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RESUMO

A Cromatografia de Particdo Centrifuga (CPC) une o principio de extracdo liquido-liquido a
eficacia das técnicas cromatogréaficas, promovendo inimeras etapas sequenciais de particdo do
soluto, e podendo, assim, aumentar a eficiéncia da extragdo. Devido a existéncia de uma fase
estacionaria liquida, esta técnica destaca-se por sua elevada capacidade preparativa e
versatilidade na separacdo de compostos em uma vasta gama de polaridades. Apesar de suas
vantagens, ainda existem uma série de obstaculos a serem superados para que a CPC seja
amplamente empregada na recuperacdo de biomoléculas, tais como: i) conservagdo da
estabilidade do equilibrio hidrodinamico entre as fases liquidas imisciveis (representado pela
retencdo de fase estacionéria (Sr)); ii) aumento da pressdo de retorno do sistema decorrente do
escoamento das fases na coluna. Isto posto, este trabalho consistiu em compreender as
condicdes hidrodinamica de sistemas liquidos bifésicos aplicados em CPC capazes de promover
aoperacao adequadadoequipamento e realizar a particdo e separacdo seletiva de biomoléculas.
Para tanto, foi realizado, primeiramente, um estudo hidrodinadmico dos efeitos sob a pressdo de
retorno e na Sr devido a variagdo de trés pardmetros operacionais: velocidade de rotacdo da
coluna; fluxo de fase mével; modo de operagdo (ascendente ou descendente). Numa segunda
fase, foram realizados estudos de casos para avaliar a capacidade de particdo e separacdo de
biomoléculas em CPC, utilizando sistemas aquosos bifasicos (SAB) para particao de L-tirosina,
riboflavina, acido galico e &cido vanilico, e sistema liquido-liquido tradicional (i.e., aquoso-
orgénico) para particdo dos carotenoides B-caroteno e astaxantina. Os resultados obtidos
permitiram compreender o comportamento dos fendémenos hidrodinamicos em fungdo das
varidveis operacionais. Nesse sentido, foram identificados dois efeitos hidrodindmicos
principais, a saber, uma forte influéncia da velocidade de rotacdo da coluna e viscosidade das
fases do sistema no aumento da pressdo de retorno, e um efeito negativo na Sr devido ao
aumento do fluxo de fase mdvel. A compreensdo da hidrodinamica do CPC permitiu definir
limites aos parametros operacionais adequados a operabilidade do equipamento para 0 SAB
composto por K2HPO4 e etanol. Embora do ponto de vista processual o SAB composto por
K2HPO4 e etanol seja promissor para a separagdo de compostos hidrofilicos, a separacdo das
biomoléculas modelo foi inviabilizada, provavelmente devido a degradacdo destas no pH
altamente alcalino (pH ~ 10) das fases do sistema. Por outro lado, a aplicacdo do sistema
bifasico aquoso-organico (Hexano + Acetona + Etanol +H20) possibilitou a separacdo dos
carotenoides B-caroteno e astaxantina, apresentando um potencial para a extracdo seletiva

destes pigmentos a partir de matrizes complexas (p.ex. meios de cultivo).



Palavras-chave: Extracdo liquido-liquido, Sistemas Aquosos Bifasicos, Cromatografia de

Particdo Centrifuga, Hidrodindmica, Separacdo; Biomoléculas.



ABSTRACT

Centrifugal partition chromatography (CPC) combines the principle of liquid-liquid extraction
with the efficacy of chromatographic techniques, allowing numerous sequential solute partition
steps, and thus increasing the extraction efficiency. Due to the existence of a liquid stationary
phase, CPC stands out for its high preparative capacity and versatility in the separation of
compounds in the entire polarity scale. Despite its advantages, some drawbacks must be
overcome for CPC to be widely used in the recovery of biomolecules, namely: i) the
maintenance of the hydrodynamic equilibrium between immiscible liquid phases (represented
by the retention of the stationary phase (Sr); ii) the increase of backpressure of CPC due to
phase flow in the column. Therefore, this work comprised in understanding the hydrodynamic
conditions of two-phase liquid systems applied in CPC capable of promoting the proper
operation of the equipment and perform the partition and selective separation of biomolecules.
For this purpose, firstly, a hydrodynamic study to evaluate the backpressure and Sk due to the
variation of three operational parameters, i.e., column rotation speed, mobile phase flow, and
mode of operation (ascendant or descendant) was carried out. In a second stage, specific case
studies were carried out to determine the partition/separation of biomolecules in CPC, namely,
using aqueous biphasic systems (ABS) for the partition of L-tyrosine, riboflavin, gallic acid,
and vanillic acid, and traditional liquid-liquid system (i.e., aqueous-organic) for the partition of
[-carotene and astaxanthin carotenoids. The results allowed us to understand the behavior of
hydrodynamic phenomena as a function of operational variables. In this regard, two major
hydrodynamic effects were identified, namely, a strong influence of column rotation speed and
the viscosities of the phases on increasing the backpressure of the CPC system, and a negative
effect on Sk due to increasing of mobile phase flow. The understanding of CPC hydrodynamics
allowed to define adequate operational parameters limits for CPC using the ABS composed of
K2HPO4 and ethanol. Although from a processual perspective this ABS is promising for the
separation of hydrophilic compounds, their separation was not successful, probably due to
degradation at the high alkaline pH conditions of these ABS (pH ~ 10). On the other hand, the
application of an aqueous-organic biphasic system (Hexane + Acetone + Ethanol + H20)
enabled the separation of B-carotene and astaxanthin carotenoids, confirming the potential of

CPC for selective extraction of these pigments from complex matrix (e.g., culture medium).

Keywords: Liquid-Liquid Extraction, Aqueous Biphasic System, Centrifugal Partition

Chromatography, Hydrodynamics, Separation, Biomolecules.
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1. INTRODUCAO

O mercado da biotecnologia destaca-se atualmente como um dos setores econdémicos
mais poderosos e inovadores do mundo contemporaneo. Com a revolucédo tecnoldgica doséculo
XX, principalmente, com a profundaevolucéo dabiologia molecular na virada doséculo XXI,
a biotecnologia se transformou em uma das principais tecnologias-chave no desenvolvimento
deuma série de produtose processos industriais (BERGERON e CHAN, 2004; COONS, 2021).

O progresso detecnologias modernas baseadas nos conceitos dabiotecnologia, permitiu
a este setor a conquista de importantes realizacdes em diferentes campos de aplicacdo, como a
geracdo de fontes de energia mais limpas, melhoramento do abastecimento mundial de
alimentos, tratamento de doencas raras, reducdo de danos ambientais e criacdo de processos
industriais mais seguros, limpos e eficientes (DUNDAR etal., 2019).

Na mesma linha, o desenvolvimento de processos industriais, também designados de
bioprocessos, apresentaram-se como uma alternativa promissora para a obtencdo de diversos
compostos a partir de fontes naturais, como animais, plantas e microrganismos. No entanto, a
extracdo direta de compostos naturais a partir de suas fontes originarias possui uma série de
limitagdes, como disponibilidade dos recursos naturais, dependéncia climatica e sazonalidade,
além de questdes ecoldgicas, politicas e sociais. Este contexto fortaleceu a potencialidade da
utilizacdo de processos biotecnoldgicos como forma de solucionar estes problemas e
possibilitar a obtencdo de uma ampla gama de bioprodutos de aplicacdo comercial, como
enzimas, proteinas, vitaminas, lipideos, polissacarideos e pigmentos naturais (MOLINA et al.,
2019).

O aumento da demanda do mercado por bioprodutos com alta qualidade e em grandes
guantidades, somado ao crescimento das tendéncias de sustentabilidade e avanco das
tecnologias industriais, criaram um ambiente altamente propicio para a expansdo da indUstria
biotecnologica (DANIELSON et al., 2020). Segundo dados publicados pela Grand View
Research Inc., 0 mercado global de biotecnologia, avaliado em 627,63 bilhdes de ddlares em
2020, deve alcancar entre os anos de 2021 e 2028 um valor de 2,44 trilhdes de dolares, com
uma estimativa de taxa de crescimento anual composta (CAGR, do inglés “compound annual
growth” rate) em torno de 15,83%.

Apesar do expectavel crescimento de mercado, as industrias biotecnoldgicas ainda
apresentam como grande desafio para a producdo e comercializagédo dos bioprodutos, areducéo
da complexidade e do custo do processamento downstream, o qual compreende as etapas de

extracdo, concentragdo, separacao e purificacdo de biomoléculas-alvo. Apds as primeiras etapas



de producéo da biomolécula realizadas no processamento upstream, i.e., obtencdo da linhagem
celular, preparo do inéculo e cultivo do microrganismo, a aplicagdo de uma série de operacdes
unitarias torna-se necessaria para obtencdo do bioproduto na sua forma final purificada
(JUNGBAUER, 2013). No entanto, a complexidade dos meios originais em que se encontram
as biomoléculas-alvo, principalmente quando produzidas por cultivo microbiano, aliada aos
elevados niveis de pureza normalmente requeridos para sua aplicagdo comercial, resultam em
grande desafio no desenho das estratégias tecnoldgicas a serem adotadas no processamento
downstream. Adicionalmente, importa destacar que devido a complexidade dessas operacoes,
0s custos envolvidos no processamento downstream podem corresponder em até 80% do custo
total da producdo, sobretudo de biomoléculas com aplicacBes terapéuticas, como 0s
biofarmacos (os quais exigem elevados niveis de purificagdo) (DESAI et al., 2000;
GRONEMEYER etal., 2014; DOS SANTOS et al., 2018).

As etapas do processamento upstream sdo influenciadas, principalmente, por limites
biolégicos, como linhagem celular e caracteristicas do meio de crescimento, o que possibilita a
obtencdo de elevadas densidades celulares e concentragdo do produto, sem que isso afete
demasiadamente o custo final do processo produtivo. Por outro lado, o0 processamento
downstream apresenta limites fisicos relacionados a capacidade dos equipamentos, de maneira
que o processamento de maiores quantidades de matéria implica também no aumento do
consumo de material, tempo e custo da operacdo (DESAI et al., 2000; GRONEMEYER etal.,
2014).

Uma das principais unidades do processamento downstream, especialmente no caso das
proteinas, é a cromatografia. As operacdes cromatograficas promovem a separacdo de misturas
complexas de compostos com base em suas propriedades fisico-quimicas, como tamanho, ponto
isoelétrico, densidade e polaridade. Dentre as diversas técnicas cromatograficas existentes,
pode-se destacar a Cromatografia de Particdo Centrifuga (CPC) (FREITAG, 2014). A CPC é
uma forma de cromatografia liquida que se configura como variante hidrostatica das técnicas
de Cromatografia Contracorrente (CCC), que sdo tecnologias de separacéo liquido-liquido que
se diferenciam dos métodos cromatograficos convencionais devido a auséncia de suporte sélido
(fase estacionaria) (BERTHOD, 2002; MARCHAL et al., 2003; ITO, 2005).

A presenca de um eixo de rotacdo no equipamento permite a técnica de CPC a utilizacdo
de uma fase estacionéria liquida, cuja retencdo na coluna é possibilitada pela geracdo de um
campo gravitacional constante. A coluna de separacdo nesta técnica é formada pelas fases
imisciveis de um sistema liquido bifasico, as quais sao utilizadas como fase mével (FM) e fase

estacionaria (FE). Os sistemas de extracao liquido-liquido, na sua origem, promovem a particdo



seletiva de compostos de acordo com suas diferentes afinidades por cada umas das fases. Por
serem formadosa partir da utilizacdo de uma variedade de solventes, organicos e aquosos, estes
sistemas podem ser aplicados na extracdo e separacdo de moléculas em um amplo espectro de
polaridade (WINTERHALTER, 2007; BEZOLD et al., 2015). A versatilidade dos sistemas
liquidos bifasicos, além de baixo custo, simplicidade de escalamento e capacidade de operacao
em processos continuos, impulsionaram o desenvolvimento de diversas tecnologias, visando o
aumento da eficiéncia de extracdo e aplicacdo em processos de separacdo em larga escala. Neste
sentido, a CPC se apresenta como uma técnica capaz de aliar as particularidades dos sistemas
liquidos bifasicos ao elevado poder de separacdo dos métodos cromatograficos (IQBAL et al.,
2016; RONCO et al., 2020; VETTER et al., 2020).

Em razdo da natureza liquida da coluna, a CPC apresenta uma série de vantagens em
relacdo as tradicionais técnicas cromatograficas, por exemplo: i) eliminacdo da perda de
amostra por adsorgdo fisica ao suporte e manutencdo da integridade estrutural da amostra; ii)
ampla faixa de seletividade devido a variedade de sistemas liquidos bifasicos existentes, iii) e
elevada capacidade preparativa, uma vez que o carater liguido da FE permite que ela seja
completamente acessada pela FM (BERTHOD, 2002; 1TO, 2005; YIN etal., 2010). Além disto,
qualquer uma das fases do sistema bifasico, fase de topo ou de fundo, podem ser utilizadas
como FM ou FE. Esta possibilidade permite que o CPC seja operadoem dois modos de trabalho
distintos, nomeadamente, ascendente - no qual a FE ¢é a fase de fundo do sistema bifasico, e
descendente - em que a FE é a fase de topo. Ainda, é possivel que estes modos de operacao
sejam invertidos a qualquer momento do processo, permitindo que diferentes modos de eluigdo
sejam empregados (BERTHOD, 2002; MARCHAL et al., 2003; BOJCZUK etal., 2017).

Comumente, aplica-se na CPC o modo de eluicdo isocratico, no qual os solutos sao
eluidos em um Gnico modo de operacao (ascendente ou descendente), ou seja, a FM é constante
e equivalente a fase de topo ou de fundo, deacordo com 0 modo selecionado. A utilizacdo deste
modo permite que sejam alcancadas maior estabilidade da FE na coluna e resolucéo
cromatografica, em comparacdo aos modos de eluicdo posteriormente desenvolvidos na
técnica, como o gradiente de pH e eluicdo-extrusdo (YIN etal., 2010; BOJCZUK et al., 2017).
No entanto, a aplicacdo do convencional modo de elui¢do isocratico apresenta uma importante
restricdo relacionada a particdo do soluto. Diferente do que ocorre nas separacfes liquido-
liquido tradicionais, a elevada eficiéncia de separacdo na CPC ocorre em valores do coeficiente
de particdo do soluto (Kp), preferencialmente igual a1, com uma faixa de 0,25 a 16. Isto ocorre
porque valores muito altos de Kp resultam em elevada diluicdo dos solutos e longo tempo de

separagdo, enquanto valores muito reduzidos (menores que 0,25) afetam negativamente a



resolucdo da separacdo (ADELMANN e SCHEMBECKER, 2011; LIU et al., 2015;
SCHWIENHEER etal., 2015; BOJCZUK et al., 2017).

Em raz&o das restrigdes relacionadas ao Kp, as caracteristicas do soluto sdo geralmente
o0 primeiro e principal elemento analisado na busca pelo sistema liquido bifasico adequado para
aplicacdo em CPC. Devido a grande gama de solventes disponiveis para compor os sistemas
bifasicos, a escolha pelo sistema mais adequado acaba por demandar um grande esforco e
tempo, sendo considerada uma das mais importantes e desafiadoras etapas no delineamento do
processo de separacdo (RENAULT, 2002; HOPMANN etal., 2012; LIU et al., 2015). Contudo,
a escolha do sistema bifasico baseada somente na capacidade de particdo do soluto, nao
considera o comportamento hidrodindmico das fases do sistema, essencial na eficiéncia do
processo de separacao e na execucdo operacional do CPC. O padrao de fluxo das fases liquidas
e imisciveis formado durante a passagem da FM através da FE é fundamental para a
performance de separacdo, e pode ser compreendido pela andlise de alguns importantes
fendbmenos hidrodinamicos, dentre os quais destacam-se a retencdo de fase estacionéria (Sr) e
presséo de retorno (ADELMANN etal., 2013; SCHWIENHEER etal., 2017; FROMME et al.,
2020).

A Sr é dadacomo o volume percentual de FE retida na coluna apds o equilibrio com a
FM. A passagem da FM através da FE ao longo do processo de separacdo pode provocar a
desestabilizacdo do equilibrio hidrodindmico das fases, causando alteragdo na retencdo dos
solutos e, consequentemente, na resolucdo da separacdo. Assim, a manutencdo de uma elevada
estabilidade da FE torna-se fundamental na eficiéncia da coluna e predicdo do tempo de saida
do pico cromatogréfico (i.e., tempo de retencdo) dos solutos contidos na amostra (DU et al.,
1999; SUTHERLAND, 2002).

Outro elemento fundamental na hidrodinamica do CPC é a pressdo de retorno (ou
backpressure). A coluna do equipamento é formada por uma série de cdmaras volumétricas
idénticas e interligadas por dutos de diametro reduzido. A presenca apenas da FM nestes dutos
faz com que ocorra um acimulo de pressdo hidrostética na passagem da FM de uma camara
para outra ao longo da separacdo. Esta limitacdo de pressao, caracteristica do CPC, afeta de
forma significativa a performance de separagdo, caracterizando-se como uma importante
restricdo a escolha dos sistemas liquidos bifasicos e parametros operacionais a serem aplicados
(BERTHOD, 2002; POOLE, 2003).

Os dois fenébmenos hidrodindmicos mais caracteristicos do CPC, descritos acima, sdo
influenciados por uma série de fatores que podem ser divididos em trés grupos: i) referente as

propriedades fisicas do sistema liquido bifasico — viscosidade (u), tensdo interfacial (y) e



diferenca de densidade entre as fases (4p); ii) aos parametros operacionais - velocidade de
rotacdo da coluna (w), velocidade de fluxo da fase moével (F), e modo de operacdo (ascendente
ou descendente); iii) as caracteristicas da coluna - volume, forma geométrica, tamanho e
material defabricagéo. Estes fatores se interrelacionam de forma complexa e afetam de maneira
distintaa hidrodindmicano CPC, de forma que a compreensdo destes efeitos se faz fundamental
ao planejamento do processo de separagdo (SCHWIENHEER e SCHEMBECKER, 2015).

