. Para
elaboracdo deste trabalho, primeiramente foi avaliado o perfil hidrodindmico do leito
expandido, utilizando tampé&o fosfato pH 7,5 e extrato bruto ndo clarificado de C-ficocianina.
Depois de conhecido o comportamento hidrodindmico, foram feitas curvas de ruptura, em
trés diferentes graus de expansdo (2,0; 2,5 e 3,0) com extrato bruto de C-ficocianina
contendo células. Para a elaboracdo do modelo foram adotadas as seguintes hipoteses: a
concentracdo de C-ficocianina no poro do adsorvente esta em equilibrio com a concentracéo
adsorvida na superficie e esta adsorgéo € representada pelo modelo de Langmuir; o pefrfil
hidrodindmico da fase liquida pode ser descrito pelo modelo da dispersdo axial, a
distribuicdo do tamanho de particula foi considerada a mesmo ao longo da altura do leito, as
propriedades reoldgicas do extrato bruto foram consideradas as mesmas em todos 0s
experimentos, independente da concentragdo do extrato. Os parametros cinéticos e de
transferéncia de massa foram estimados através de um algoritmo heuristico, o PSO “Particle
Swarm Optimization”. Como resultados, verificou-se, pelo perfil hidrodindmico, uma
expansao do leito maior quando se aplicou extrato ndo clarificado. Assim, para uma mesma
velocidade linear aplicada, a altura atingida pela resina, ao trabalhar-se com caldo bruto,
serd maior que quando aplicada uma solucdo tampédo. Apds a obtencdo das curvas de
ruptura e do modelo matematico, as simulacfes feitas para diferentes alturas de leito
mostraram que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais. Através da avaliagéo
dos resultados em termos de capacidade de adsorcao e eficiéncia, a condicdo de adsorgéo
de extrato bruto ndo clarificado de C-ficocianina que se mostra mais vantajosa para uma
maior produtividade, é quando se alimenta o extrato até atingir 10% de saturacéo da resina,
em grau de expanséo 2,0, com uma altura inicial de leito de 30 cm.

Palavras-chave: C-ficocianina, adsorcdo, leito expandido, modelagem matematica e

simulacao.
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1. INTRODUCAO

Principal componente da familia das ficobiliproteinas, C-ficocianina (Patil e
Raghavarao, 2007) é um pigmento acessorio fotossintético azul que pode ser utilizado como
corante em alimentos e em cosméticos, mas também apresenta muitas propriedades que
tornam seu uso adequado na industria médica e farmacéutica (Soni et al., 2006). C-
ficocianina (C-FC) é encontrada geralmente no interior das células de cianobactérias como
as do género Spirulina (Arthrospira). Quando purificada, C-ficocianina apresenta acao
antioxidante frente aos radicais hidroxilicos (Estrada et al., 2001) e radicais peréxidos
(Romay et al., 2001). Tem sido também avaliada sua capacidade como agente antitumoral e
antiinflamatorio (Reddy et al., 2003). Estudos tém mostrado que a C-ficocianina age como
um estimulante do sistema imunologico, aumentando a contagem de leucdcitos, cuja funcao
principal € manter a satude dos 6rgaos do corpo, proteger contra o cancer e Ulceras (Eriksen,
2008).

A purificag@o de qualquer produto biotecnoldgico tradicionalmente envolve as etapas
de precipitacdo, centrifugagdo, ultrafiltragcdo, sistema aquoso bifasico, ou a combinacdo
destes (Ling et al.,2004), seguidos de uma ou mais etapas cromatograficas, como
principalmente cromatografia de troca idnica, de afinidade, de interagdo hidrofébica ou de
adsorcdo. Industrialmente, a eliminacdo de etapas no processo de purificacdo pode vir a
viabiliza-lo ndo so6 tecnicamente, mas economicamente. Um processo que vem recebendo
atencdo é a adsorcdo de proteinas na presenca de biomassa através do uso de leito
fluidizado, particularmente o uso de leito expandido (Kaczmarski e Bellot, 2005). O aumento
na porosidade do leito permite que pequenas particulas na fase movel passem através do
leito expandido sem necessitar sua prévia remoc¢do (Xia et al., 2007). A adsorcao em leito
expandido (ALE) conceitualmente apresenta uma série de vantagens sobre operacdes em
leito empacotado para operagdo em larga escala, particularmente por isolar e purificar
bioprodutos de grandes volumes de extratos brutos contendo material particulado (Pai et al.,
1999).

Embora esta técnica se mostre interessante para purificagdo, ha atualmente poucos
estudos que relatam a purificagdo de C-ficocianina usando cromatografia de leito expandido
e incluem os trabalhos de Bermejo et al. (2006) e Niu et al. (2007), que purificaram C-
ficocianina através de cromatografia em leito expandido, utilizando cromatografia de troca
ibnica e cromatografia de interacao hidrofébica, respectivamente.

O conhecimento do comportamento do leito em funcdo das propriedades fisicas das
particulas e do fluido é de fundamental importancia para as operacdes usando ALE. Essa
caracterizacdo baseia-se em especial na medida da expansdo do leito em funcdo da
velocidade linear do fluido e, ainda, em funcdo dos fatores de distribuicdo de tamanho de

particulas, viscosidade do fluido e presenca de célula. A viscosidade do caldo proveniente
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da fermentagcdo é maior que a da &gua e varia fortemente com a composicdo e
concentracao de biomassa (Nayak, 2001).

Em um estudo cinético dos processos adsortivos em cromatografia determina-se com
freqUiéncia a chamada curva de ruptura, que, ao contrario da determinacdo dos modelos em
reator de mistura, avalia o processo adsortivo em uma condi¢do dindmica semelhante a
condicdo real de operacdo do processo. A curva de ruptura fornece os valores da
concentracao de ruptura e da concentracdo de exaustdo, que sao sugeridos como sendo 10
e 90% da concentracdo de entrada, respectivamente. A determinacdo do ponto de ruptura e
do formato da curva afeta a eficiéncia de adsor¢ao (Jungbauer, 2005).

Estas curvas de ruptura podem ser matematicamente modeladas, através de
equacdes que descrevem o comportamento hidrodindmico e perfil de adsorgdo no leito
expandido. Com o modelo matematico que descreva a curva de ruptura, € possivel fazer
simulacdes do processo em condigbes determinadas, sem necessidade de realizar
experimentos, portanto, sem gastos de operacao.

