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RESUMO

A apitoxina, veneno da abelha, vem sendo utilizada ha anos como medicamento para
varias doencas inflamatorias. Os beneficios desse veneno provém, principalmente, da
melitina, que se encontra junto a outros componentes da apitoxina com alto potencial
alergénico - fosfolipase A2 (PLA2) e hialuronidase, por exemplo. Assim, a separagéo da
melitina € importante por ser um produto almejado no &mbito farmacéutico e cosmético,
além do seu alto valor agregado. Portanto, uma ultrafiltracdo com escoamento tangencial
e membrana comercial de celulose regenerada de 10 kDa foi utilizada como método de
separacgdo, objetivando alcancar uma concentracdo de permeado para a reducdo na
concentracdo dos compostos alergénicos. Na primeira etapa, um planejamento fatorial 22
com triplicata no ponto central foi realizado visando investigar os efeitos da concentracéo
da apitoxina e a variacdo da presséo aplicada no fluxo de permeado, na recuperacao da
melitina e na rejeicdo a PLA2, na qual definiu-se a melhor condicao de trabalho: menor
concentracdo — 1,0 mg/mL — e a maior pressdo — 1,5 bar. Com essa defini¢cdo, a segunda
etapa foi desenvolvida avaliando o declinio do fluxo durante a ultrafiltracdo, os
mecanismos de incrustacdo presentes no processo por meio do modelo de Hermia
modificado sendo, posteriormente, efetuada uma limpeza quimica apos finalizados todos
os experimentos. Os resultados obtidos mostraram uma recuperacdo média de melitina de
70% e rejeicdo de 99% de PLA2. O declinio de fluxo foi causado em sua maioria pelo
fouling devido a atuacdo de varios mecanismos, sem uma defini¢do mais precisa. A
limpeza quimica mostrou uma recuperacao no fluxo de 91,69% e remocdo da resisténcia
de 94,10%. Portanto, tem-se que a ultrafiltracdo com escoamento tangencial pode ser uma

opcao atrativa para o fracionamento de melitina a partir da apitoxina.

Palavras-chave: Ultrafiltracdo, melitina, fosfolipase A2, planejamento fatorial,
veneno de abelha.
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ABSTRACT

Apitoxin, bee venom, has been used for years as a medicine for various inflammatory
diseases. The benefits of this venom are mainly provided by melittin, which is present
with other high allergenic potential components, phospholipase A (PLA2) and
hyaluronidase, for example. Thereby, the separation of melittin from apitoxin becomes
feasible, since it is a desired product in the pharmaceutical and cosmetic industries also
has a high added value. Hence, ultrafiltration with a tangential flow and commercial
membrane of regenerated cellulose of 10 kDa was used as a separation method, in order
to reach a concentration of permeate with the smallest fraction of these allergenic
compounds. In the first step, a 22 factorial design with triplicate at the central point was
performed to investigate the effects of apitoxin concentration and pressure difference on
permeate flow, melittin recovery, and PLAZ2 rejection, in which was defined the optimal
working condition: lower concentration - 1.0 mg / mL - and the highest pressure - 1.5
bar. Based on these results, the second step was carried out to evaluate the flux decline
during ultrafiltration and the incrustation mechanisms present in the process using the
modified Hermia model. Hereafter, a chemical cleaning was performed after completing
all experiments. As a result, the permeate flux decline was mostly caused by fouling
because of several mechanisms acting without a more precise definition. The membrane
cleaning depicted a recovery of 91.69% in the permeate flux and reduce 94.10% of
resistance. Finally, it may be concluded that ultrafiltration using tangential flow has been

an attractive option for the separation of melittin from apitoxin.

Keywords: Ultrafiltration, melittin, phospholipase A2, factorial design, bee venom.
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1. INTRODUCAO

A apiterapia tem por definicdo o uso de produtos produzidos pelas abelhas com
fins medicinais como mel, pélen, propolis, geleia real e veneno. Esta terapia tem sido
praticada ha milhares de anos em diversas civilizages. Dados histéricos mostram gque na
antiguidade os egipcios, gregos e chineses ja usavam esses produtos, provenientes da
abelha, para tratamento de enfermidades (ALI, 2012).

Em especifico, a apitoxina, veneno da espécie de abelha Apis mellifera, é
composta quimicamente de enzimas, peptideos e aminas. Assim, estudos mostram que
ele e utilizado para o tratamento de diversas doencas, como artrite (HYE et al., 2004),
cancer (RADY et al., 2017), esclerose multipla (MIRSHAFIEY, 2007) e doenca de
Parkinson (AWAD et al., 2017), além de atenuar a infectividade do HIV-1 (HOOD et al.,
2013), por exemplo.

A melitina é a molécula mais abundante na apitoxina, constituindo cerca de 50%
em sua massa seca, com formula quimica C131H220N39O31 € massa molar igual a 2,84 kDa.
Este peptideo € composto por 26 residuos de aminodcidos com uma sequéncia
caracterizada por GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ (GLATTLI;
CHANDRASEKHAR; VAN GUNSTEREN, 2006)

Os beneficios da melitina classificam-na como um produto de alto valor agregado
para as industrias farmacéuticas e cosmeéticas. Por exemplo, um Unico miligrama de
melitina com pureza acima de 85% vale em torno de US$ 62,60 (MILIPORE SIGMA,
2019). No entanto, este peptideo estd presente na apitoxina em conjunto com outros
compostos de alto potencial alergénico, como a fosfolipase A> (PLA2) e a hialuronidase
(MULLER e HELBLING, 2013). Por conseguinte, a separagdo dos mesmos, em sua
maioria, torna o processo muito oneroso, necessitando de mais etapas para chegar a um
produto final com tamanha pureza (TEOH; RYU; LEE, 2017).

Assim, os processos de separacdo dos componentes da apitoxina vém sendo
estudados e aprimorados com o passar do tempo. Pesquisas pioneiras mostram o uso de
filtracdo em gel, tais como as colunas Sephadex G-25 e G-50 acompanhadas por
cromatografia de troca idnica em Sephadex C-25 (BANKS et al., 1981; MAULET;
BRODBECK; FULPIUS, 1982). A utilizacdo de cromatografia liquida rapida de proteina
equipada com uma coluna de permeacéo em gel foi estudada por Nguyen e colaboradores
(2015), na qual se obteve melitina com a presenca de apamina — neurotoxina que causa

efeitos cardioestimulantes (NGUYEN, et al., 2015). Em um estudo recente, Teoh e
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colaboradores (2017) reportam a purificacdo da melitina a partir de um Gnico passo,
utilizando resinas de cromatografia de troca catidnica (TEOH; RYU; LEE, 2017).
Todavia, 0 uso dos métodos cromatogréficos eleva os custos de producdo e torna
complexo o seu escalonamento industrial e consequente comercializacdo desse produto a
um prego mais acessivel, o que faz dele um processo pouco rentavel.

Embora pouco mencionada na literatura quando comparada as outras técnicas
mencionadas anteriormente, a ultrafiltragdo com membrana polimérica é um método
eficiente para separar componentes com uma grande variacdo de massa molar (NOBLE
e STERN, 2003), como é o caso da melitina, com 2,84 kDa, e 0s outros compostos
alergénicos com massa molar entre 19-50 kDa. Além disso, a ultrafiltracdo é muito
vantajosa quando se deseja concentrar, purificar e/ou fracionar biomoléculas em solucao
aquosa, uma vez que ndo utiliza aditivos quimicos, as temperaturas de operacdo sdo
relativamente baixas e, em muitos casos a forca motriz necessaria para o funcionamento
do processo é apenas a diferencga de pressdo entre a alimentacéo e o permeado (MULDER,
1996; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Todos esses fatores favorecem a nao
desnaturacdo, degradacdo ou desativacdo das macromoléculas em estudo (ZYDNEY,
2010).

Portanto, a ultrafiltracdo é um processo com grande potencial, por ter menores
custos em escala industrial quando comparada a cromatografia (LIGHTFOOT;
MOSCARIELLO, 2004). Ademais, por meio da ultrafiltracdo, a melitina concentrada e
sem as enzimas alergénicas, fracdo de alta aplicacdo biotecnoldgica frente a diversas
patologias, podera ser um produto mais vidvel economicamente, jA que 0S recursos
utilizados oneram menos a operagdo comparado com outros processos tais como
cromatografia liquida.

A luz dessa hipétese, o objetivo principal desta pesquisa foi fracionar a melitina
da apitoxina usando um sistema de ultrafiltracdo tangencial. Ela foi realizada,
simultaneamente, no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e na Fundacgéo Ezequiel Dias (FUNED), buscando melhorias nas
condigdes de trabalhos realizados previamente (BRITO, 2015; TEMPONI et al., 2015).

Brito (2015), pioneiros no grupo de estudo, utilizaram concentracGes altas — na
faixa de 10 até 50 g/L de apitoxina com intervalos de 5 g/L entre cada amostra — e a
ultrafiltracdo frontal com agitacdo, sistema comercial Amicon®. Buscando otimizar este
processo, Temponi e colaboradores (2015) usaram condi¢gdes com menores concentragoes

—0,5a1,5¢g/L —eumacelade acrilico de fluxo tangencial, cuja hidrodinAmica favoreceu
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ando deposicdo de soluto na superficie da membrana. Por fim, para a presente dissertacao,
um novo sistema de ultrafiltragdo tangencial foi projetado, em acgo inox 317 L (grau
farmacéutico), pelo grupo. As menores concentracfes foram mantidas, no entanto a
analise da seletividade foi realizada com auxilio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Os experimentos foram divididos em duas etapas, sendo a primeira
responsavel pela determinagdo da condicdo Otima de trabalho e a segunda o
desenvolvimento e andlise dessa condicdo, visando obter pardametros para escalonar

industrialmente este processo.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve como objetivo geral desenvolver o processo de fracionamento
da melitina, em solugdes de baixas concentracOes, a partir do veneno da Apis mellifera
(apitoxina) por meio de um sistema de ultrafiltracdo com escoamento tangencial usando

membrana comercial de celulose regenerada de 10kDa.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Os objetivos especificos destacam-se a seguir:

v Obter uma fracdo com a reducdo da fosfolipase A2 e a hialuronidase e maior
concentracdo de apitoxina por meio da ultrafiltragdo com uma membrana
comercial de celulose regenerada de 10 kDa em um sistema com escoamento
tangencial;

v" Auvaliar o efeito da concentracao de apitoxina e da diferenca de pressdo em relagdo
ao fluxo e a seletividade a partir de um modelo estatistico;

v Analisar as solucdes de apitoxina e de permeado por meio da cromatografia
liquida de alta eficiéncia visando a quantificacdo de melitina e fosfolipase Az;

v Avaliar condi¢bes de declinio do fluxo de permeado e os mecanismos de
incrustacdes, bem com as condicGes de recuperacéo do fluxo a partir da limpeza

da membrana.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 APITOXINA

A apitoxina é o nome dado ao veneno produzido pelas abelhas europeias e
armazenado em suas glandulas abdominais como medida de defesa. Este consiste em um
liquido transparente de pH entre 4,5 a 5,5 que se cristaliza em temperatura ambiente (ALI,
2012) e ao ser injetado, ele causa inflamac&o na regido afetada, efeito coagulante, além
de uma resposta imune do corpo (CORNARA et al., 2017).