Neste sentido, este projeto pretendeu avaliar as condicfes operacionais relevantes a
performance do CPC e compreender como estas influenciam a hidrodinamica das fases, a fim
de aprofundar o conhecimento da técnica, visando a implementacdo de uma alternativa
promissora as técnicas de separacdo e purificacdo tradicionalmente utilizadas no processamento
downstream. Para tanto, investigou-se, primeiramente, o comportamento dos fenémenos
hidrodindmicos em funcéo dos parametros operacionais (modo de operacdo, F e w), buscando
condigcOes que promovessem elevada Sr, paralelamente a uma pressao de retorno reduzida e
adequada ao funcionamento do equipamento. Este estudo compreendeu a analise da
hidrodinamica de diferentessistemas aquosos bifasicos (SABs) compostos por cloreto decolina
([Ch]CI), fosfato tripotassico (K3PQOs), fosfato dipotassico (K2HPO4), polipropileno glicol com
massa molecular média de 400 g/L (PPG-400), etanol e &gua, nomeadamente,
K3PO4/[Ch]CI/H20, K2HPO4/[Ch]CI/H20, PPG-400/[Ch]CI/H20 e K2HPO4/Etanol/H20. Os
SABs apresentam fases compostas majoritariamente por agua, propiciando assim um ambiente
adequado para a extracdo de diferentes biomoléculas. No entanto, estes sistemas apresentam
caracteristicas propensas a baixa Sr e elevadas pressfes de retorno, em oposicao aos sistemas
liquido-liquido aquosos-organicos, os quais sdao mais comumente utilizados nas técnicas de
CPC.

Em seguida, de forma a aplicar o conhecimento de hidrodindmica obtido nos processos
de particdo de biomoléculas no CPC, foram realizados dois estudos de caso: ) ensaios de
particdo de L-tirosina, riboflavina, acido galico e acido vanilico, utilizando o SAB com melhor
hidrodindmica (i.e., K2HPOas/Etanol/H20); I1) e parti¢do/separacdo dos carotenoides B-caroteno
e astaxantina, utilizando o sistema aquoso-organico Hexano/Acetona/Etanol/H20. Desse modo,
pretendeu-se compreender e empregar a técnica para separar e purificar diferentes
biomoléculas, de forma economicamente vidvel, em um processo semi-preparativo com
elevada resolucdo e eficiéncia de separacdo, e que possa ser escalado a niveis de producao
industrial e aplicado na extracdo seletiva de biomoléculas a partir de meios complexos, como

0s meios de cultura provenientes de cultivo de microrganismo.



2. REVISAOBIBLIOGRAFICA

I PROCESSAMENTO DOWNSTREAM

O processo completo de producdo de uma biomolécula é composto por uma série de
etapas que podem ser divididas em processamento upstream e downstream. O processamento
upstream consiste na obtencdo da linhagem celular, preparo do inéculo e cultivo do
microrganismo, enquanto o processamento downstream compreende as etapas subsequentes a
separacdo das células do meio de cultivo, incluindo processos de extragdo, concentracao,
purificacdo e formulacdo, até a obtencdo do bioproduto em sua forma final (JUNGBAUER,
2013).

Os progressos no processamento upstream, advindos da tecnologia do DNA
recombinante e de melhorias nas estratégias de controle de processos, possibilitaram uma
elevada melhoria na eficiéncia dos processos de producgdo. Por serem etapas afetadas,
principalmente, pelos limites bioldgicos do microrganismo utilizado, como linhagem celular e
caracteristicas do meio de crescimento, o desenvolvimento das etapas upstream possibilitaram
a obtencdo de maiores densidades celulares e concentracdo de biomoléculas, sem aumento
significativo no custo final do produto (GRONEMEYER etal., 2014). Diferentemente do que
ocorre nessas primeiras etapas de producédo do bioproduto, as etapas subsequentes que compde
0 downstream, possuem limites fisicos relacionados a capacidade dos equipamentos
empregados. Em razdo disto, o processamento de maiores quantidades de matéria, leva a um
aumento no consumo de materiais, tempo e custo de operagdo. Dessa forma, a purificacdo das
elevadas concentragfes de biomoléculas configura-se atualmente como um dos principais
desafios enfrentados pelas industrias biotecnolégicas (DESAI et al., 2000; GRONEMEYER et
al., 2014; PRADO-RUBIOetal., 2020).

Quando a biomolécula alvo é proveniente de cultivo de microrganismo, este desafio
intensifica-se com o grau de complexidade do meio em que a biomolécula esta inserida, visto
que o meio de cultura, proveniente do cultivo celular, possui uma vasta diversidade de
moléculas secundarias que consistem em impurezas para a biomolécula-alvo. Ainda, de acordo
com sua aplicacdo final e exigéncias das agéncias regulatorias, diferentes graus de pureza sdo
requeridos para as biomoléculas, impactando diretamente nos custos e estratégias tecnoldgicas
adotadas no processamento downstream (DESALI, 2000; DESAI et al., 2000; GRONEMEYER
et al., 2014).



Neste sentido, 0 processamento downstream emprega uma série de operagdes unitarias,
selecionadas de acordo com a natureza do material de partida e com o grau maximo aceitavel
de impurezas e contaminantes, ou seja, com a pureza final do produto. A primeira etapa do
processamento consiste na coleta das células do microrganismo produtor a partir do meio
fermentado, através do uso de métodos de separacdo solido-liquido, como centrifugacédo e
filtracdo. Asbiomoléculas podem ser produzidas pelas células e serem naturalmente excretadas
para 0 meio extracelular ou permanecerem no interior da célula, moléculas extracelulares e
intracelulares, respectivamente. Caso a biomolécula alvo seja intracelular, deve-se incluir ainda
um processo de ruptura celular, empregando métodos mecanicos extracdo enzimatica e/ou
tratamento com agentes quimicos (FREITAG e HORVATH, 1995; WALSH, 2007). Em
seguida, ocorre a eliminacdo de substancias com propriedades fisico-quimicas que diferem
consideravelmente do produto de interesse. Podem ser utilizados nesta etapa métodos de baixa
resolucdo, como a extracédo liquido-liquido, precipitacéo, filtragdo por membranas, ou métodos
mais especificos, como a separa¢do por bioafinidade. A solucdo contendo o produto de interesse
ja consideravelmente mais concentrado e/ou purificado, segue entdo para uma terceira etapa,
onde métodos altamente seletivos sdo utilizados para separar o produto de substancias com
propriedades e funcdes quimicas semelhantes (FREITAG e HORVATH, 1995; WALSH,
2007).

Diferentes métodos cromatograficos sdo empregados nas etapas de purificagdo da
biomolécula de interesse, o0s quais sdo escolhidos com base nas caracteristicas das
biomoléculas, como tamanho, forma, carga elétrica, presenca de grupos hidrofobicos na
superficie e habilidade em se ligar a determinados ligantes. Dentre os métodos cromatograficos
empregados, destacam-se: cromatografia de gel filtracdo, ou exclusdo molecular, baseada na
diferenca de tamanho/forma dos compostos; cromatografia de afinidade, baseada na interacdo
bioespecifica entre o soluto e um determinado ligante; cromatografia de troca ibnica, baseada
na carga elétrica superficial da molécula em um dado pH; cromatografia de interacéo
hidrofébica, baseada na diferenca de hidrofobicidade das moléculas; cromatografia
contracorrente, baseada na particdo do soluto em sistema liquido-liquido. Apds 0s processos
cromatograficos de alta resolucdo, sdo realizadas, como ultimo estagio do downstream, etapas
de polimento, empregando-se processos como cristalizacdo, liofilizacdo e adicdo de
excipientes, até que se obtenha o produto puro em sua formulacdo final (FREITAG e
HORVATH, 1995; WALSH, 2007).

1. CROMATOGRAFIA DE PARTICAO CENTRIFUGA (CPC)



A CPC é uma forma de cromatografia liquida que se diferencia das convencionais
técnicas cromatograficas devido a utilizacdo de uma FE liquida, capaz de atuar sem a
necessidade de um suporte solido. Nesta técnica de separacdo liquido-liquido, a coluna
cromatografica € formada pelo equilibrio hidrodindmico entre as duas fases liquidas de um
sistema bifasico, que sdo utilizadas como FM e FE (BERTHOD, 2002; ITO, 2005).

A CPC foi introduzida em 1982 pela companhia japonesa Sanki Eng. Ltda., sob
comando de Kanichi Nunogaki, como resultado de uma colaboracdo entre a companhia e
Yochiro Ito, inventordaCCC. A CCC, da qual deriva-se a CPC, foi instituida por voltade 1970,
e € definidacomo uma técnica cromatografica na qual ocorre a separacdo de uma amostra por
meio da particdo liquido-liquido em um sistema liquido bifasico. Embora o proprio nome
sugira, 0 movimento das fases liquidas nesta técnica ndo ocorre de forma contracorrente. O
termo contracorrente foi derivado do métodode distribuicdo contracorrente (ou CCD, do inglés
“CounterCurrent Distribution”), introduzido por Craig e Post em 1949, que também utilizava
duas fases liquidas. Noentanto, na CCC, uma das fases se mantém estacionaria devido a criagdo
de um campo gravitacional gerado pela rotacdo da coluna, enquanto a outra fase (i.e., a FM) a
atravessa, carregando e distribuindo os solutos de acordo com a afinidade relativa destes por
cadauma das fases em equilibrio (MARSTON e HOSTETTMANN, 1994; BERTHOD, 2002;
CONWAY, 2011; BUTTENBENDER et al., 2018).

A evolugdo da CCC permitiu a criacdo de uma série de colunas, classificadas em
sistemas hidrostaticos e hidrodinamicos (Figura 1). Os sistemas hidrostaticos, mais conhecidos
como CPC (do inglés “Centrifugal Partition Chromatography”), sdo formados por uma série
de camaras idénticas ligadas em cascata e conectadas por dutos de tamanho estreito, alocados
em discos ou cartuchos, e dispostos ao redor de um rotor. Nestes sistemas, a rotacdo da coluna
em torno de um Unico eixo de revolucdo, gera um campo gravitacional constante, o qual é
responsavel pela retencdo da FE (BERTHOD, 2002; PAN e LU, 2007; BOJCZUK et al., 2017;
BUTTENBENDER et al., 2018).

Os sistemas hidrodindmicos, por sua vez, s&0 mais conhecidos pelas suas variantes
High-Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC) e High-Performance Countercurrent
Chromatography (HPCCC). Estes sistemas possuem uma coluna de forma tubular e helicoidal
que realiza um movimento planetario sincrono “tipo J”, onde um campo centrifugo, variavel
em intensidade e direcdo, é gerado pela rotacdo do suporte da coluna em torno de seu proprio
eixo de revolucdo e em torno do eixo de revolucdo da centrifuga (BERTHOD, 2002; PAN e
LU, 2007; BOJCZUK etal., 2017; BUTTENBENDER et al., 2018).



Figura 1 — Representacdo de colunas a) hidrodindmica e b) hidrostatica de cromatografo
contracorrente e seus respectivos campos gravitacionais.

a) b)

CAMARAS

¢] ZONA DE
B AGITACAO

CAMPO
GRAVITACIONAL
CONSTANTE

G

1

ZONA DE
EQUILIBRIO

CAMPO GRAVITACIONAL VARIAVEL ! t

Fonte: adaptadade BERTHOD e ARMSTRONG (1988).

A escolha entre a utilizacdo de um sistema hidrostatico ou hidrodindmico ocorre
geralmente de acordo com a caracteristica da separacdo/purificacdo a ser realizada. Por
exemplo, sistemas liquidos bifésicos que apresentam maior dificuldade de serem retidos em
colunas hidrodindmicas, como os tradicionais SABs, apresentam, em teoria, melhor
desempenho quando utilizadas as colunas hidrostaticas. No entanto, embora a coluna
hidrostatica promova maior estabilidade das fases liquidas, também propicia uma menor
eficiéncia de mistura das fases, resultando em alargamento do pico cromatografico e menor
performance de separacdo. Assim, a escolha entre cadatipo de coluna baseia-se geralmente na
necessidade de se utilizar determinados tipos de sistemas liquidos bifasicos, ou priorizar uma
elevada eficiéncia no processo de separagdo (POOLE, 2003; BERTHOD, 2007).

Devido a natureza liquida da técnica, qualquer uma das fases de um sistema liquido
bifasico pode ser selecionada como FM e FE, de maneira que € possivel operar o CPC em dois
modos de operacdo, ascendente e descendente. Nomodo ascendente, a FM é a fase menos densa
do sistema bifésico (fase de topo), enquanto a FE € a fase mais densa (fase de fundo). Nesta
configuracdo, a FM menos densa ¢ introduzida pela extremidade inferior de cada cdmara da
coluna, atravessando a FE em um movimento ascendente e contrrio ao campo gravitacional.
O modo descendente, por sua vez, funciona de forma oposta, i.e., a FM é equivalente a fase de
fundo do sistema bifasico, enquanto a FE € equivalente a fase de topo (BERTHOD, 2002;
MARCHAL et al., 2003).
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O carater liquido da coluna permite ainda que a CPC, assim como outras formas de
CCC, apresente uma série de vantagens em relacdo as outras técnicas cromatogréficas. Dentre
elas, pode-se destacar: i) eliminacdo de problemas criticos ligados a amostra, como
desnaturacdo, contaminacao e perda por adsorcao irreversivel ao suporte; ii) seletividade Unica,
uma vez que permite a utilizacdo de uma imensa gama de sistemas biféasicos formados por
solventes de diferentes polaridades, portanto, capazes de purificar uma grande variedade de
moléculas-alvo, sobretudo aquelas de dificil aplicacdo e separacdo nas demais cromatografias;
iii) capacidade preparativa, pois, diferentemente do que ocorre na cromatografia liquida de alta
eficiéncia, ondea area disponivel para que o soluto seja separado limita-se somente a superficie
da matriz sélida, na CPC, o soluto € capaz de acessar todo o volume da FE, permitindo a
separacdo e purificacdo de uma grande quantidade de material (BERTHOD, 2002; YIN et al.,
2010).

Apesar de importantes vantagens, o carater liquido e configuracdo da coluna resultam
em grandes desafios a implementacdo do CPC, uma vez que a “coluna” s6 existe de fato quando
as duas fases imisciveis do sistema bifasico se encontram em equilibrio hidrodinamico. Assim,
é essencial ao processo que este equilibrio seja mantido e que a FE seja capaz de se manter
estavel ao longo da passagem da FM. Além disto, os dutos que interconectam as camaras da
coluna do CPC estdo preenchidos apenas com FM, sem que haja neste espaco qualquer contato
daFM com a FE. Este fato configura em maior limitagcdo na transferéncia dos solutos entre as
fases e, consequentemente, maior alargamento de banda cromatografica no processo de
separagdo (BERTHOD, 2002; BOJCZUK et al., 2017).

I1l.  PRINCIPIODE SEPARACAONA CPC

A distribuicdo de solutos em CPC é baseada unicamente no principio de particdo
liquido-liquido, no qual os solutos sdo distribuidos entre FM e FE de acordo com suas
afinidades por cada uma das fases em equilibrio. A forma como se dard a distribuicdo/particdo
de um soluto entre as fases do sistema bifasico é estabelecida pelo coeficiente de
distribuicdo/particdo do soluto (Kp), normalmente expresso como a razao entre a concentracéo
do soluto na FE (Cs) por sua concentracdo na FM (Cw) (Eqg. 1) (BERTHOD, 2002; ITO, 2005).

Kp= & Eq.1

Cm
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No modo classico de elui¢do isocratica utilizado no CPC, no qual o processo de
separacao € realizado em um unico modo de operagdo, ascendente ou descendente, 0s Kp dos
solutos devem estar contidos em uma determinadafaixa de operacionalidade (BOJCZUK et al.,
2017). Esta faixa, chamada de “sweet spot”, de acordo com diferentes literaturas, ocorre
geralmente entre 0,25 < Kp < 16 (ADELMANN e SCHEMBECKER, 2011; LIU et al., 2015),
ou de forma mais restrita, de 0,25 < Kp < 4 (MARLOT et al., 2020). Segundo Bojczuk et al.
(2017), dentro desta faixa, uma diferenca de apenas 0,2 no Kp entre dois solutos, é capaz de
promover uma resolucao de separacéo eficaz, permitindo a purificacdo de amostras complexas,
as quais necessitam ser purificadas em processos laboriosos com recurso a outras técnicas
cromatograficas.

Mais especificamente, busca-se para o sistema bifasico selecionado, o valor de Kp mais
préximo possivel de 1, onde o soluto particiona-se igualmente entre FM e FE. Em Kp = 1, ndo
ha distingdo da particdo do soluto entre as fases do sistema, i.e., € como se o soluto fosse eluido
em uma Unica fase. Assim, independentemente do volume de FE retido na coluna, a elui¢do do
soluto ocorrera em um volume de retencdo (Vr) exatamente igual ao volume da coluna (Vc),
resultando em uma separacdo com alta resolucdo e tempo de eluicdo satisfatério. De forma
contréria, Kp muito baixo, ou seja, baixa afinidade do soluto pela FE, resulta em separagéo de
baixa resolugédo, com elui¢do do soluto proxima ao solvent front, enquanto Kp muito elevado,
leva a um tempo de eluicdo demasiadamente longo, e consequentemente, maior consumo de
solventes, e alargamento do pico cromatografico (FOUCAULT, 2001; BERTHOD, 2002,
SUTHERLAND, 2002; WARD et al., 2015).

Desta forma, a compreensdo de como se particionam os solutos de uma amostra (e as
impurezas) em um dado sistema bifasico, é essencial para estimar a performance de separagdo
em CPC. Conhecido o valor de Kp da molécula-alvo, e atraves da determinagdo dos volumes
de FE e FM na coluna, € possivel determinar o Vg, e assim a posi¢do do pico cromatografico,
pelas seguintes equacdes (BERTHOD, 2002; ITO, 2005; WARD et al., 2015):

VR=Vwm+ Kp* (VC—Vwm) Eqg. 2
VR=Vc*[1+ (Kp-1)* Sr] Eq. 3

Onde Vc é dado pela soma dos volumes de FE (Vs) e de FM (Vw), dado que a coluna é
constituida somente das duas fases liquidas em equilibrio e ausente de qualquer matriz solida.

Estas variaveis sdo utilizadas, juntamente com a eficiéncia da coluna ou nimero de pratos
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tedricos (N), para calcular o grau de separacéo entre dois solutos, atraves da determinacdo do
fator de resolugédo (Rs) (YIN et al., 2010):

VN Ky, — Ky,
Rs =5r % K,, +K
1— Sp[1—=p2-—p1]

Eq. 4

Pela Eq. 4 verifica-se que a Rs é dependente dos Kp dos solutos (Kpz e Kpz), de N e de
Sk, onde, o Rs varia diretamente com Sr e com a VN. Ou seja, Rs mostra-se mais sensivel &
variacdo de Sr que de N, de forma que o Rs € significativamente maior, quanto maior for a
quantidade de FE retida na coluna. Além disto, nota-se que o valor de N sozinho néo é
suficientemente seguro para avaliar a eficiéncia de resolugdo de uma coluna contracorrente, ja
que esta varia com o volume de FE retido (BERTHOD e BILLARDELLO, 2000; YIN et al.,
2010).