Até o momento, nenhuma publicagdo relatando a modelagem matematica da
adsorcao de C-ficocianina em resinas de troca idnica, em coluna de leito expandido, foi
encontrada. Assim sendo, este trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento
hidrodinamico do extrato de C-ficocianina na presenca de células, bem como fazer a
modelagem e simulagéo do processo de adsor¢cdo da mesma.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Biomassa e C-ficocianina

A biomassa utilizada foi a cianobactéria Spirulina platensis LEB 52, cedida pelo
Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG. A biomassa seca, congelada e moida foi
adicionada ao solvente extrator conforme Moraes et al.(2010), na concentracdo de 160g/L.

ApOs a extracgdo, o caldo bruto contendo células foi diluido e ajustado o pH em 7,5.
2.2 Adsorvente e coluna

Dois adsorventes proprios para purificagcdo em leito expandido foram estudados
quanto a adsorcdo de C-ficocianina. Estes adsorventes s&o constituidos de matriz
macroporosa de agarose, com nucleo de quartzo. Um dos adsorventes, Streamline DEAE
(GE Helathcare), é um trocador anibnico fraco que possui como grupo funcional —O-
CH,CH,—N+(C,Hs)2H. O outro adsorvente, Streamline Q XL (GE Healthcare) € um trocador
anionico forte que possui como grupo funcional um aménio quaternario (Amersham
Biosciences, 2002). Ambos trocadores tém sua faixa de pH de trabalho entre 2 e 13 e

promovem graus de expansao do leito de 2 a 3 vezes.
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2.3 Medida do grau de expanséo

As caracteristicas de expanséo do leito foram medidas usando a coluna Streamline
25 com um preenchimento de resina para fornecer um leito de 10 cm de altura. O liquido em
estudo foi alimentado na coluna com uma vazdo crescente até que a superficie do leito
passasse a ficar difusa e instavel. A alimentacdo foi realizada a vazGes sucessivamente
menores até zero. Um intervalo de 20 minutos foi feito entre as alteracdes de vazéo para
permitir a estabilizacdo. Apds a estabilizacao, foi feita a leitura da altura do leito, que é
expressa como uma funcéo da velocidade linear. Ao plotar a velocidade superficial versus a
expansao do leito, em formato log-log, a regressao linear permite determinar o coeficiente
de Richardson-Zaki e a velocidade terminal (Richardson e Zaki, 1954).

Os ensaios foram feitos com diferentes soluc¢des de fluidizagdo, uma sendo o extrato

bruto néo clarificado de C-ficocianina e a outra tampao fosfato de sédio 0,025M pH 7,5.
2.4 Obtencéo da curva de ruptura em coluna de leito expandido

A coluna contendo 10 cm de leito de resina foi equilibrada com tampéao fosfato de
s6dio 0,025M pH 7,5 de modo a obter o grau de expanséo 2,0, 2,5 ou 3,0, por cerca de 20 a
30 minutos, até obtencdo de um leito estavel. A seguir, a solu¢cdo de C-ficocianina néao
clarificada, com concentragdo de aproximadamente 1,5 mg/mL, pH 7,5, proveniente da
extracdo direta, foi alimentada na velocidade estabelecida pelo comportamento
hidrodinamico para obtencédo de cada GE. As fragbes na saida da coluna foram coletadas
com auxilio de um coletor de fragcdes e entdo centrifugadas para separacdo das células, e
medida a concentracdo de C-ficocianina (Eq. 1) em cada aliquota. Foi plotado o gréafico C/Cq
versus volume de alimentacdo, de modo a se obter o valor de g (Eq. 2) e os dados foram
usados para modelagem matematica do processo de adsor¢do. A comparacao das curvas
de ruptura foi feita e os resultados expressos pelo valor de q a 10% e 80% da curva de
ruptura e pelo célculo da eficiéncia global de coluna (Eq.3 ) e de processo (Eq.4).

(Aezo —-0474 A652)
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Eficiénciaglobal deprocesso = Vo x100
Vi (4)

3. MODELO MATEMATICO
O desenvolvimento de um modelo matematico para descrever o processo de
adsorcao de C-ficocianina em leito foi baseado nas seguintes hipéteses:
i. A concentracado de C-ficocianina no poro do adsorvente esta em equilibrio com a
concentracdo adsorvida na superficie interna da parede do poro;

i. O comportamento hidrodindmico da fase liquida pode ser descrito pelo modelo da
dispersao axial;

iii. A distribuicAo do tamanho de particula foi considerada a mesma ao longo do leito,
bem como a porosidade;

iv.  As propriedades reoldgicas do extrato bruto de C-ficocianina contendo células foram
consideradas as mesmas em todos 0s experimentos, independente da concentragdo
do extrato;

v. A adsorcdo de células na particula de resina foi considerada negligenciavel. O
balanco de massa na coluna, para a concentragdo de C-ficocianina pode ser

expresso pela Equacéo 5.

2

As condigdes iniciais e de contorno séo:

t=0->C(z,0)=0 (6)

z=0-> C=C, (7)

z=H-> o« 0 (8)
0z

O balanco diferencial para a fase sélida é representado pelo modelo matematico

cinético, conforme a Equacéo 9:

o
§q=[k1~C-(qm—Q)—kz-Q] 9)

Onde k; e k, sdo constantes cinéticas, C é a concentracdo de C-ficocianina em
solucdo, q € a concentracdo de C-ficocianina adsorvida na resina e (., € a capacidade
méxima de adsorcao da resina. A condicdo inicial foi:

t=0-> Q(z,0)=0 (10)

No equilibrio, a isoterma de adsorcdo pode ser representada pelo modelo de

Langmuir (Eg. 11), conforme anteriormente observado em estudos prévios (Artigo 2).
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A equacdao diferencial parcial apresentada na Equacéo 5 foi numericamente resolvida
utilizado-se o método de discretizacdo de Crank-Nicholson, que gera um sistema de
equacles lineares, que foi numericamente resolvido pelas rotinas do DLSLRG FORTRAN
IMSL. O balanco diferencial de massa para a fase sdélida (Eqg. 9) foi integrado ao longo do
tempo utilizando-se as rotinas da LIMEX para cada posicdo na coluna (Deuflhard et al.,
1987). Os parametros do modelo, gm, k1, ks, D), ki € € foram estimados utilizando um método
heuristico, o PSO (Particle Swarm Optimization).