Existem aproximadamente 20 substancias com diversas atividades biologicas e
farmacoldgicas, incluindo peptideos, enzimas e outros elementos bioativos na apitoxina

(ALI, 2012). Os principais constituintes estdo demonstrados na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 - Principais constituintes da apitoxina, suas respectivas massas molares, bem como a
porcentagem em relacdo a concentracdo da sua massa seca.

Classe Componentes  Massa Molar (Da)  %Massica Seca

Enzimas Fo.sfolipa.se A 19000 12
Hialuronidase 45000-50000 2
Adolapamina 11500 2

Melitina 2840 50

. Peptideo MCD 2588 2
S r— 2660 0,5
Apamina 2036 2-3

Tertiapina 2000 0,5

Histamina 111 1

Aminas Dopamina 153 1

Adrenalina 169 1

Fonte: Adaptado Or3oli¢ (2012).

Os primeiros relatos de carater cientifico dos beneficios da apitoxina aconteceram
com o australiano Philip Tercer, que ao ser picado por um enxame de abelhas observou
que suas dores nas articulagées haviam diminuido (BOGDANOV, 2016). Com isso, em
1888, acredita-se que ele tenha publicado o primeiro livro sobre a aplicacdo do veneno de
abelha no tratamento de pacientes com reumatismo (CHEN; LARIVIERE, 2010). No
entanto, as caracterizagdes das substancias presente na apitoxina foram sendo feitas a
partir de 1950, quando as técnicas cromatograficas e as eletroforéticas foram se
desenvolvendo (PACAKOVA et al., 1995). Assim, Habermann (1954) realizou um dos
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primeiros estudos acerca da identificacdo desses componentes (HABERMANN, 1972).
Outras pesquisas investigaram 0s mecanismos de acdo de cada composto e, como
consequéncia, os beneficios dessa terapia alternativa para o tratamento de varias doencas,
tais como as inflamatorias cronicas, incluindo artrite, reumatismo e dores na coluna
(CHEN; LARIVIERE, 2010; HYE et al., 2004; SOBRAL et al., 2016), a esclerose
maltipla (MIRSHAFIEY, 2007), imunoterapia (CORNARA et al., 2017), Parkinson
(AWAD et al., 2017) e cancer (ORSOLIC, 2012; RADY et al., 2017; SON et al., 2007).

Utilizando como exemplo a artrite, doenca que afeta cerca de 0,5 a 1,0% da
populacdo mundial de adultos, e especificamente o Brasil, dados mostram que cerca de
1,3 milhéo de brasileiros séo afetados por essa doenca (COSTA et al., 2014). Dependendo
do tratamento, cada paciente gera um gasto médio anual em torno de R$ 30.000,00
(SILVA et al., 2018) resultando em uma despesa de 140 milhdes de reais com
medicamentos, diagndsticos e terapias correspondendo a 10,4% dos recursos alocados a
salde publica (CARIAS et al., 2011).

Alguns dos compostos da apitoxina mais relevantes dentro dos estudos cientificos
serdao descritos em maior detalhamento, mostrando principalmente sua estrutura e como

eles atuam dentro do nosso corpo.

3.1.1 Fosfolipase A2

Também conhecida pela sigla PLA2, a fosfolipase A2 é uma enzima que constitui
de 10 a 12% da massa seca do veneno, possui massa molar de aproximadamente 19kDa
e efeito anti-inflamatério (ALI, 2012). Caracterizada por ser o alergénico mais forte
dentre os componentes do veneno de abelha, ela ataca os fosfolipidios presente na
membrana celular, diminuindo a coagulac&o e a pressdo sanguinea (ORSOLIC, 2012).

Sua estrutura consiste em uma cadeia simples com 128 residuos de aminoacidos,

como mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Representagdo da sequéncia dos residuos de aminoacidos de fosfolipase
A presente na apitoxina.
Fonte: RCSB PDB (rcsh.org) ID 1POC (2019a)

Exceto para as pessoas alérgicas a PLA2, uma pequena dose ndo apresenta danos
a salde, porém quando a pessoa é submetida a vérias picadas ocorrem efeitos
toxicoldgicos que podem ser letais (BANKS; SHIPOLINI, 1986).

3.1.2 Hialuronidase

A hialuronidase compde 1 a 3% da apitoxina e possui massa molar em torno de
45 kDa (ALI, 2012). Essa enzima tem um caréater alergénico, além de ser facilitadora na
difusdo de liquidos. Estd associada a hipersensibilidade e a ocorréncia de reacéo
anafilatica a picada de abelha. Ela ataca os polimeros de acido hialurdnico presente no
tecido conjuntivo, catalisa a hidrolise de proteinas permitindo a diminuicdo da
viscosidade do tecido e assim a penetracdo do veneno para 0 mesmo (BANKS;
SHIPOLINI, 1986). A estrutura molecular da hialuronidase é mostrada na Figura 2 a

sequir:

Figura 2 - Representacdo estrutura quimica da hialuronidase presente na apitoxina.
Fonte: RCSB PDB (rcsb.org) ID 1FCQ (2019b)
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3.1.3 Apamina

Peptideo de baixa massa molar, proximo a 2 kDa, contendo 18 residuos de
aminoéacidos fortemente interligados pela presenca de duas ligacdes dissulfeto, ilustrada

na Figura 3:

Figura 3 - Representacdo da sequéncia dos residuos de aminoécidos da apamina presente na apitoxina
Fonte: (NICOLLI et al., 2006).

A acdo toxica do seu mecanismo de ataque é bem especifica, exercendo blogueio
de canais de Ca?* e K* presentes no sistema nervoso central, sistemas musculares e
cardiovascular (CORNARA et al., 2017).

Segundo Ali (2012), apamina aumenta a producdo de cortisol pela gléandula

suprarrenal, componente do sistema enddcrino e localizada acima do rim.

3.1.4 Melitina

A melitina possui massa molar de 2,84 kDa e compde cerca de 50% da massa seca
da apitoxina, sendo o principal componente do veneno de abelha (HABERMANN, 1972).
Possui 26 residuos de aminoacidos representados na Figura 4 (BANKS e SHIPOLINI,

1986).
N

(W
NV, Vet

Figura 4 - Representacdo da sequéncia de aminoacidos da Melitina presente na apitoxina.
Fonte: RCSB PDB (rcsbh.org) ID 1BH1 (2019c)
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Desempenha  atividade anti-inflamatoria, antiartritica, anticancerigena,
antibacteriana, antiviral e antifangica (ORSOLIC, 2012). Ela também pode desencadear
a ruptura da parede das células musculares, células tronco, leucdcitos, entre outros, sendo
mais agravada na presenca da fosfolipase A2 (STRONG; WADSWORTH, 2000).
Habilidades como a modificacdo da membrana celular e estimulacéo de enzimas, como a
fosfolipase, faz com que a melitina tenha diversas propriedades terapéuticas (KUNITZ,
2015). Na revisdo escrita por Cornara e colaboradores (2017), eles descrevem, por meio
de pesquisas recentes, como a melitina passou a ser um produto de interesse para as
industrias de biotecnologia devido a estas atividades bioldgicas distintas (CORNARA et
al., 2017).

Dependendo de vérias condi¢Ges do meio, a melitina pode sofre modificacbes em
sua conformacdo. Varidveis como concentracdo, pH, temperatura, forca idnicas sdo
fatores que fazem com que a melitina seja encontrada na forma tetramérica ou
monomeérica. Segundo Shai (2002), a melitina € um monémero quando se encontra em
concentragoes e forca idnica baixas (SHAI, 2002), em contrapartida, quando esta em altas
concentracdes e na presenca de grande quantidade de ions, a melitina tende a aglomerar
e adquirir a conformacéo tetramérica (BANKS e SHIPOLINI, 1986). Quay e Condie
(1983) chegaram nessa mesma conclusdo ao analisarem a cinética de equilibrio das
formas tetraméricas e monoméricas (QUAY; CONDIE, 1983). Por fim, Terra e
colaboradores (2007) enfatizaram que em diferentes condicdes fisioldgicas, como no
plasma, a melitina se encontra na conformacdo monomérica (TERRA; GUIMARAES;
VERLI, 2007). Portanto, varios fatores devem ser analisados ao mesmo tempo, para
manter a estabilidade da molécula (MIURA, 2012). A Figura 5 ilustra as estruturas da

melitina tetramérica e monomeérica, respectivamente.

ko

‘JJ“~”.L:‘
o ¢
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Figura 5 - Formas estruturais da melitina (a) tetramérica e (b) monomérica
Fonte: KUNITZ (2015).
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A melitina na sua forma tetramera se torna uma estrutura ligeiramente globular,
com uma maior massa e tamanho, o que pode impactar processos de separagdo, como a

ultrafiltracdo, por exemplo.

3.2 PROCESSO DE SEPARACAO DA MELITINA

Até meados da década de 50, os efeitos da apitoxina no organismo eram
explicados apenas pela atividade da enzima fosfolipase e hialuronidase. Quando, em
1954, Habermann, um dos cientistas precursores nessa area, identificou a melitina
(HABERMANN, 1954). Todo potencial bioldgico e terapéutico da melitina fez com que
ela se tornasse um produto desejado pelas industrias farmacéuticas e de cosmético. Assim,
com o maior desenvolvimento das técnicas de separacdo, como a eletroforese,
cromatografia e processos com membranas em concomitante com as analises bioquimicas
mais eficientes, estudiosos iniciaram suas pesquisas de identificagdo mais detalhada dos
componentes da apitoxina. A seguir, serdo explicitadas algumas técnicas utilizadas para
a separacao da melitina a partir da apitoxina, juntamente com alguns estudos relevantes

nessa area.

3.2.1 Técnicas cromatogréficas

O processo de separacdo usando a cromatografia consiste, basicamente, em um
método fisico-quimico capaz de separar componentes de uma mistura que possui diversos
analitos similares. Esse método permite a permeacdo dessa mistura por coluna ou prato
(fase estacionaria) sendo que, para cada componente havera um tempo de eluicdo e
concentragcdes especificas dos solventes (fases moveis) (MEYER, 2004). Portanto,
durante a passagem da mistura ha uma migracdo dos componentes por entre as fases, que
acontece devido a interacdo existente entre elas. Por conta disso, algumas substancias
permanecem por mais tempo na fase estacionaria e outras conseguem permear mais
rapidamente, saindo primeiro do sistema. Devido a essa variagdo no tempo de saida,
ocorrera a separagdo dos componentes, principalmente de pequenas moléculas como
proteinas e carboidratos. Esta técnica € denominada cromatografia de exclusdo por
tamanho (COSKUN, 2016).

A separacdo dos macrocomponentes, por estarem presentes em uma mistura

complexa, €, geralmente, processada por meio da cromatografia liquida com colunas de
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resinas empacotadas em que a fase movel é eluida a altas pressdes. Processo comum para
amostras que possuem maior instabilidade térmica e ndo sdo volateis (MEYER, 2004;
COSKUN, 2016).