IV. SISTEMASBIFASICOS LIQUIDO-LIQUIDO

A escolha do sistema bifésico liquido-liquido para ser utilizado no CPC € uma das mais
importantes etapas no delineamento do processo de separacdo, equivalente a escolha do tipo de
coluna (FE) e eluente (FM) na cromatografia liquida de alta eficiéncia. No caso da CPC,
entretanto, a escolha de FM e FE é feita de forma interdependente, dado que a coluna
cromatografica é formada por ambas as fases em equilibrio (RENAULT, 2002).

O numero praticamente infinito de solventes disponiveis que permitem a formacéo de
sistemas bifasicos liquido-liquido, confere a técnica uma marcante versatilidade, possibilitando
a separacdo e purificacdo de uma grande variedade de compostos, como peptideos, lipideos,
ions metalicos, metabdlitos secundarios e células. No entanto, esta alta disponibilidade de
solventes também faz com que a busca pelo melhor sistema biféasico se torne um importante
desafio a implementacdo e execucdo da técnica de CPC. Geralmente, a escolha do melhor
sistema bifasico demanda consideravel experiéncia e aptidao do profissional, sendo considerada
a etapa responsavel por até 90% de todo o trabalho e tempo requerido no desenho do processo
de separagdo propriamente dito (RENAULT, 2002; ITO, 2005; LIU et al., 2015).

O primeiro e principal elemento analisado nesta etapa € o Kp da molécula-alvo. A
procura por sistemas bifasicos em que o soluto possua Kp adequado, inicia-se normalmente
pela busca na literatura por sistemas bifasicos ja previamente aplicados em moléculas

semelhantes a molécula-alvo. Caso essa abordagem nao seja suficiente, pode ser realizada uma
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triagem inicial de potenciais sistemas bifasicos em diferentes composicdes de seus
componentes formadores, de forma a variar a polaridade do sistema e assim ajustar a particdo
do soluto (HOPMANN et al., 2012; FROMME et al., 2020). Essa abordagem tem em
consideracdo as caracteristicas relacionadas a natureza quimica da amostra, como solubilidade,
estabilidade nos componentes do sistema, presenca de compostos ionizaveis, métodos de
detecc¢do, concentracdo e volume de injecdo. Contudo, a escolha do sistema bifésico baseada
somente na particdo do soluto ndo considera o comportamento hidrodinamico das fases,
essencial naeficiéncia do processo de separagdo por CPC (RENAULT, 2002; LIU et al., 2015;
BOJCZUK et al., 2017).

O regime de fluxo das fases no CPC deve ser capaz de promover: i) boa dispersao das
fases, de forma a promover elevada transferéncia de massa; ii) rpida coalescéncia das fases
para evitar o “sangramento” da coluna (chamado de bleeding), ou seja, perda de FE devido ao
arraste por FM; iii) estabilidade de FE na coluna, isto é, elevada Sr; iv) e pressdo de retorno
dentro do limite de operabilidade do equipamento (FROMME et al., 2020). Todos esses
fenbmenos hidrodindmicos na CPC sdo influenciados por uma série de fatores que podem ser
divididos emtrés grupos: referente as propriedades fisicas do sistema liquido bifasico - W, y 4p;
aos parametros operacionais - w, F e modo de operacdo (ascendente ou descendente); e as
caracteristicas da coluna - volume, forma geométrica, tamanho e material de fabricacéo
(SCHWIENHEER e SCHEMBECKER, 2015).

V. RETENCAODE FASE ESTACIONARIA (Sg)

Um dos parametros mais importantes avaliados na CPC € o Sr, que mede o volume
percentual de FE que fica retido na coluna em relagdo a capacidade volumétrica total. Do valor
de Sk séo determinados outros importantes parametros para a CPC, como eficiéncia da coluna,
resolucdo do pico cromatografico e retencdo dos solutos (DU et al., 1999).

A eficiéncia de separacdo na CPC é fortemente influenciada pelo padrao de fluxo das
fases liquidas imisciveis que se forma durante a passagem da FM através da FE imobilizada na
coluna. Este comportamento hidrodinamico dasfases pode ser compreendido através da analise
dealguns efeitos, como Sr, pressdo de retorno, transferéncia de massa, “backmixing” (causada
pela circulagdo de FE nas camaras e arraste de FM de volta para a entrada da camara) e volume
morto (ADELMANN et al., 2013; SCHWIENHEER et al., 2017). A observacdo destes trés
ultimos efeitos, entretanto, possui algumas restricbes e exige consideravel esforco

experimental, com a utilizacdo de sistemas O&pticos, simulacdo da Fluidodinamica
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Computacional (CFD, do inglés Computational Fluids Dynamics) e analise de velocimetria por
imagem de particulas (PIV, do inglés Particle Image Velocimetry).

A pressdo de retorno e Sr, por sua vez, podem ser quantificadas com seguranca e
utilizadas como uma forma simples de compreender a viabilidade do sistema bifasico, bem
como na defini¢do dos parametros operacionais do processo de separacao (SCHWIENHEER et
al., 2017). O conjunto de propriedades fisicas (1, y e 4p) é responsdvel por um importante
parametro na aplicabilidade do sistema bifasico em CPC, i.e., o tempo de equilibrio de fases
(ts). Este parametro determina o tempo necessario para que a mistura bifasica seja separadaem
duas fases completamente nitidas, e pode ser utilizado como uma simples medida para predizer
a estabilidade do sistema no CPC (AL-MARZOUQI et al., 2005; ITO, 2005; BEZOLD et al.,
2015). Sistemas com propriedades fisicas adequadas para aplicacdo em CPC devem possuir um
ts relativamente baixo, de maneira que, quanto menor o valor de ts, maior é a estabilidade de
FE na coluna e, consequentemente, maior o valor de Sr. Sistemas bifasicos com elevada u e
baixos valores de y e 4p possuem ts relativamente longos, maiores que 30 s (AL-MARZOUQI
et al., 2005). Segundo Ito (2005), inventor da CCC, sistemas com ts menores que 20 s, para F
dentro de uma faixa apropriada, devem resultar em Sk maiores que 50%.

Além das propriedades dosistema bifasico, os parametros operacionais doequipamento
utilizados no processo de separacdo exercem forte influéncia nos valores de Sr. Diferente do
gue ocorre nas colunas hidrodinamicas em contracorrente, onde a Sk é estabelecida como sendo
linearmente relacionada a V'F, quandoaplicadas em CPC, Sk é relacionada com F deuma forma
ainda ndo tdo bem estabelecida. Sabe-se, porém, que o0 aumento de F causa um decréscimo em
Sk, mas que, em contrapartida, resulta em diminuicdo do tempo de separagdo do processo
cromatografico (YIN, 2010; ADELMMAN e SCHEMBECKER, 2011; ADELMANN et al.,
2013). Por sua vez, a w exerce menor influéncia em Sr. Entretanto, 0 aumento de w resulta em
menor tamanho das goticulas de FM formadas, promovendo maior dispersdo e resultando,
consequentemente, no aumento da resolucdo e eficiéncia da separacdo. Além disso, 0 aumento
da intensidade do campo centrifugo causado pelo aumento de w, tende a “segurar” mais
fortemente a FE, de forma que possibilita a operagcdo do equipamento em maiores F (YIN,
2010; ADELMANN et al., 2013).

Os parametros operacionais descritos acima, bem como o modo de operacdo
(ascendente ou descendente), afetam a Sr de forma diferente para diferentes geometrias e
tamanhos de coluna. No entanto, a transferéncia de metodologia de separacdo entre duas
colunas distintas é possivel, buscando-se manter constante a resolucdo entre os solutos-alvo,

como exposto no trabalho de Roehrer e Minceva (2019). Por fim, importa destacar que nao so
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estes parametros exercem influéncia em Sg, mas também aamostra a ser processada. A injecao
de uma grande quantidade de amostra, dependendo de sua composicdo e da interagdo com as
fases do sistema bifasico, pode causar a perda de FE, de maneira que o volume e concentracao
da amostra devem ser considerados quanto ao tamanho da coluna utilizada, performance da

coluna e solubilidade da amostra no sistema bifasico (YIN, 2010).

VI. PRESSAODE RETORNO

A pressdao de retorno, derivada do termo inglés “pressure drop”, também conhecida
como “backpressure”, configura-se como um dosmaiores obstaculos para uma performance de
separacdo satisfatoria na aplicacdo de sistemas bifasicos liqguidos em CPC. Diferente dos
equipamentos hidrodinamicos, na CPC a coluna é constituida de um Unico eixo de rotacdo e
utiliza em sua configuracdo as juntas rotativas, também denominados selos rotativos
(ADELMANN et al., 2013; FUMAT et al., 2016). As juntas rotativas sd&o componentes
mecanicos que produzem dois dos principais problemas no funcionamento do CPC: a geracéao
de calor resultante do contato das juntas com as partes estaticas do equipamento e a restricdo
do limite maximo de pressdo. Assim, quando acima de um determinado valor de pressdo, 0
fluido dentro das juntas rotativas pode infiltrar-se entre as partes moveis e estaticas, causando
vazamentos que podem dissolver e danificar os lubrificantes dos rolamentos (FUMAT et al.,
2016).

As colunas hidrostaticas sdo formadas por uma série de camaras de volume e geometria
idénticos, onde a FM e FE estabelecem o contato, promovendo a parti¢do dos solutos de acordo
com as afinidades relativas destes por cada uma das fases em equilibrio. E formado na coluna
um padrao de repeticdo devido a presenca de dutosde diametro mais reduzido que interligam
essas camaras. A presenca apenas da FM nos dutos faz com que ocorra um acumulo de pressao
hidrostatica na passagem de FM de uma camara para outra ao longo da separacdo. Esta pressao
gerada no CPC é limitada pelo uso dos selos rotativos, os quais impde um limite maximo de
operacao do equipamento a uma pressao em torno de 60 atm (cerca de 880 psi) (BERTHOD,
2002; POOLE, 2003).

Esta limitacdo de pressdo, caracteristica do CPC, afeta de forma significativa a
performance de separagdo, e restringe consideravelmente a escolha dos sistemas bifasicos e
parametros operacionais a serem utilizados. As varidveis que determinam a pressao de retorno
no CPC sdo as mesmas que afetam a resolucdo e eficiéncia de separagdo, i.e., parametros
operacionais do equipamento, propriedades fisico-quimicas do sistema bifasico, caracteristicas
dacoluna e SF (VAN BUEL et al., 1997). Berthod e Armstrong (1988) definiram a presséo de
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retorno absoluta como sendo a soma de duas contribuicdes, nomeadamente, uma contribuicéo
hidrostatica formada pela 4p e pela forca centrifuga e uma contribuicdo hidrodindmica
resultante da e da friccdo daFM com as paredes dascamaras e dutosdacoluna (ADELMANN
et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto foi compreender a hidrodindmica de sistemas liquidos bifasicos
em processos de separacdo de biomoléculas utilizando Cromatografia de Particdo Centrifuga
(CPC). Para tal, o projeto foi dividido em trés partes, cada qual com os respectivos objetivos

especificos:

PARTE | - Estudo da hidrodindmica de sistemas aquosos biféasicos (SAB)
i.  Caracterizar as propriedades fisico-quimicas de SAB compostos por sais, polimeros

e etanol;

ii.  Analisar o efeito das propriedades fisico-quimicas na hidrodindmica dos SAB em
CPC;

iii.  Estudar e avaliar o efeito de pardmetros operacionais do CPC (F, @ e modo de

operacao) na hidrodindmica dos SAB;

PARTE Il - Andlise de particdo de biomoléculas utilizando SAB em CPC
i.  Estudara particdo desolutos-modelo, em escala laboratorial, no SAB que apresenta
melhor comportamento da hidrodindmica no CPC,;
ii.  Analisar a particdo dos solutos-modelo que apresentarem maior compatibilidade

com as condicBes de aplicacdo em CPC;

PARTE 111 - Analise de particdo de biomoléculas utilizando sistema aquoso-organico
em CPC
i.  Estudar a particdo de biomoléculas, em escala laboratorial, em sistema aquoso-
organico;
ii.  Analisar a performance do CPC na separacdo de biomoléculas utilizando sistema

aquoso-organico;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Os sistemas bifasicos liquido-liquido foram preparados utilizando cloreto de colina
(CsH14CINO, > 98%, Sigma-Aldrich®), polipropileno glicol com massa molecular média de
400 g/L (PPG-400, C3HeO2, Sigma-Aldrich®), fosfato dipotéassico (K2HPO4, > 98%, Merck
KGaA®), fosfato tripotassico (KsPOa,> 95%, Exodo Cientifica®), alcool etilico absoluto P.A.
(C2H60, > 99,8%, Exodo Cientifica®), hexano P.A. (CsH14,> 98,5%, Synth®) e acetona P.A.
(C3HsO, > 99,5%, Exodo Cientifica®). Em todos os preparos utilizou-se &gua ultrapura
duplamente destilada, passada através de um sistema de osmose reversa e posteriormente
tratada por filtracdo através de um sistema de troca ionica Millipore Milli-Q (18 MQcm). Os
solutos utilizados nos ensaios de particdo foram o acido galico (C7HeOs,97,5—102,5%, Sigma-
Aldrich®), &cido vanilico (CsHsO4, 97,0%, Sigma-Aldrich®), acido p-cumarico (CoHsgO3 >
98%, Sigma-Aldrich®), acido trans-fertlico (C10H1004,> 99%, Sigma-Aldrich®), L-tirosina
(CoH11NO3, >98%, Sigma-Aldrich®), riboflavina (C17H20N40¢,> 98%, Sigma-Aldrich®), -
caroteno (CaoHss, Carbosynth Ltd.), astaxantina (CaoHs204, > 97,0%, Sigma-Aldrich®),
colorante verde malaquita P.A. (C23H25CIN2, Synth®), colorante verde brilhante SF Yellowish
(C37H34N209S3Naz, > 80,0%, NEON) e colorante vermelho de fenol P.A. (C19H140sS,
VETEC). A proteina verde fluorescente (GFP, doinglés green fluorescent protein) e o colorante
vermelho de Talaromyces amestolkiae utilizados foram produzidos, respectivamente, deacordo
com protocolo descrito por Lopes et al. (2019) e De Oliveira et al. (2022). Todos os demais

reagentes foram de grau analitico e utilizados conforme recebidos.

PARTE | — Estudo da hidrodindmica de sistemas aquosos bifasicos (SAB)

4.2. Preparacdo e caracterizacao fisico-quimica dos SAB
Os estudos de hidrodindmica e particdo de biomoléculas foram realizados utilizando os
SAB com as seguintes composi¢cdes massicas (Yom/m): i) 25,0 KzPO4+ 30,0 [Ch]CI + 45,0
H20 (SHAHRIARI et al., 2013); ii) 27,5 K2HPO4 + 27,5 [Ch]CI + 45,0 H20 (OSLOOB e
ROOSTA, 2019); iii) 45,0 PPG-400 + 25,0 [Ch]CI + 30,0 H20O (PASSOS et al., 2016); iv) 19,5
K2HPO4 + 19,5 Etanol + 61,0 H20 (TOLEDO et al., 2019). Os sistemas foram preparados
através da adicdo (por pesagem ou medicdo) e mistura de seus componentes, de acordo com

seus respectivos dados de equilibrio previamente definidos nas literaturas citadas.
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Dadaa relevancia das propriedades fisico-quimicas para o estudo de hidrodindmica, as
fases de topo e fundo dos SAB foram analisadas quanto ao seu volume (V), massa (m), pH,
condutividade (o), teor de agua, indice de refracédo (IR), densidade (p), viscosidade (u) e tensdo
interfacial (y). Para essas determinacdes, sistemas de 10 g e 20 g (excepcionalmente para o
sistema K2HPOas/Etanol/H20) foram preparados em tubos de vidro graduados, através da
pesagem de seus componentes em balanca analitica (MARTE, modelo UW220), com incerteza
de 0,0001 g, e de acordo com suas respectivas composi¢des massicas. Os sistemas foram
agitados em agitador tipo vortex multifuncional (KASVI, modelo K40 - 1020) até completa
dissolucdo dos componentes, e equilibrados em banho ultratermostatico a 25 °C, por 12 a 24
horas, de forma a atingir uma completa separacdo de fases. Apos este periodo, as fases de topo
e de fundo foram cuidadosamente separadas utilizando pipeta Pasteur de vidro, enquanto o
volume da interface foi descartado.

Os valores de pH e ¢ foram determinados utilizando um medidor pH/condutividade
(modelo 914 - Metrohm), enquanto as medidas de | e p foram realizadas a 25 °C e pressao
atmosférica em viscosimetro-densimetro (Stabinger SVM3000 - EXW Anton Paar). O IR foi
determinado por caracterizacdo de refracdo por oscilagdo termo-6ptica (modelo TORC 5000 -
Anton Paar) e o teor de &gua por titulacdo Karl Fischer (modelo 852 Titrando - Metrohm). Para
0 SAB K2HPOu/Etanol/H20, utilizado em todos os estudos de hidrodinamica, também foi
determinada a y, empregando-se 0 método do anel (DRELICH et al., 2002) e utilizando um
tensiometro de forca (K100 - KRUSS).

Para os estudos em CPC, foram preparados sistemas de maiores volumes, de2 a4 L, de
acordo com a necessidade de cada ensaio. Os componentes foram adicionados em frascos
reagentes devidro e agitados em agitador magnético (modelo C-MAG HS7 - IKA) até completa
solubilizacdo dos componentes. Os sistemas foram deixados em equilibrio overnight em funil
de separacdo (temperatura ambiente e pressdo atmosférica). Antes da utilizacdo nos ensaios em
CPC, as fases foram separadas e desgaseificadas em banho ultrassénico (Ultronic - Eco-sonics)

por 10 min.

