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Resumo

O soro de queijo é produzido em grandes quantidades e possui um elevado
teor de matéria orgéanica, tornando-se um residuo que pode gerar grandes
problemas ambientais. Dessa forma, seu aproveitamento € visto com grande
interesse pelas industrias, através da sua utilizagdo no desenvolvimento de novos
produtos. O objetivo do trabalho apresentado foi discutir os métodos de purificagao
da proteina lactoferrina, presente no soro de queijo. A lactoferrina se destaca devido
as suas propriedades funcionais e fisico-quimicas. Os processos cromatograficos
possuem a habilidade de atingir elevado grau de pureza a partir de misturas com
reduzidas concentragbes dos compostos de interesse, mostrando-se como um
método de interesse na recuperagdo de proteinas do soro. Diversos tipos de
cromatografia tém sido relatados na adsorgéo da lactoferrina, como a cromatografia
de troca ibnica e a cromatografia por afinidade, assim como as condi¢gbes de
processo utilizadas. O aprimoramento de operagdes unitarias aplicadas a
bioprocessos e bioprodutos, as chamadas de técnicas de “downstream processing”,

se faz necessario para atender a demanda de pesquisas na area de biotecnologia.
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1. INTRODUGAO

O soro de queijo € uma substancia liquida aquosa derivada da fabricagdo de
queijos e caseina. O soro de queijo é produzido em grandes quantidades e possui
um elevado teor de matéria organica, tornando-se um residuo com alta demanda
quimica de oxigénio. Estima-se a geracdo de aproximadamente 7,4 milhdes de
toneladas de soro de leite por ano no Brasil. Nele esta presente uma grande
quantidade de lactose, proteinas e sais minerais. Dessa forma, o aproveitamento do
soro de leite é visto com grande interesse pelas industrias de alimentos,
farmacéutica e de biocombustiveis (ANTUNES, 2003).

Os principais constituintes proteicos presentes no soro sao a-lactoalbumina e
B-lactoglobulina, soro  albumina  bovina, lactoferrina, imunoglobulinas,
fosfolipoproteinas, fatores bioativos e enzimas, correspondendo a 20% das
proteinas do leite (ANTUNES, 2003).

O reconhecimento do valor nutricional do soro de queijo, principalmente
devido as propriedades nutricionais, biolégicas e funcionais das suas proteinas,
assim como a necessidade de amenizar o problema do impacto ambiental, causado
pela producado de grandes volumes deste produto, trouxe o desenvolvimento das
tecnologias de purificacdo (MACEDO, 2010).

A lactoferrina (LF) que se destaca devido a suas atividades bioldgica,
bactericida, antifungica, antiviral e participagéo na resposta imune inata e adaptativa
(TOMITA et al, 2008) tem sua tecnologia de purificacdo estudada
predominantemente por processos de adsorg¢ao, que apresentam como vantagens a
alta velocidade de processamento, sem perda de capacidade de adsor¢ao, médulos
compactos para operagdo em grande escala e baixa pressao durante todo o
processo (SAUFI, 2011).

Processos de separagdo por membrana, principalmente a ultrafiltracdo
tangencial, também s&o utilizados na recuperagéo da lactoferrina. Porém, esse tipo
de processo é mais dependente da quantidade de volume e apresenta menor grau
de pureza na purificagéo (SAUFI, 2011).



A maioria dos processos de purificacdo de proteinas envolve pelo menos um
passo cromatografico. A cromatografia € a etapa chave para o sucesso de um
processo de purificagdo, devido principalmente a habilidade de atingir elevado grau
de pureza a partir de misturas com reduzidas concentracbes dos compostos de

interesse, como é o caso do soro de queijo (CHASE, 2011).

Diversos tipos de cromatografia tém sido relatados para adsorgdo da
lactoferrina. Entre eles, destacam-se a cromatografia de troca ibnica, em que as
proteinas carregadas s&o ligadas em trocadores de ions com carga oposta, e a
cromatografia de afinidade, que explora as interagdes especificas que podem
ocorrer entre proteinas e ligantes imobilizados, assim como processos integrados
(CHASE, 2011).



2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € estudar e discutir os diferentes métodos de

purificagdo da lactoferrina do soro de queijo.

2.1. Objetivos especificos

e Estudar a importancia das proteinas do soro do queijo.
e Discutir e analisar a adsorgao em leito fixo e leito fluidizado.
e Discutir e analisar a adsorg¢ao da lactoferrina por troca iénica.

e Discutir e analisar a adsorgao da lactoferrina por afinidade.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Leite

O leite € um alimento composto por agua, proteinas, gordura, agucares
(principalmente lactose), vitaminas e sais minerais. A defini¢&o fisico-quimica do leite
€ dada como sendo uma emulsdo natural, na qual os glébulos de gordura estdo
mantidos em suspensao, devido a presenca de substancias proteicas € minerais em
um estado coloidal (BEUX, 2013).