Nesse contexto, desde o inicio dos estudos sobre a apitoxina, na tentativa de
separar e identificar 0s compostos presentes no veneno, a cromatografia vem sendo
utilizada. Em 1976, Gauldie e colaboradores (1976) ao identificarem em outros estudos
que os compostos ndo estavam sendo realmente purificados decidiram realizar essa
operacdo utilizando as colunas de cromatografia Sephadex G-50 SF, G-25 SF e SE-C25
em trés etapas para conseguir obter a melitina (GAULDIE et al., 1976). J4 em 1982,
Maulet e colaboradores utilizaram a cromatografia de permeagdo em gel junto com a
cromatografia de troca i6nica e o tratamento com sulfitolise e com brometo de cianogénio
para eliminacdo da fosfolipase e obtencdo de melitina com alto grau de pureza
(MAULET; BRODBECK; FULPIUS, 1982). Em todos os estudos referentes a
purificacdo da melitina, a complexidade do processo é ressaltada, sendo assim, ainda séo
publicados varios estudos que empregam mais de uma etapa para obtengdo da melitina
com alto grau de pureza (CHEN et al., 2006; CHOI; KWON; CHOI, 2006; NGUYEN et
al., 2015). Em contrapartida, Teoh e seus colaboradores (2017) propuseram a purificagdo
da melitina com apenas uma etapa usando uma resina de coluna cromatografica de troca
16nica (TEOH; RYU; LEE, 2017). Para um rendimento de 93% de melitina, as condi¢des
foram: resina catidnica forte e tampao fosfato de sodio de pH 6,0. De acordo com os
autores, este rendimento foi o maior quando comparado aos resultados encontrados na

literatura até o momento em que o mesmo foi publicado.

3.2.2 Eletroforese

Durante a década de 50 e inicio da década de 60, a eletroforese foi um relevante
método para fracionamento e extracdo de proteinas (JASON, 2011). Essa técnica foi
descoberta por Arne Tiselius durante a década de 30 (NOBEL MEDIA AB, 2019) e tem
como principio a migracdo de moléculas ou particulas carregadas através de uma matriz,
apos a aplicacdo de um campo elétrico. Devido a diferenca entre o tamanho e as cargas
das moléculas analisadas, a velocidade dessa migracéo € diferenciada entre elas e por isso
havera a separagéo de cada uma em posicdes divergentes na matriz (RUDGE; MONNIG,
2000).
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Essa técnica de separacdo tem se tornado cada vez mais usual quando se trata de
proteinas. Isso acontece porque ela € rapida, barata, de facil execucdo e possui um
resultado com boa resolucédo. Os géis de poliacrilamida e de agarose s&o 0s mais utilizados
para eletroforese de proteinas, sendo o primeiro, o predominante. O gel de agarose é usado
para identificar proteinas maiores que 800 kDa, ja o gel de poliacrilamida é mais estavel
mecanico e quimicamente, usado para proteinas com tamanhos menores. Além disso, o
gel de poliacrilamida é mais claro quando comparado com o da agarose, assim as bandas
sdo mais faceis de serem visualizadas (JASON, 2011). O dodecil sulfato de sodio (SDS)
é normalmente utilizado com o gel poliacrilamida (SDS — PAGE) como um surfactante
ibnico que solubiliza e desnatura as proteinas. O SDS — PAGE permite a separacdo de
moléculas de acordo com o seu tamanho ou massa molar (RUDGE; MONNIG, 2000).

No que tange a purificacdo e identificacdo dos componentes da apitoxina, a
eletroforese foi utilizada como método de separacdo. Em seu trabalho em 1954,
Habermann descreve que os pesquisadores F. G. Fischer e W.P. Nvumann conseguiram
isolar uma fracdo do que eles chamaram de melitina através da eletroforese juntamente
com a cromatografia (HABERMANN, 1954). Ao verificar que o método de purificacdo
da melitina necessitava de varias etapas, Qi e colaboradores (1994) decidiram purificar a
melitina mediante uma etapa: eletroforese capilar de zona (ECZ) (Ql et al., 1994). AECZ
foi processada com capilar ndo revestido e pH baixo para diminuir ou eliminar a adsor¢édo
de proteinas presentes no veneno de abelha na parede dos capilares. Como resultado, eles
verificaram que o método se mostrou mais eficiente, com alta produtividade e rapidez,
principalmente quando comparado com métodos realizados por meio da CLAE. Ja
Pacakova e colaboradores (1995) trabalharam com o objetivo de comparar a CLAE com
a eletroforese capilar (EC) para a determinacdo de alguns componentes do veneno de
abelha (PACAKOVA et al., 1995). Eles também confirmaram que a EC é uma anélise
mais rapida, mais satisfatoria e com baixo custo comparada com o CLAE. Estudos mais
recentes (GUERRA et al., 2016; LI et al., 2013; PEIREN et al., 2005) mostraram como a
eletroforese bidimensional é eficiente, agil e econémica na identificagdo dos

componentes da apitoxina.
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3.2.3 Processo de separagdo por membrana

Os processos de separacdo por membranas (PSM) vém sendo destacados dentre
0s processos classicos devido, principalmente, a simplicidade na operagdo, menor custo
energético e disponibilidade de separacdo sem necessidade de condi¢bes extremas, como
alta temperatura, pH e mudangas de fase (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

A membrana é definida como uma fina barreira cujo objetivo é controlar o fluxo
de permeacéo de uma ou mais espécies quimicas atraveés de sua estrutura (BAKER, 2004).
Essa permeacédo ocorre devido a uma for¢a motriz que atua sobre 0os componentes da
alimentacdo (MULDER, 1996).

Essas filtragbes envolvendo membranas sdo geralmente realizadas com
escoamento frontal ou tangencial em relacdo a superficie da membrana. Na filtracdo
frontal (dead end), o fluxo escoa em direcdo normal a sua superficie, permitindo a
deposicédo do soluto e formagéo de uma torta (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006;
JASON, 2011). Todavia, na filtracdo tangencial, também chamada de cross-flow, o
escoamento é paralelo a area superficial da membrana, enquanto o permeado flui
transversalmente a mesma (NOBLE; STERN, 2003). A Figura 6 ilustra como estes dois
tipos de filtragdo acontecem na pratica.
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Figura 6 - Mecanismos de filtracéo: a) frontal e b) tangencial
Fonte: CABRAL (2015).

A forma de determinar a eficiéncia e a performance de uma membrana é descrita
pela sua seletividade e fluxo de permeacdo (MULDER, 1996). Deste modo, o fluxo de

permeado (Jp) € calculado de acordo com a seguinte Equacéo 1:

1 dvp
Apm dt

Ip= 1)

Onde Vp é 0 volume do permeado, An a area efetiva da membrana e t o tempo no
qual coletou-se o permeado.
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Ja a seletividade foi definida por meio do coeficiente de determinagdo quando se
trata de processos que envolvem pressdo como forga motriz, que é o caso da ultrafiltracdo
(CABRAL, 2015). A formula se resume, basicamente, entre a relacdo da concentracao da
espécie de interesse na alimentacéo (Ca) e no permeado (Cp), conforme Equacéo 2:

. Ca—Cp _ _Cp
Rej = “=°2 = (122 100 )

A A

Assim, conclui-se que a recuperacdo de um dado soluto de interesse é obtida pela

Equacdo 3:
Rec = (g—z).mo 3)

O PSM sendo implementado, gradualmente, em processos industriais, como
purificacdo, fracionamento e concentracdo de diversos tipos de materiais (NOBLE;
STERN, 2003). Os principais processos empregados industrialmente nos dias de hoje sdo
a microfiltracdo, a ultrafiltragdo, a osmose inversa e a eletrodialise (DA SILVA BIRON;
DOS SANTOS; ZENI, 2018).

Um outro aspecto vantajoso € que muitos processos usando membranas nao
necessitam de aditivos quimicos e, no caso da ultrafiltracdo, microfiltracdo e osmose
inversa, somente a pressdo é necessaria como forca motriz (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006). Cada processo de separacdo envolvendo membranas é classificado
de acordo com a forca motriz aplicada, a fase da amostra alimentada, o permeado e 0
tamanho dos poros da membrana (BAKER, 2004).

Quando se trata de compostos macromoleculares, como aqueles presentes na
apitoxina, dentre os PSM, a ultrafiltracdo se encaixa como um dos principais métodos de
fracionamento, concentracdo e separacdo. Por toda essa importancia, a ultrafiltracdo,

incluindo os seus principios e aplicagdes, sera ressaltada nessa revisdo bibliogréfica.

3.2.3.1 Ultrafiltracdo

De acordo com Mulder (1996), o processo de ultrafiltragao utiliza membranas com
poros entre 5 um — 1 nm para a retencdo de macromoléculas e coloides presentes em
solugdo (MULDER, 1996).
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O primeiro registro do uso da ultrafiltracdo € datado de 1906, quando Bechhold
inventou o termo durante um estudo sobre as caracteristicas dos poros das membranas
feitas de papel filtro com &cido acético e nitrato de celulose (ZYDNEY, 2000). Um outro
importante marco historico desse processo de separacdo foi o desenvolvimento da
membrana de acetato de celulose por Loeb e Sourirajan, em 1963 (BAKER, 2004). A
partir de entdo, véarias outras membranas de diferentes materiais e fungdes foram criadas
sendo utilizadas até hoje nas industrias e pesquisas (BAKER, 2004).

As membranas de ultrafiltracdo possuem limite de exclusdo molar ou molecular
weight cut-off (MWCO) entre 1 e 1000 kDa, e em sua maioria, S0
anisotropicas/assimétricas (CHERYAN, 1998). Essas possuem uma fina camada (pele)
com poros muito pequenos responsaveis pela seletividade da membrana e logo abaixo
dessa camada encontram-se 0s poros com didmetro maiores que servem de suporte para
a pele (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Elas sdo comumente usadas para a
separagdes bioldgicas, como proteinas, por exemplo (JASON, 2011).

Dentre as diversas membranas poliméricas existentes, as membranas de celulose
possuem alta versatilidade, uma vez que elas sdo formadas por moléculas lineares e
bastante inflexiveis, caracteristicas essenciais para aplicacdo de ultrafiltracdo e osmose
inversa. Em especifico, a membrana de celulose regenerada (CR) é mais estavel, bastante
hidrofilica e biocompativel (CHERYAN, 1998; JASON, 2011).

No caso da ultrafiltracdo, a filtracdo tangencial € normalmente utilizada, pois
permite que as particulas, retidas na superficie da membrana, sejam removidas pela forca
de arraste do escoamento melhorando substancialmente o fluxo do processo (ZYDNEY,
2000). Assim, é possivel alcancar um equilibrio entre a quantidade de soluto que se
difunde da membrana para a solu¢éo de alimentacéo e a quantidade de soluto que é levado
até a membrana (BAKER, 2004).

Em linhas gerais, 0o uso da ultrafiltracdo possui diversas vantagens como, por
exemplo, a capacidade de fracionamento, baixo consumo de energia e operagdo em uma
ampla faixa de temperatura (JONSSON:; TRAGARDH, 1990). Todas essas caracteristicas
fazem com que a ultrafiltragdo se torne um processo estratégico quando se trata de
escalonamento industrial.