A versdo do PSO usada nesse estudo foi baseada no trabalho de Schwaab et al.
(2008), que apresenta uma descri¢cao detalhada do algoritmo. O intervalos de busca para os
parametros do modelo foram definidos de acordo com o dados obtidos em estudos prévios

(Artigo  2), como segue: (, €[5 70, k,ek,e[10° 10"], D, €[107, 10*],
k. €[10°,1],e £ €[050, 0,9].
A estimativa dos parametros consiste em minimizar a soma dos minimos quadrados

(SMQ), como descrito pela Equacdo 12, onde y € o vetor das curvas de ruptura

experimentais e y*®*° é o vetor calculado pelo modelo.

= calc )
SMQ = > [y, —y&™) (12)
i=1
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expansao do leito

A correlagdo empirica de Richardson-Zaki, U=U:£", onde U é a velocidade
superficial, € é a porosidade, n é o indice de expansao do leito e U é a velocidade terminal,
foi usado para descrever as caracteristicas de expanséao do leito.

As caracteristicas de expanséo do leito para Streamline Q XL com extrato bruto de
C-ficocianina contendo células e com tampéo fosfato de sédio 0,025M pH 7,5 como meios

de fluidizacdo estdo apresentadas na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Altura de expanséao do leito em funcdo da velocidade superficial.
Verificou-se uma expansao do leito maior quando se aplicou extrato ndo clarificado.
Assim, para uma mesma velocidade linear aplicada, a altura atingida pela resina, ao
trabalhar-se com caldo bruto, serd maior que quando aplicada uma solugéo tampao.
A Figura 3.2 apresenta o grafico do Ln da velocidade linear pelo Ln da porosidade.
Para tal, foi considerada a porosidade do leito fixo como sendo 0,4 (Chang e Chase, 1996).
Através do coeficiente angular, se obtém o valor do expoente de Richardson-Zaki e, a partir

do coeficiente linear, se obtém a velocidade terminal (Uy).

y = 5,37 + 7,50
R2=0,99

y = 5,67 + 6,98
R2=0,99

Ln velocidade

= Tampao
O Extrato

T T T T T T T T 1
-0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1

Ln Porosidade

Figura 3.2: Logaritmo natural da velocidade versus logaritmo natural da porosidade para
tampéao 0,025M pH 7,5 e extrato de C-ficocianina néo clarificado.
Os valores experimentais para a velocidade terminal foram 1806 cm/h e 1074 cm/h e
0 parametro n de Richardson —Zaki foi 5,37 e 5,67 para a solugdo tampédo e extrato nao
clarificado, respectivamente. O alto coeficiente de correlacdo das equacles sugere que a

equacao de Richardson-Zaki € um bom modelo para predizer o comportamento
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hidrodindmico das particulas do adsorvente em sistemas de leito expandido, até mesmo
quando o fluidizador contém grandes quantidades de material biolégico suspenso (Biazus et
al., 2006). Valores de n entre 5,3 e 5,8 foram reportados por Chang e Chase (1996) e Kalil et
al., (2005).

Chang e Chase (1996) observaram que a velocidade terminal diminui e n aumenta
conforme a densidade e viscosidade da solucdo de trabalho. Este fato também foi
observado no presente trabalho. Em geral, solucbes protéicas contendo células sdo mais

densas e viscosas que solu¢des salinas como tampdes.
4.2 Comparacéo das curvas de ruptura com célula e sem célula

Foram feitas duas curvas de ruptura, uma com extrato bruto de C-ficocianina
clarificado e outra com extrato contendo células, a fim de verificar a influéncia do material
celular na performance de adsorgéo. As curvas de ruptura foram feitas no grau de expanséo

3,0 e estdo apresentadas na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Adsorcao de C-ficocianina em leito expandido em resina Streamline Q XL: curvas
de ruptura construidas com extrato clarificado e nédo clarificado.

As curvas de ruptura para os extratos clarificado e ndo clarificado apresentaram
comportamento muito semelhante, indicando que a performance de adsorgcdo foi
praticamente a mesma em ambos 0s casos, 0 que significa que as células em suspensédo
provavelmente ndo ocupam os sitios de adsor¢do da resina, e portanto, ndo h& necessidade

de um termo adicional de adsor¢éo de células ao modelo matematico.
4.2 Estimativa de parametros e simulagdo do modelo

Em modelagem do processo de adsorgdo é usual estimar os pardmetros cinéticos
(am, ki, e ky) através de regressdo nédo linear e correlagdes empiricas para calcular os

parametros de transporte (D), ki, e €) para simular o processo em leito fixo ou expandido. Na
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maioria dos casos, o0 modelo tem uma boa performance, ajustando-se bem aos dados
experimentais. Entretanto, em algumas simulacdes feitas com extrato bruto, este processo
tem mostrado muitos desvios entre o0 modelo e os dados experimentais (Moraes et al.,
2009).

A estimativa dos parametros do presente trabalho foi feita usando o algoritmo PSO,
gue em geral apresenta bons resultados, apresentando um conjunto de parametros como o
6timo do processo. Para tal utilizou-se 3 curvas de ruptura experimentais, em diferentes
graus de expansao. As curvas de ruptura foram feitas com extrato bruto de C-ficocianina
contendo células, nas velocidades superficiais de 95, 160 e 230 cm/h, equivalentes a
aproximadamente 10, 15 e 20 mL/min, para os graus de expansdo 2,0, 2,5 e 3,0,
respectivamente. Idealmente, um grupo de parametros 6timo deve existir, mas a reducao de
dados realista ndo pode produzir um Unico conjunto de parametros, mesmo usando um
método de estimativa de parametros com caracteristicas globais, como o PSO. Os valores
dos parametros encontrados pelo modelo estdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Parametros estimados pelo algoritmo PSO para os trés graus de expanséo.

Grau de Expanséo (GE)

Parametros
2,0 2,5 3,0
ki (mL/mg.s) 1,65x10° 3,46x10* 3,71x10*
ko (1/s) 7,99 x10° 2,24x10° 2,63x10*
qm (Mg/mL) 67,27 57,09 55,32
D, (m?/s) 419x10° 529x10° 7,44x10°
£ 0,51 0,67 0,66
ki (m/s) 0,292 0,438 0,855

Na literatura ndo existem valores reportados para os parametros estimados. No
entanto, o valor de g, € maior que o observado no reator de mistura, para adsorcao de
extrato clarificado C-ficocianina na mesma resina (Artigo 2). Embora exista pouca
bibliografia que apresente os valores de g, em reator de mistura e em leito expandido,
Moraes et al. (2009) j4 haviam observado este comportamento, e ele acontece porque no
leito expandido o comportamento é semelhante a reatores de mistura em série ou reator
tubular.

