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Purificacdo do Acido Hialurénico Proveniente de Caldo de Fermentacéo atravé
Adsorcao de Impurezas em Carvao Ativado e Alumina
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Aplicacoes
Processos de A
. . > farmacéuticas e
purificacao médicas
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. Repetidas Adsorcao das Precipitacao na
precipitacoes Impurezas em Interface
em solvente carvao ativado (Método
rganico. e/ou alumina. .
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Processo caro Processos em estudo na tentativa de
com alto consumo | | diminuir o custo da purificacao do AH.
S de solvente. y
MATERIAIS E METODOS

- Caldo de fermentacéo; Alcool Etilico absoluto (99-100%).

Adsorcao das Impurezas

Caldo de

~ é
fermentacao

Centrifugacao a
10000rpm por 10
minutos

Células

Sobrenadante (SN) l

Coluna de adsorcao
recheada de carvao
ativado e/ou alumina

>

(Ppt)

Descarte

Analise de

amostras

Influéncia da Velocidade de Centrifugacao

C1l

C2

> Cl1 — 20mL

SN

30mL +
Caldode ™ C1 ™ 30mL
fermentagcao 5, 2 |- EtOH

com células +
2hs
C2 Refr.

—> Centrifugacao a 10000rpm por 10 minutos.

—> Centrifugacao a 3200rpm por 20 minutos.

—> C1
PPT l
—> (C2 > Analises de
Proteina e
— Cl = Carbazol
PPT
C2

Precipitacao na Interface

150mL de Centrifugacao a
meio sem | + 225tmL Ide 2hs o | 10000rpm por
células = Resir. 10 minutos
+ 25mL de + 25mL de l
etanol etanol ppt
+ 25mL 1 l +
EtOH 45mL
X <: __<: | | NacCl
Agitacao 0,15M
e | S——
2 hs l Resfr. \ \
294=R T 19BRT
Centrifugacao a \I,
10000rpm por > | Analises de
10 minutos | Proteina e
ppt. Carbazol (AH)
» 3° PPT

RESULTADOS E DISCUSSAO

Adsorcao das Impurezas

Ma operacao

. _» da coluna
Carvao Alta liberacao =
ativado de particulas
T Contaminagao
das amostras
. Alto custo de
Alumina
compra
v
l Impossibilidade
Processo de analise das
Inviavel amostras

Influéncia da Velocidade de Centrifugacao

Depende da velocidade
centrifugacao na
separacao das celulas.

% m/m de AH no

precipitado (ppt) E

% m/m de
Proteinas no ppt

Independe da velocidade
centrifugacao.

—

Tabela 1. % em massa de AH e massa de proteinas por massa de
precipitado nos ensaios de precipitacao a diferentes velocidades de
centrifugacao.

%m/m de Proteinas

% m/m de AH

Retirada de

3200 10000 3200 10000

células\12
rpm rpm

rpm rpm

precipitacao
3200 rpm
10000 rpm

380+10 329+0,1 120+x1,0 95+04
*45,0+1,0 33,040 *9,2+04 9,0x2,0

Precipitacao na Interface

Para caldos com alta concentracao de
— AH, o ppt da interface é mais puro que
na precipitacao convencional.

Precipitacao
na interface

Tabela 2: % em massa de AH e proteinas por massa de precipitado obtido
pelo metodo convencional e na interface para os caldos C e E.

% m/m de AH
Caldo C Caldo E
67,0£1,0 185%0,9
57,0+£3,0 19,6+0,6

%m/m de Proteinas

Caldo C Caldo E
6,1+06 105+0,7
58+05 10,7+0,2

Precipitacao

Interface

Convencional

O precipitado gue apresenta maior

Pureza de AH ( _ :
nos 3 ppt's da | —> Pureza de AH é aquele obtido apods a 32
Interface adicao de etanol. Mesmo assim, a

massa molar nao varia entre os 3 ppt’s.

Tabela 3: % em massa de AH e proteinas por massa de precipitado obtido
em cada adicao de etanol na precipitacdo na interface para os caldos C e E.

% m/m de AH

%m/m de Proteinas

Precipitacao CaldoC CaldoE CaldoC CaldoE
1° ppt 60,7+0,1 16,0x10 6,408 12,7x0,2
2° ppt 60,0+40 170x10 7408 11,8+0,5
3° ppt /0030 18,609 5,6x0,6 10,4zx0,7
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Figura 1. Massa molar do AH das amostras da 12 e 32 precipitacoes na
Interface do caldo C.

CONCLUSAO

Nao pode ser recheada com carvao
—> ativado de baixa granulometria que
libera particulas finas.

Coluna de

adsorcao

A configuracao que resulta em um
ppt mais puro em AH ¢é a retirada de
—> celulas a 10000rpm por 10 minutos
seguida da separacao do precipitado
a 3200rpm por 20 minutos.

Velocidade de

Centrifugacao

Precipitacao S
na Interface

—->

E viavel apenas para caldos de fermentacao
com alta concentracao de AH.

O precipitado obtido apos a 32 adicao de
etanol apresenta maior pureza de AH.

-> A massa molar do AH nao varia entre os ppt’s.
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