Diante das vantagens e da ampla utilizacdo de processos envolvendo membranas
de ultrafiltracdo para separacbes biologicas, estudos acerca da purificagdo ou
fracionamento dos componentes da apitoxina comegaram a ser desenvolvidos. Uma das

primeiras patentes encontradas a fim de separar os compostos alergénicos usando a
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ultrafiltracdo com membranas de fibra oca de 10 kDa foi desenvolvida na FUNED
(ALVES et al., 2011). Qutra patente publicada por Shen e colaboradores mostra a
utilizacdo de membranas de 10 e 30 kDa para o fracionamento da melitina (SHEN et al.,
2014). A partir de entdo, varias pesquisas nesse ramo foram sendo desenvolvidas.

Lee e colaboradores (2014) investigaram diferentes condic@es de presséo (20, 30,
40 psi) concentracdo (10, 2, 1 mg/mL) e cut off de membranas (5, 10, 30 kDa) com auxilio
de uma célula Amicon com agitacdo (modelo 8200) fornecido pela Millipore, visando a
remocao da PLA2 (LEE et al., 2014). Para a analise dos beneficios do veneno de abelha
sem PLA2, uma outra pesquisa foi desenvolvida também utilizando a ultrafiltracdo com
célula Amicon com agitacdo (modelo 8400) e, em seguida, foram feitos varios testes -
anti-inflamacéo, inibicao de elastase e metaloproteinases de matriz e proliferacao celular
- para verificar a eficacia desse permeado sem PLA2 para produtos cosméticos (LEE et
al., 2015). Em seu artigo, Brito e colaboradores (2015) também realizaram a ultrafiltracdo
em uma célula Amicon com agitacdo, usando membrana de celulose regenerada de 10
kDa. Ele analisou o efeito da pressao (50 a 400 kPa), da concentracdo (10, 90, 50 mg/mL)
e da rotacdo (180 a 960 rpm) na separacdo dos componentes alergénicos presentes na
apitoxina, objetivando um permeado contendo em sua maior parte a melitina (BRITO et
al., 2018). Temponi e colaboradores (2015), buscando melhoramento do trabalho
apresentado por Brito e colaboradores, realizaram a ultrafiltracdo em uma célula de
acrilico, onde o escoamento da solucdo de apitoxina foi transversal. Além disso, eles
analisaram como a pressdo e a concentracdo afetavam o fluxo do permeado e a sua
seletividade em relagdo a melitina (TEMPONI et al., 2015).

3.2.3.2 Fatores limitantes na transferéncia de massa adjacente a membrana

O fator preponderante que dificulta o processo de separacdo com membrana ser
amplamente utilizado, causando prejuizo ao processo, é o declinio do fluxo de permeado
(VAN DEN BERG; SMOLDERS, 1990). Esse fendmeno esta diretamente ligado ao tipo
de membrana utilizado e a solucdo de alimentacdo empregada no processo (MULDER,
1996).

O declinio do fluxo inicia-se no momento em que ha o aumento da concentragédo
de espécies retidas proximas a superficie da membrana e, baseado na Lei de Fick, o soluto

tende a retornar ao seio da solugdo, fenébmeno denominado polarizagdo de concentracéo
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(PC) (NOBLE; STERN, 2003). Esse fendmeno € intrinseco do processo, porém reversivel
(FIELD, 2010).

De acordo com Baker (2004), a PC ocorre nos primeiros instantes do processo
com a formacdo de uma primeira camada gel. Ap0s esse periodo, caso o fluxo continue
decaindo lentamente, uma segunda camada gel se forma por meio da consolidacdo das
particulas da concentracdo de polarizagdo. Esse fendmeno é chamado fouling, sendo ele
muito complicado de ser controlado.

O fouling também pode ser formado em outras trés condi¢fes: mediante a
adsorcdo, quando o soluto ou particulas interagem com a superficie da membrana,
podendo ocorrer mesmo sem a presenca da forga motriz (pressao); pela deposicédo de
particulas na superficie da membrana, também chamada de formacdo de torta; e pelo
blogqueio de poros pelas particulas ou solutos que podem obstruir os poros da membrana
parcialmente ou completamente, gerando um declinio consideravel no fluxo (FIELD,
2010).

Todo esse comportamento do fluxo de permeado em relacdo ao tempo e a

incrustacdo a qual a membrana é submetida esta ilustrada na Figura 7 abaixo.

Fluxo de 4

permeado | __ . _...... —— }igua Pura

-%— Polarizagao de
concentracdo

Fouling

=
»

Tempo

Figura 7 - Comportamento do declinio do fluxo do permeado quando comparado a filtracdo da 4gua pura
com a filtracdo envolvendo a presenca de polarizacdo de concentracéo e do fouling.
Fonte: Adaptado MULDER (1996).

Analisando a PC, observa-se que o fluxo ao atingir o estado estacionario € menor
do que o fluxo original. Essa diminui¢do ocorre devido a resisténcia extra criada ao se
formar a camada de polarizacdo. Essa resisténcia € inerente do PSM, sendo capaz de ser
revertida quando a membrana passa por um processo de limpeza quimica ou fisica,
dependendo do que esta sendo ultrafiltrado (LEWIS; GRANDISON, 1996).
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A situacdo descrita pela Figura 8 retrata o efeito da concentracdo da camada
formada préxima a superficie da membrana em estado estacionario. Sabendo que Can,
Cam e Cap sdo a concentragdo do soluto no seio da solucdo (bulk), na superficie da
membrana e no permeado, respectivamente, e 6 indica a espessura da subcamada laminar
(MULDER, 1996).

-
Alimentacao
—

a{ JJJCA

Membrana LC

Fluxo difusiva

Fluxo convectiva
1:. Jo Coa

Permeado

Figura 8 - Fase fluida adjacente a membrana e seu perfil de concentragdes em estado estacionario
Fonte: Adaptado MULDER (1996).

Vale salientar que a PC ¢ bastante influenciada por alguns fatores de processos
que favorecem a conveccdo do soluto na direcdo da membrana, sdo eles: a pressdo
elevada, temperatura, natureza e altas concentracdes de soluto, além das baixas
velocidades de circulagdo da solucdo alimentadora (JONSSON; TRAGARDH, 1990).
Sendo assim, algumas alternativas para a diminuicdo desse efeito da camada polarizada
seriam: aumentar a velocidade de alimentacdo, gerando aumento da turbuléncia do fluido
na subcamada, e diminuir a presséo do sistema (CHERYAN, 1998; BAKER, 2004).

Ao retratar o fouling, a Figura 7 mostra uma curva onde o declinio se mantém
durante o processo, estado pseudoestacionario. Esta queda acontece devido a resisténcia
adicional, somado a resisténcia da membrana e de polarizacdo de concentracdo, que
aparece devido a incrustacdo na superficie e/ou nos poros da membrana que modificam a
sua estrutura e as suas condi¢des de separacdo (LEWIS; GRANDISON, 1996). Quando
formado na superficie da membrana, o fouling pode ser amenizado a partir do aumento
da turbuléncia do escoamento, da limpeza regular da membrana, ou da utilizagdo de
membranas hidrofilica ou carregada ionicamente. Se o fouling for interno, ou seja, quando
0 soluto se agrega nos poros da membrana, a incrustagdo normalmente € irreversivel ou,

caso haja, a membrana passa por um tratamento quimico mais rigoroso (SHI et al., 2014).

3.2.3.2.1 Modelo de Hermia adaptado
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Com o propésito de analisar os mecanismos de incrustacdo devido ao fouling,
Hermia (1982) desenvolveu um modelo matematico empirico para filtracdo frontal
(HERMIA, 1982). Para ser aplicado em filtracdes tangenciais, modificacdes foram
realizadas em seu modelo (FIELD et al., 1995). Essa adaptacéo se fez necessaria por causa
da velocidade do fluxo dessa filtracdo na superficie da membrana, também denominada
de transferéncia de massa de transporte de retorno (JARUSUTTHIRAK; MATTARAJ;
JIRARATANANON, 2007).

Nesse modelo, equacdes sdo propostas para 0s quatro principais mecanismos de
incrustacdes estabelecidos: bloqueio completo, bloqueio intermediario, bloqueio padrao
e formagéo de torta (HERMIA, 1982). Resumidamente, conforme Figura 9, o bloqueio
completo ocorre quando as moléculas do soluto sdo maiores que os poros da membrana
e bloqueiam a sua entrada por eles, havendo a formacdo de uma monocamada na sua
superficie. O bloqueio intermediario tem um comportamento parecido com o anterior,
porém o soluto possui tamanho semelhante aos poros. Consequentemente, o poro pode
ou ndo ser bloqueado por completo, além de considerar a probabilidade da molécula de
soluto depositar sobre aquelas ja estabelecidas previamente. J& no bloqueio padréo existe
a permeacdo da molécula por entre os poros, adsorvendo e diminuindo o seu raio de
permeacdo. E por fim, a formag8o de torta se caracteriza na deposi¢do de moléculas
maiores, comparadas ao tamanho dos poros da membrana, formando uma grande camada,
por estarem em maior quantidade, dificultando ainda mais a filtragio (CORBATON-
BAGUENA; ALVAREZ-BLANCO; VINCENT-VELA, 2015).

OELT ﬁ'i

Figura 9 - llustragcdo do comportamento dos quatro tipos de incrustacdes representadas pelo modelo de
Hermia: (a) bloqueio completo, (b) bloqueio intermediario, (c) bloqueio padréo e (d) formacéo de torta.
Fonte: Adaptado AGHAJANI et al. (2018).

A Tabela 2 mostra as equacgdes lineares que representam cada mecanismo de
incrustacdo. Os dados de fluxo ao longo do tempo que geram uma reta com o coeficiente

de determinacdo (R?) mais proximo de 1 é considerado o modelo dominante no dado
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periodo indicado (AGHAJANI et al., 2018). Sendo Jo o fluxo inicial do permeado e k a
constante do modelo.

Tabela 2 - Equacdes representativas dos mecanismos de incrustacdes apresentados pelo Modelo de
Hermia modificado.

Modelos Equacdes
Blogueio completo In(Jp) =1nQfo) ~ k.t
Bloqueio intermediério ]p_1 =], " +kt
Bloqueio padréo ]p‘% = ]0_% +kt
Formacéo de torta J, =], ket

Fonte: FIELD et al. (1995).
Legenda: Jp — Fluxo de permeado; Jo— Fluxo de permeado inicial; k — Coeficiente de transferéncia de
massa; t — Tempo.
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4. METODOLOGIA

4.1 PREPARO DA SOLUCAO

A apitoxina fornecida pela FUNED foi, previamente, coletada estimulando a
abelha com choques elétricos ao entrar na colmeia. Esse choque, de até trés volts, faz com
que as abelhas liberem um pequeno volume de veneno na placa de vidro, sem que venham
a 6bito (BENTON; MORSE; STEWART, 1963).

O tratamento da apitoxina foi feito na prépria FUNED, onde ela foi pesada e
solubilizada em agua ultrapura (Milli-Q). Em uma membrana de polietersulfona com 0,22
um, as solucBes de veneno foram pré-filtradas para remover pequenos detritos, como cera
de abelha e pdlen remanescente, e em seguida liofilizados. Por fim, todo o material
liofilizado foi refrigerado -20 ° C para uso posterior.

Na primeira etapa, as solu¢bes foram preparadas com veneno liofilizado
solubilizado em tampé&o fosfato de sodio de pH 5,5, 0 mesmo valor do pH da apitoxina,
resultando em concentragdes: 10, 5,5 e 1,0 mg/mL. Estas condi¢6es foram definidas de
acordo com a literatura (ALI, 2012; BRITO et al., 2018).