A Figura 3.4 apresenta os resultados relativos ao processo de simulagcdo da
adsor¢cdo de C-ficocianina, de acordo com o modelo proposto, com o0s parametros
estimados apresentados na Tabela 3.1 e a média dos resultados experimentais das curvas
de ruptura, feitas em duplicata, ara cada grau de expanséo. As curvas de ruptura simuladas

apresentaram bom ajuste aos dados experimentais até o nivel de 80% das curvas de
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rupturas. Observa-se, entretanto, que o equilibrio ndo foi alcangado, em nenhum grau de
expansao estudado, pois a concentracdo de saida ndo atinge o valor da de entrada, mas
fica em aproximadamente em 80% deste valor. Comportamento semelhante a este foi
observado por Tong et al. (2003) com relagcdo a adsorcdo de albumina bovina (BSA) em
resina de troca ibnica Streamline DEAE em leito expandido. Tais autores comentam que é
possivel que as moléculas de BSA formem dimeros na coluna, o que resultaria numa
adsorcao adicional, que ndo é estimada pelo modelo de Langmuir. Além disso, sugerem
gque a porosidade e a disperséo axial ndo séo iguais ao longo da coluna, o que pode levar a
pequenos erros ao ajuste do modelo matematico. Yun et al. (2005) também estudando a
adsorcdo de BSA em Streamline DEAE em leito expandido, observando os mesmos
desvios no modelo apds 80% da curva de ruptura, atribuiram a falta de ajuste a distribuicdo
do tamanho de particula e da porosidade, consideradas constantes ao longo de todo o leito
no modelo.

No caso da adsorcao de extrato ndo clarificado de C-ficocianina, outro fato deve ser
salientado: a grande quantidade de material em suspensdo. Anspach et al. (1999)
comentam que as células e pedacos de células podem formar agregados, em funcédo da
carga presente nelas, o que causa problemas ao comportamento hidrodindmico do leito.
Além disso, é possivel que estes agregados acabem por bloguear a entrada da coluna,
causando turbuléncia na parte inferior do leito, mudangas no perfil de adsorcdo e até
colapso do leito. Em testes preliminares, onde concentracfes maiores de biomassa foram
alimentadas a coluna, o colapso do leito foi observado apds poucos minutos de

alimentacéo.
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Figura 3.4: Curvas de ruptura para adsorgdo de C-ficocianina em leito expandido na
concentracao de 1,5 mg/mL , Hy=10 cm, nos graus de expanséao de 2,0 (o), 2,5 (o) e 3,0 (m)

e curvas simuladas pelo modelo (—).
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Para avaliar os resultados, o célculo de q (capacidade de adsor¢do) e da eficiéncia
global de coluna e de processo para cada curva de ruptura e simulacdo foram feitos, e os
resultados estdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Capacidades de adsorc¢éo (q) e eficiéncias experimentais e preditas para

adsorcéo de C-ficocianina em coluna de leito expandido.

10% de saturacao 80% de saturacéo
(processo) (coluna)
Experimental Predito Experimental Predito

g (mg/mL) 4.6 5,2 15,7 14,0

GE 2,0 A
Eficiéncia global(%) 96,4 96,7 50,1 60,3
g (mg/mL) 1,2 1,0 6,0 5,4

GE 2,5 .
Eficiéncia global(%) 99,1 97,0 455 48,6
mg/mL 3,1 1,9 20,1 12,7

GE30| IQ(.g )

Eficiéncia global(%o) 98,0 96,7 40,6 45,6

A Tabela 3.2 confirma o bom ajuste do modelo aos dados experimentais, uma vez
que os valores obtidos nos experimentos e os preditos pelo modelo estdo de acordo. E
possivel observar também que no grau de expansao 2,0 o valor de que é maior, tanto para
10% quanto para 80%, que nos demais graus de expansao, o que leva a conclusao de que
nessa velocidade a adsorgcdo de C-ficocianina & maior, possivelmente devido ao tempo de
contato da proteina com a resina. Nos graus de expansao 2,5 e 3,0 o fluido percorre a
coluna em pouco tempo, ndo sendo assim possivel uma adsor¢éo mais eficiente.

Em um processo de adsor¢cdo em leito expandido as variaveis que podem ser
alteradas sdo a altura inicial de leito de resina, a velocidade (ligada diretamente ao grau de
expansao) e a concentragdo de amostra, além do pH e temperatura de adsor¢cdo.Uma vez
que as duas ultimas ja foram otimizadas em estudos prévios (Artigo 2) e que a concentragcéo
da amostra ndo pode ser aumentada por causa da concentragdo de material em suspensao,
foi feito um estudo da altura inicial de leito. Trés simulagfes, feitas para grau de expansédo
2,0, com as alturas iniciais de leito de 15, 20 e 30 cm foram realizadas, de acordo com o
modelo matematico proposto. Os resultados de q e eficiéncia estao apresentados na Tabela
3.3.
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Tabela 3.3: Capacidades de adsorcéo (q) e eficiéncias nas simulacdes feitas para

GE 2,0 e diferentes alturas inicial de leito.

10% de saturacao 80% de saturacdo

(processo) (coluna)
g (mg/mL) 7,7 18,9

Ho=1 A
0=15cm Eficiéncia(%) 97,3 62,6
g (mg/mL) 9,8 21,9

Ho=20 cm .
Eficiéncia(%) 97,6 64,5
mg/mL 13,1 25,7

Hy =30 cm q( g. )

Eficiéncia(%) 97,8 67,6

Com base na Tabela 3.3 observa-se que duplicando a altura inicial do leito (de 15 cm
para 30 cm) o valor de g ndo dobra, aumenta 1,7 vezes e, comparando todos os valores, a
progressao € do aumento de aproximadamente 10 mg de C-ficocianina a cada 5 cm a mais
na altura de leito. Os processos apresentaram praticamente a mesma eficiéncia, para todas
as alturas de leito avaliadas. No entanto, a vantagem de trabalhar-se com maiores volumes
de resina reside no fato do aumento da produtividade, pois com maior volume de resina é
possivel trabalhar com maiores volumes de extrato bruto. O processo de adsorcdo é,

portanto, robusto e permite trabalhar numa faixa ampla de altura de leito.

5. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou o uso e aplicabilidade da modelagem matematica para
predizer as curvas de ruptura da adsor¢cdo de C-ficocianina em resina de troca ibnica
Streamline Q XL em coluna de leito expandido, usando extrato bruto contendo células. O
modelo se ajustou bem aos dados experimentais para o procedimento de estimativa de
parametros e simulagao.

A condicdo de adsorcdo de extrato bruto ndo clarificado de C-ficocianina que se
mostra mais vantajosa para uma maior produtividade, é quando se alimenta o extrato até
atingir 10% de saturagéo da resina, em grau de expansao 2,0, com uma altura inicial de leito
de 30 cm.
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RESUMO

C-ficocianina € um corante natural azul que pode ser extraido de cianobactérias como
Spirulina platensis. A purificacdo de extrato bruto C-ficocianina contendo células foi avaliada
neste artigo, através de cromatografia de troca ibnica em leito expandido. A etapa de eluicdo
foi estudada, objetivando-se sua otimizagéo através de um delineamento composto central
rotacional (DCCR), sendo as variaveis independentes pH e volume de eluicdo tendo como
respostas a concentragdo, o rendimento e a recuperagdo. A avaliagdo das curvas de
contorno indicam que a faixa de trabalho que satisfaz todas as respostas € em pH ao redor
de 6,5 e volumes proximos a 150 mL. Tais condicbes permitiram a obtencdo de C-
ficocianina com pureza 1,62 (As20/A2g0), concentracdo 2,35 mg/mL, com um rendimento e
recuperacao de 40 mg/g e 67%, respectivamente. Observou-se pelos cromatogramas que a
C-ficocianina nao foi eluida em baixas concentracdes de NaCl, portanto fez-se um novo
experimento, nas melhores condi¢cbes estabelecidas pelo DCCR, contendo uma etapa de
pré-eluicdo com 0,1M de NaCl. Esta alteracdo permitiu aumentar a pureza para 2,9 (1,8
vezes a anteriormente alcancada), concentracdo 3 mg/mL, sem mudanca significativa no

rendimento e recuperacao.

Palavras-chave: Leito expandido, Troca ibnica, Purificacdo, Ficocianina, Otimizacéo,

Eluicéo
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1. INTRODUCAO

Corantes empregam um papel especial nos alimentos que irdo ser consumidos.
Normalmente criam uma expectativa fisiologica e psicoldégica e as atitudes sao
desenvolvidas pela experiéncia e tradicdo que o consumidor possui de determinado produto.
Sendo as criancas os principais consumidores de alimentos e guloseimas artificialmente
coloridos, o crescimento da consciéncia da importancia de corantes naturais, especialmente
de alimentos e cosméticos, tem ocupado uma grande demanda de fontes naturais e
biolégicas de corantes (Sarada et al.,1999). Cianobactérias e algas possuem uma ampla
variedade de componentes coloridos como carotendides, clorofila e ficobiliproteinas (Sarada
et al., 1999). Espécies do género Spirulina sdo fontes ndo dispendiosas de ficobiliproteinas
(Minkova et al., 2003), além de possuir certificado GRAS (Generally Recognized as Safe),
permitindo seu uso em alimentos.

Ficocianina é um pigmento de coloracdo azul, da familia das ficobiliproteinas, que
pode ser isolado como complexo proteina-pigmento, ja que é uma proteina sollvel em agua
e possui fluorescéncia (Abalde et al., 1998). Quando purificadas, ficobiliproteinas podem ser
usadas como corantes em alimentos e mais amplamente para técnicas de fluorescéncia
como citometria, imunoensaios fluorescentes e microscopia (Viskari & Colyer, 2003). Seu
uso tem sido citado também por suas propriedades terapéuticas pela atividade imunoldgica
e atividade anticarcinogénica (Roman et al.,, 2002) e também possui propriedade
antioxidante, anti-artrite e anti-inflamatéria (Pardhasaradhi et al., 2003).

A razdo de pureza é dada pela relagdo entre a absorcdo maxima visivel e a absorcéo
a 280, quando esta € superior a 4,0, ficocianina apresenta grau analitico, no entanto,
guando este valor é superior a 0,7, este pigmento pode ser utilizado como um biocorante na
industria de alimentos e cosméticos (Abalde et al., 1998; Patil et al., 2006).

A bioseparacao de proteinas, que se refere a recuperacao e purificagdo de produtos
protéicos, oriundos de varias correntes bioldgicas de obtencdo, € uma importante operacao
unitaria na indastria de alimentos, farmacéutica e biotecnolégica. Anspach et al. (1999)
consideram que a cromatografia de troca idnica é a tecnologia mais largamente utilizada no
preparo de proteinas seja em escala de laboratorio ou de produgéo. A recuperacdo da
atividade biologica é usualmente excelente. As razdes para o0 sucesso da troca idnica sao a
sua ampla aplicabilidade, seu alto poder de resolucéo, sua alta capacidade e a simplicidade
e controlabilidade deste método. A troca ibnica pode ser utilizada em um leito fixo
(geralmente para pequena escala) e em leito expandido.

A adsorcdo em leito expandido envolve etapas de clarificacdo, concentracdo e
purificagdo em uma Unica operacdo. O uso de adsorventes com densidade controlada

permite obter um leito estavel, com cada particula mantendo uma posicéo discreta no leito
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com um pequeno movimento circular. Deste modo, este processo, comparado ao leito
fluidizado, apresenta uma maior capacidade de adsorcdo, com o leito expandido se
comportando como um reator tubular durante a aplicacdo da alimentagédo (Hu et al., 2001,
Snow, 1994).

A purificacdo de C-ficocianina utilizando colunas de leito expandido ja foi
anteriormente reportada por Niu et al. (2007) e Bermejo et al. (2006). Embora esses autores
tenham utilizado técnicas cromatograficas diferentes, sendo o primeiro cromatografia de
interacdo hidrofébica e o segundo cromatografia de troca ibnica, em nenhum artigo foi
estudado a purificacdo de um extrato bruto ndo clarificado. Além disso, estes, bem como a
maior parte dos artigos relacionados a purificacdo em leito expandido, enfocam mais
particularmente o perfil hidrodindmico do leito ou particularidades da resina utilizada (Biazus
et al., 2006, Lin et al., 2004, Bruce e Chase, 2001), e ndo na otimizagdo da adsorgdo ou
eluicéo.