Os solidos do leite sdo compostos por gordura, proteinas, lactose, sais
minerais e vitaminas. As gorduras formam uma emulsao, as proteinas formam uma
disperséo coloidal e a lactose e os sais minerais formam uma solugdo verdadeira
com a agua (ORDONEZ et al, 2007).

A composicao do leite varia principalmente em fungao da espécie. A Tabela 1
apresenta os valores de composi¢cdo em relagdo ao teor de gordura, proteinas,

lactose, cinzas e agua para diferentes espécies.

Tabela 1 — Composi¢ao centesimal do leite de varias espécies de animais.
Espécie Proteina (%) Gordura (%) Lactose (%) Cinzas (%) Agua (%)

Humana 1,5 3,5 7.0 0,2 87,8
Bovina 3,5 3,8 5,0 0,7 87,0
Caprina 4,0 3,0 4.8 0,8 87,4
Ovina 54 8,2 4,8 0,9 80,7
Equina 2,6 1,6 6,1 0,4 89,3
Bufala 4.1 7,7 4,8 0,7 82,7

Fonte: Aquarone et al, 2005.

As proteinas do leite sdo compostas por caseinas (80%) e pelas proteinas do
soro (20%). As caseinas sao encontradas dispersas no leite, na forma de micelas, e

sdo compostas por asi-caseina, 0sp-caseina, [(-caseina, k-caseina, y-caseina e



fosfato de calcio coloidal. A k-caseina nao precipita na presencga de ion calcio e atua
na protecdo das demais caseinas, ja que se encontra na superficie externa da
micela. A micela é uma particula hidratada e porosa, composta por submicelas, as

quais s&o unidas pelo fosfato de célcio coloidal (ORDONEZ et al, 2007).

A gordura € o componente que mais varia entre as espécies e ragas e seu
conteudo € inversamente proporcional a quantidade de leite produzido. Ela encontra-
se na forma de glébulos emulsionados na fase liquida. Geralmente é fixado um teor
minimo de gordura no leite para a padronizagdo do queijo produzido. Uma das
fungdes da gordura é atuar na cor, consisténcia e sabor final do queijo (AQUARONE
et al, 2001).

A lactose é o carboidrato livre presente no leite. E um dissacarideo redutor
composto por galactose e glicose unidas por uma ligacéo 3,1—4, responsavel pelo
sabor doce do leite. E o substrato utilizado pelo fermento latico para a producéo de
acido latico na fabricacao de queijos (AQUARONE et al, 2001).

Os principais sais minerais presentes no leite sdo os fosfatos, cloretos,
sulfatos, carbonatos e bicarbonatos de sddio, potassio, calcio e magnésio. O calcio
auxilia na coagulagdo enzimatica do leite e exerce papel na estrutura da massa
coagulada. Todas as vitaminas estao presentes no leite, as lipossoluveis (A, D e E)
estdo associadas a porgao gordurosa, enquanto as hidrossoluveis sdo encontradas
no soro (ORDONEZ et al, 2007).

Enzimas estdo presentes no leite em baixas concentragbes, mas sua
atividade é de grande importancia nos processos bioquimicos. Entre as principais
classes de enzimas presentes no leite, estdo: lipases, proteases, fosfatases,
oxidases, transferases, catalase, superdxido dismutase e lactoperoxidase, ou
simplesmente, peroxidase (ORDONEZ et al, 2007).

3.2. Soro de queijo

O queijo € um derivado lacteo, obtido através da precipitacdo da caseina,
principal proteina do leite. Durante esse processo € formada uma porgao aquosa



denominada soro de leite ou soro de queijo. O soro de queijo é produzido em
grandes quantidades. Estima-se que para a produgdo de um quilo de queijo sao
utilizados 10 litros de leite e gerados 9 litros de soro (MIZUBUTI, 1994).

A Figura 1 apresenta o fluxograma da produgédo de queijo. Inicialmente deve-
se realizar a padronizacdo na composigao do leite, para que se tenha uniformidade
na produgcdo. Em seguida, realiza-se o tratamento térmico do leite cru
(pasteurizagdo), com objetivo de eliminar micro-organismos patogénicos e
indesejaveis que alteram as caracteristicas do produto. Na proxima etapa ha a
coagulagdo do leite, através da precipitagdo das caseinas, formando o gel de
coalhada. Realiza-se o corte do gel, com o objetivo de aumentar a area superficial
das particulas de massa (coagulos), permitindo a expulsao do soro. Para acelerar a
sinérese, o processo envolve agitagdo e aquecimento. Em seguida, inicia-se a
eliminagcao do soro (dessora e prensagem), com a formacédo de duas fases, uma
mais densa (massa), que precipita, e outra aquosa, denominada soro. Apds essa
operacgao o queijo € moldado e levado para salga e maturagao. O soro € proveniente
das etapas de corte, agitagao, cozimento, dessora e prensagem (AQUARONE et al,
2001).

Leite cru Padronizagao Pasteurizagao
Agl'Fagao € Corte Coagulagao
cozimento

Dessora,

Curaou
prensagem e Salga ~
maturagdo
moldagem

Figura 1 - Fluxograma da produgao de queijo.