Na segunda etapa, a apitoxina liofilizada foi solubilizada em &agua MilliQ

derivando a solucéo de concentracédo igual a 1,0 mg/mL, ja pré-estabelecida.

4.2 CARACTERISTICAS DA MEMBRANA

A membrana de celulose regenerada comercial foi escolhida para a ultrafiltragéo
da apitoxina pelo seu caréater hidrofilico, sendo amplamente utilizada para o processo de
separacdo envolvendo proteinas (JASON, 2011). Ressalta-se, também, que trabalhos
anteriores realizados pelo grupo de pesquisa - Brito e colaboradores (2018) e Temponi e
colaboradores (2015) - usaram essa membrana e obtiveram Otimos resultados na
ultrafiltracdo da apitoxina.

O uso da membrana hidrofilica com cut-off igual a 10 kDa se fez devido a
diferenga entre massa molar dos compostos alergénicos 19-50 kDa e a melitina, peptideo
de interesse, 2,84 kDa. A Tabela 3 contém as informacdes técnicas e as caracteristicas

operacionais da membrana.
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Tabela 3 - Dados técnicos e operacionais da membrana de ultrafiltracéo.

Condices operacionais

Permeabilidade

Material Sl el da 4gua Fabricante Pr,e 5530 Temperatura
(kDa) . pH  maxima L N
(kg/mz2.h/psi) (nsi) maxima (°C)
Celulose 10 42 Mllllpo_re 3-13 70 50
regenerada Corporation

Fonte: Brito (2015).

A membrana foi previamente mergulhada em agua destilada por duas horas, com
troca do solvente a cada trinta minutos visando a remocao da camada de glicerina que
protege os poros do colapso. Em seguida, a membrana foi transferida para o sistema de

permeacdo, exemplificado na Figura 10.

Al Manémetro

el N
f(gpﬂm'do &} @ Concentrado

Valvula de Permeado

controle da
pressdo Tanque de
armazenamento Célula de
permeac&o
Bomba peristaltica
Coletor do
permeado

Figura 10 — Foto do sistema de recirculacdo total (esquerda) e seu respectivo diagrama utilizado para
ultrafiltracéo (direita).
Fonte: Temponi et al. (2015).

O sistema foi alimentado com agua destilada e com pelo menos a maxima pressdo
de operagdo (1,5 bar), de modo que essa pressdo exercida pelo liquido adense os poros da
membrana, compactando-a mecanicamente até se obter um fluxo estacionério.

ApoGs atingir esse fluxo, a permeabilidade hidraulica (L,) da membrana foi

calculada pela Equacéo 4.

Ly = @

Onde Jp é o fluxo de permeado e AP é a diferenca de pressao entre a alimentacao
e 0 permeado.

A permeabilidade hidraulica a &gua pura é o parametro mais simples de
caracterizagdo de uma membrana que, resumidamente, corresponde & inclinacdo da reta
formada pela variacdo do fluxo de permeacdo da dgua em relacdo a diferenca de pressao
exercida sobre a membrana (NOBLE; STERN, 2003).
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Para o presente estudo, as pressdes utilizadas para o calculo de Lp variaram de 0,5
a 1,5 bar.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Primeira etapa — Planejamento experimental

O planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central foi utilizado na primeira
etapa para analisar a influéncia das variaveis pressdo e concentracdo de apitoxina, em
relacdo ao fluxo de permeado, a rejeicdo da PLA2 e a recuperacdo de melitina durante
ultrafiltracdo. Adotar o ponto central gera uma protecdo contra a curvatura que pode vir
a acontecer em planejamento fatorial de dois niveis (MONTGOMERY; RUNGER,
2012).

A Tabela 4 ilustra esse planejamento experimental e a combinacdo dos niveis
superiores (+), inferiores (-) e 0 ponto central para concentracdes de apitoxina na solugéo
(Cap) e a AP utilizada no sistema.

Tabela 4 - Condigdes experimentais e 0s niveis de cada varidvel.
Experimentos  Cap (mg/mL) AP (bar)

1 1,0 () 0,5 ()
2 1,0 (-) 1,5 (+)
3 10,0 (+) 0,5 ()
4 10,0 (+) 1,5 (+)
5 5,5 (0) 1,0 (0)
6 5,5 (0) 1,0 (0)
7 5,5 (0) 1,0 (0)

Fonte: Préprio autor.

Solugbes de 50 mL foram preparadas nas devidas concentragfes. Cada
experimento foi realizado de forma aleatoria seguindo os critérios das combinag6es dos
niveis.

Nessa primeira etapa, a entrada de gas foi conectada a um ar comprimido para
controlar a pressdo no tanque, sendo essa monitorada por um mandmetro. O tanque de
armazenamento foi preenchido com 50 mL de solugéo de apitoxina que foi bombeada
para a célula por meio de uma bomba peristaltica de 60 rpm. Finalmente, o permeado foi
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coletado em uma proveta graduada e a cada minuto o volume foi anotado. Com esses
valores, o fluxo de permeado foi calculado mediante método volumétrico dado pela
Equacdo 1.

As analises dos resultados obtidos pelo delineamento foram feitas utilizando
software MiniTab®, considerando o nivel de confianga de 95%. A resposta dos modelos
codificados ao serem analisadas a pressdo e a concentracdo de apitoxina teve como

resultado geral a seguinte Equagé&o 5:

Y = Bo + P 1xX1 + Paxo + PriXaiXs + PaoXoX2 + PraX1X2 (5)

Tem-se Y como a varidvel dependente ou resposta, x sdo as independentes
codificadas — x1 € a concentracao de apitoxina e X» € a pressdo — e 3 sdo os coeficientes
de regressdo. As variaveis respostas utilizadas nesse experimento foram: fluxo de
permeado, rejeicdo de PLA2 e recuperagdo de melitina, os dois Ultimos obtidos pela
analise cromatogréfica.

Ao final de todos os experimentos, limpou-se todo o sistema com alcool e a
membrana com agua ultrapura. Amostras das solucBes de permeado, concentrado e da

apitoxina foram armazenadas e refrigeradas a -20 °C para posteriores analises da CLAE.

4.3.2 Segunda etapa — Execucdo da condicdo 6tima

Apos a realizagdo da primeira etapa, a melhor condicdo de trabalho para
recuperacdo de melitina foi definida — 1,0 mg/mL e 1,5 bar - assim, iniciou-se a segunda
etapa.

Nessa fase, algumas modificacdes no processo foram realizadas, buscando
melhorar o rendimento e a eficiéncia. A primeira modificacdo foi a utilizacdo de gas
nitrogénio ao invés de ar comprimido. Essa troca aconteceu devido ao fato de o ar
comprimido trazer impurezas pelas suas instalagdes que afetaram os dados no CLAE na
primeira etapa.

A modificacao seguinte foi a solubilizacdo da apitoxina em agua ultrapura MilliQ,
ao contrério da primeira etapa, que utilizou tampao fosfato de sddio pH 5,5. Essa mudanca
ocorreu, pois o trabalho de Silva e colaboradores (2019), realizado em concomitante com
a primeira etapa, mostrou que a dgua teve um efeito mais significativo na recuperacao da

melitina e na rejeicdo da PLAZ2.
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A Ultima alteracdo foi a diminuicdo da rotacdo de 60 para 40 rpm. Na primeira
etapa a condicdo experimental 1,0 mg/mL e 1,5 bar alcangou um fluxo mais elevado e,
consequentemente, o volume da solucdo permeou por completo antes do tempo
estabelecido. Assim, a reducdo da rotacdo diminuiu o fluxo de permeado causando um
contato mais efetivo entre a membrana e a solucdo de apitoxina, em um maior intervalo
de tempo. Com essas condigfes — menor velocidade do fluxo e maior pressdo — a
polarizacdo de concentragdo fica mais atenuada (CABRAL, 2015), o que favorece a
rejeicdo da PLA2 (SILVA et al., 2019) e a permeacdo da melitina.

Todas as corridas foram feitas com a mesma membrana e em iguais condicdes de
pressdo e concentragéo, portanto elas ndo serdo chamadas como triplicatas, pois a cada
experimento a membrana se encontrava em uma nova condi¢do. Por outra forma, a
membrana é um sistema dinamico e ao filtrar uma solucéo, sua superficie e seus poros
sofrem com incrustacdes que influenciam as préximas etapas.

Antes de iniciar as trés corridas, uma solucdo de apitoxina de concentracdo
Img/mL foi permeada a presséo de 1,5 bar para definir o tempo de batelada ideal para a
recuperacdo da melitina.

Definido esse tempo, iniciaram-se as trés corridas. Antes de ser acoplada ao
sistema, a membrana foi limpa com jatos de agua ultrapura (MilliQ) e durante
aproximadamente 15 minutos, permeou-se agua ultrapura (MilliQ) por todo sistema antes
e depois da ultrafiltracdo da solucdo de apitoxina, para a limpeza dos solutos presentes na
superficie da membrana que causam o declinio do fluxo.

A entrada de gas foi conectada a um cilindro de nitrogénio contendo um
mandmetro. Uma nova bomba peristaltica foi utilizada para bombear a solucdo de
apitoxina, o que possibilitou diminuir a vazdo para 40 rpm, buscando um melhor
desempenho.

Durante a ultrafiltracdo da solucdo de apitoxina, o permeado foi coletado em
frasco, ja pesado, a cada 5 minutos até completar 40 minutos de operacao. Para o calculo
do volume, foi considerada apenas a densidade da agua, por ser uma solucdo de
concentragdo diluida.

Com esses valores, foi possivel fazer o estudo da permeacdo da solucdo de

apitoxina em relacdo ao declinio do fluxo (DF), como mostrado pela Equacéo 6.

DF = (M) .100 (6)

Ai
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Onde o fluxo inicial da 4gua ¢é dado por Jai e o fluxo final da solucéo de apitoxina
dado por Jsa.

Ademais, os declinios do fluxo gerado pela polarizacdo de concentracéo, o
reversivel, e aquele causado pelo fouling, o irreversivel, também foram passiveis de
estudo. A Equacdo 7 expressa o declinio reversivel do fluxo (DRF) e a Equacdo 8 o
declinio irreversivel do fluxo (DIF).

DRF = (M) .100 (7

Ai

DIF = (’AJ‘J) .100 (8)

Ai

Tem-se que Jpa representa o fluxo de 4gua ap0s a limpeza da membrana com agua.
Visando identificar qual tipo de incrustacdo atuante durante a ultrafiltracéo, as
equacOes do modelo de Hermia adaptado para sistema tangencial foram calculadas e

analisadas.

4.4 PROCEDIMENTO DE LIMPEZA QUIMICA DA MEMBRANA

Para a limpeza quimica da membrana, utilizou-se a solu¢éo alcalina do surfactante
dodecil sulfato de sodio — SDS - (Merck), ideal para a remocao de compostos organicos
(JONSSON; TRAGARDH, 1990). A medida da concentracio desse produto foi a mesma
usada por Silva e colaboradores (2019), uma vez e meia a concentra¢do micelar critica,
equivalendo a 12,3 mM.