4.3. Determinacao do tempo de equilibrio de fases (ts)

O tempo necessario para que as fases do sistema liquido bifasico sejam completamente
separadas, ap0s vigorosa agitacdo, esta diretamente relacionado a estabilidade da FE na coluna
do CPC. Desta forma, para 0 SAB K2HPO4/Etanol/H20, utilizado em todos os estudos de
hidrodindmica, foi avaliado o valor do ts, de acordo com metodologia descrita por 1to (2005).

A determinacédo do ts foi realizada através da adigdo de 2 mL de cada uma das fases do SAB
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em tubo de ensaio vedado com pelicula Parafilm M®. O tubo foi manualmente vertido
(up/down) por 10 vezes e deixado estabilizar. Em seguida, foi cronometrado o tempo necessario
para a completa separacéo das fases e formacdo de uma interface visivel. A analise foi feitaem
triplicata e, para cada triplicata, o valor de ts foi cronometrado trés vezes, a fim de alcancar

maior precisdao na medicao.

4.4. Ensaios no Cromatdgrafo de Particdo Centrifuga (CPC)

Os ensaios foram realizados utilizando um equipamento modelo Quattro LabPrep™
CPC (AECS - QuikPrep Ltd., Newquay, Reino Unido). O equipamento possui duas colunas
com volumes internos totais (Vc) de 200 mL e 470 mL, com wmax = 800 rpm. Cada coluna é
constituida por um par de rotores opostos, 0s quais sdo compostos por trés placas de aco
inoxidavel: interna, externa e central. Entre as placas de ago inoxidavel, encontram-se camadas
de politetrafluoretileno (PTFE), responsaveis por promover uma vedacao de alta pressdo. A
placa central possui maltiplas camaras idénticas e interconectadas por dutos, como representado
na Figura 2. O volume morto, considerado nos calculos de hidrodinamica, foi de 11% do
volume da coluna, de acordo com informacgdes fornecidas pelo fabricante.

Para bombeamento das fases, foram utilizadas duas bombas de cromatografia liquida de
alta eficiéncia preparativa modelo ECP2050 (ECOM, Praga, Republica Tcheca), com Fmax =50
mL/min e pressdo maxima de 850 psi. Para a detec¢do da amostra e coleta das fracfes, foram
utilizados detector UV-Vis TOY 14 DAD e coletor ECF2096, respectivamente, ambos da
ECOM (Praga, Republica Tcheca). Para injecdo da amostra foi utilizada uma valvula de inje¢do

manual (modelo Upchurch Injector part number V450).
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Figura 2 — Coluna hidrostatica do cromatégrafo de particdo centrifuga modelo Quattro CPC™
(AECS - QuikPrep Ltd.).

Fonte: o autor.

4.5. Equilibrio de FE e FM na coluna do CPC

Para todos os ensaios em CPC, optou-se por utilizar Vc de 200 mL, visando menor
consumo de solventes e menor tempo de execugdo dos ensaios. Antes do inicio de cada ensaio,
foi realizado primeiramente o equilibrio da coluna com FE e FM. O preenchimento de FE foi
realizado utilizando-se as duas bombas de fluxo disponiveis, em 80 mL/min (40 mL/min em
cadabomba), com w = 100 £ 3 rpm, e no modo de operagao, ascendente ou descendente, a ser
utilizado no ensaio. O fluxo de FE foi realizado com a valvula injetora de amostra na posicdo
inject, a qual permite a passagem de FE pelo loop e expulsdo da fase contida anteriormente.

Para garantir o preenchimento completo da coluna com FE, o fluxo foi realizado até que
a linha de base do cromatograma no CPC permanecesse constante, totalizando a inje¢do de um
volume de FE de, aproximadamente, 1,8 a 2,2 vezes do V¢, equivalente a injecdo de 360 mL a
440 mL. Apds finalizado o preenchimento de FE, foi realizado o preenchimento de FM com o
e F especificos de cada ensaio e com a valvula injetora de amostra na posicao load, na qual nao
existe passagem de FM pelo loop.

Ao final dos ensaios de hidrodindmica, em que ndo houve injecdo de qualquer amostra,
as fases coletadas foram analisadas quanto a [ e p. Estes valores foram comparados com 0s
valores inicialmente obtidos na caracterizacdo do sistema em escala laboratorial. Quando
obtidos valores com desvio padrdo menor que 5%, as fases foram separadas novamente em

funil de separacéo e reutilizadas em ensaios posteriores.
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4.6. Estudo de hidrodinamica da pressao de retorno

A pressdo de retorno do CPC foi avaliada em funcéo dos parametros operacionais (F, @
e modo de operacdo) através de duas séries de ensaios experimentais. Para uma primeira
compreensdo do funcionamento do CPC, a primeira série de ensaios avaliou o efeito exercido
na pressdo de retorno devido ao escoamento de solucfes aquosas dos diferentes componentes
formadores dos SAB. Para 0 SAB mais apropriado, uma segunda série de ensaios foi realizada
de forma a avaliar o efeito dos parametros operacionais na pressao de retorno devido ao
escoamento de FM por FE, ou seja, considerando nesta série a pressdo exercida na coluna

contendo as duas fases imisciveis em equilibrio.

4.6.1. Pressdo de retorno de solugdes aquosas dos componentes formadores dos SAB

Nestes ensaios foram utilizadas solu¢bes aquosas de diferentes concentragbes dos
seguintes componentes: PPG-400 (10, 20, 40 e 60 %(m/m)), [Ch]CI (10, 20, 30 e 40 %(m/m)),
K3PO4 (10, 20 e 30 %(m/m)), e etanol (10, 20, 30 e 40 %(m/m)). A influéncia do fluxo da
solugdo na presséo de retorno foi avaliada variando-se o fluxo de 5 a 40 mL/min, enquanto w
foi fixado em O rpm. Para avaliar o efeito w na pressdo de retorno, de 0, 200, 400 a 600 rpm,
utilizou-se fluxos de solucdo iguais a 5, 15 e 30 mL/min. Uma vez que sé ha diferenca entre os
modos ascendente e descendente quando duas fases liquidas e imisciveis estdo presentes, neste
primeiro estudo o modode operacao descendente foi selecionado para todos os ensaios de forma
aleatdria.

Nestes ensaios, a coluna do CPC foi primeiramente preenchida com a solucdo do
componente formador de SAB a ser analisado e no modo de operacdo escolhido. Apdscompleto
preenchimento da coluna, o CPC foi ajustado com os valores de fluxo da solucdo e w de
trabalho. Apds iniciado o fluxo da solucdo aquosa (mesma solugdo contidana coluna), a pressao

indicada pelas bombas foi registrada a cada 2 min ao longo de 100 min de andlise.

4.6.2. Pressdo de retorno do SAB KoHPO4/Etanol/H20

Nesta etapa, a influéncia na pressao de retorno em funcgéo da variacdo de F e w, e dos
modos de operacdo, i.e., ascendente e descendente, foi avaliada para o0 SAB constituido por
K2HPO4, etanol e H20. Para tal, a coluna foi primeiramente preenchida com FE (fase fundo
rica em K2HPO4 no modo ascendente ou fase topo rica em etanol no modo descendente),
seguindo um procedimento idéntico ao descrito na Secédo 4.5. Os parametros operacionais foram

entdo ajustados para avaliar: i) o efeito de F, através da variagdo de F de 2, 4, 6, 8 e 10 mL/min,
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para um valor fixo de w =400 rpm; ii) o efeito de w, através da variacdo de w em 200, 400, 600
e 800 rpm, para F = 2 mL/min. Apés o inicio do fluxo de FM (t = 0 min), a pressdo indicada
pelas bombas foi registrada a cada 2 min ao longo de 100 min de analise, de forma similar aos

ensaios anteriores.

4.7. Estudo de hidrodindmica da retencao de fase estacionaria (Sr)

A Sr, valor que mede a quantidade de FE retida na coluna apds atingido o equilibrio
com FM, foi determinada para o SAB K2HPO4/Etanol/H20, em funcéo de F, w e do modo de
operacao (ascendente ou descendente). A determinacéo foi realizada pelo método volumeétrico,
descrito por 1to (2005). Neste método, o volume de FE deslocado dacoluna, devidoa passagem
de FM, é coletado em uma proveta até que o equilibrio entre as fases seja atingido, o qual pode
ser verificado através da saida apenas de FM da coluna e consequentemente, da estabilizacao
do volume de FE na proveta.

O procedimento de preenchimento da coluna com a FE, seguido pelo inicio do fluxo de
FM, foi realizado de maneira idéntica aos ensaios anteriores. Os valores de F e w foram
ajustados de acordo com os limites de presséo obtidos nos estudos de hidrodindmica da pressao
de retorno. O efeito da variagdo de F em Sr foi analisado para F de 1 a 10 mL/min, em valor
intermediario de w, de 400 rpm. Para avaliar o efeito da variacdo de w, variou-se w para 200,
400, 600 e 800 rpm, para F crescentes de 1, 2, 3 e 6 mL/min. O efeito da variagédo de F e w na
Sk foiavaliado em todos os ensaios nos modos de operagdo ascendente e descendente.

Embora o escoamento de FE da coluna praticamente finalize ap6s atingido o equilibrio
hidrodindmico com FM, existem pequenas quantidades de FE que ainda continuam a ser
eliminadas da coluna. Por esta razéo, fixou-se um tempo de 150 min para todos 0s ensaios,
independentemente do tempo em que o equilibrio das fases na coluna foi alcancado. Sr foi

determinada de acordo com Schwienheer et al. (2015), utilizando a Equacéo 5:

VetV =V,

Ea.5
F V. q

onde, Vc e Vp correspondem, respectivamente, ao volume da coluna e volume morto. Vwm
corresponde ao volume de FM no interior da coluna, o qual é equivalente ao volume de FE

coletado na proveta.

PARTE Il — Anélise de particdo de biomoléculas utilizando SAB em CPC
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4.8. Determinacdo do coeficiente de particdo (Kp) de solutos-modelo

Para o SAB que apresentou o perfil de hidrodindmica mais adequado para aplicagédo em
CPC, isto é, composto por (%m/m) 19,5 K2HPO4 + 19,5 Etanol + 61,0 H20, foi realizada uma
triagem de particdo de solutos-modelo para avaliar a particdo destes solutos no CPC. Nesta
triagem, foi realizada uma busca por solutos com Kp preferencialmente o mais proximo de 1,
ou na faixa adequada de aplicagdo no CPC, i.e., de 0,25 a 16. Para tal, foram determinados os
valores de Kp, em escala laboratorial (sistemas de massa total 5 g ou 10 g), para 0s seguintes
solutos (com concentracBes definidas de acordo com suas solubilidades em &gua): proteina
verde fluorescente (GFP - 10 %(m/m)); albumina de soro bovino (BSA - 0,5 %(m/m)); acido
galico (0,6 %(m/m)); colorante produzido por cultivo submerso de Talaromyces amestolkiae (5
%(m/m); colorantes verde malaquita (C23H2sCIN2 - 2 9%(m/m)), verde brilhante SF
(C37H34N209S3Naz - 0,4 %(m/m)) e vermelho de fenol (C19H140sS - 0,4 %(m/m)). Para L-
tirosina, acido p-cumarico e acido trans-ferdlico, a particéo foi realizada em sistema contendo
61%(m/m) desolucdo a 0,1 g/L, e para riboflavina comercial contendo 40% (m/m) de solucao
0,1 ¢g/L.

Apobs pesagem dos componentes, os sistemas foram deixados em equilibrio por 30 min
e centrifugados por 15 min a 5000 xg, de forma a garantir a completa separacdo das fases. As
fases foram cuidadosamente separadas e analisadas quanto a absorbancia UV-Vis em leitor de
microplaca Infinite M200PRO - RChisto®, parariboflavina, e leitor EnSpire Alpha Plate Reader
— PerkinElmer® para os demais solutos. A GFP foi quantificada pela leitura da fluorescéncia
em espectrofluorofotdmetro RF-6000 - SHIMADZU® (Excitacdo = 488 nm; Emissdo = 510
nm). Todas as leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de absorbancia maxima
(Amax), 0s quais foram determinados por analise de varredura prévia para cada soluto.

Para determinacdo de Kp de L-tirosina, acido galico, GFP e riboflavina, foram
determinadas as curvas de calibragdo e utilizada a Eq. 6 (ASENJO e ANDREWS, 2011):

C

Cr
onde, Cr = concentragdo do soluto na fase de topo e Cr = concentragdo do soluto na fase de
fundo. Para os demais solutos, o Kp foi determinado em funcéo dos valores de absorbéancia,
pela Eq. 7, onde At = absorbancia do soluto na fase de topo, e Ar = absorbancia do soluto na

fase de fundo.
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4.9. Estudo de parti¢do de solutos-modelo em CPC utilizando SAB

Apos avaliacdo em escala laboratorial dos valores de Kp, 0s solutos que se mostraram
mais adequados para aplicacgdo em CPC foram selecionados para 0s ensaios de
particdo/separacdo no SAB K2HPOu/Etanol/H20. Para este estudo, ensaios de parti¢do de L-
tirosina, riboflavina e &cido galico foram realizados individualmente, além de um ensaio de
separacdo de acido galico e &cido vanilico. Para todos os ensaios foi realizado primeiramente o
equilibrio da coluna com FE e FM (conforme procedimento descrito na secéo 4.5), seguido da
injecdo da amostra e coleta das fracOes resultantes do ensaio. Os parametros operacionais
utilizados no CPC foram selecionados de acordo com os estudos prévios de hidrodindmica
(presséo de retorno e Sr).

O modo de operacdo foi selecionado com base no Kp do soluto de cada ensaio. Dado
que Kp ¢ a relagdo da concentracdo do soluto na FE sobre sua concentragdo na FM, e que no
modo ascendente FE = fase de fundo/ FM = fase de topo, e no modo descendente FE = fase de
topo/ FM = fase de fundo, selecionou-se 0 modo de operagdo que resultasse em Kp dentro da
faixa de aplicacdo do CPC (0,25 — 16,0) e que possibilitasse menor tempo de ensaio e consumo
de solventes. As condigdes especificas utilizadas em cada ensaio estdo descritas abaixo.

e O estudo de particdo do acido galico foi realizado em quatro ensaios diferentes, de
modo a analisar o efeito da variagdo de F e concentracdo da amostra. O modo de
operacdo utilizado foi o descendente e w = 600 rpm. As amostras injetadas consistiram
em 20 mL da fase fundo do SAB K2HPOu4/Etanol/H20, contendo 61,0 %(m/m) de
solucdo aquosa de acido galico a 0,25 g/L ou 0,50 g/L. Para estas concentracdes de
solucdo, a concentracéo total de &cido galico no SAB foi de, respectivamente, 0,1525
g/L e 0,3050 g/L. As condicgdes operacionais utilizadas neste ensaio estdo resumidas na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros operacionais (fluxo de fase mével, velocidade de rotagdo da coluna,
modo de operacdo e concentracdo do soluto) empregados nos ensaios de particdo de acido
galico em CPC, utilizando o sistema aquosos bifasico KaHPO4/Etanol/H>O0.

Ensaio F [0} Modo gle Copgentragéo de acido
(mL/min)  (rpm) operagao galico no SAB (g/L)
1 2 600 Descendente 0,1525
2 2 600 Descendente 0,3050
3 1 600 Descendente 0,3050
4 4 600 Descendente 0,3050

Fonte: o autor.

Além do ensaio de particdo individual do &cido gélico, foi realizado um estudo de

separacao dos acidos galico e vanilico. A separacgdo foi realizada em modo de operacédo

descendente, w = 400 rpm e F = 3 mL/min. A amostra injetada consistiu em 0,5 g/L

deécido galico e 0,5 g/L deacido vanilico solubilizados em 20 mL daFM (equivalente

a fase de fundo no modo de operacdo descendente).

No ensaio de particdo de L-tirosina, foi utilizado o modo de operagdo ascendente, F =
2 mL/min e w =600 rpm. A amostra injetada consistiu em 20 mL dafase de topo do
SAB K2HPO4/Etanol/H20, contendo 61,0 %(m/m) de solucdo aquosa de L-tirosina
0,35 g/L (concentracdo definida de acordo a solubilidade méaxima em agua).

No ensaio de parti¢do dariboflavina foi utilizado o modo de operagdo descendente, F
= 3 mL/min e w = 600 rpm. Neste caso, foram realizados dois ensaios variando a
amostra injetada. No primeiro ensaio, a amostra consistiu em 5 mL da fase fundo do
SAB K2HPO4/Etanol/H20 contendo 40,0 %(m/m) desolucdo aquosa de riboflavina 0,1
g/L, enquanto no segundo ensaio, 5 mL da solucdo de riboflavina 0,1 g/L foram

diretamente injetados no CPC.

PARTE Il — Andlise de particdo de biomoléculas utilizando sistema aguoso-organico em
CPC
4.10. Estudo de particdo de soluto em CPC utilizando um sistema bifasico

aquoso-organico

Para avaliar a performance do Quattro LabPrep™ CPC aplicando sistemas agquosos-

organicos (tradicionalmente utilizados em CPC), foi selecionado o sistema (% v/v) 25,0 Etanol

+ 25,0 Acetona + 25,0 Hexano + 25,0 H20 para ser aplicado em ensaios de particdo/separacao
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doscarotenoides comerciais astaxantina e f-caroteno. Este ensaio teve como objetivo obter uma
andlise qualitativa da separacdo dos solutos, e confirmar a adequabilidade dos pardmetros
operacionais utilizados (inferidos a partir do estudo prévio de hidrodindmica de SAB) na
performance do equipamento.

Primeiramente, um estudo de parti¢cdo dos solutos em escala laboratorial foi realizado,
determinando-se 0 Kp de cada soluto em sistemas de 5 mL, contendo 0,5 pg/mL de astaxantina
e 0,05 mg/mL de B-caroteno. Os sistemas foram deixados em equilibrio por 4 horas a 25 °C, e
depois centrifugados por 10 min em 2000 rpm, em centrifuga modelo L — 1215 (MENDEL
Science And Health Ltda.). Apds alcancado o equilibrio, as fases foram separadas com auxilio
deuma pipeta Pasteur de vidro e analisadas quantoa absorbancia UV-Vis em espectrofotdmetro
UV-Vis Genesys 10S (Thermo Fisher®), em Amax, de acordo com o perfil de varredura dos
solutos (300 nm a 600 nm). O valor de Kp foi determinado utilizando as Eq. 6 e Eq.7.