O soro apresenta-se como uma mistura diluida de proteinas, lactose, sais
minerais e gordura, como pode ser observado na Tabela 2. A composi¢do do soro
pode variar em fungdo da composicao do leite, do tipo de tratamento a que ele é
submetido durante o processo de fabricagdo do queijo (homogeneizagéo,
aquecimento, adicdo de cloreto de sodio, etc.) ou da produgcdo de caseinas
(ANTUNES, 2003).

Tabela 2 — Composigéo do soro de queijo.

Componente Concentragao (%)
Sdlidos totais 6,2
Proteina total 0,75
Lactose 42
Gordura 0,04
Cinzas 0,8
Acido latico 0,4

Fonte: Antunes, 2003.

Existem dois tipos de soro, o doce e o acido, dependendo do modo de
coagulagao do leite. O soro doce possui um pH de aproximadamente 6,0 e é
produzido a partir da coagulagdo enzimatica do leite por agdo da quimosina. Ja o
soro acido, de pH de aproximadamente 4,6, é obtido apds a coagulagdo das
caseinas por acidificacdo bioldgica, através da fermentagdo microbiana da lactose
do leite em acido lactico. O soro doce apresenta um teor de lactose superior ao do
soro acido, uma vez que neste ultimo parte da lactose é transformada em acido
lactico (MACEDO, 2010).

3.2.1. Lactose

A lactose é o carboidrato de maior concentragdo do soro, representado 70%
em base seca. No leite cru, é responsavel por 40% do total de sdlidos. E um



dissacarideo, formado por galactose e glicose, e possui baixa solubilidade
(MACEDO, 2010).

Esse carboidrato € um dos principais responsaveis pelas elevadas cargas
organicas presentes neste produto, expressas em termos de demanda bioquimica
de oxigénio (BALDASSO, 2008).

3.2.2. Minerais

As substancias minerais mais abundantes no soro sdo o potassio, o sédio, o
calcio, o magnésio, o cloro, o fésforo e o enxofre. Os sais dissolvidos afetam varias
propriedades do soro, como a estabilidade térmica e a conformagdo das suas
proteinas (BALDASSO, 2008).

Parte destes componentes esta associada as proteinas do soro, como, por
exemplo, na lactoferrina, que contém ferro, e na fosfatase alcalina, que contém

zinco, estando a maior parte em solugao (MACEDO, 2010).

3.2.3. Proteinas do soro

Os principais constituintes proteicos presentes no soro sdo a-lactoalbumina
(25%) e B-lactoglobulina (55%), proteinas globulares de baixa massa molar, que
representam aproximadamente 80% das proteinas totais do soro de leite. Ambas
sdo sintetizadas nas glandulas mamarias (ANTUNES, 2003).

Os componentes proteicos presentes no soro em menores quantidades séo a
soro albumina bovina, lactoferrina, imunoglobulinas, fosfolipoproteinas, fatores
bioativos e enzimas (ANTUNES, 2003). A tabela 3 apresenta as propriedades

bioquimicas e a concentragdo das proteinas do soro.



Tabela 3 — Propriedades bioquimicas e concentragao g/l das proteinas do soro.

Proteina Massa molar (kDa) Ponto isoelétrico  Concentragdo g.L™
B-lactoglobulina 18,4 5,2 2,7
a-lactoalbumina 14,15 42-48 1,2

Soro albumina
bovina 69 47-49 0,4
Imunoglobulina 15-1000 55-8,3 0,65
Peptonas 41-40,8 3,3-3,7 1,4
Lactoferrina 78 9 0,1
Lactoperoxidase 89 9,5 0,02
Glicomacropeptideo 7 - -

Fonte: Audic et al, 2003.

As proteinas encontram-se em solugao coloidal, sob a forma de moléculas ou
de agregados moleculares muito pequenos, com um didmetro que pode variar entre
3 a 6 nm, podendo estar ligadas a ions (MACEDO, 2010).

A principal diferenca entre as proteinas do soro de leite e a caseina esta
relacionada a forma molecular, solubilidade e resisténcia ao pH e calor. As proteinas
do soro sao globulares, compactas, soluveis em ampla faixa de pH, termolabeis e
nao coagulaveis pela enzima renina. Sua solubilidade se deve ao fato de que os
grupos hidrofébicos encontram-se voltados para o interior da molécula, enquanto os
hidrofilicos estdo para o exterior da molécula. As propriedades funcionais dessas
proteinas dependem de fatores fisico-quimicos, como a composi¢céo e sequéncia de
aminoacidos, flexibilidade, tamanho, conformagado e distribuigdo de cargas na
estrutura da molécula e de fatores como pH, temperatura, concentragdo de proteina

e tipos de ions presentes na solugdo (BOSHI, 2006).