Anteriormente a limpeza quimica, permeou-se agua ultrapura MilliQ pelo sistema.
Em seguida, a solucdo preparada de SDS foi permeada pela membrana. Por fim, permeou-
se novamente agua ultrapura MilliQ para anélise do fluxo recuperado (FR) e resisténcia
removida (RR). O permeado foi coletado durante 10 minutos de operag&o do sistema.

Para o calculo do FR e RR, foram utilizadas as seguintes Equacbes 9 e 10
(MADAENI; ROSTAMI; RAHIMPOUR, 2010):

FR(%) = (77‘5) .100 (9)
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RF—RL

RR(%) = (T) .100 (10)

Tem-se que Jig € o fluxo da dgua ap6s a limpeza quimica da membrana, Jao é 0
fluxo de &gua quando a membrana foi usada pela primeira vez. Ja Rr é a resisténcia devido
ao fouling e Ry a resisténcia depois da limpeza.

Para o calculo de Rr € necessario saber a resisténcia intrinseca da membrana (Rm)
dada pela Equacdo 11, Lei de Darcy, onde AP ¢ a pressao do sistema e p a viscosidade da

agua:

_AP
u.Jao

(11)

m

Agora Rr consegue ser calculado a partir da Equacéo 12 em que 0 J a é o fluxo da

agua apds a membrana ter sido permeada pela solucéo.

Ja Re é determinada pela Equagéo 13:

AP

4.5 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS E PRODUTOS OBTIDOS

4.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Anterior a analise, os padrdes de PLA2 e melitina foram preparados por meio de
um CLAE preparativo, a partir da apitoxina. Os cromatogramas obtidos mostraram
bandas de absorc¢do caracteristicas de cada componente.

Para a analise cromatografica das amostras coletadas durante a ultrafiltracdo, tanto
da primeira etapa quanto da segunda, foi realizada a CLAE, nas mesmas condicdes feitas
por Haghi(HAGHI; HATAMI; MEHRAN, 2013) e colaboradores (2013) (HAGHI,;
HATAMI; MEHRAN, 2013). Essas analises foram realizadas na FUNED.
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Para isso, utilizou-se 0 equipamento da Waters® composto de um detector de
arranjo de diodo (PDA) e um detector de fluorescéncia. A fase movel foi composta por
acetonitrila (Merck) — eluente A — e solucédo 0,4% de acido fosférico - grau CLAE (Fluka)
ultrapura (MilliQ) — eluente B. A fase estacionaria consistiu de uma coluna C1s SGE® de
4,6 mm de diametro, 250 mm de comprimento e tamanho de particula de 5 pum. O fluxo
se manteve 1,0 mL/min, a temperatura 25° C e o gradiente de eluigéo de A igual a 5-52%
em 15 minutos, 52-80% em 5 minutos e 80 — 100% em 5 minutos. O comprimento de
onda do detector foi de 220 nm e o volume de injecao de 20 e 50 uL.

A curva analitica determinada para a identificacdo das concentracdes de melitina

e PLAZ estdo demonstradas pelas EquacOes 14 e 15 a seguir, respectivamente.

YwmeL = 15.618.174,81. XveL — 2.042.721,83 (14)
Ypraz = 15.895.298,79.XpLa2 — 2.903.535,79 (15)

Tomando-se YmeL e YpLa2 COMO a area da curva obtida no cromatogramas e XweL
e XpLa2 COMO as concentracdes pré-determinadas para a fabricacdo da curva, sdo elas:
1,000; 0,802; 0,604; 0,406; 0,208; 0,010 para melitina e 1,000; 0,801; 0,602; 0,403; 0,204;
0,005 para PLA2.

A fim de calcular a rejeicdo da PLA2 e a recuperagdo da melitina com os dados

encontrados na CLAE, foram utilizadas a Equacéo 2 e 3, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com intuito de melhor esclarecer os resultados obtidos, esse capitulo esté dividido
em: caracterizacdo da membrana a partir dos dados da permeabilidade hidraulica,
resultados das analises da cromatografia e o processo de ultrafiltracdo na primeira e

segunda etapa.

5.1 PERMEABILIDADE HIDRAULICA DA MEMBRANA

A permeabilidade hidraulica foi obtida a partir da Equagdo 2. Comparando a Lp
calculada e a fornecida pela MERCK®, Tabela 5, o valor encontrado foi muito préximo

daquele indicado pelo fabricante, confirmando a boa qualidade da membrana.

Tabela 5 - Permeabilidade hidraulica (Lp) fornecida pelo fabricante e calculada experimentalmente.

Lp (L/m2.bar.h)
Experimental 59,2
MERCK® 61,1

Fonte: Brito (2015).
5.2 ANALISE DA CLAE

A CLAE foi realizada para quantificar a recuperacdo da melitina e a rejei¢do de
PLA2.

As curvas de calibracdo de padrBes confeccionadas para a determinacdo da
concentracdo de melitina e PLA2 estdo ilustradas nas Figuras 11 e 12. Os gréficos
mostram que o modelo se ajusta aos valores observados, sendo o coeficiente de

determinacéo (R?) proximo a 1,0.
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1,40E+07
1,20E+Q07 A
1,00E+Q7 A
8,00E+06 -
6,00E+06 -
4,00E+06
2,00E+06 -
0,00E+00

Absorbancia (Au)

y = 15.895.298,8x - 2.903.535,8
R?=10,995

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Concentragdo (mg/mL)

Figura 11 - Curva de calibracdo do padréo de fosfolipase A..
Fonte: Proprio autor.

1,60E+07
1,40E+Q07 -
1,20E+07 -
1,00E+07 -
8,00E+06 -
6,00E+06 -
4,00E+06
2,00E+06 -
0,00E+00

y =15.618.174,8x - 2.042.721,8
R?2=0,994

Absorbancia (Au)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Concentracdo (mg/mL)

Figura 12 - Curva de calibracdo do padrdo de melitina.
Fonte: Proprio autor.

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 13 e 14 foram obtidos apos a
realizacdo da ultrafiltracdo nas condi¢Oes propostas da primeira etapa. As amostras
escolhidas foram a solucéo de apitoxina 1 mg/mL e o seu respectivo permeado, obtido
com uma permeacao sob pressdo aplicada de 1,5 bar. Além disso, os cromatogramas dos

padrdes de melitina e PLA2 foram representados no mesmo grafico para comparacao.
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Figura 13 - Cromatograma da solugdo de apitoxina de 1,0 mg/mL. Bandas de absorcao da melitina e da

PLAZ2 indicado pelas setas.
Fonte: Proprio autor.
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Figura 14 - Cromatograma do permeado obtido pela ultrafiltracdo da solucéo de apitoxina de 1,0 mg/mL.
Bandas de absorcéo da melitina e da PLA2 indicado pelas setas.
Fonte: Préprio autor.

Os tempos de retencdo encontrados por Haghi e colaboradores (2013), trabalho
referéncia para a realizacdo da CLAE, para a PLA2 e a melitina foram 10,3 e 13,3
minutos, na devida ordem. Para esse trabalho, o tempo encontrado para as bandas de
absorcéo da PLAZ2 foi de aproximadamente 11,1 minutos e da melitina, em torno de 14,5

minutos. Esse pequeno avanco dos tempos de retengdo pode ser explicado por diversos
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fatores como o uso de equipamentos diferentes, incluindo coluna, solventes e aparelhos
de detec¢do (MEYER, 2004), além das amostras de veneno e do efeito matriz.

Outras bandas ndo identificadas séo observadas nos cromatogramas, indicando a
presenca de outros componentes na apitoxina ou impurezas carregadas do processamento
do veneno. Importante salientar que, uma dessas bandas prejudicou a analise da area da
PLA2, uma vez que seu tempo de retencéo foi bem proximo ao tempo encontrado para o
padrdo desse componente. A fim de obter maior clareza nas andlises e evitar esses picos
indesejaveis, optou-se pela mudanca do gas de pressurizagdo do sistema, de ar
comprimido para gas de nitrogénio.

A andlise cromatogréfica para a segunda etapa ocorreu nas mesmas condigdes de
operacdo da primeira. Porém, com as mudancas citadas anteriormente, os resultados
foram mais favoraveis. Isso permitiu a obtencdo de cromatogramas mais claros e limpos,

sem a presenca de bandas indesejaveis, como podem ser visto nas Figuras 15 e 16.

—— Solug&o 1,0 mg/mL
—— Padrao PLA2
—— Padréo Melitina

0.7 ~ Melitina
. N

0,6 1
0,5+
0.4

0,3 4

Absorbancia (Au)

0.2 1

PLA2
0,11 k
00- J\ N
-0.1 ~r 1 rrrrrrrrrrrrrr1r-r1rr1rr1rrr1rrr1r-1
0 1 2 3 456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17
Tempo (min)

Figura 15 - Cromatograma da solugéo de apitoxina de 1,0 mg/mL para a primeira corrida. Bandas de
absorcdo da melitina e da PLA2 indicado pelas setas.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 16 - Cromatograma do permeado obtido pela primeira ultrafiltracdo da solucdo de apitoxina de
1,0 mg/mL. Bandas de absor¢do da melitina e da PLA2 indicado pelas setas.
Fonte: Préprio autor.

Observou-se que a banda de absorc¢do relacionada a PLA2 ficou mais destacada,
sem a presenca das impurezas da primeira etapa. Assim, as anélises foram mais precisas
tanto para a rejeicdo desse alergénico quanto para a recuperacdo da melitina.

Ainda comparando os cromatogramas da primeira e segunda etapa, observou-se
0 aparecimento de trés bandas entre os tempos de 2 a 5 minutos no permeado e na solugéo
de alimentacdo, tanto nas amostras quanto nos padrdes. Elas ndo foram identificados, mas
pode-se deduzir que, provavelmente, sdo compostos de baixa massa molar presentes na
apitoxina que permearam pela membrana, por exemplo, aminas e peptideos com massas
moleculares menores que a melitina ou, ainda, outras impurezas.

Os valores para a recuperacao da melitina e rejeicdo da fosfolipase A calculados
a partir das areas serdo mostrados posteriormente durante as etapas do processo de

ultrafiltracéo.

50



5.3 PRIMEIRA ETAPA

5.3.1 Ultrafiltracédo da solucgéo de apitoxina

Os valores de fluxo do permeado obtidos na primeira etapa foram calculados a
partir da Equacdo 1 e apresentados em fungdo do tempo, como mostra a Figura 17.

100
9 .
= 80 my
‘S 70 NEgEmgny
_g ; llllllllllll..... ® | mg/mL - 0,5 bar
\; 60 - | mg/mL - 1,5 bar
= 30 ﬂ@ A 10 mg/mL - 1,5 bar
2 40 %@@@@@@@@ 10 mg/mL - 0,5 bar
= SENAERRRARRERA ’
£ 30 ‘“““u“tu“nuu%%%%%?%? ©3.5 mg/mL - 1.0 bar
o
B 20 ®0000000000000000000000000000000000 H35 me/ml. - 10 bar
10 AS5,5 mg/mL - 1,0 bar
0
0 10 20 30 40

Time (min)

Figura 17 - Comportamento do fluxo de permeado dos experimentos propostos no planejamento com seus
respectivos valores de concentracdo de apitoxina e a diferentes pressdes. T = 25 °C. Re = 10,75 — Escoamento
laminar.