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi purificar C-ficocianina de
Spirulina platensis através do uso de cromatografia de troca idnica em leito expandido, e
estudar a etapa de eluicdo visando maximizar o rendimento e a recuperacdo deste

bioproduto, sem diluicdo do mesmao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Biomassa

A biomassa utilizada foi a cianobactéria Spirulina platensis LEB 52, cedida pelo
Laboratorio de Engenharia Bioquimica da FURG. A biomassa foi seca, congelada e moida e
estocada a -18°C para utilizagdo nos experimentos de cromatografia de troca ibnica em leito

expandido.
2.2 Extragao de C-ficocianina

A biomassa de Spirulina platensis seca, congelada e moida foi adicionada ao
solvente extrator conforme Moraes et al.(2010), na concentracdo de 160g/L. Apés a

extracdo, o caldo bruto contendo células foi diluido e ajustado o pH em 7,5.
2.3 Adsorvente

Foi utilizado um adsorvente constituido de matriz macroporosa de agarose, com
nucleo de quartzo. Este adosrvente, Streamline Q XL® (GE Healthcare), que é um trocador
anidnico forte (Amersham Biosciences, 2002), possui uma faixa de pH de trabalho entre 2 e

13 e promove graus de expanséo do leito de 2 a 3 vezes.
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2.4 Purificacéo de C-ficocianina

Para os experimentos de purificagao foi utilizada uma coluna Streamline™ 25 (D.I 2,5
cm x 100 cm de altura). A coluna foi preenchida com 50 mL de resina Streamline Q XL,
resultando em uma altura total de leito de 10 cm em todos os experimentos. A resina foi
equilibrada com tampéo fosfato de sodio 25 mM pH 7,5 a uma velocidade de 180 cm/h em
fluxo ascendente, o que proporcionou um grau de expanséo (GE) de 2 vezes (20 cm de
leito). Em todos os ensaios, 145 mL do extrato de C-ficocianina foram alimentados em fluxo
ascendente a uma velocidade 88 cm/h, mantendo um GE de 2,0. ApGs a lavagem, realizada
com 1000 mL de tampéo fosfato de sddio 25mM em pH de trabalho em modo expandido, a
vazao foi interrompida e o leito de resina foi sedimentado até 10 cm. O adaptador foi movido
até a posicdo 10 cm e a eluicdo foi feita em modo fixo e em fluxo descendente, sob
condigbes de pH e volume estabelecidas pelo delineamento composto central rotacional
(Tabela 4.1). Fragbes de 10 mL foram coletadas ao longo do experimento. Para cada fragdo
foram calculadas a concentragdo de C-ficocianina (C-FC) e a pureza (PE), conforme as

Equacdes 1 e 2, respectivamente:

(Aezo B 01474 A652 )

C-FC= (1)
534
PE = Ao @)
A280

As fracOes eluidas que apresentaram valores de PE maiores que 0,7 foram usadas
para avaliar a recuperacdo (Eq. 3) e o rendimento (Eg. 4) da etapa de eluicdo.

C-FC recuperada na eluicdo x Volume)
9 B
% Recuperagao Z C-FC inicial x Volume inicial x 100 (3)

mg de C-FC das fra¢gBes recuperada na eluigdo 4)
g de biomassa utilizada na extracdo

Rendimento (mg/g)=Y.

2.5 Eletroforese (SDS-PAGE)

Utilizou-se a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE). O gel utilizado continha 12,5% de poliacrilamida e espessura
de 0,75 mm. As amostras foram pré-incubadas com 10% (p/v) de SDS, 10% (v/v) de glicerol,
20% (v/v) e B-mercaptoetanol, 0,02% (p/v) de azul de bromofenol e 0,15 M de tampéao Tris-
HCI, pH 6,8, por 5 min a 95°C. As amostras correram a temperatura ambiente e a revelacdo
do gel foi feita com nitrato de prata. As seguintes proteinas foram usadas como marcadores
moleculares (kDa): fosforilase b (94,0), albumina (67,0), ovoalbumina (43,0), anidrase
carbdnica (30,0), inibidor de tripsina (20,0) e a-lactoalbumina (14,4). C-ficocianina comercial

(Sigma) foi utilizada como padréo.
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2.6 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Para obter a otimizacdo da etapa de eluicdo, foi feito um DCCR 22 com 4 pontos
axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios, conforme Rodrigues e lemma (2005). As
variaveis estudadas foram pH e volume de eluicdo, que variaram conforme a Tabela 1, e as
respostas consideradas foram concentracdo, rendimento de eluicdo e recuperacédo de C-
ficocianina. A analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos ensaios de purificacdo, as etapas de equilibrio e alimentacdo da amostra foram
iguais para todos os ensaios do planejamento experimental. Como a viscosidade do caldo
bruto de C-ficocianina contendo células era diferente da viscosidade do tampao, uma menor
velocidade foi necesséria para promover o mesmo grau de expansao.

Apbés a etapa de adsorcdo, a resina foi lavada para retirada das células
remanescentes e das proteinas ndo adsorvidas. Esta etapa foi feita utilizando o pH
correspondente ao de cada ensaio de elui¢cdo, para que no momento da eluicdo o possivel
gradiente de pH ndo interferisse no processo de dessorgdo. Os resultados dos ensaios de
eluicdo procederam conforme a Tabela 4.1, apresentada abaixo.

Tabela 4.1: Valores reais (em parénteses) e codificados para o0 DCCR e resultados para
concentracao, rendimento e recuperacao de C-ficocianina.

Concentracdo Rendimento  Recuperagao

Ensaio X1 Xa
(mg/mL) (mg/g) (%)
1 -1 (5,5) -1 (250) 1,34 38,73 72,34
2 1(7,5) -1 (250) 1,67 39,76 69,80
3 -1 (5,5) 1 (750) 0,48 46,13 77,29
4 1(7,5) 1 (750) 0,79 33,60 50,44
5 -1,41(5,1) 0 (500) 1,01 39,70 67,31
6 1,41(7,9) 0 (500) 0,92 31,34 50,59
7 0 (6,5) -1,41(150) 2,35 40,04 66,89
8 0 (6,5) 1,41(850) 0,75 49,55 71,56
9 0 (6,5) 0 (500) 0,92 42,22 67,77
10 0 (6,5) 0 (500) 0,95 43,81 70,08
11 0 (6,5) 0 (500) 0,98 44,81 68,83

X1= pH e X,= Volume de eluicdo
Uma andlise de variancia foi realizada para as resposta Concentracdo, Rendimento e

Recuperacao e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Analise de Variancia (ANOVA) para as varidveis Rendimento (Rend),

Recuperacao (Rec) e Concentragéo (C-FC).