As proteinas do soro podem ser usadas na sua forma nativa em aplicagbes
alimenticias, uma vez que apresentam baixa forga ibnica, o que as torna soluveis em
amplas faixas de pH. Além disso, possuem alta qualidade nutricional e propriedades
funcionais (ANTUNES, 2003).
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Entre as propriedades das proteinas esta a desnaturagdo, que causa uma
modificacdo na sua conformagado globular ou pregueada para linear, tornando-as
mais reativas. Esse fendmeno também expde os residuos de aminoacidos
essenciais, o que faz com que seu valor biolégico ndo seja diminuido (BALDASSO,
2008).

As proteinas do soro possuem alta solubilidade em diferentes valores de pH,
se nao tiverem sofrido desnaturagdo térmica, e apresentam baixa viscosidade,
comparadas a outras proteinas. Por serem soluveis, ndo tem grande capacidade de
adsorver agua na sua forma nativa, mas em condi¢des de aquecimento aumentam a
capacidade reter agua, formando géis de forma irreversivel. Como possuem regides

hidrofébicas e hidrofilicas, podem atuar como emulsificantes (BALDASSO, 2008).

As proteinas possuem em sua superficie grupamentos com cargas positivas,
provenientes dos aminoacidos histidina, lisina, arginina e aminas terminais, e cargas
negativas, devidas ao acido aspartico e grupamentos carboxilicos terminais. Dessa
forma, a carga liquida de uma proteina depende da proporgao entre suas cargas
positivas e negativas, que varia de acordo com o pH. Quando o numero de cargas
positivas € igual ao de negativas, tem-se o ponto isoelétrico (Pl). Acima do Pl as
proteinas possuem carga liquida negativa, enquanto abaixo a carga liquida é
positiva (KILIKIAN, 2008).

3.2.3.1. Lactoferrina

A lactoferrina (LF) é uma das proteinas presente no soro com atividade
biolégica. Ela esta presente em secre¢des, como lagrimas, saliva, secre¢gdes nasais
e brbénquicas, bile, fluido gastrintestinal, urina e em maiores concentragées no
colostro e leite dos mamiferos (MONTOYA et al, 2011).

E uma glicoproteina de cadeia simples, com massa molar 80 kDa, de
coloragdo avermelhada, contendo 692 aminoacidos. A cadeia de polipeptidios €&
dobrada em dois lobos simétricos, conectados por uma regido dobradica que
fornece flexibilidade a molécula, e cada lobo pode ligar-se a um ion Fe**, Fe**, Cu?*,
Zn* ou Mn?* (BROCK, 2002).
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Essa proteina pode apresentar duas formas, a holo-lactoferrina e a apo-
lactoferrina. A holo-lactoferrina é saturada de ferro, apresenta uma molécula mais
fechada e uma maior resisténcia a protedlise, enquanto a apo-lactoferrina nao
possui ferro ligado (BROCK, 2002).

A estrutura primaria da lactoferrina apresenta residuos de Cys em numero e
posicdo adequados para a formacédo de 17 pontes dissulfeto intramolecular. Os
residuos de Asn presentes nos dominios C e N-terminal fornecem varios locais de N-
glicosilagdo. A composicdo de aminoacidos da LF conferem a esta proteina um
carater basico, e seu ponto isoelétrico esta entre 8 e 9 (MONTOYA et al, 2011). A

conformacgao da LF através de cristalografia € apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura da lactoferrina, indicando os quatro dominios de polipeptideo.
Fonte: Montoya et al, 2011.

Os aminoéacidos diretamente envolvidos na ligacdo com Fe®** sdo Asp60,
Tyr92, Tyr192 e His253, enquanto Arg121 esta envolvido na ligagdo do COs*, como
é apresentado na Figura 3 (MONTOYA et al, 2011).
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Figura 3 - Aminoacidos envolvidos na ligagao da lactoferrina aos ions. Fonte:
Montoya et al, 2011.

A LF apresenta diversas acgdes fisioldgicas, como atividade antiviral, atividade
imunomodulatéria, atividade antioxidante, regulacdo da resposta inflamatéria e
acdes bacteriostatica e bactericida. A agdo bacteriostatica €& explicada pela
capacidade de quelar ions férricos (Fe®"), o que limita a utilizacdo deste nutriente por
bactérias no local da infecgédo e regula negativamente a expressao de seus fatores
de viruléncia. Ja a agao bactericida se deve a capacidade da lactoferrina de se ligar
as moléculas de lipopolissacarideos das bactérias gram-negativas. A ligacdo do
residuo N-terminal da lactoferrina rico em aminoacidos positivos a membrana celular

bacteriana provoca sua desestabilizagao (TOMITA et al, 2008).

Devido a variada gama de aplicagbes nas industrias farmacéutica e
alimenticia, na medicina e biologia, muitas tecnologias de recuperagao e isolamento
da lactoferrina em altos niveis de pureza foram desenvolvidas. Os processos
envolvem diversas etapas, mas as técnicas que apresentam maior grau de pureza e

resolugao sao os processos cromatograficos (MONTOYA et al, 2011).
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3.3. Processos de recuperacao das proteinas do soro

Atualmente, existe interesse comercial consideravel na preparacdo das
proteinas individuais para alimentacdo e aplicagbes nutricionais e terapéuticas.
Dessa forma, tém sido desenvolvidos varios métodos de fracionamento de proteinas
do soro, embora so alguns deles tenham aplicagdo em nivel industrial. Os principais
produtos obtidos a partir do processamento do soro de leite sdo concentrados
(CPS), isolados (IPS) e fracionados proteico do soro (FPS) (BALDASSO, 2008).