O ensaio em CPC foi realizado em modo de operagédo ascendente (FM = fase de topo;
FE = fase de fundo), @ = 700 rpm e F = 2 ml/min. Apo6s equilibrio hidrodindmico de FE e FM
na coluna, descrito na secéo 4.5, o valor de Sr foi determinado e a amostra injetada. A amostra
consistiu em 0,025 mg/mL de astaxantina e 0,025 mg/mL de pB-caroteno comerciais,
solubilizados em 10 mL de hexano/acetona (1:1, v/v).

Por motivo de falhas técnicas no detector UV-Vis do CPC, nédo foi possivel realizar a
visualizacdo dos picos correspondentes pela andlise do cromatograma. No entanto, devido as
cores caracteristicas doscarotenoides, detom mais amarelado para B-caroteno e alaranjado para
astaxantina, foi possivel identificar e coletar as fragdes correspondentes mais concentradas de
ambos compostos. Apo6s a coleta dessas fracGes, as respectivas composicdes foram
determinadas por varredura, de 300 nm a 600 nm, no espectrofotdmetro UV-Vis Genesys 10S

(Thermo Fisher®).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE | — Estudo da hidrodindmica de sistemas aquosos bifasicos (SAB)

5.1. Caracterizacéo e selecdo do SAB para aplicacdo em CPC

Os SAB e sistemas aquosos-organicos sdo técnicas ja bem estabelecidas e altamente
eficazes na particdo de uma grande diversidade de compostos (HATTI-KAUL, 2010). A
associacdo destes sistemas liquido-liquido a técnica de CPC resulta em uma poderosa
tecnologia preparativa de separacédo e purificacdo de produtos naturais, enantidmeros e outros
produtos biotecnologicos (BUTTENBENDER et al., 2018; LORANTFY et al., 2020). No
entanto, os SAB possuem, em geral, caracteristicas como baixos valores de tensdo interfacial
(y) e diferenca de densidade entre as fases (4p) e elevadas viscosidades (L), que resultam em
problemas na pressdo deretorno e em Sr. Estes problemas, por sua vez, influenciam a eficiéncia
de separacdo e limitam as condicOes operacionais aplicadas ao equipamento, levando a um
aumento do grau de dificuldade ou até mesmo inviabilizacdo da aplicagdo destes sistemas em
CPC(BEZOLDetal., 2015). Emrazao disto, previamente a sua aplicacdo em CPC, € necessario
que se conheca as propriedades fisico-quimicas das fases do sistema, as quais foram
caracterizadas na primeira etapa deste trabalho.

Os SAB baseados em cloreto de colina ([Ch]CIl), nomeadamente, [Ch]Cl/sal e
[Ch]Cl/polimero, selecionados para este estudo, foram escolhidos com base em resultados
prévios do grupo de pesquisa, relativos a purificacdo das proteinas Green Fluorescent Protein
(GFP, uma proteina fluorescente amplamente utilizada como biomarcador e biosensor) (DOS
SANTOS et al,, 2018) e L-asparaginase (ASNase, enzima utilizada, principalmente, no
tratamento de leucemia linfoblastica aguda) (MAGRI et al., 2020).

O SAB etanol/sal, por sua vez, foi escolhido por apresentar propriedades distintas dos
tradicionais SAB, normalmente compostos de polimeros e sais, como menores [ das fases em
equilibrio e baixo ts, além de menor custo e impacto ambiental. Além disto, estes sistemas tém
sido utilizados com sucesso na separacdo de uma série de biomoléculas, como cartamina e
alfainterferona-2b (TOLEDO et al., 2019; FARIAS et al., 2020).

Assim, visando identificar os SAB com caracteristicas mais favoraveis a aplicacdo em
CPC, foram determinadas algumas propriedades fisico-quimicas das fases de topo e fundo dos
sistemas K3POa/ [Ch]Cl/ H20, K2HPO4/ [Ch]Cl/ H20, PPG-400/ [Ch]Cl/ H20 e K2HPO4/
Etanol/ H20, as quais estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas (determinadas a 25°C) das fases topo e de fundo dos
SAB K3POu4/[Ch]Cl/ H20, K2HPO4/ [Ch]CI/ H20, PPG-400/ [Ch]CI/ H20 e K2HPO4/ Etanol/

H20.
Teor de
V (ml) m(g) pH o (MS/cm) agua IR p (glcmd) | u(mPa.s) /
(dyn/cm)
(% viv)
25% (m/m) KsPO4 + 30% (m/m) [Ch]CI + 45% (m/m) H.O
Topo
5,9 6,2367 12,80 670,0 48,85 1,418 1,1280 5,2041
([ChICI)
Fundo
2,3 3,2969 12,14 1.112,0 52,47 1,415 1,4857 9,5592
(K3POg)
27,5% (m/m) KoHPO4 +27,5% (m/m) [Ch]CI + 45% (m/m) H20
Topo
48 5,2104 10,26 657,3 47,33 1,418 1,0890 5,4395
([chycr
Fundo
3,0 4,2704 10,18 9715 41,96 1,415 1,5188 11,4525
(K2HPO4)
45% (m/m) PPG-400 + 25% (m/m) [Ch]CI + 30% (m/m) H20O
Topo
4,6 4,3160 3,71 32,6 x10° 14,34 1,441 1,0209 70,8180
(PPG-400)
Fundo
5,0 5,1430 3,34 741,8 53,35 1,412 1,0588 3,6576
([chy/cly
19,5% (m/m) K:HPO4 +19,5% (m/m) Etanol + 19,5% (m/m) H20
Topo
9,7 9,3856 9,97 49,3 66,11 1,359 0,9608 2,5642
(Etanol)
31,78
Fundo
79 10,2905 9,64 1.252,0 67,03 1,387 1,3162 3,9237
(K2HPO4)

Fonte: o autor.

Nota 1: V= volume; m =massa; o= condutividade; IR = indice de refragdo; p = densidade; p = viscosidade; y = tensdo interfacial.
Nota 2: Incerteza da medigdo: V (0,1 mL); m (0,0001 g); (0,1 mS/cm); IR (0,001); p (0,0001 g/cm3); u (0,0001 mPa.s);

y (0,01 dyn/cm).

Nota 3: N&o determinado (-)

Em uma primeira analise dos SAB compostos de [Ch]CI, i.e., [Ch]CI/K3PO4 e
[Ch]CI/K2HPO4, é possivel observar que estes apresentam nas fases de fundo (ricas em sal)
maiores valores dea, p e J, relativamente as fases de topo (ricas em [Ch]CI). Comparativamente
aos outros sistemas com etanol ou polimero, os SAB [Ch]Cl/sal apresentam valores
intermediarios de p (valor méximo de 11,4525 mPa.s) e as maiores raz8es volumétricas entre
as fases de topo e de fundo (Viopo/Viundo), de 2,5 em 25% (m/m) K3sPO4 + 30% (m/m) [Ch]CI +
45% (m/m) H20 e de 1,6 para o sistema de 19,5% (m/m) K2HPO4 + 19,5% (m/m) Etanol +

19,5% (m/m) H20. Segundo ITO (2005), razGes volumétricas proximas de 1, ou seja, volumes
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semelhantes de fases topo e fundo, sdo mais vantajosas para aplicacdo em CPC, uma vez que
uma grande diferenca entre os volumes pode acarretar o desperdicio de uma das fases em
processos de separacdo em larga escala. Relativamente a escolha do melhor sistema, importa
destacar que, ocorreu a formacdo de precipitado no SAB [Ch]CI/K2HPO4 ap6s algumas horas
de equilibrio e, portanto, este ndo foi considerado para os ensaios posteriores em CPC.

O SAB [Ch]CI/PPG-400, por sua vez, teve o0 PPG-400 concentrado na fase de topo, a
qual apresentou menores valores de o e teor de 4gua, em oposi¢cdo ao elevado valor de u
(70,8180 mPa.s) resultante da maior concentragdo do polimero. Por outro lado, este SAB
apresentou a menor Ap (0,0379 g/cm?) e menor razdo volumétrica entre as fases (Viopo/Viundo=
1).

O SAB composto de K2HPO4/Etanol, apresentou fase de fundo rica em K2HPO4 e fase
de topo composta majoritariamente por etanol, além de Viopo/Vtundo = 1,22. Dentre todosos SAB
analisados, este sistema apresentou 0s menores valores de u das fases em equilibrio (utopo =
2,5642 mPa.s e usundo = 3,9237 mPa.s), aproximadamente, trés vezes menor que as viscosidade
dos SAB compostos de [Ch]Cl/sal e dezoito vezes menor do que o SAB PPG-400/[Ch]CI.
Menores valores de u sdo preferidos para aplicacdo em técnicas de CCC, visto que fases muito
viscosas causam problemas relacionados com limites de pressdo do equipamento CPC,
transferéncia de massa e estabilizacgio da FE na coluna (BEZOLD et al, 2015;
SCHWIENHEER etal., 2015).

Adicionalmente, em oposicdo a grande maioria dos SAB, que possuem menor y e Ap
das fases em equilibrio (LANGE et al., 2018; PEREIRA e COUTINHO, 2019), o SAB
K2HPO4/Etanol apresentou valores relativamente elevados para estas duas propriedades, de y =
31,78 dyn/cm e 4p = 0,3554 g/cm3. Segundo Bezold et al. (2015), elevados valores destas
propriedades sdo desejados para aplicagdo em CPC, pois baixos valores de y e 4p, aliados a
elevados valores de u, estdo entre os principais fatores responsaveis pela diminuicdo de Sk nas
colunas contracorrentes comercialmente disponiveis. O trabalho de Fedotov e Thiébaut (1998)
mostra que valores relativamente altos de 4p, isto é, entre 0,25 e 0,30 g/cm?, favorecem a

retencdo de FE na coluna.

5.2. Efeito do escoamento de solugdes de componentes formadores dos SAB na pressao

de retorno do CPC
Dadaaimportancia da pressdo de retorno para a viabilidade dos processos de separacao
em CPC, bem como a influéncia da x na pressdo de retorno (VAN BUEL et al., 1997), o

primeiro estudo de hidrodinamica foi realizado com o objetivo de analisar o0 comportamento da
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presséo no equipamento Quattro CPC™ (AECS-QuikPrep Ltd.) em fungdo do escoamento de
diferentes solugdes aquosas compostas pelos principais componentes formadores dos SAB
propostos para este projeto. Para tal, solugdes aquosas de PPG-400 (10 a 60% m/m), [Ch]CI
(10 a 40% m/m), K3PO4 (10 a 30% m/m) e etanol (10 a 40% m/m) foram preparadas e

caracterizadas quanto as suas x, conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Viscosidades (1) de solucbes aquosas de PPG-400, [Ch]Cl e K3POg4, a 25°C, em
funcdo do aumento da concentracdo massica do componente.

6 r 25

R2 =0,9996
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Fonte: o autor.

Pela andlise da Figura 3 verifica-se que para todos os componentes de SAB analisados,
0 aumento da concentracdo do componente na solugdo gera um aumento da u. Entretanto, o
aumento da concentragdo massica do componente ndo resulta necessariamente em acréscimo
linear da u. Observa-se que, embora ocorra 0 aumento da u, esta variacdo tem diferentes perfis
de acordo com os componentes analisados. Para as solugdes de [Ch]CI, etanol, K3PO4 e PPG-
400, um incremento da concentracdo de 10% para 20% provoca um aumento percentual de u
de 15%, 35%, 56% e 79%, respectivamente. Por outro lado, 0 aumento daconcentragéo de 10%
para 40%, resulta em aumento da x de 116%, 78%, 290% e 437%, respectivamente. Evidencia-
se assim, um perfil exponencial do aumento da x« em funcdo da concentracdo para K3POs e
PPG-400, em relacdo ao demais componentes. Dentre estes, importa destacar que as solucoes

poliméricas de PPG-400 apresentam os maiores valores de u (eixo dosyy dadireita), atingindo
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21,7 mPa.s na solucdo 60% (m/m), ao contrario das demais solugdes, que nas concentragdes
analisadas, mantiveram-se abaixo de 5 mPa.s.

Apobs a analise da u das solugdes dos componentes, foram realizadas duas séries de
ensaios para compreender o efeito dau na pressao de retorno do CPC em funcgdo do escoamento
das diferentes solucdes. Na primeira série de ensaios avaliou-se o efeito da u na pressao de

retorno em funcéo davariagdo do fluxo da fase, de 5a 50 mL/min (em @ = 0 rpm), conforme

apresentado na Figura 4.

Figura 4 —Pressdo de retorno no CPC em funcdo do fluxo de fase para solucbes de a) PPG-400,
b) [Ch]CI, c) K3PO4 e d) Etanol, sob diferentes concentragdes e viscosidades.
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Fonte: o autor.

A andlise geral da Figura 4 permite observar que, para as solu¢bes aquosas em estudo,

a pressdo no CPC aumenta de acordo com o fluxo. Em todas as solucdes as pressdes de retorno
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atingiram valores maximos nos maiores fluxos e para as solugcdes mais concentradas, que
correspondem aos maiores valores de u. Para as solugdes de K3PO4 30% (m/m), [Ch]CI 30%
(m/m) e etanol 40% (m/m) os valores maximos de pressdo ocorrem entre 135 e 145 psi, no
maior fluxo testado (40 mL/min).

Uma analise mais detalhada permite observar que as maximas pressdes foram atingidas
nas solugdes de K3sPO4e [Ch]Cl nas concentracfes de 30% (m/m), e ndo na maior concentracéo
analisada, de 40% (m/m). O escoamento da solucdo mais concentrada de K3PQO4 provoca a
formacgéo de bolhas e espuma, inviabilizando sua utilizagdo. A solucéo aquosa de [Ch]CI, por
sua vez, apresenta um comportamento distinto das demais. Neste caso, a pressdo gerada pelo
escoamento da solucdo 30% (m/m) mantém-se superior a pressdo gerada pela solu¢do 40%
(m/m), em fluxos maiores que 15 mL/min.

No caso dasolucdo de PPG-400, a pressdo maxima atingida é de 720 psi na concentracao
de 60% (m/m) e fluxo de 25 mL/min. Para esse componente, 0 aumento da pressdo em relacdo
ao fluxo da solugdo é tdo maior quanto maior for a concentracdo de polimero, como
demonstrado pelos diferentes coeficientes angulares apresentados. Por exemplo, para a
concentragcdo de PPG-400 60% (m/m), o aumento do fluxo de 10 mL/min para 15 mL/min,
resulta em um aumento na pressao de 140 psi, ao passo que para solugdes menos concentradas,
40% (m/m) e 20% (m/m), o mesmo aumento de fluxo leva a um acréscimo na presséo de 50 psi
e 20 psi, respectivamente. Nota-se ainda que a solu¢do de PPG-400 60% (m/m) s6 pode ser
utilizada em fluxos de até 25 mL/min, uma vez que fluxos maiores ultrapassam a presséo limite
das bombas (850 psi), provocando vazamentos no CPC. Os resultados obtidos com as solug¢fes
de PPG-400 séo de certo modo esperados devido aos elevados valores de u destas solucdes, 0s
quais sdo consideravelmente superiores aos das solugdes aquosas salinas.

A relacdo entre 0 aumento da x e 0 aumento da pressdo no CPC esta de acordo com
estudos anteriores, 0s quais realcam uma maior preocupacdo na aplicacdo de SAB em
cromatografias contracorrente, em razdo dos maiores valores de x das fases em equilibrio
apresentadas por estes sistemas em relacdo aos sistemas aquosos-organicos (OELMEIER et al.,
2012).

A andlise conjunta da Figura 3 e Figura 4 mostra a influéncia das concentragdes dos
agentes formadores do SAB na pressdo gerada no CPC, em particular para solu¢bes poliméricas
mais viscosas. No entanto, estes ensaios avaliaram o0 impacto da variacdo do fluxo e x das
solucBes, mas na auséncia de rotacdo da coluna (w = 0 rpm). Portanto, de forma analisar o
comportamento da pressdo com o0 aumento de w, solugdes aquosas (20% m/m) de PPG-400,

[Ch]CI, K3PO4 e etanol foram injetadas a um fluxo constante de 15 mL/min, em modo
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descendente, para @ = 0, 200, 400 e 600 rpm. Os resultados obtidos séo apresentados na Figura
5.

Figura 5 - Pressdo de retorno no CPC em funcdo da velocidade de rotagdo da coluna (w) de
solugdes aquosas 20% (m/m) de PPG-400, [Ch]CI, K3PO4 e etanol, em modo descendente e

fluxo de fase de 15 mL/min.
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A Figura 5 mostra que para as solucdes de [Ch]CI, PPG-400 e etanol, em condicdes
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Fonte: o autor.

constantes de concentragdo da solugéo e fluxo de fase, a variagdo de o de 0 a 600 rpm ndo
provocou uma alteracdo consideravel na pressdo gerada no CPC. A solucdo aquosa de K3POs,
por sua vez, apresentou um aumento de pressdo de 20 psi quando aumentada a o de 0 a 600
rpm. No entanto, em termos comparativos, este aumento de pressao devido ao aumento de w é
ainda inferior aos obtidos pela variacdo do fluxo de fase para as solu¢des de K3POs. Destaca-
se ainda que esta variacdo de 20 psi na pressdo encontra-se dentro da amplitude de variacdo das
bombas do CPC, a qual apresenta uma variacdo de até 20 psi em condicGes de auséncia de
rotacdo da coluna ou em fluxo de fase constante.

A selecdo do SAB mais adequado para aplicacdo em CPC deve ter como base uma
andlise conjunta dos valores de y, 4p e u (ADELMANN e SCHEMBECKER, 2011). Desse
modo, apesar dos SAB [Ch]CI/K3PO4, [Ch]CI/K2HPO4 e [Ch]CI/PPG-400 terem apresentado

excelentes eficiéncias de extracdo para a enzima L-asparaginase em escala laboratorial
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(eficiéncias de extracdo de até 100%) (MAGRI et al., 2020), para os ensaios em CPC foi
escolhido utilizar SAB com menores valores de u nas fases, com Viopo/Viundo proximas de 1 e
maiores valores de y e 4p. Além disto, a escolha do SAB também considerou os resultados dos
efeitos de solugdes aquosas de agentes formadores de SAB na pressdo de retorno do CPC.
Portanto, nas etapas de estudo da hidrodinamica do SAB no CPC foi utilizado o sistema de
composicdo (%om/m): 19,5 KoHPO4 + 19,5 Etanol + 19,5 H20.

