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INTRODUÇÃO

O ácido hialurônico (AH) é um polissacarídeo de alta massa 
molecular composto por unidades repetitivas dos dissacarídeos ácido D-
glicurônico e N-acetil-D-glicosamina, com cerca de 200 a 20.000 
dissacarídeos por cadeia. Tamanhos específicos de AH devem ser 
utilizados de acordo com a sua aplicação, em áreas como a médica, a 
farmacêutica e a cosmética. A separação de suas moléculas por tamanho 
pode ser feita pelo processo de cromatografia de permeação em gel, que é
baseado na diferença de volumes hidrodinâmicos. Neste trabalho foram 
analisadas as melhores condições de separação por tamanho do AH 
obtido por fermentação do bagaço do caju, utilizando a técnica de 
cromatografia de permeação em gel utilizando um sistema com reciclo 
externo estacionário composto por duas colunas analíticas de mesmo 
tamanho preenchidas com o gel Sephacryl S-300 HR.

METODOLOGIA

Figura1: Monômero formador do ácido hialurônico.

Fazendo uma comparação com dados usando apenas uma coluna, os 
resultados obtidos para o REE  foram satisfatórios, visto que foi obtida uma 
melhor separação por tamanho com maior economia de solvente por 
quantidade de AH obtida. O melhor resultado foi obtido para 4 ciclos com 5 
minutos de reciclo e 4 minutos de coleta a cada ciclo. Porém ainda não foi 
obtido AH com alto teor de pureza em todas as etapas, por isso algumas 
variáveis do processo ainda precisam ser otimizadas. Contudo, o REE 
mostrou-se um método semi-contínuo bastante eficiente para eliminação de 
proteínas das amostras de AH obtido por via fermentativa.

CONCLUSÕES
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Figura 2: Obtenção do AH a partir do mosto fermentado. 

RESULTADOS

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1- Empacotamento 
das colunas 
preparativas

Solução de etanol 
10%, na vazão de 

1mL/min. Gel Sephacryl
S-300 HR. 

Comprimento de 13cm.

2- Separação por 
tamanho do AH usando 

um sistema de REE

Amostra de 200 µL de AH é
injetada no início de cada ciclo 

em sistema cromatográfico, 
usando NaNO3 como fase 

móvel (1 mL/min). Amostras  
coletadas de 1 em 1 minuto.

3- Análise das 
amostras em HPLC

Figura 4: Cromatogramas, obtidos por HPLC, das alíquotas coletadas à saída da coluna semi-
preparativa XK 16/20, empacotada com o gel Sephacryl S-300 HR, durante o processo de 

purificação do AH no sistema de Reciclo Externo Estacionário com 4 Ciclos, utilizando 2 colunas 
contendo o mesmo gel e mesma altura de leito (13 cm), uma vazão de 1,0 mL/min e NaNO3 0,1M 

como fase móvel. As condições cromatográficas utilizadas na análise por HPLC foram: coluna 
Phenomenex PolySep-CFC-P 6000, NaNO3 0,1M como fase móvel, vazão de 1,0 mL/min e detector 

de IR(a), (c), (e) e (g); e UV(280nm) (b), (d), (f) e (h).

Em coluna Phenomenex, 
20 µL de amostra usando 
NaNO3 como fase móvel 

(1mL/min)

4- Obtenção 
e análise 

dos 
resultados

Figura 3: Procedimento de separação do AH com o REE.
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