Um processo de recuperacdo viavel deve ser simples, rapido, néo
desnaturante e deve garantir um alto rendimento e qualidade do produto. Estes
processos se dividem em duas categorias principais: utilizando processos de
separagao por membrana e cromatografia de adsorgdo seletiva, que seréo
apresentados a seguir (CHASE, 2011).

3.3.1. Processos de membrana

Os processos de separagao por membrana (PSM) podem ser aplicados na
concentragéao, fracionamento e purificagdo das proteinas do soro. Dentre os PSM, o
mais usado na recuperagao de proteinas, inclusive a lactoferrina, é a ultrafiltracao
(UF) operada em fluxo tangencial (PEREIRA, 2009).

Uma membrana pode ser descrita como uma interface, geralmente
heterogénea, que age como uma barreira ao fluxo de moléculas e espécies ibnicas
presentes nos liquidos e / ou vapores em contato com as duas superficies. As
membranas sao tradicionalmente utilizadas para separagbes com alta taxa de

transferéncia, mas com requisitos de baixa resolugdo (SAXENA, 2009).

Em comparagdo com os métodos cromatograficos, as técnicas de separagao
por membrana oferecem vantagens de baixo custo e facilidade de scale-up para a
produgdo comercial. No entanto, a falta de seletividade da membrana e a sua
incrustagdo, devido a adsor¢cdo de proteinas durante a filtragdo restringe suas
aplicagbes (SAXENA, 2009).
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A ultrafiltracdo com fluxo tangencial tem sido amplamente utilizada como
método preferido para a concentracdo de proteinas do soro. Ela € adequada para
pressdes inferiores a 10 bar, usando membranas com tamanho de poro de até
aproximadamente 100 nm. S&o retidos compostos com massa molar na faixa de 1
kDa a 100 kDa, dependendo do corte nominal da membrana. Os compostos de
massa molar menor sao retidos no filtrado, enquanto as proteinas com massa molar
maiores que o corte nominal da membrana estardo presentes no concentrado
(BOSHI, 2006).

3.3.2. Processos de adsorgao

A separagao de proteinas por cromatografia € cada vez mais comum no
processamento downstream, oferecendo vantagens de alta velocidade de
processamento, sem perda de capacidade de adsorgao, modulos compactos para
operagao em grande escala e baixa pressao durante todo o processo. Diversos tipos
de cromatografia, em uma ampla gama de tipos e aplicagdes, tém sido revisados por
varios autores, como Chase (2011); Liang et al (2011) (SAUFI1,2011).

Os processos de adsorgao sao pouco dependentes do volume, uma vez que
a capacidade adsorvente esta relacionada principalmente com a massa da proteina
recuperada, assim como da concentragdo das espécies adsorvidas, e nao do
volume de liquido processado. Além disso, processos cromatograficos possuem a
habilidade de atingir elevado grau de pureza a partir de misturas com reduzidas

concentragdes dos compostos de interesse (CHASE, 2011).

Um sistema cromatografico compreende duas fases, uma fase estacionaria
fixa e uma fase mével. O principio da separagdo se baseia na existéncia de
interagdes entre os constituintes da amostra com ambas as fases. As moléculas
possuem interagdes diferentes com a fase estacionaria, sendo transportadas a

velocidades diferentes, separando-se assim uma das outras (KILIKIAN, 2008).

A adsorcdo esta relacionada com a interagdo dos grupos funcionais das
particulas da fase estacionaria e do soluto. O soluto € adsorvido pela superficie das
particulas sdlidas, e a separacdo ocorre pelo equilibrio entre a quantidade de
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composto adsorvido e a fase liquida. As moléculas do soluto e do solvente
competem pelos sitios ativos presentes na superficie do adsorvente. A adsorcao
ocorre em um sitio desocupado, em razédo das forcas elétricas, fisicas ou reacdes
quimicas (FERREIRA, 2001).

De forma geral, nos processos de adsor¢cdo seletiva uma unica proteina
purificada é produzida, em conjunto com uma solugdo de soro com as outras
proteinas. Diversos métodos de processos cromatograficos de adsor¢gdo para o
fracionamento de proteinas do soro tém sido relatados e sao descritos nos proximos
tépicos (DOULTANI, 2004).