5.3. Estudo da hidrodindmica no CPC utilizando o SAB K;HPO./Etanol
Diante do exposto na secdo anterior, optou-se por seguir os testes de hidrodinamica no
CPC utilizando o0 SAB que apresentou menores valores de  das fases em equilibrio, i.e., 0 SAB
K2HPO4/Etanol/H20 (utopo = 2,5642 mPa.s; ufundo = 3,9237 mPa.s). Este estudo visou avaliar o
efeito dos parametros operacionais (modo de operacdo, @ e F) nas duas variaveis

hidrodindmicas de maior importancia na CPC, i.e., pressdo de retorno e Sr.

5.3.1. Pressao de retorno

A pressdo de retorno gerada pelo escoamento das fases apresenta-se como um dos
principais fatores limitantes na selecdo das condi¢Ges operacionais em uma separagao por CPC.
Os parametros operacionais que afetam a pressdo de retorno, e por consequéncia a viabilidade
daseparacédo, foram analisados separadamente neste estudo. A Figura 6 mostra o efeito exercido

na pressdo de retorno do CPC, nos modos ascendente e descendente, em funcéo w.

Figura 6 — Pressdo de retorno no CPC em funcéo da velocidade de rotacdo dacoluna () para
K2HPO4/Etanol/H20 em F= 2 mL/min, nos modos ascendente (a) e descendente (b).
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Fonte: o autor.

Nota: ascendente: FE = KoHPO4 € FM = Etanol; descendente: FE = Etanole FM = Ko;HPOa.
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A analise da Figura 6 mostra que, diferentemente do observado para as solu¢fes aquosas
dos agentes formadores dos SAB, o0 escoamento das fases de topo e de fundo do SAB apresenta
uma relacéo diretaentre e (a qual permite a manutencdo da FE) e a pressao de retorno no CPC.
Observa-se também que o perfil de comportamento da pressdo com a variacdo de w €
semelhante para ambos 0os modos de operagdo, ascendente e descendente.

Para todas as w analisadas (200, 400, 600 e 800 rpm), a pressao comeca a aumentar
linearmente apo6s 10 min, correspondente ao momento em que a FM encontra a FE na coluna.
O aumento linear da pressao ocorre até 50 min, aproximadamente, periodo em que a FE sai de
forma constante da coluna devido a passagem da FM. Apds este periodo, a pressdo atinge seu
ponto maximo, cujo valor varia de acordo com w aplicada. A partir deste ponto, a pressao do
CPC atinge uma estabilizacdo, correspondente ao momento em que as fases de topo e fundo
alcancam o equilibrio dentro da coluna (FUMAT et al., 2016).

Os valores de pressdo mostram um expressivo acréscimo com o aumento da w, o qual é
superior para as w mais elevadas. Por exemplo, para ambos os modos de operacdo, quando se
aumenta a w de 200 para 400 rpm, ocorre um aumento de pressédo de aproximadamente 130 psi.
Por outro lado, quando o aumento ocorre de 400 para 600 rpm, a pressdao tem um aumento
maior, equivalente a 200 psi. Seguindo o esperado, 0 aumento de w de 600 para 800 rpm (limite
maximo de w no equipamento) resulta em um aumento da pressdo de cerca de 285 psi.

Os resultados mostram também que a opera¢do do CPC a uma « de 800 rpm e com um
F moderado de 2 ml/min, gera uma pressdo muito proxima ao limite maximo do equipamento
(850 psi). Este resultado confirma que a aplicagéo de F elevados pode ser impossibilitada para
sistemas utilizando solvente semelhantes.

De forma equivalente, conforme apresentado na Figura 7, foi avaliado o efeito de F na
pressdo de retorno do CPC. Para este estudo, foi utilizado « = 400 rpm, que, como mostrado
na Figura 6, apresenta valores intermediarios de pressao, possibilitando a utilizacdo de maiores

valores de F, sem que o limite maximo de pressdo do CPC seja atingido.
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Figura 7 — Pressao de retorno em funcdo do fluxo de fase mével (F) para K2HPO4/Etanol/H.0
em w = 400 rpm, nos modos ascendente (a) e descendente (b).
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Fonte: o autor.
Nota: ascendente: FE = KoHPO4 € FM = Etanol; descendente: FE = Etanole FM = KoHPOa.

Diferente do que foi observado com a variagdo de w, 0 aumento de F, de2 mL/min a 8
mL/min, ndo afetou expressivamente a pressao de retorno gerada no CPC, a qual se manteve
préxima dos 200 psi ao longo dos 100 min de ensaio, para ambos 0s modos de opera¢do. Um
comportamento semelhante da pressao em relacdo a variacdo de F foi observado por Adelmann
et al. (2013), que estudaram a selecdo de parametros operacionais com base na hidrodinamica
do CPC. Segundo os autores, a pressdo total no CPC ¢é formada pela soma de uma contribuicao
hidrodinamica, dependente de F e p, e de uma contribuicdo hidrostatica, dependente de Sk e
Ap. A menor dependénciada pressao em relacdo a variacdo de F ocorre porque o aumento da
contribuicdo hidrodinadmica na pressdo (com aumento de F) é anulado pela diminuicdo da
contribuicdo hidrostatica (diminuicdo de Srcom aumento de F).

A Figura 7 permite verificar também que quando utilizado F de 10 mL/min, o plat6 de
pressdao mantém-se inferior aos platds dos demais fluxos, os quais mantém-se abaixo de 200
psi. Neste caso, por volta de 15 min, a pressdao passa a decrescer de forma relativamente
acentuada, atingindo-se valores de 95 e 125 psi, no modo ascendente e descendente,
respectivamente. Isto ocorre porque o elevado valor de F poderesultar em uma passagem muito
rapida da FM pela FE, ndo permitindo tempo suficiente para que as fases entrem em contato e
se separem adequadamente, levando a um maior arraste da FE pela FM e impossibilitando o

equilibrio das fases no interior da coluna.
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Por ultimo, pelos resultados constata-se também que os diferentesvalores de F resultam
em diferentes tempos de equilibrio de fases na coluna, os quais sdo indicados pelo platd de
pressdo que as curvas atingem no grafico. Esta variacdo, também observada por Peng et al.
(2018), ocorre de forma inversamente proporcional, de modo que quanto maior é o F, menor ¢é
0 tempo necessario para que as fases atinjam o equilibrio. Por exemplo, quando duplicado F de
2 mL/min para 4 mL/min, o tempo de equilibrio reduz pela metade, aproximadamente, de 52
min para 26 min no modo ascendente e de 60 min para 26 min no modo descendente. Da mesma
forma, quando triplicado F de 2 ml/min para 6 ml/min, o tempo de equilibrio reduz para,
aproximadamente, 1/3 do valor, ou seja, de 52 min para 18 min no modo ascendente e 60 min
para 22 min no modo descendente. Estes resultados mostram a possibilidade de utilizar maiores
valores deF, e assim diminuir o tempo deequilibrio, e consequentemente, o tempo do processo

de separagdo, sem causar um aumento excessivo da pressao interna do CPC.

5.3.2. Retencdo de fase estacionaria (Sr)

A Sr € a varidvel que mede a quantidade de FE retida na coluna ap6s equilibrio com a
FM. Assim como a pressdo deretorno, a determinagdo de Sk em equipamentos de cromatografia
contracorrente é de extrema importancia para o entendimento da hidrodindmica das fases
liquidas do sistema empregado. O volume de FE que permanece na coluna em equilibrio é
influenciado pelas caracteristicas fisicas da coluna, parametros operacionais aplicados ao
processo de separacdo e propriedades fisicas das fases do sistema bifasico (ADELMANN e
SCHEMBECKER, 2011; ROEHRER etal., 2016).

As propriedades fisicas das fases (y, 4p e u) possuem correlacdo direta com o ts do
sistema, ou seja, 0 tempo necessario para que as duas fases entrem em contato e se separarem
completamente. Quanto menor o tempo necessario para a completa separacdo das fases, maior
a retencdo de FE na coluna, e assim, maior o valor de Sr. O SAB K2HPOu/Etanol, o qual se
mostrou mais adequado para utilizacdo em CPC nas analises anteriores, apresentou ts médio de
30,85 + 0,80 s, mostrando-se favorével para Sk, em conjunto com sua baixa x (de 2,5642 mPa.s
na fase de topo e 3,9237 mPa.s na fase de fundo) e com os valores relativamente altos de 4p
(0,3554 g/cm?) e y (31,78 dyn/cm). A particularidade das propriedades fisicas de SAB formados
pela mistura de um sal e um alcool de cadeira curta é a formacao do regime de imiscibilidade
(i.e., a separacdo dasfases) em curtos periodos, de aproximadamente 30 s, equivalentes aos dos
sistemas de extracdo liquido-liquido aquosos-organicos (AL-MARZOUQI et al., 2005).

Os trabalhos de Lange et al. (2018) e Bezold et al. (2015) mostraram ainda que baixos

valores dey podem gerar emulsificacdo dasfases, resultando em longos ts e, consequentemente,
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menor Sr. Por outro lado, valores elevados de Ap, maiores que 0,1 g/cm?, resultam em ts
relativamente baixos, menores que 60 s. Considerando a potencialidade do SAB
K2HPO4/Etanol em obter altos valores de Sr, este foi utilizado para avaliar o efeito da variagdo
de F, @ e modos de operacdo em CPC, de forma semelhante ao estudo da presséo de retorno.
Na Figura 8 é apresentado o efeito da variacdo de F em Sr utilizando 0 SAB K2HPOu4/Etanal,

nos modos ascendente e descendente, com uma o fixada em 400 rpm.

Figura 8 — Retencdo de fase estacionaria (SF) em func¢do da variacdo do fluxo de fase mével (F)
para K2HPO4/Etanol/H20, nos modos ascendente e descendente, em w = 400 rpm.
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Fonte: o autor.
Nota: ascendente: FE = KoHPO4 e FM = Etanol; descendente: FE = Etanole FM = KoHPOq,

Os resultados da Figura 8 mostram que a Sr € influenciada pela variacdo de F, de modo
que a FE retida na coluna diminui com o aumento deF, i.e., os valores de Sk sd0 menores quanto
maior o valor de F. Em particular, observa-se que para ambos 0s modos de opera¢ao, ha uma
diminuicdo em Sr quando aumentado F de 1 mL/min a 6 mL/min, com decréscimos em Sk de
11,41% no modo ascendente (curva azul) e 5% no modo descendente (curva vermelha). Em
particular, verifica-se que o aumento de Fde 1 mL/min a 2 mL/min causa uma diminui¢do em
Sk de 6% para 0 modoascendente e, aproximadamente, 5% para 0 modo descendente, enquanto
no intervalo seguinte, i.e., de2 mL/min a 6 mL/min, Sr decresce aproximadamente 5% no modo

ascendente, enquanto praticamente nao se altera no modo descendente. Entretanto, para fluxos
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maiores, de 8 mL/min e 10 mL/min, existe uma diminui¢cdo acentuada em Sr, alcancando
valores de 23% e 31% nos modos ascendente e descendente, respectivamente (em F = 10
mL/min). Roehrer e Minceva (2019) também observaram uma tendéncia decrescente de Sr em
funcdo do aumento de F para uma série de equipamentos CCC e CPC. Os autores destacaram
ainda que, principalmente para CPC, a correlacdo entre Sk e F é linear até certo valor deF, e
que, ultrapassado este valor, Sk sofre uma diminuigdo abrupta.

No que se refere ao modo de operacdo, verifica-se que até F = 6 mL/min, o modo
descendente apresenta valores de S menores que no modo ascendente. Isto ocorre
provavelmente porque o modo descendente emprega como FE a fase de topo rica em etanol,
menos densa e viscosa, que € arrastadamais facilmente pela FM rica emsal. Entretanto, importa
destacar que independentemente do modo de operacdo utilizado, para F até 6 mL/min, Sk se
mantém acima de 55%, ou seja, superior ao valor de 50%, o qual é considerado satisfatério para
promover separacOes eficientes em cromatografias contracorrentes (1TO, 2005). Dessa forma,
podemos considerar que os resultados obtidos sdo promissores para futuras aplicagdes
comerciais, uma vez que o emprego de maiores F, implica em menores tempos de separagao e,
consequentemente, maior economia do processo. Assim, confirma-se a possibilidade de utilizar
em sistemas etanol/sal F deaté 6 mL/min, sem que ocorra perdasignificativa em Sre mantendo-
se dentro dajanela de operagédo da pressao critica do CPC.

De forma equivalente, foi avaliado o efeito do aumento da w na Sr utilizando o SAB
K2HPOu4/Etanol, para valores fixos de F de 1, 2 e 3 mL/min, respectivamente, nos modos

ascendente (tons de azul) e descendente (tons de vermelho), como representado na Figura 9.
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Figura 9 — Retencdo de fase estacionaria (Sr) em funcéo davelocidade de rotacdo da coluna (w)
para K2HPO4/Etanol/H20, nos modos ascendente e descendente, para F = 1, 2, 3 e 6 mL/min.
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Fonte: o autor.
Nota: ascendente: FE = K;HPO4 e FM = Etanol; descendente: FE = Etanole FM = KoHPOx,

Pela andlise daFigura 9, verifica-se que a variacdo daw para F de 1 mL/min a 3 mL/min,
quando comparada a variacdo do F, ndo afeta de forma expressiva a Sr em ambos os modos de
operacao. Para estas condicBes, 0 aumento da o causou variagdes menores que 10% na Sr, ou
seja, 0 aumento da w ndo gera necessariamente um aumento ou diminuigdo dos valores de Sr.
Este comportamento é observado, por exemplo, no modo ascendente, onde S maximo ocorre
em 400 rpm para F =1, 3 e 6 mL/min e 600 rpm para F = 2 mL/min. Similarmente, no modo
descendente, SF maximo ocorre em diferentes valores de w para cadaF.

Para F de 6 mL/min ocorre uma diminuicdo mais acentuada em Sr, de,
aproximadamente, 18% no modo ascendente (alcancando Sk = 40% em « = 800 rpm) e 11%
no modo descendente (alcancando Sr = 46% em « = 200 rpm). No entanto, embora F maiores
ou iguais a 6 mL/min resultem na diminui¢do de Sr, quando visada a economia de tempo e
reagentes no processo de separacao, a utilizacdo de maiores fluxos pode ser vantajosa. Além
disto, segundo Brown (2018), os valores de S para o CPC (coluna hidrostatica) séo
frequentemente menores quando comparados aos encontrados nas colunas hidrodindmicas. Em
compensagdo, os valores relativamente baixos de Sk sdo menos criticos as eficiéncias de

separacdo de solutos no CPC do que no CCC (colunas hidrodinamicas). Por exemplo, no
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trabalho de Santos et al. (2018) foi realizada a separacdo de uma mistura complexa de
compostos fendlicos utilizando PEG 8000/NaPA8000/H20/NaClem CPC, com Sk de apenas
37%, porém resultando em taxas de recuperacao de até 87%. Oelmeier et al. (2013), por sua
vez, realizou a purificagdo de anticorpo monoclonal a partir do sobrenadante do meio de cultura
utilizando sistemas compostos de PEG-400 e citrato em CPC, com Sk de 53%, e alcangou
recuperacdo de 96,9% doanticorpo e reducdo de 88,2% do contelldo de proteinas contaminantes
provenientes da célula hospedeira.

A andlise conjunta das Figuras 8 e 9 mostra que € possivel alcancar altos valores de Sr,
proximos de 70% para o sistema Kz2HPO4/Etanol/H20, quando operado o CPC em modo
ascendente, com F de 1 mL/min e » de 400 a 800 rpm. No entanto, mesmo nas demais
condicdes avaliadas, i.e., para F de até 3 ml/min, Sk se manteve em um intervalo de55% a 65%,
independentemente de w aplicada. Embora a utilizagdo de menores valores de w (200 rpm, para
este estudo) promova valores de Sr superiores e pressdes deretorno menores, a literatura mostra
que menores w tendema causar maior eluicdo de FE ao longo do processo de separagdo. Esta
eluigdo, conhecida pelo termo inglés “bleeding”, ¢ um problema j& bem conhecido na CPC,
responsavel por causar ruidos na linha de base e alteragdes no tempo de retencdo da amostra.
Por estas razfes, w maiores que 200 rpm e dentro dapressao critica das bombas foram adotadas
nos ensaios posteriores de particdo de biomoléculas no CPC (BERTHOD e ARMSTRONG,
1988; FUMAT et al., 2016).

PARTE Il — Anélise de particdo de biomoléculas utilizando SAB

O estudo das condigdes hidrodinamicas mais adequadas para o funcionamento do CPC
e obtencdo de elevada retencdo de FE na coluna, permitiu identificar o SAB
K2HPO4/Etanol/H20 como mais adequado para aplicagcdo no equipamento no estudo de partigdo
debiomoléculas. Considerando que a eficiéncia de separacdo em CPC, além de ser influenciada
pelas propriedades do sistema solvente e parametros operacionais, depende também de
condicdes relacionadas as propriedades do soluto-alvo, foi entdo realizada uma primeira etapa

de avaliacdo da particdo dos solutos em escala laboratorial.

5.4. Avaliacdo dos coeficientes de particdo (Kp) de solutos-modelo em escala
laboratorial

Além de possuir alta solubilidade nas fases do sistema bifasico, a fim de promover uma

elevada transferéncia de massa, o soluto que se pretende separar na CPC deve possuir um valor

deKp adequado, isto &, preferencialmente o mais proximo de 1 ou, dependendo dasua natureza,
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em faixas de 0,5 a 3, ou de 0,25 a 16 (ADELMANN e SCHEMBECKER, 2011; KUMAR et
al., 2014, BOJCZUK et al., 2017). Como referido acima, baixos valores de Kp acabam por
promover eluicdo do soluto no primeiro volume de FM, resultando em uma Rs reduzida,
enquanto maiores valores de Kp, ou seja, alta afinidade pela FE, podem resultar em tempos de
eluicdo demasiadamente longos e diluicdo do soluto (ITO, 2005; YIN et al., 2010).
Considerando esses aspectos, na primeira parte deste estudo foi realizada uma triagem
de solutos-modelo, em escala laboratorial, buscando solutos que apresentassem Kp mais
préximo de 1, ou dentro da faixa de aplicacdo adequada para 0 SAB 19,5 % (m/m) de K2HPO4
+ 19,5 % (m/m) de etanol + 19,5 % (m/m) de H20. As biomoléculas analisadas e seus

respectivos valores de Kp estéo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Coeficientes de particdo (Kp), em escala laboratorial, de solutos-modelo no SAB
composto por 19,5 % (m/m) K2HPO4 + 19,5 % (m/m) Etanol + 19,5 % (m/m) de H20, e seus
respectivos comprimentos de onda de absorgdo maxima.