Fonte: Préprio autor.

Como geralmente observado nos PSM, o fluxo de permeado sofreu um declinio
rapido durante o estagio inicial, que pode ser explicada pelo efeito da polarizacdo por
concentracdo, e depois atingiu um valor aproximadamente constante, conforme esperado
nos sistemas em que o escoamento da alimentagdo é tangencial a membrana (BAKER,
2004).

O experimento realizado com concentracao de 1 mg/mL e pressdo de 1,5 bar teve
de ser finalizado antes do tempo previsto de 35 minutos, pois a condic¢do de alta presséo
e baixa concentracdo fez com que a solucdo permeasse quase que totalmente durante 30
minutos. No experimento com concentragdo de 10 mg/mL e pressao de 0,5 bar, o fluxo
se manteve quase constante durante todo o tempo, uma vez que a utilizagdo da mesma
membrana durante todo o experimento, resultou em um acumulo dos efeitos da
polarizacdo de concentracédo e do fouling, no crescimento da espessura dessa camada na

superficie da membrana e, consequentemente, na resisténcia total (SONG, 1998;
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TEMPONI et al., 2015). Além disso, no decorrer da filtracdo, houve um aumento da
concentracdo da solucdo, fazendo com que a pressdo ndo fosse suficiente para vencer

essas resisténcias e o fluxo se manteve constante.

5.3.2 Planejamento experimental

Para a realizacdo da analise de variancia da ultrafiltracdo da apitoxina, a variavel
dependente, fluxo de permeado, foi calculada pela Equacédo 1 considerando o tempo de
25 minutos, pois nesse tempo, o fluxo préximo ao constante ja havia sido atingido na
maioria dos experimentos. A rejeicdo de PLA2 e a recuperacdo de melitina foram
calculadas pelas Equacdes 2 e 3, a partir dos dados obtidos na CLAE. Assim, a Tabela 6
mostra os resultados de fluxo de permeado (Jp), recuperacdo de melitina (RecM) e
rejeicdo de PLA2 (RejF) em funcdo das varidveis concentracdo de apitoxina na
alimentacdo e diferenca de pressdo aplicada a membrana para cada experimento.

Tabela 6 - Resposta das varidveis dependentes do planejamento experimental da ultrafiltracdo de
apitoxina. T = 25°C. Re = 10,75 — Escoamento laminar.

Experimentos Cap AP pFeI:Jégac:j% Recupgragéo de | Rejeicdo da
(mg/mL) | (bar) (L/mz.h) melitina (%) PLA2 (%)

1 1,00 0,50 29,10 8,01 90,22

2 1,00 1,50 63,23 10,92 89,16

3 10,00 0,50 18,53 1,83 98,56

4 10,00 1,50 29,96 0,78 99,02

5 5,50 1,00 37,59 1,86 97,76

6 5,50 1,00 36,03 1,91 97,11

7 5,50 1,00 36,20 1,86 97,85

Fonte: Préprio autor.
Legenda: Cap — Concentragdo de apitoxina

Para o fluxo de permeado, houve um aumento de mais de trés vezes, quando se
compara 0 maior e o menor valor. Essa variagdo pode ser explicada pela condigéo
dindmica do processo, como a quantidade de vezes que a membrana foi reutilizada até
aquele dado momento, ja que os experimentos foram realizados aleatoriamente por ser
um planejamento estatistico.

Para o caso da recuperagdo da melitina, os valores foram ainda mais discrepantes,
14 vezes maior quando comparados 0s experimentos 2 e 4. 1sso evidencia como as altas

concentracdes desfavorecem a passagem da melitina, uma vez que nesta condicdo €
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favorecida a sua conformacao tetrameérica, aumentando o tamanho da molécula, assim
impedindo a sua permeagdo (BANKS; SHIPOLINI, 1986). Além disso, todos os valores,
em geral, foram baixos para essa recuperagéo de melitina proveniente da apitoxina. Brito
e colaboradores (2018) ao realizarem a ultrafiltracdo frontal, condicdo menos favoravel,
atingiram uma recuperacao de 58,6% para solucdo de 1 mg/mL de apitoxina, na pressdo
de 2,2 bar e misturador da solu¢do com rotagdo de 750 rpm (BRITO et al., 2018). Isso
mostra que algumas variaveis precisavam ser modificadas, procurando alcancar melhores
resultados para os experimentos com menor concentracdo de apitoxina.

Ao se tratar da rejeicdo da PLAZ2, verifica-se que os valores foram proximos e
altos, com uma média de 95,67%, mostrando que a ultrafiltracdo conseguiu blogquear
grande parte desse alergénico. A literatura mostra que a incrustacdo formada na superficie
da membrana corrobora com a retencdo da PLA2 durante o processo (SILVA et al., 2019).
Esse valor foi maior quando se compara com os estudos de Brito e colaboradores (2018),
59,9%, para as mesmas condic¢des apresentadas previamente. Mesmo a ultrafiltragéo
frontal sendo uma condicdo mais favoravel para incrustacdo na superficie da membrana
e, consequentemente, para a retencdo da PLA2, o fator agitacdo pode ter prejudicado a
estrutura da molécula, reduzindo-a, e assim podendo ser encontrada no permeado em
maior quantidade, porém inativa (BRITO et al., 2018).

Apds o calculo realizado com o auxilio do software Minitab®, as analises
estatisticas obtidas por meio de um modelo quadratico utilizando um intervalo de

confianca de 95% estdo ilustradas nas Tabelas 7, 8 € 9.

Tabela 7 - Valor do efeito estimado da concentracdo de apitoxina, pressdo do sistema e interacéo entre
eles para varigvel resposta Jp.

R?=0,9987; a = 0,05

Fonte _Grau de Soma dos Quadr_ado Fo 0
liberdade quadrados médio
Cap 1 480,20 480,20 657,59 0,002
Pressao 1 518,92 518,92 710,60 0,001
Cap*Presséo 1 128,74 128,74 176,30 0,006
Curvatura 1 3,36 3,36 4,60 0,16
Erro 2 1,46 0,73 - -
Total 6 1132,69 - - -

Fonte: Préprio autor.

Tabela 8 - Valor do efeito estimado da concentracdo de apitoxina, presséo do sistema e interagdo entre
eles para variavel resposta RecM.
R?=0,9999; o= 0,05
Grau de Soma dos Quadrado =
liberdade  quadrados médio 0
Cap 1 66,58 66,58 68689,01 0

Fonte
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Pressao 1 0,87 0,87 902,08 0,001
Cap*Presséo 1 3,93 3,93 4052,86 0
Curvatura 1 21,11 21,11 21778,30 0
Erro 2 0,0019 0,001 - -
Total 6 92,49 - - -

Fonte: Proprio autor.

Tabela 9 - Valor do efeito estimado da concentracdo de apitoxina, pressdo do sistema e interacéo entre
eles para varidvel resposta RejF.

2=0,9976; a = 0,05

Fonte Qrau de Soma dos Quadrgdo Fo 0
liberdade quadrados médio
Cap 1 26,29 26,29 400,27 0,002
Presséo 1 13,48 13,48 205,22 0,005
Cap™*Pressao 1 10,34 10,34 157,46 0,006
Curvatura 1 511 511 77,78 0,013
Erro 2 0,13 0,066 - -
Total 6 55,34 - - -

Fonte: Préprio autor.

Pode-se observar que os coeficientes de determinacdo (R?) foram de 99,87%,
99,99% e 99,76% indicando que os modelos quadraticos representaram adequadamente
a relacao entre os efeitos e as respostas desejadas, Jp, RecM e RejF.

Para que a variavel seja considerada estatisticamente significativa, o valor de p
deve estar abaixo de 0,05. De acordo com as Tabela 7, 8 e 9, as analises de variancia
indicaram que ambos os fatores apresentam efeitos principais significativos, bem como a
interacdo entre eles. Para a curvatura tem-se p-valor superior a 0,05 para o fluxo de
permeado, significando que ndo ha evidéncias de curvatura na regido de exploragéo.
Contudo, o p-valor da curvatura para rejeicdo de PLAZ2 e recuperagdo de melitina foram
menores que 0,05, indicando que pelo menos um fator tem relacdo curva com a resposta
(MONTGOMERY; RUNGER, 2012).

Os modelos matematicos foram construidos a partir dos coeficientes de regressao
para Jp, RecM e RejF. Ressalta-se que os termos referentes a curvatura foram
representados no modelo para a RecM e RejF, pois o efeito de curvatura teve carater
significativo na andlise de variancia. As Equacfes 16, 17 e 18 apresentam 0s modelos
resultantes e a Tabela 10 resume as tendéncias de fator em relagéo as respectivas variaveis

resposta, de acordo com o modelo gerado:

Jp = (35,2 +0,8) — (11,0 +0,8).Cap + (11,4 + 0,8).AP — (1,40 + 0,8).Cap.AP (16)

54



RecM = (5,38+ 0,03) — (4,08+ 0,03).Cap + (0,47+ 0,03).AP — (0,99+ 0,03.Cap.AP)

—(3,51+ 0,03).Ct.Pt a7
RejF = (96,2+ 0,2) + (2,6+ 0,2).Cap + (1,8+ 0,2).AP - (1,6+ 0,2).Cap.AP +
(1,7+0,2).Ct.Pt (18)

Tabela 10 — Tendéncias das varidveis indepedentes de acordo com as suas respectivas variaveis
respostas.

Variavel resposta Cap AP Cap.AP
e v 4+ ¥
et S * 3
Rl * 2 I

Onde Cap é concentracdo de apitoxina na solucdo, AP a diferenca de presséo,
Cap.AP a interagdo entre esses dois fatores ¢ Ct.Pt 0 ponto central referente a curvatura.

Analisando a Equacdo 16, o aumento da pressdo aplicada através da membrana
tem relagdo direta com o fluxo, ja que esta variavel € a forca motriz do processo. Por outro
lado, o aumento da concentracdo de apitoxina na solucdo de alimentacdo afeta
inversamente o fluxo de permeado. A interacdo entre as varidveis também apresentou
efeito negativo, mas com menor significancia quando comparada a concentracdo e a
pressao aplicada a membrana analisadas isoladamente.

Considerando os dados da ultrafiltracdo, a influéncia indireta da concentracao
sobre o fluxo é confirmada pela anélise das solucdes 1,0 e 10,0 mg/mL na pressao de 0,5
bar: 28,1 e 17,8 L/m2.h, respectivamente. Ao analisar a relacdo direta da presséo com o
fluxo, tem-se os experimentos de pressdo de 0,5 para 1,5 bar a concentracdo constante de
10 mg/mL, onde observa-se o aumento do fluxo final de 17,8 para 28,7 L/m2.h.

Estudos presentes na literatura com ultrafiltracdo de apitoxina também chegaram
nesse mesmo resultado (BRITO et al., 2018; TEMPONI et al., 2015). Em sua dissertacéo,
Pereira (2009) também obteve esse mesmo comportamento em relacdo ao fluxo de
permeado e a influéncia da pressdo de soro de leite para produgdo de concentrado
proteico. J& em relacdo a concentracdo da solugdo, Pereira (2009) cita o trabalho de

Chollangi e Hossain (2007), no qual os pesquisadores concluiram que o aumento da

L CHOLLANGI, A.; HOSSAIN, M. M. Separation of proteins and lactose from dairy wastewater.
Chemical Engineering and Processing. v. 46, p. 398 — 404, 2007.
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concentracdo da solucdo tem efeito negativo no fluxo de permeado (CHOLLANGI;
HOSSAIN, 2007 apud PEREIRA, 2009).