3.3.2.1. Adsorcao em leito fixo

A adsor¢cdao em leito fixo € caracterizada pela passagem de um fluido
contendo o soluto a ser adsorvido por um tubo cilindrico, em que o adsorvente se
encontra empacotado. No inicio ha uma alta taxa de adsorg¢ao, de forma que a
concentragdo do soluto na saida da coluna é baixa. A medida que as particulas do
adsorvente ficam saturadas, ha um aumento da concentracdo do soluto no efluente,
ocasionando o inicio da ruptura. Ao se tingir a capacidade maxima do adsorvente, a
concentragdao de equilibrio do soluto na entrada e na saida é igual (VEREDAS,
2000).

Quando se utiliza leito fixo, a taxa de adsorcéao € afetada pela transferéncia de
massa do sistema. Essa transferéncia ocorre da fase fluida para a fase estacionaria,
até um ponto em que ha resisténcia nos poros do adsorvente e a capacidade
maxima é atingida (VEREDAS, 2000).

A adsorcdo em leito fixo exige uma alimentacdo com meios isentos de
particulas em suspensdo e demanda tempos elevados de operagdo, devido a
reduzida difusividade do meio através do leito (KILIKIAN, 2008).
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3.3.2.1. Adsorgao em leito fluidizado

Em um leito fluidizado, as particulas do adsorvente sdo movimentadas por
meio de um fluxo ascendente na coluna, formando uma suspensido de uma mistura
de particulas. O estado fluidizado promove aumento da porosidade do leito, evitando
que o material particulado contaminante provoque a obstru¢do do meio poroso. A
limitac&o difusional do liquido é reduzida, diminuindo o tempo do processo. Devido a
essas caracteristicas, tem-se redugcdo de uma operagdo unitaria preliminar para
separagdo dos contaminantes particulados, como a filtragdo ou a centrifugagéo
(KILIKIAN, 2008).

Porém sao requeridos tipos especiais de colunas e equipamentos complexos.
Dessa forma, a adsorgdo em leito fluidizado é operada apenas em escala
laboratorial (FERREIRA, 2001).

3.4. Métodos de purificagao da lactoferrina

3.4.1. Separagao por membrana

A lactoferrina pode ser concentrada pelo método de ultrafiltracdo do soro,
utilizando-se membranas com corte nominal de 70kDa, de forma que permanega na
fragdo concentrada, uma vez que € uma proteina de 78kDa. Porém, nesse caso, a
LF néo é totalmente purificada, uma vez que a lactoperoxidase (89kDa) e a soro
albumina (69kDa) também estdo presentes nessa fragcdo (CHASE, 2011). O
processo de ultrafiltragdo tangencial € apresentado na Figura 4.

fiuxo tangencial

amostra

—_H - - 0 © 0 —
membrana | ______ oo t“,:} _____________ | concentrado
g Pemeado

Figura 4 — Ultrafiltragéo tangencial. Adaptado de Kilikian, 2008.
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Almecija et al (2007) estudaram o fracionamento das proteinas do soro
utilizando ultrafiltragdo tangencial. Empregou-se uma membrana de 30 kDa de
ceramica tubular no modo de diafiltragdo continua, em diferentes faixas de pH. Para
a-lactalbumina e B-lactoglobulina, a soma dos rendimentos do retentado e do
permeado foi de cerca de 100% em todos os casos. Em contraste, as fragdes de
soro albumina, imunoglobulina e lactoferrina permaneceram na fragédo retida, com

60% de pureza (pH 9) em relagéo ao soro inicial.

3.4.2. Adsorg¢ao por troca ionica

A troca idGnica se baseia na distribuicdo de carga das proteinas. As proteinas
sdo adsorvidas nas resinas trocadoras de ions por ligacéo eletrostatica entre cargas
opostas da superficie da proteina e o grupo carregado do adsorvente. A molécula de
proteina desloca os contra ions que se situam nos poros e interage com o
adsorvente. Ou seja, a cromatografia de troca-ibnica baseia-se na competicao entre
ions de interesse e contaminantes pelos grupos carregados da fase estacionaria
(KILIKIAN, 2008).

A vantagem do uso da cromatografia de troca iGnica para proteinas é que a
adsorcao pode ser facilmente reversivel com a mudanga das condigbes de
processo. O processo de cromatografia de troca ibnica segue uma sequéncia de

etapas, que incluem adsorgéao, lavagem, eluicao e regeneragao (KILIKIAN, 2008).

O trocador ibnico consiste de um sdlido poroso que possui grupos funcionais
ligados na superficie. Esses grupos podem se associar a contra ions, e 0s contra
ions podem ser reversivelmente trocados por outros ions, presentes na molécula de
interesse. A troca ibnica é dividida em catibnica e anibnica. Na troca catibnica os
contra ions possuem carga positiva, enquanto na aniénica eles sao negativos
(KILIKIAN, 2008).
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3.4.2.1. Troca cationica

A estrutura de um trocador catibnico consiste de uma matriz sélida com
grupos idnicos carregados negativamente. Os contra ions, positivos, neutralizam
essas cargas, mantendo o sistema em equilibrio. Quando as proteinas do soro
entram em contato com a superficie, ocorre uma perturbagado do sistema. Dessa
forma as proteinas com carga positiva sdo adsorvidas na matriz negativa,
restabelecendo o equilibrio (KILIKIAN, 2008).