Soluto-modelo Kb Amax (Nm)
Acido galico 0,5072 (+0,0136) 266
L-tirosina 2,2880 (+0,0307) 223
Riboflavina 3,9700 (+£0,0470) 445
Acido p-cumarico 19,1801 (+ 5,1736) 315
Albumina do soro bovino (BSA) 21,8391 278
Acido trans-ferdlico 33,4699 (+ 0,4771) 315
Proteina verde fluorescente (GFP) 44,07 Q)
Colorante verde malaquita ) 618
Colorante vermelho de fenol @) 559
Colorante verde brilhante @) 633
Colorante vermelho de T. amestolkiae 2 500

Fonte: o autor.
Nota: (1) Concentracdo de GFP determinada por fluorescéncia com excitacdo a 488 nm e emissdoa

510 nm; (2) Particdo totaldo soluto para a fase de topo.

Como descrito na Tabela 3 e apresentado na Figura Al (em anexo), o colorante
vermelho presente no meio decultura produzido por T. amestolkiae, e os colorantes comerciais
verde brilhante e verde malaquita apresentaram uma particdo total, ou quase total, no caso do
vermelho de fenol, pela fase de topo, a qual foi possivel verificar visualmente através da forte
coloracdo da fase de topo (rica em etanol), em comparacdo a fase de fundo (rica em sal). A
particdo completa dos colorantes para a fase de topo corresponde a um valor de Kp “infinito”

destes solutos (uma vez que a concentracdo na fase de fundo é zero). Considerando que o
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objetivo da triagem de particdo € encontrar moléculas com Kp préximos de 1, estas foram
descartadas para serem aplicadas nos estudos posteriores de separagédo em CPC.

Observa-se na Tabela 3 que o &cido p-cumarico, &cido trans-ferdlico, a BSA e a
proteina GFP apresentaram valores de Kp bastante elevados, entre 19 e 44, ou seja, superiores
a faixa de trabalho recomendada para aplicacdo em CPC (0,25 a 16). Por outro lado, o acido
gélico, a L-tirosina e a riboflavina apresentaram menores valores de Kp em relagdo aos demais
(entre 0,5 e 4) e dentro dos limites recomendados de aplicacdo. Portanto, optou-se por utilizar
como solutos-modelo nas proximas etapas de particdo em CPC, o 4cido gélico, a L-tirosina e
a riboflavina, que apresentaram para o sistema K:HPO4/Etanol/H.0 Kpde 0,51+ 0,01, 2,29 +
0,03 e 3,87 + 0,05, respectivamente. Estes valores indicam que a L-tirosina e a riboflavina
particionam preferencialmente para a fase de topo (rica em etanol), enquanto o acido galico é
particionado preferencialmente para a fase de fundo (rica em K2HPOa).

Os solutos-modelo selecionados foram utilizados nos ensaios de particdo em CPC, no
quais foram utilizadas as melhores condigdes hidrodindmicas encontradas nos estudos
anteriores, ou seja, valores de F e @ que ndo excederam o limite maximo de pressdo e que

resultaram em maiores valores de Sr.

5.4.1. Ensaio de particdo de acido galico em CPC

O estudo de particdo do acido galico em CPC foi realizado através de quatro ensaios
variando-se F e a concentracdo da amostra. Em todos os ensaios foi utilizado o modo
descendente, no qual FM é a fase de fundo salina (rica em &cido gélico) e w = 600 rpm. As

condicOes operacionais e de retencdo respectivas de cada ensaio estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros operacionais e de retencdo dos ensaios de particdo de &cido galico em
K2HPOu4/Etanol/H20 no CPC a @ = 600 rpm.

Concentracédo de tr
Ensaio F (mL/min) &cido galico no Vm (ML) Sk (%)  calculado
SAB (g/L) (min)
1 2 0,1525 128 47,0 82,4
2 2 0,3050 128 47,0 82,4
3 1 0,3050 118 52,0 159,8
4 4 0,3050 141 40,5 42,8

Fonte: o autor.
Nota: F = fluxo de fase mdvel; Vm = volume de fase mdvel na coluna; Sk = retengdo de fase estaciondria; tr =

tempo de retencdo do soluto.
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Pela analise da Tabela 4 observa-se que o equilibrio da coluna com FE e FM resultou
em maiores valores de S para F menores (em « = 600 rpm). Embora estes resultados estejam
em conformidade com os obtidos nos estudos anteriores de hidrodinamica, verifica-se uma
diminuicdo do Sk (valores entre 40 e 52%) comparativamente aos obtidos nos ensaios
hidrodindmicos (os quais se mantiveram acima de 60%). Esta diferenca em Sk pode ser
atribuida a estabilizacdo do equipamento, uma vez que nos dois estudos referidos, foram
aplicadas as mesmas condicdes operacionais.

Com base nos valores obtidos de Sk, Vm e Kp do acido gélico (igual a 0,51), foram
calculados o volume deretencdo (Vr) e tempo deretengéo (tr) dossolutos, utilizando a equagéo
de retencdo (EqQ. 2), obtendo-se para 0s ensaios 1, 2, 3 e 4, respectivamente: Vr1 = 164,7 mL
(try = 82,4 min); Vr2 = 164,7 mL (tr2 = 82,4 min); Vr3 = 159,8 mL (trs = 159,8 min); Vg4 =
171,1 mL (trs = 42,8 min). Apo6s o equilibrio da coluna com FM e FE e determinacdo dos
parametros de retencdo, a amostra de cada respectivo ensaio foi injetada no CPC, resultando

nos cromatogramas apresentados na Figura 10.

Figura 10 — Parti¢do de &cido galico em K2HPO4/Etanol/H20 no CPC, em modo descendente,
e w = 600 rpm, com F (mL/min) e concentracdo da amostra no sistema bifésico (g/L)

respectivamente iguais a: 2 e 0,1525 (Ensaio 1); 2 e 0,3050 (Ensaio 2); 1 e 0,3050 (Ensaio 3);
4 e 0,3050 (Ensaio 4).
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Fonte: o autor.

Nota: F = fluxo de fase mével; w = velocidade de rotacdo da coluna.
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Uma primeira andlise da Figura 10 permite verificar que os tr reais, observados em
cada curva apresentada, foram aproximadamente iguais a 58 min (ensaios 1 e 2), 136 min
(ensaio 3) e 32 min (ensaio 4). Comparativamente aos tr calculados, apresentados na Tabela
4, observa-se que em todos os ensaios realizados ocorreu uma elui¢do antecipada do soluto. O
soluto foi eluido cerca de 24 min antecipadamente ao tr calculado nos ensaios 1, 2 e 3, e cerca
de 10,8 min no ensaio 4. Contudo, é possivel observar, que, como esperado, 0 aumento do F
leva & diminuigdo do tr real. O aumento de 1 mL/min para 2 mL/min, resultou na diminuigdo
do tr real de 136 min para 58 min, enquanto o aumento do F de 2 mL/min para 4 mL/min,
resultou na diminuicdo do tr real de 58 min para 32 min.

Com relagdo a variacdo da concentracdo da amostra, nota-se que a injecdo de 0,3050
g/L de &cido galico (ensaios 2, 3 e 4), resultou em picos cromatograficos de alturas
semelhantes, com deteccdo entre 60 mAU e 80 mAU. No ensaio 1, a injecdo de acido galico
com metade da concentracdo dos demais ensaios (0,1525 g/L), resultou em pico
cromatografico de altura relativamente menor (absorbancia de 40 mAU). Independentemente
do F e concentragdo da amostra utilizados, é possivel verificar que ocorreu o alargamento do
pico cromatografico em todos os ensaios realizados, sobretudo no ensaio 3, onde foi utilizado
0 menor valor de F, igual a 1 mL/min.

Apobs a compreensao inicial da particdo deste soluto em diferentes condigdes, foi
realizada uma segunda etapa utilizando amostra contendo os acidos galico e vanilico, a fim de
analisar a separacao destes compostos fendlicos. Para tal, foram selecionados os parametros
operacionais com base nos resultados obtidos para o acido galico. Embora o F = 4 mL/min
tenha possibilitado menor tr, este fluxo também resultou em um menor valor de Sk. Portanto,
no ensaio de separacdo dos dois compostos fenolicos optou-se por um fluxo intermediario de
3 mL/min, cujo valor permite ndo s6 um tr relativamente baixo (consequentemente uma
economia de solventes), mas também maior estabilidade da FE, como mostrado nos estudos
de hidrodindmica de Sr. Com relacdo a w, optou-se por diminuir de 600 rpm (utilizado nos
ensaios anteriores) para 400 rpm, com objetivo de reduzir os problemas de pressdo
apresentados nas bombas e por considerar que a alteracdo deste pardmetro ndo mostrou
influenciar a Sr nos estudos de hidrodinamica. Relativamente ao modo de operagéo, foi
mantido o0 modo descendente, no qual o &cido galico particiona-se preferencialmente para fase
de fundo (Ko =0,51), equivalente a FM, enquanto o acido vanilico particiona-se para a fase de
topo (Kb = 6,3) (FARIAS etal., 2020), equivalente a FE.

O equilibrio da coluna neste ensaio resultou em Vm = 106 mL, e, portanto, Sk = 58%.

Considerando estes valores, juntamente aos valores de Kp dos compostos fendlicos, foram
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determinados os parametros de retencédo para o acido galico, Vr = 153,94 mL (tr = 51,31 min),
e para o acido vanilico, VrR =698,2 mL (tr = 232,73 min). Considerando o elevado tr calculado
para o &cido vanilico, optou-se por eluir primeiramente o &cido galico (em modo descendente)
e, posteriormente, recuperar o &cido vanilico através de uma etapa de extrusdo daFE, realizada
através dainversdo do modo de operacdo, ou seja, alteracdo de descendente para ascendente.
Para realizar a extrusdo, a forga centrifuga que mantém FE estavel na coluna foi reduzida,
diminuindo w para 100 rpm, enquanto o F foi aumentado para 80 mL/min. Os cromatogramas
obtidos no CPC na elui¢do do acido galico e recuperacdo do &cido vanilico, estdo apresentados

nas Figura 11 e Figura 12, respectivamente.

Figura 11 — Eluicdo de &cido gélico (em modo descendente) em ensaio de separacdo em CPC
de compostos fenolicos utilizando KoHPO4/Etanol/H20.
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Figura 12 - Eluicdo de &cido vanilico (em modo ascendente) em ensaio de separacdo em CPC
de compostos fendlicos utilizando KoHPO4/Etanol/H20.
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Fonte: obtida no Quattro LabPrep™ CPC em sistema de detecgdo UV-Vis.

Assim como no ensaio anterior, observa-se na Figura 11 a eluicdo do acido galico em
tr diferente do tr calculado e a existéncia de alargamento do pico cromatografico. Neste caso,
o tr real para o &cido gélico foi superior ao calculado, o que pode ser explicado com uma perda
de FE ap6s o equilibrio da coluna, bem como uma possivel perda de amostra e de FM por
vazamentos no injetor de amostra e nas partes rotativas do CPC. De qualquer modo, verifica-
se que foi possivel separar os compostos fendlicos através da recuperacdo do acido vanilico
com a extrusdo da FE. Como evidenciado na Figura 12, a eluicdo do acido vanilico ocorreu
aos 3 min da etapa de extruséo, totalizando um Vr de 690 mL (450 mL respectivos aos 150
min em modo descendente com um F de 3 mL/min, e 240 mL respectivos aos 3 min em modo
ascendente com um F de 80 mL/min). Neste caso, o Vr real foi semelhante ao calculado (com
valor igual a 698,2 mL).

Os cromatogramas confirmaram a separacdo dos compostos fendlicos. No entanto, as
fragdes coletadas do CPC apresentaram alteracdo da colora¢éo da solucdo (também observada
nos ensaios apenas com acido galico), turbidez elevada e formacdo de precipitado, que
inviabilizaram analises posteriores destas fragbes. Estas alteracdes podem ser resultado da

degradacéo dos solutos nas condigdes alcalinas das fases sistema bifasico utilizado. Segundo
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Friedman e Jurgens (2000), a estabilidade dos compostos fendlicos, incluindo o acido galico,
é altamente dependente do valor de pH, do tempo de armazenamento e da estrutura de cada
composto. De acordo com os autores, a natureza do solvente, efeitos estéricos, substituintes
doadores e retiradores de elétrons no anel benzénico, ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares, e a formacdo de hibridos de ressonancia dependentes do pH, sdo
responsaveis por influenciar o espectro de absorcéo e coeficiente de extin¢do dos fendis. Em
adicdo, e diferentemente de outros compostos fenodlicos, o acido galico ndo possui
reversibilidade no espectro de absorgéo, sugerindo que o composto seja alterado quimicamente
com a alteracdo do pH. Na faixa de valores de pH entre 1 a 8, embora haja alteracdo da forma
do composto, € possivel ainda que sejam mantidas as propriedades antioxidantes, o que ndo
ocorre em pH mais alcalinos (FRIEDMAN e JURGENS, 2000). Emrazéo disto, considerando
0 pH = 10 das fases do SAB K2HPO4/Etanol/H20, optou-se por seguir os ensaios em CPC com

as demais biomoléculas anteriormente selecionadas, i.e., L-tirosina e riboflavina.

5.4.2. Ensaio de particdo de L-tirosina em CPC

Para avaliar a particdo de L-tirosina no CPC, os parametros operacionais utilizados
foram F = 2 mL/min, » = 600 rpm e modo de operacdo ascendente, no qual a FM é igual a
fase detopo rica em etanol, na qual é concentradaa L-tirosina. Importa destacar que este estudo
foi realizado em duplicata, representada pelos Ensaio 1 e Ensaio 2.

Através de andlise prévia do espectro de absorcdo da solucdo aquosa de L-tirosina,
observou-se que a méxima absor¢do ocorre em Amax= 275 nm. Noentanto, foi possivel observar
que o aminoacido também apresenta forma derivada com absor¢do em A = 223 nm, 0 que esta
de acordo com informacdes encontradas na literatura (CREED, 1984). Embora a deteccéo do
soluto no CPC tenha sido monitorada em ambos os comprimentos de onda, ndo foi possivel
identificar o aparecimento de picos cromatograficos, como mostrado na figura em anexo
(Figura A2).

De qualquer modo, partindo da equacéo de retencdo (Eqg. 2), foram calculados o Vr e tr
tedricos do soluto, nos quais deveria ocorrer aparecimento do pico cromatografico da L-
tirosina. Como mostra a equacéo, estes parametros de retencéo séo influenciados pelo volume
de FM (Vw), e consequentemente, pelo volume de FE na coluna apds o equilibrio. Para os dois
ensaios realizados, obteve-se Vm1 =92 mL e Vmz= 108 mL. Assim, considerando para ambos
0s ensaios Kp = 2,29, Vc= 200 mL e F = 2 mL/min, foram obtidos Vr1 = 139,16 mL (tr1 =
69,58 min) e Vr2 = 148,17 mL (tr2 = 74,08 min).
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Devido a auséncia do pico cromatografico no CPC, e consequente impossibilidade de
deteccdo do soluto no equipamento de aquisicdo de dados, optou-se por coletar fragdes nos
tempos que englobassem os tr calculados (de 63 min a 78 min). Desta forma, para ambos 0s
ensaios realizados, foram coletadas as fragdes de volumes variados (F22, F23, F24, F2s5 € F26), as
quais foram analisadas em espectrofotémetro quanto a sua concentragédo (4 = 275 nm), como
apresentado na Tabela 6.

Tabela 5 — Concentragdo de L-tirosina (g/L) de fragdes obtidas no ensaio de particdo em CPC
realizado em duplicata (Ensaio 1 e Ensaio 2), utilizando K2HPO4/Etanol/H:0.

Fragdo Ensaio 1 Ensaio 2 Média + Desvio

padréo
Fa2 0,1183 0,2020 0,1601 + 0,0592
Fas 0,1544 0,2005 0,1774 + 0,0326
Faa 0,1804 0,1516 0,1660 + 0,0204
Fas 0,1436 0,1144 0,1290 + 0,0207
Fa6 0,1243 0,0697 0,0970 + 0,0386

Fonte: o autor.

Embora os ensaios em duplicata tenham apresentado uma diferenca nos valores de Sr,
0s quais foram de 65% no Ensaio 1 e 57% no Ensaio 2 (0 que resulta também em diferenca no
VR), os resultados da Tabela 6 confirmam que nas fracdes analisadas a variagdo da concentracao
de L-tirosina entre ambos 0s ensaios ndo foisignificativa, isto é, apresentaram um desvio padrao
menor que 5%.

A inviabilidade de deteccdo do soluto pode ter sido ocasionada pela diluicdo do soluto
durante a particdo em CPC, ou mesmo devido a perda de amostra por vazamento no injetor de
amostra e outras partes fisicas do equipamento, observada durante os ensaios. Além disto, é
possivel que ndo tenha ocorrido a eluicdo do soluto, que teria ficado retido na FE, em razdo da
alteracdo do equilibrio dacoluna apds injecdo da amostra, o qual resulta também na alteracédo

dos parametros de retencéo calculados.

5.4.3. Ensaio de particdo de riboflavina em CPC
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O estudo de particdo da riboflavina em CPC, assim como os demais, foi realizado nas
condicOes de hidrodindmica mais adequadas em relacdo a Sr e pressdo de retorno (F = 3
mL/min e » = 600 rpm). Para este estudo, visto que o Kp da riboflavina obtido
experimentalmente foi de 3,87, escolheu-se 0 modo descendente (FE = fase de topo e FM =
fase de fundo). Neste caso foram realizados dois ensaios variando-se a concentracdo da
amostra injetada no CPC. No primeiro ensaio, a amostra consistiu em 5 mL dafase de fundo
(FM) do SAB K2HPO4/Etanol/H20 contendo 40% (m/m) de solugédo aquosa de riboflavina 0,1
g/L. No segundo ensaio para avaliar a concentragdo do soluto e o efeito da injecdo daamostra
em Sk, foi injetada diretamente a propria solugdo aquosa de riboflavina com uma concentragdo
de0,1 g/L.

O equilibrio dacoluna com FE e FM resultou em Sr1=54% e Sr2 = 59% para o primeiro
e segundo ensaios, respectivamente (valores determinados utilizando a Eg. 5). Embora o
segundo ensaio tenha apresentado maior Sr, foi observada uma perda elevada da FE apds a
injecdo da amostra, acarretando consequentemente em uma diminui¢do acentuada do Srz. Por
outro lado, no primeiro ensaio ndo foi observada perda de FE, ensaio no qual a riboflavina foi
injetada junto com a FM, evidenciado uma melhor estabilidade de FE na coluna nesta
condic&o.