SQ GL MQ F teste
Fonte de
variagdo
Rend Rec C-FC Rend Rec CF Rend Rec C-FC Rend Rec C-FC
Regresséo 255,55 625,65 2,420 4 3 4 63,89 208,55 0,605 15,69 14,11 16,10
Residuo 24,42 103,49 0,225 6 7 6 4,07 14,78 0,038
Falta de
. 21,01 100,80 0,223 4 5 4 5,25 20,16 0,056
ajuste
Erro puro 3,41 2,68 0,002 2 2 2 1,70 1,34 0,001
Total 279,98 729,14 2,645 10 10 10 27,99 72,91 0,265

Rendimento e Concentragdo: Fogo. 4.6 = 5,34

Recuperacao: Fg g9 3.7 = 3,07

Utilizando a Tabela 4.2, é possivel obter o valor de F calculado por F tabelado
(Feac/Fian), @ 90% de confianca, que foi 3,75 (R2=0,91), 3,01 (R2= 0,91) e 4,79 (R2= 0,86),
para rendimento, recuperacdo e concentracdo, respectivamente, indicando que o modelo
obtido é preditivo e significativo com uma significancia de 0,1. As equacdes codificadas, que
descrevem o modelo, estdo apresentadas pelas Equacbes 5, 6 e 7 e as superficies de
resposta e curvas de contorno relativas a esse modelo estdo apresentadas na Figura 4.1.

Concentracéo = 0,95+0,06 X; — 0,04 X, — 0,50X,+ 0,25 X,2 5)
Rendimento = 44,03 — 2,92 X; — 4,35 X;* +1,84 X,- 3,39 X;X; (6)
Recuperacio = 69,84 — 6,64 X; — 4,44 X,* — 6,08 XX, (7)

Os modelos mostram que o volume de eluicdo € mais significativo para a
concentracdo e o rendimento do que para a recuperagdo. A Tabela 4.1 mostra que a
concentracéo variou entre 0,48 e 2,35 mg/mL, o rendimento variou entre 31,3 e 49,5 mg/g
enquanto a recuperacao variou entre 50,4 e 77,3%.

Com base na Figura 4.1, pode-se observar que a faixa de valores maiores de
rendimento e recuperagdo sdo encontrados proximos ao pH 5,1 e no maior volume de
eluicdo estudado (850 mL). Em contrapartida, a concentracdo é reduzida em até 80%
quando o volume é aumentado. Dessa forma, a otimizagdo da etapa de eluigdo torna-se
dificil, uma vez que maiores recuperacdes implicam em menores concentracdes. Neste
trabalho deseja-se um produto mais concentrado, uma vez que um corante para uso na
indastria alimenticia ndo pode ser muito diluido, pois acarretaria na adicdo de grandes
volumes na amostra. Estas perdas na concentracdo podem ser evitadas, trabalhando-se
com menores volumes de eluicdo (200-150 mL) se a esta for feita em pH 6,5, uma vez que
as perdas no rendimento e recuperacdo, comparadas com volume de 850 mL, ndo chegam

a 15%. Estas condi¢des correspondem ao ensaio 7 (pH 6,5 e volume de eluicdo 150 mL).
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No presente estudo, C-ficocianina foi obtida com uma pureza de 1,62 (um aumento
de 3,2 vezes quando comparado ao extrato inicial), concentracdo 2,35 mg/mL, rendimento
de 40 mg/g e recuperacdo em torno de 67%, no ensaio 7. Para validar estes resultados, as
condicbes do ensaio 7 foram aplicadas novamente, em triplicata, e os resultados foram
comparados. As respostas obtidas nestes ensaios para concentracdo, pureza, rendimento e
recuperacado apresentaram uma porcentagem de variacdo inferior a 6%. A Figura 4.2
apresenta o cromatograma de um destes ensaios, e observa-se que 10, das 15 fracles

coletadas durante a eluicdo, apresentaram pureza superior a 0,7, correspondendo a 67% de
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Figura 4.2: Cromatograma do processo de purificagdo de C-ficocianina, com eluigéo feita em
gradiente linear salino 0-1M em 150 mL, pH 6,5.

Niu et al. (2007) relatam que com o uso do leito expandido muitas das operagdes
unitarias realizadas com o objetivo de concentrar a amostra e isolamento parcial, como
precipitacdo por sulfato de aménio e cromatografia de permeacéo em gel, que sdo comuns
nos protocolos de purificacdo usuais, sdo eliminadas. Além disso, segundo 0s autores um
ciclo tipico de purificagdo por ALE que inclui equilibrio (20-40 min), alimentac&o (30-40 min),
lavagem (60-80 min) e eluicdo (30-120 min), levam em geral de 2,5 a 3,5 horas. Neste
trabalho o tempo total foi cerca de 2,3 horas.

Bermejo et al. (2006) estudaram a purificacdo de extrato bruto de C-ficocianina sem
a presenca de células atraves de cromatografia de troca idnica em leito expandido, e
obtiveram C-ficocianina 3 vezes mais purificada que o extrato inicial, com recuperacéo

variando entre 60-80%. Niu et al. (2007) usaram cromatografia de interacdo hidrofobica em
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leito expandido para purificar caldo clarificado C-ficocianina, e obtiveram um produto 4 vezes
mais puro que o caldo inicial, com recuperacéo de 35% e rendimento de 31 mg/g. Em um
estudo de purificacdo, a recuperacao € inversamente proporcional a pureza, e deve-se
entdo estabelecer um critério de pureza e a partir deste, otimizar o processo para obter um
maximo de recuperagdo (Wheelwright, 1989). No presente estudo, se forem consideradas
somente as fracdes mais purificadas, é possivel obter C-ficocianina com incremento de 4
vezes na pureza, com uma recuperacao ao redor de 50%.