A lactoperoxidase e a lactoferrina s&o as proteinas que se encontram em
menor concentragdo no soro. Por suas caracteristicas fisico-quimicas e, em
particular, o alto ponto isoelétrico, estas proteinas apresentam vantagens diante das
demais, quando separadas por processos de cromatografia de troca catibnica. A
cromatografia de troca catibnica é a mais utilizada em larga escala para purificagao
da lactoferrina (DOULTANI, 2004).

A cromatografia de troca catibnica pode ser aplicada na purificagcdo da
lactoferrina quando se utiliza solugbes tampao com pH menor que o pl da LF.
Nessas condi¢des, a molécula de LF apresenta carga liquida positiva, de forma que

€ adsorvida pelas cargas negativas no trocador catiénico (KILIKIAN, 2008).

Nébrega et al (2000) realizaram estudos sobre o processo de adsorgao
utilizando dois diferentes tipos de resinas de troca catidénica: SP-Sepharose FF e a
SP-Sepharose XL, com tampao fosfato 50 mM e pH 6,5. As fragdes de
lactoperoxidase e lactoferrina adsorvidas foram eluidas pela variagao da forga idnica
com adicdo de NaCl e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. Os resultados
mostraram que a SP-Sepharose FF apresentou bons rendimentos enquanto a SP-

Sepharose XL maior pureza.

Fidelis (2011) estudou a recuperagcdo de lactoferrina de soro do leite, em
coluna de troca catidnica supermacroporosa de criogel de poliacrilamida. A coluna
foi ativada com residuos de acido 2-acrilamida-2-metil-1-propanosulfénico (AMPSA),
definido como criogel pAAmM-SO3. O numero de sitios ativos e as isotermas de
adsorgédo para a lactoferrina demonstram que esse criogel pode ser usado para
separagbes cromatograficas baseadas em troca catidbnica. A pureza meédia de
lactoferrina na alimentagéao foi de 2,22 % (m/m) e no eluido 25 % (m/m), indicando
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que a adsorgao gerou um aumento na pureza da lactoferrina no eluido em relagao a

propor¢ao originalmente encontrada no soro.

Liang et al (2011) estudaram a recuperagéo simultdnea da lactoferrina e da
lactoperoxidase por cromatografia de troca catibnica utilizando uma resina SPEC
70SLS. As capacidades de ligagdo da resina SPEC 70SLS para adsor¢cédo de
lactoferrina e lactoperoxidase simultaneamente foram 7,60 mg/g resina e 6,89 mg/g
resina, respectivamente. Esses resultados foram superiores a adsor¢gado por troca
catibnica utilizando as resinas CM Sepharose FF ou SP Sepharose F.F. nas
mesmas condi¢cdes. A resina SPEC 70SLS foi considerada como uma candidata
para a purificacdo direta e econdmica de lactoferrina e lactoperoxidase do soro de

queijo.

3.4.2.2. Troca anionica

O trocador anidbnico contém grupos carregados positivamente e adsorve
proteinas com carga liquida negativa. Os contra ions, negativos, neutralizam essas
cargas, mantendo o sistema em equilibrio. Quando a matriz entra em contato com
solugao contendo as proteinas, ha uma perturbacgéo do sistema. Para restabelecer o
equilibrio, as proteinas com carga negativa sao adsorvidas (KILIKIAN, 2008). A

Figura 4 apresenta as etapas da cromatografia de troca anibnica.
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Figura 5 - Etapas da cromatografia de troca anidnica. Fonte: Kilikian, 2008.

Cavalcanti (2010) estudou a adsor¢ao de proteinas do soro por troca
anibnica, através da utilizagdo da resina Streamline DEAE. Através da analise por
eletroforese SDS-PAGE péde ser observada diversas bandas, incluindo 3 bandas
protéicas de massa molar entre 66 e 97 kDa, que provavelmente referem-se a
albumina (69 kDa), lactoferrina (78 kDa) e lactoperoxidade (89 kDa). Porém, nao
houve total purificacdo da molécula de lactoferrina, uma que vez que outras
proteinas foram adsorvidas. Para total recuperagcao da LF deve-se combinar outros
meétodos de adsorgio.
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3.4.2.3. Troca cationica e anionica simultaneas

O conceito de adsorgdo em uma membrana de matriz mista (MMM) foi
introduzido para superar os problemas com a modificagdo quimica de membranas
para cromatografia. Este tipo de adsorgdo fornece um procedimento simples e
produz um desempenho cromatografico que € competitivo com membranas
adsorventes modificados quimicamente, em termos de capacidade de adsorgcédo e
dindmica. Diversas proteinas podem ser adsorvidas simultaneamente e eluidas em
diferentes condigdes (SAUFI, 2011).