A partir dos valores de Sk calculados, obteve-se para o primeiro e segundo ensaio tempos
de retencéo do soluto iguais a tr1 = 148,9 min e tr2 = 158,5 min, respectivamente. Embora 0s
ensaios de eluicdo tenham sido realizados por 375 min (ensaio 1) e 200 min (ensaio 2), ndo foi
observado nenhum pico cromatografico devido as falhas técnicas no sistema de aquisicdo de
dados do CPC. Apesar disto, como mostra a Figura 13, os volumes coletados de ambos 0s
ensaios, bem como o volume de FE obtido da extrusdo da coluna ao final de cada corrida,
apresentaram uma leve coloracdo amarelada (cor caracteristica da riboflavina). De qualquer
modo, como pode ser observado na Figura 13, tanto nas frac6es coletadas ao longo da corrida
em CPC, como nas amostras finais de FE e FM obtidas ap6s extrusdo da coluna do CPC (ao
final do ensaio), houve uma alteracdo da coloragdo da solucdo de riboflavina, a qual adquiriu
um tom mais claro e opaco, quando comparada com a solucdo inicial injetada (a qual apresenta
um tom amarelo mais intenso). Assim, embora a riboflavina apresente um Kpadequadono SAB
composto de alcool/sal, estes compostos provavelmente causaram a degradacdo deste
composto.
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Figura 13 — Ensaio em CPC de particdo de riboflavina em KoHPO4/Etanol/H20 - a) fracbes
coletadas ao longo da corrida e b) volumes de fase estacionaria e movel obtidos da extrusdo da
coluna ao final do ensaio.
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Fonte: o autor.

Segundo a literatura, diversos fatores podem ser responsaveis por afetar a estabilidade
da riboflavina, por exemplo, a radiacdo (de acordo com fonte, intensidade e comprimento de
onda), polaridade e viscosidade dos solventes, presenca de estabilizadores e agentes
complexantes, concentracdo e forca idnica do tampao, presenca de oxigénio e pH (SHERAZ
et al., 2014). Dentre estes fatores, a fotoestabilidade da riboflavina é fortemente afetada pelo
pH, podendo resultar na formacao de diversos produtos de degradacao. Os principais produtos
séo a formilmetilflavina (FMF) e o lumicromo (LC), formados na faixadepH dela 12, e a
lumiflavina, formada em pH de 7 a 12, os quais sdo, por sua vez, também suscetiveis a
fotodegradacdo em determinados valores de pH (SHERAZ et al., 2014).

Segundo o trabalho de Ahmad et al. (2004), a riboflavina tem sua estabilidade 6tima
em pH de5 a6, devido ao seu baixo potencial de redugéo nesta faixa. O aumento do pH para
aregido alcalina aumenta a taxa de fotdlise dariboflavina em cerca de 80 vezes em relagéo a
faixa de 5a 6, e atinge seu ponto maximo em pH = 10. Ainda, Sheraz et al. (2014) verificaram
que uma maior taxa de fotdlise da riboflavina ocorre na presenca de solventes mais polares,
como alcool e misturas de alcool/agua, que levam a formacdo de FMF e LC. Além disto, a
presenca de anions divalentes, como o HPO4% leva a formacdo do produto de degradacéo
ciclodehidroriboflavina. Dadas estas consideragdes, conclui-se para este estudo de particdo
utilizando o SAB composto por K:HPOu4/ Etanol/ H20 ndo é adequado para a particdo da
riboflavina, visto que este apresenta um pH das fases de aproximadamente 10, o que

provavelmente causou a degradacédo da riboflavina e formacéo de produtos de degradagéo.
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Em suma, apesar do SAB K:HPO4/ Etanol/ H20 apresentar caracteristicas
hidrodinamicas ideais para utilizacdo no CPC, verificou-se que as biomoléculas avaliadas nos
estudos de particdo, i.e., L-tirosina, riboflavina, acido galico e acido vanilico, apresentaram
instabilidade nas fases do sistema, sobretudo devido a elevada alcalinidade das fases (pH =
10). Neste caso, devese ser considerada uma escolha de outro SAB etanol/sal para recuperagdo
destas biomoléculas. Por exemplo, Reis et al. (2012) caracterizaram uma série de SAB
compostos de etanol e sais inorganicos, nomeadamente, K2HPO4 (0 mesmo utilizado neste
estudo), K3PO4, e Ko2HPO4/KH2PO4, observando que estes apresentam curvas binodais com
perfis semelhantes entre eles. Estes dados parecem indicar que os SAB, considerando seus
dados de equilibrio e propriedades fisicas semelhantes, podem resultar em um comportamento
hidrodinamico semelhante quandoaplicados no CPC. Estaevidéncia é de extrema importancia,
visto que os valores de pH das fases utilizando SAB com K2HPO4/KH2PO4s80 menores (entre
7,70 e 8,01), e dessa forma podem ser mais adequados para garantir a estabilidade das
biomoléculas. Assim, verifica-se que os SAB aplicados ao CPCe devem apresentar
adequabilidade no funcionamento do equipamento, paralelamente a capacidade de separar

biomoléculas e garantir sua estabilidade e integridade estrutural.

PARTE Il — Analise de particao de biomoléculas utilizando sistema agquoso-organico em
CPC

5.4.4. Particdo de biomoléculas em sistema aquoso-organico

Diferente do que ocorre com 0s SAB, os sistemas liquido-liquido aquosos-organicos
possuem caracteristicas que permitem uma estabilidade superior das fases em equilibrio no
interior da coluna do CPC. Estes sistemas ja vém sendo amplamente utilizados em processos
de cromatografias contracorrente, existindo muito conhecimento sobre sua aplicagdo, bem
como estudos de otimizacdo das condigdes operacionais em equipamentos CPC (HU e PAN,
2012; SCHWIENHEER et al.,, 2015). Assim, visando ampliar a compreensdo sobre o
funcionamento do CPC utilizando sistemas aquosos-organicos, bem como avaliar a viabilidade
destes para implementacdo no equipamento Quattro CPC™ - AECS-QuikPrep Ltd., foi
realizado um ensaio de separagdo de uma mistura dos carotenoides astaxantina e (3-caroteno.
Para tal, foi utilizado o sistema de composicao volumétrica (% v/v): 25% Etanol + 25% Acetona
+ 25% Hexano + 25% H20, o qual foi selecinado com base no trabalho de Du et al. (2016), que

avaliaram uma série de sistemas liquido-liquido na purificacdo de astaxantinaem HSCCC.
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Os valores de absorbancia e Kp dos solutos no sistema aquoso-orgéanico estdo
apresentados em anexo (Tabela Al). Na anélise de particdo, em escala laboratorial, o valor de
Ko obtido para o B-caroteno foi de Kp = 87,97, evidenciando a concentragdo do soluto
predominantemente na fase de topo, mais apolar. A astaxantina, por sua vez, apresentou Kp =
3,16, uma particdo inferior que resulta da diferenca da sua polaridade. Na estrutura molecular
da astaxantina, verifica-se a presenca de dois grupos hidroxila (OH), dois grupos carbonila
(C=0) e uma série de ligacdes duplas conjugadas entre os anéis B-ionona, que conferem a
molécula uma natureza mais polar que a do B-caroteno e outros carotenoides (DHANKHAR et
al., 2012).

Como observado, o valor de Kp da astaxantina no sistema escolhido encontra-se dentro
da faixa adequada de aplicacdo no CPC, de 0,25 < Kp < 16. Este valor mostra que a astaxantina,
assim como 0 B-caroteno, particiona-se preferencialmente para a fase de topo, porém em tr
distintos. Isto posto, 0 modo de operacgdo escolhido para os ensaios em CPC foi 0 ascendente,
no qual a fase de topo, concentrada em carotenoides, € utilizada como FM. Neste ensaio, a
utilizacdo de F = 2 mL/min e @ = 700 rpm resultou em baixas pressdes de retorno
(aproximadamente de 300 a 320 psi) e equilibrio dasfases nacoluna com Sk de 66%. Este valor
de Sk mostra-se semelhante aos valores encontrados nos ensaios utilizando o SAB
etanol/K2HPO4, evidenciando a similaridade das propriedades fisicas do SAB composto de
etanol com os sistemas aquosos-0rganicos.

Embora o volume de coleta das fracbes no CPC seja configurado para coletar fraces
com volumes de 8 mL, por falhas no coletor e detector UV-Visdoequipamento, nao foi possivel
a visualizacdo dos picos cromatograficos, e consequentemente ndo foram identificados os tr e
VR reais dos solutos. No entanto, devido as cores caracteristicas dos carotenoides, coletou-se as

fracOes representadas na Figura 14, que correspondem a astaxantina e -caroteno.
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Figura 14 — FracOes coletadas em CPC em ensaio de separacdo de astaxantina e p-caroteno
comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona + hexano + Hz0.

Fonte: o autor.

Nota: modo de operagdo ascendente; F=2 mL/min; @ = 700 rpm.

Em uma primeira anélise, é possivel identificar a presenca de fracbes com coloragdes
caracteristicas do B-caroteno e de astaxantina, i.e., amarelo e alaranjado, respectivamente.
Percebe-se que as fracbes F3 e F4 apresentaram coloracdo amarela mais visivel, enquanto as
fragbes F7, F8, F9 e F10 apresentam tom mais alaranjado. As frages F5 e F6, por sua vez,
mostraram uma coloragdo intermediaria. As demais fracbes também foram coletadas ao longo
do ensaio, porém ndo apresentam nenhuma coloracdo, indicando a auséncia, ou baixissima
concentracdo dos carotenoides.

Uma vez que ndo possivel obter os cromatogramas, foram analisados o perfil de
varredura das fracdes F1 a F14. Essa analise foi realizada pois compostos que possuem cor
apresentam cromaéforos com comprimentos de onda méximo na regido do visivel. Assim, 0s
perfis das fracfes mais concentradas, F3 e F9, estdo apresentados nas Figura 15 e Figura 16,

respectivamente. Os perfis das demais fragdes estdo contidos em anexo (Figura A2).
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Figura 15 — Perfil de varredura da fracdo F3, coletada em CPC em ensaio de separacdo de
astaxantina e -caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Figura 16 — Perfil de varredura da fracdo F3, coletada em CPC em ensaio de separacdo de
astaxantina ¢ [3-caroteno comerciais em sistema agquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Nota: Pico 3 (comprimento de onda, Amax: 475 nm; Absorbancia: 1,670 UA).
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Observa-se na Figura 15, a presenca de dois picos de absorbancia em F3, em Amax 451
nm (0,880 UA) e Amax 478 nm (0,722 UA), relativos ao p-caroteno e astaxantina,
respectivamente. Embora a fracdo tenha apresentado uma coloragdo mais amarelada,
caracteristica do p-caroteno, aandlise de varredura indica a presenca de ambos 0s carotenoides,
evidenciando a auséncia de separacdo dos carotenoides nesta fracao.

Por outro lado, na Figura 16, relativa a F9, nota-se a presenca predominante de
astaxantina, representada por um anico pico de absorbancia em 475 nm (1,670 A). Estes
resultados, mesmo que preliminares, demonstram a possibilidade de separar seletivamente a
astaxantina, a qual pode ser purificada a partir da fracdo F9.

Ainda,embora o equilibrio dacoluna tenha resultado em elevado Sr, nota-se nas fragdes
coletadas (Figura 14) a presenca de elevado volume de FE, equivalente a fase de fundo. Esta
perdade FE ao longo do ensaio pode ter sido ocasionada pelo desequilibrio da coluna devido a
propria injecdo daamostra, ou devido ao aumento de calor gerado pela rotacdo da coluna, dado
que o equipamento utilizado é ausente de controlador de temperatura.

Assim, uma vez que a diminuigcdo de Sk devidoa perda de FE é responsavel por diminuir
a resolucdo cromatografica e afetar os valores de tr e Vg, evidencia-se a necessidade de estudos
de hidrodinamica do sistema aquoso-organico, visando obter maior estabilidade de FE, e
consequentemente, maior resolucdo cromatografica, além da avaliacdo de outras formas de

injecdo daamostra, por exemplo, com os solutos solubilizados em FE ou FM.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo corroboraram a importancia da hidrodindmica na
operacao adequadado CPC e, mais especificamente, a influéncia dos pardmetros operacionais
nos fenémenos hidrodinamicos, Sk e presséo de retorno, que tendem a promover as melhores
eficiéncias de separacdo seletiva. Relativamente a pressdo de retorno, os resultados
demonstraram que este € um dos principais elementos limitantes ao funcionamento do CPC,
sobretudo para a aplicagdo de SAB. Verificou-se na pressdo de retorno um aumento acentuado
em funcéo do aumento da velocidade derotacdo dacoluna e de elevados valores de viscosidade
das fases do sistema liquido biféasico. Concluiu-se com isso que a utilizacdo de SAB de baixa
viscosidade e elevada tensdo interfacial, como o K2HPOu4/Etanol/H20, é uma opg¢do adequada
para uma aplicacdo bem-sucedida do CPC. A velocidade de fluxo de fase mével, por sua vez,
mostrou exercer maior influéncia em Sk, a qual apresentou uma diminui¢cdo mais expressiva em
velocidades de fluxo superiores a 6 mL/min, quandoutilizado o SAB K2HPOa4/Etanol. Poroutro
lado, a alterag@o da velocidade de rotacdo da coluna e do modo de operagéo nédo influenciou a
SF.

Como conclusdo geral, constatou-se que, independentemente do modo de operagéo
ascendente ou descente aplicado, a utilizacdo de velocidades de fluxo moderadas, de 2 mL/min
e 3 mL/min, paralelamente a aplicacdo de uma velocidade de rotagdo da coluna intermediaria,
de 600 rpm, € mais aconselhada quando utilizados os SAB etanol/sal e resultam em elevados
valores de Sk, maiores que 60%.

Em relacdo a particdo de solutos-modelo no SAB K2HPOa4/Etanol/H20, identificou-se
uma maior dificuldade na adequagdo do Kp aos requerimentos operacionais da técnica de CPC,
i.e., encontrar solutos com Kp proximos de 1 para 0 SAB em questdo. Ainda, os resultados
demonstraram que os solutos L-tirosina, riboflavina, &cido gélico e &cido vanilico apresentaram
instabilidade nas condicdes fisico-quimicas do SAB, sobretudo devido a elevada alcalinidade
das fases do sistema. Em conjunto, os resultados permitiram concluir que SAB compostos por
sal e alcoois de cadeia curta apresentam caracteristicas hidrodinamicas favoraveis para
aplicagdo em CPC, porém a selecdo de biomoléculas a serem separadas nestes sistemas
necessitam de uma analise bastante cuidadosa. Quantoao ensaio de particdo em CPC utilizando
sistema aquoso-organico (Hexano/Acetona/Etanol/Agua), demonstrou-se a viabilidade da
separacdo seletiva de astaxantina, a partir de uma mistura contendo outro importante

carotenoide comercial, o B-caroteno.
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De maneira geral, este trabalho demonstrou a potencialidade dos sistemas liquidos
bifasicos aplicados em CPC na separagdo e purificacdo de biomoléculas em um processo semi-
preparativo, versatil e economicamente viadvel, e que pode ser escalado a niveis de producéo
industrial e aplicado na extracdo seletiva de biomoléculas a partir de meios complexos.
Verificou-se também a importancia dos estudos de hidrodinamica no funcionamento adequado
do equipamento, bem como a necessidade de uma andlise atenta aos requisitos de particdo e

estabilidade das biomoléculas no sistema liquido biféasico.
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APENDICE A

Figura Al — Particdo (da esquerda para direita) do colorante vermelho produzido por
Talaromyces amestolkiae, e colorantes comerciais vermelho de fenol, verde brilhante e verde
malaquita em sistema aquoso bifasico composto por (%m/m) 19,5 K2HPO4 + 19,5 Etanol +
61,0 H20.

Fonte: o autor.

Figura A2 — Particdo de L-tirosina [0,2135 g/L] em K2HPOu4/Etanol/H20 no CPC, em modo
ascendente, F = 2 mL/min e w = 600 rpm.
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Fonte: o autor.

Nota: deteccéo da L-tirosina em 275 nm. F = fluxo de fase movel e w = velocidade de rota¢do da coluna.
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Figura A3 — Perfil de varredura da fracdo F1 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e [3-caroteno comerciais em sistema agquoso-organico composto de etanol + acetona

+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
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Figura A4 — Perfil de varredura da fracdo F2 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
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Figura A5 — Perfil de varredura da fracdo F4 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Figura A6 — Perfil de varredura da fracdo F5 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
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Figura A7 — Perfil de varredura da fracdo F6 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
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Figura A8 — Perfil de varredura da fracdo F7 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona

+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
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Figura A9 — Perfil de varredura da fracdo F8 coletada em CPC em ensaio de separagdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Figura A10 — Perfil de varredura da fragdo F10 coletada em CPC em ensaio de separacao de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Figura A1l — Perfil de varredura da fragdo F11 coletada em CPC em ensaio de separacdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona

+ hexano + H20.
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Figura A12 — Perfil de varredura da fragdo F12 coletada em CPC em ensaio de separacdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Figura A13 — Perfil de varredura da fragdo F13 coletada em CPC em ensaio de separacdo de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
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Figura A14 — Perfil de varredura da fragdo F14 coletada em CPC em ensaio de separacao de
astaxantina e 3-caroteno comerciais em sistema aquoso-organico composto de etanol + acetona
+ hexano + H20.
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Fonte: o autor.
Tabela A1 — Absorbancias de astaxantina (479 nm) e B-caroteno (451 nm), em triplicata, e

coeficientes de particdo (Kp) em sistema aquoso-organico (% v/v): 25% Etanol + 25% Acetona

+ 25% Hexano + 25% H20.

Astaxantina (479 nm) p-caroteno (451 nm)
Fase de topo 0,4280 0,4318 0,4245 10,7640 7,7500 8,8580
Fase defundo | 0,1364 0,1336 0,1352 0,0972 0,1080 0,1088
Kb 3,1377 3,2321 3,1398 110,7407 71,7593 81,4154

Kp médio 3,1699 (+ 0,0538) 87,9718 (+ 20,3009)

Fonte: o autor.