Com o critério de pureza adotado, os resultados obtidos estdo de acordo com os
encontrados na literatura. Entretanto, Moraes e Kalil (2009) reportam que é possivel
combinar a eluicdo na forma de gradiente linear salino com a eluicdo tipo degrau, e
promover uma melhor resolucéo do processo no que diz respeito a pureza do produto alvo.
Dessa forma, um novo experimento foi realizado, com as mesmas condi¢bes do ensaio 7,
mas com uma etapa de pré-eluigdo com 100 mL (2 volumes de leito) de solugéo salina 0,1M
de NaCl em tampédo fosfato de sédio 0,025M, pH 6,5. Neste ensaio, a pré-eluicdo promoveu
a remocgdo de algumas proteinas contaminantes adsorvidas fracamente na resina, conforme
pode ser observado na Figura 4.3, o que conduziu a um aumento da pureza do eluato de C-
ficocianina. Ao final deste experimento, obteve-se C-ficocianina com concentragdo de 3
mg/mL, pureza de 2,9 (um incremento de 4,6 quando comparado ao extrato inicial),
recuperagao de 60% e rendimento de 40 mg/g.
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Figure 4.3: Cromatograma da purificagdo de C-ficocianina em leito expandido com resina
Streamline Q XL usando elui¢do tipo degrau, com 0,1M de NaCl, combinado com gradiente

linear salino (0 -1 M) em 150 mL.
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A presenca de C-ficocianina foi confirmada pela eletroforese, conforme apresentado
na Figura 4.4. Amostra do extrato bruto (coluna 3) e purificado (coluna 4) foram comparadas
com C-ficocianina comercial (coluna 2). Bermejo et al. (2006) e Niu et al. (2007) comentam
que a subunidades o e B de C-FC e C-AFC possuem massa molecular muito parecidas
(21,5 e 19,0 kDa, e 19,6 e 17,7 kDa, respectivamente). Consequentemente, sua mobilidade
em SDS-PAGE é muito similar e € dificil distingui-las por esse método. Entretanto, a Figura

4.4 mostra que algumas proteinas contaminantes foram removidas, quando compara-se a
linha 3 (antes da ALE) e a linha 4 (depois da ALE).
1 2 3 4

Figura 4.4: Caracterizagéo de diferentes solu¢des de proteinas por SDS-PAGE. Coluna 1 =
Marcador molecular, Coluna 2= C-ficocianina comercial, Coluna 3= extrato bruto de C-
ficocianina, Coluna 4 = eluato apds ALE.

Assim, este trabalho apresenta resultados iguais ou superiores aos anteriormente
publicados, mas com o diferencial de usar extrato ndo clarificado de C-ficocianina, o que
justifica a escolha de leito expandido para purificacdo, e ainda elimina etapas de clarificagédo
como centrifugacdo, que além de diminuir a produtividade, é uma etapa dispendiosa no

processo industrial.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Apoés a realizacdo deste estudo, pode-se concluir que:
o Este trabalho mostrou o uso e aplicabilidade da modelagem matematica para
predizer as curvas de ruptura da adsorcao de inulinase em resina de troca idnica Streamline
SP em coluna de leito expandido, usando extrato bruto proveniente da fermentacao, usando
células. O modelo se ajustou bem aos dados experimentais tanto para o procedimento de

estimativa de parametros e quanto para a validacéo;

o Através da modelagem e simulacdo do processo de adsorcao, foi possivel verificar
que a maior eficiéncia de adsorcdo de extrato ndo clarificado de inulinase em resina
Streamline SP em coluna de leito expandido foi obtida quando a concentracdo de inulinase
no extrato fica entre 120 e 170 U/mL e a altura do leito é entre 20 e 30 cm, com grau de
expansao 3,0. Também se ressalta que o uso da modelagem matematica associada com a
metodologia do planejamento experimental € uma ferramenta Util e promissora para

otimizaca@o de processos cromatograficos;

o O estudo das condicdes de adsorcdo de extrato clarificado de C-ficocianina em
resina de troca ibnica revelou que a resina Streamline Q XL adsorve mais C-ficocianina que
a resina Streamline DEAE nos valores de pH entre 55 e 7,5. A maior adsorcao foi
observada em pH 7,5 e a temperatura néo influenciou na adsorcéo na faixa estudada (5°C a

25°C) quando a resina Streamline Q XL foi utilizada;

. A isoterma de adsorcdo da C-ficocianina, em pH 7,5 e 25°C feita em reator de
mistura, foi descrita pelo modelo de Langmuir, e os valores g, e Ky estimados a partir da

equacdo linearizada da isoterma, foram de 26,67 mg/mL e 0,067 mg/mL , respectivamente;

o A modelagem matematico da adsor¢cdo de C-ficocianina em resina de troca idnica
Streamline Q XL em leito expandido apresentou bom ajuste aos dados experimentais,
mostrando-se uma ferramenta Gtil para simular o processo de adsorcao em condicdes

idealizadas, sema a necessidade de muitos experimentos;

o A condicdo de adsorcéo de extrato bruto ndo clarificado de C-ficocianina em coluna
de leito expandido que se mostrou mais vantajosa para uma maior produtividade, € quando
se alimenta o extrato até atingir 10% de saturacdo da resina, em grau de expanséo 2,0, com

uma altura inicial de leito de 30 cm;
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o No estudo de purificagdo de extrato bruto néo clarificado de C-ficocianina através de
cromatografia de troca ibnica em leito expandido, observou-se que o pH e o volume de
eluicdo interferem na pureza, recuperagéo e concentracdo do produto final. A avaliacdo das
curvas de contorno indicam que na faixa de trabalho de pH ao redor de 6,5 e volumes de
eluicdo proximos a 150 mL (equivalente a 3 volumes de leito), € possivel obter C-ficocianina
com pureza 1,62, concentracdo 2,35 mg/mL, com um rendimento e recuperacado de 40 mg/g

e 67%, respectivamente;

o A etapa de pré-eluicdo num processo de purificacdo de extrato bruto ndo clarificado
de C-ficocianina mostrou-se importante para o aumento da pureza deste bioproduto.
Quando a eluigéo, no pH e volume otimizados, foi combinada com uma etapa de pré-eluigéo
com 0,1M de NaCl, obteve-se C-ficocianina com pureza de 2,9 (1,8 vezes a anteriormente
alcancada sem a pré-eluicdo), concentracdo 3 mg/mL, sem mudanca significativa no

rendimento e recuperacao.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestéo de continuidade deste estudo, tem-se:

o Modelar o processo de adsorcédo de C-ficocianina em reator de mistura;

o Modelar a eluicdo de C-ficocianina em coluna de leito expandido no modo fixo;

o Modelar a elui¢cdo de inulinase em coluna de leito expandido no modo fixo;

o Realizar um estudo combinando a cromatografia de troca ibnica em leito expandido

com a etapa de ultrafiltracdo, e avaliar o incremento na concentracdo e pureza do extrato;
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