Saufi (2011) realizou estudos da interagdo de uma membrana de matriz mista
para extrair todas as principais proteinas de soro de leite bovino. Foi sintetizada
uma unica membrana através da incorporagéo de 42,5% em peso de uma resina
aniénica e 7,5% em peso de uma resina catidbnica. Ambas as proteinas, basicas e
acidas, foram ligadas simultaneamente. A capacidade de adsor¢ao das proteinas foi
de 85 mg de proteina total por g de membrana. A adsor¢ao da lactoferrina foi de

11,40+0,73 mg de lactoferrina por g de membrana.

3.4.3. Adsorgao por pseudo afinidade

A cromatografia de pseudo afinidade baseia-se nas propriedades bioldgicas
ou funcionais das proteinas e da fase estacionaria. A separagdao depende das
interagdes altamente especificas entre os pares de materiais, o ligante e o material a
ser adsorvido. Essa técnica possui alta seletividade, alta capacidade dependente do
ligante e alta velocidade (NOPPE et al, 2006).

O ligante é imobilizado em um suporte insoluvel, a matriz porosa, e 0 outro
componente é adsorvido neste ligante. Para eluir a proteina, adiciona-se uma
solugdo que enfraquega as interagbes entre os componentes. Essa técnica
possibilita a separagdo de uma proteina de uma mistura complexa, baseada no
reconhecimento e na ligagdo da molécula alvo as estruturas especificas (KILIKIAN,
2008).
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As caracteristicas desse método sao a alta especificidade, utilizacao de
grande volume da amostra, purificacdo de proteinas a partir de misturas bioldgicas
complexas em uma Uunica etapa, separagdo entre formas nativas e formas
desnaturadas, remocao de pequenas quantidades da proteina de interesse a partir
de grandes quantidades de outras proteinas contaminantes (KILIKIAN, 2008). A

Figura 5 apresenta as etapas do processo de adsorgao por afinidade.

Etapal

R =

Matriz Ligante Ligante imobilizado

Etapall

Ligante imobilizado Amostra Complexo Impurezas

Etapa Il

Complexo Ligante imobilizado Proteina purificada

Figura 6 — Etapas da cromatografia de afinidade. Fonte: Kilikian, 2008.
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Wolman et al (2007) estudaram a utilizagdo de membranas de fibra oca
derivatizada com o corante RED HE-3B para purificagdo da lactoferrina a partir de
soro de leite. O comportamento cromatografico das membranas de afinidade na
adsorcdo da lactoferrina foi caracterizado pelo equilibrio através das isotermas de
adsorcdo e sob condi¢gdes dinamicas. A produtividade das membranas de fibra oca
operadas na taxa de 5 mL/min (501,5 pg LF/h.mL) foi mais de 500% do que o
alcangado com a membrana de Sepharose (82,8 pg LF/h.mL). Nos processos
operados a 5 e 0,4 ml/min (taxas de fluxo combinados) a produtividade € de 200%
mais elevado (252,9 ug LF/h.ml), porém a recuperagao da proteina foi mais elevada.
A cromatografia de afinidade utilizando como ligante o corante RED HE-3B permitiu
a recuperagcdo de LF de soro de leite em apenas um passo com uma alta

produtividade (61% de recuperagéo da LF).

Carvalho (2010) estudou a adsorcdo de lactoferrina em coluna
supermacroporosa de criogel de poliacrilamida ativada com ions de cobre. A
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados explora a afinidade entre
ions metalicos imobilizados em uma matriz sélida e grupamentos situados na
superficie de uma determinada proteina. Na presenca de ions metalicos
imobilizados, os residuos dos aminoacidos histidina, cisteina e triptofano presentes
na superficie da proteina sao fortemente adsorvidos devido as ligagdes de
coordenagao formadas entre os ions metalicos e os grupos doadores de elétrons.
Os dados obtidos a partir de analises de proteina total, eletroforese SDS-PAGE e
cromatografia por exclusdo molecular evidenciaram a alta afinidade de interagéao
entre a lactoferrina e os ions de cobre imobilizados na matriz, devido a presenga dos
residuos de histidina em sua superficie. A semelhanga entre os tempos de retengao
da lactoferrina padrao (250s) e dos eluidos (248s) obtidos do processo

cromatografico implica na presencga de lactoferrina nos eluidos coletados.
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4. Conclusao

A demanda do mercado em expansdo para lactoferrina, baseado em seus
valores nutricionais e fisiolégicos tem incentivado pesquisas sobre a purificagéo

desta molécula.

Os processos que mais se destacam sdo os de cromatografia de troca ibnica,
em que as proteinas carregadas sao ligadas em trocadores de ions com carga
oposta, e a cromatografia de afinidade, que explora as interagbes especificas que
podem ocorrer entre proteinas e ligantes imobilizados. Cada processo possui
caracteristicas proprias de resolugdo e grau de pureza, que sdo dependentes das
condi¢des utilizadas durante a purificacdo. A utilizagdo de processos integrados

também tem se mostrado eficiente na purificacdo desta molécula.

A escolha do método de purificagado da lactoferrina do soro de queijo deve ser
baseada nas condicbes de processo e no grau de recuperagdo da mesma,

relacionados a analise de suas propriedades e do custo do processo.
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