Retomando a Equacdo 17, tem-se que a recuperacao de melitina esté diretamente
influenciada pela pressdo e inversamente pela concentracdo. Sendo assim, a partir do
modelo, conclui-se que a condi¢do para maximizar a recuperacdo de melitina é a maior
pressdo e a menor concentracdo. Vale ressaltar também que o fator Cap tem uma
influéncia muito maior na recuperacdo da melitina do que AP, quando se analisa 0s
coeficientes que multiplicam cada fator. Essa discrepancia pode ser vista mais claramente
pelos dados na Tabela 6, em que 0 aumento da concentracdo gerou uma diminuicdo da
recuperacdo de melitina de até 14 vezes, comparando-se 0 maior e 0 menor valor. Acerca
da mudanca na presséo, ndo teve uma mudanga tdo expressiva, reduzindo em torno de
duas vezes o valor de recuperacdo dentre 0s experimentos.

No que diz respeito a concentracdo, ja era esperado essa relacdo, uma vez que
trabalhos como de Brito e colaboradores (2018), Temponi e colaboradoes (2015) e Quay
e Condie (1983), por exemplo, relatam que a dilui¢cdo da solucéo de apitoxina corrobora
com a nao agregacdo da molécula de melitina e, consequentemente, a ndo formacdo do
tetrdmero (BRITO et al., 2018; QUAY; CONDIE, 1983; TEMPONI et al., 2015).

A rejeicdo de PLA2, a uma pressao mais elevada, pode ser observada na Equacéo
18. Nela, o aumento da presséo e da concentracdo da apitoxina sdo fatores diretamente
proporcionais que favorecem a rejeicdo. De acordo com Brito e colaboradores (2018), a
distribuicdo dos didmetros dos poros da mesma membrana utilizada nesse trabalho
mostrou estar acima do valor ideal para membranas de ultrafiltragéo, o que pode favorecer
a passagem de moléculas com massa molar maiores que 10 kDa. Com isso, 0 aumento
dessas variaveis permite um maior acimulo de particulas na superficie da membrana,
auxiliando no bloqueio dos poros e dificultando a passagem de moléculas maiores, como
aPLA2 (BRITO et al., 2018)

Embora cada uma das variaveis atue de forma independente, a interacdo entre elas,
tanto para a RecM quando para a RejF, possuem indices relevantes e negativos. Ou seja,
0 aumento simultaneo dos dois pardmetros leva a uma menor rejeicdo da PLA2 e
recuperacao da melitina. Em vista disso, espera-se que haja o aumento de apenas uma das
variaveis, para atingir o resultado mais proximo do ideal.

Esses indices significativos do efeito combinado e também o efeito da curvatura
presente nessas duas variaveis dependentes sdo resultado da instabilidade de processos

envolvendo peptideos e enzimas que sdo mais sensiveis a variagdes de pardmetros do
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sistema. Em alguns casos, essas macromoléculas podem sofrer conformacfes em sua
estrutura, como ja citado, a formag&o de tetrdmeros no caso da melitina, quadriplicando
0 seu tamanho (QUAY; CONDIE, 1983; TERRA; GUIMARAES; VERLI, 2007), ou
sofrer algum tipo de desnaturacdo, como € o caso da enzima PLA2 que pode diminuir o
seu tamanho quando se quebra as pontes de dissulfeto (BRITO et al., 2018).

A partir dessas andlises, decidiu-se trabalhar com as condi¢6es do experimento 2,
ou seja, 1 mg/mL e pressdo 1,5 bar. Essa escolha deveu-se & maior recuperacdo da
melitina, levando em consideracdo as mudancgas em parametros a serem realizadas para a

segunda etapa.

5.4 SEGUNDA ETAPA

Para a segunda etapa, algumas modificacdes foram realizadas no processo da
ultrafiltracdo, visando obter uma maior recuperacdo da melitina e maior rejeicdo a

fosfolipase A2, como descrito na metodologia.

5.4.1 Ultrafiltracdo da apitoxina

Em primeiro momento, uma ultrafiltracdo foi realizada para identificar o tempo
ideal de cada batelada, buscando obter melhor seletividade da melitina. Por conseguinte,
processou-se um volume de 50 mL da solucdo de apitoxina na condicdo 6tima até que
essa permeasse completamente pela membrana. Para essa analise, os dados foram
apresentados em termos da porcentagem de recuperacdo (PR) de melitina dado pela
Equacdo 19:

PR = 2.100 (19)
Vo

Em que V; é o volume de permeado e Vo o0 volume inicial da solug&o, igual a 50
mL.
A Figura 18 apresenta o grafico da recuperacdo em relacdo a quantidade de

melitina recuperada.
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Figura 18 - Grafico da andlise de massa de melitina recuperada em funcéo da porcentagem de
recuperagdo. T = 25°C. AP = 1,5 bar. Re = 7,17 — Escoamento laminar.
Fonte: Préprio autor.

De acordo com a Equacdo 19, a porcentagem de recuperacgdo equivale ao volume
de permeado que foi gerado com o passar do tempo, em relagdo ao volume inicial de
solucéo de apitoxina utilizada. Assim, com as amostras coletadas de tempos em tempos
foi possivel verificar que houve uma diminuicdo da massa de melitina recuperada,
conforme mostrado no grafico. Esse declinio pode ser explicado pela resisténcia extra
proveniente da PC e do fouling, diminuindo o fluxo de permeado e, consequentemente, a
massa de melitina permeada (BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011; CHERYAN,
1998; FIELD, 2010). Ademais, outros fatores podem ser citados, como 0 aumento da
viscosidade do concentrado com o tempo e a pressdo osmética decorrente do acimulo de
particulas na superficie da membrana (BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011).

Proximo aos 80% ha uma diminuicdo da massa de melitina, pois nesse instante
iniciou o aparecimento de bolhas devido ao baixo volume de concentrado recirculado no
sistema. Vale ressaltar que, o tanque de armazenamento possui um volume maximo de
75 mL, por isso optou-se por um volume inicial de 50 mL, o que gerou as bolhas ap6s o
processo se desenvolver por 40 minutos. Essas bolhas também podem ser geradas, pois
as proteinas sao moléculas anfipaticas, facilitando a formacéo das mesmas. A partir disso,
todas as trés corridas foram feitas por um periodo de até 40 minutos.

Definido o tempo, as trés corridas foram processadas nas condi¢des experimentais
— 1,5 bar e 1 mg/mL. Cabe destacar que o inicio e o final de todas as corridas, agua
ultrapura MilliQ foi permeada pela membrana.

Assim, os resultados estdo mostrados na Figura 19, onde € apresentado a

normalizagdo do fluxo do permeado inicial (J/Jo) em funcdo do tempo.
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Figura 19 - Fluxo normalizado em funcdo do tempo para as trés corridas realizadas. T = 25°C. AP =1,5
bar. Re = 7,17 — Escoamento laminar
Fonte: Préprio autor.

Pela analise deste gréafico, os fluxos das trés corridas obtiveram comportamentos
aproximados, mostrando que houve poucos desvios na realizagcdo das ultrafiltracdes,
tendo a mesma tendéncia de reprodutibilidade.

Vale destacar que a normalizacdo do fluxo é necessaria ja que a membrana € um
sistema dinamico e cada teste foi realizado com a mesma amostra de membrana, porém,
possivelmente influenciada pela permeacéo da solugéo anterior.

A Tabela 11 detalha a anélise do declinio desse fluxo e melhor entendimento de
qual mecanismo esta mais atuante no decorrer do experimento a partir das Equacdes 6, 7
e 8.

Tabela 11 - Dados referente ao declinio do fluxo para as trés corridas.

Fluxo (L/m2.h) Declinio
Testes
Jai Jsao Jsat Jia DF DRF DIR
12 Corrida | 51,95 | 38,13 | 29,50 | 37,11 43,21 14,64 28,57
22 Corrida | 37,59 | 31,11 | 25,61 | 27,71 31,87 5,57 26,29
3% Corrida | 27,39 | 23,39 | 19,95 | 20,34 27,19 1,45 25,74

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Jai — Fluxo inicial de agua; Jsao — Fluxo inicial da solucdo de apitoxina; Jsas - Fluxo final da

solucdo de apitoxina; Jua — Fluxo de agua ap6s a permeacdo da solucdo de apitoxina; DF = Declinio do
fluxo; DRF — Declinio reversivel do fluxo; DIR — Declinio irreversivel do fluxo.

Os resultados obtidos mostram que a maior influéncia no declinio de fluxo esta
associada ao fouling, uma vez que os valores do DIR sdo os maiores em todos 0s casos
contribuindo, de forma significativa, para esse declinio. 1sso também é evidenciado ao
comparar os fluxos referentes a limpeza e ao fluxo da agua permeada na membrana no
inicio de cada corrida. H4 uma reducdo de cerca de 30% desses fluxos mesmo depois da
membrana ser lavada com agua, corroborando com a afirmativa que o fouling é o principal

causador do declinio do fluxo.
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Esses resultados vdo ao encontro de estudos presentes na literatura. Shi e
colaboradores (2014), por meio de uma revisdo bibliogréafica sobre fouling e limpeza de
membranas, retratam a adsor¢do de proteinas na superficie e nos poros das membranas
como a principal preocupacdo das empresas farmacéuticas e alimenticias (SHI et al.,
2014). Por essas macromoléculas terem um alto potencial adsortivo e causarem
incrustagdes, a limpeza da membrana contendo proteinas pode ser complicada e até
mesmo inviavel para recuperar o fluxo da membrana (CUI, 2005).

Procurando entender o mecanismo de incrustacdo, um estudo mediante o uso do
modelo de Hermia (HERMIA, 1982) adaptado para sistema cross flow (FIELD et al.,
1995) foi realizado de acordo com as equagdes expressas na Tabela 2. Como resultado, a
Tabela 12 apresenta os R? obtidos para cada uma das corridas, o valor do fluxo inicial

experimental (Joexp) € 0 calculado (Jocar).

Tabela 12 - Coeficiente de determinag8o obtido para cada mecanismo de incrustacdo das trés corridas.

) Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3
Mecanismos de

] . JOexp = 38,13 JOexp = 31,11 JOexp = 23,39
incrustacdo

R2 JOcaI R2 JOcaI R2 JOcaI

Bloqueio 0,9697 |3842| 09695 |31.38| 00495 | 2345
completo

~ Blogueio 0,9812 |3876 | 09775 |31,55|09577| 2353
intermediario

Blogueio padrio 0,9758 | 38,58 | 0,9737 | 31,46 |0,9538 | 23,50

Formacéo de torta 0,9898 | 39,16 | 0,9839 | 31,70 | 0,9648 | 23,57

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Joexp — Fluxo inicial calculado; Jocal - Fluxo inicial experimental.

Conforme descrito na Tabela 12, 0 modelo com melhor precisdo de ajuste para 0s
trés casos foi a formacao de torta, quando se compara o valor de R2. Para esse caso, as
particulas com maior tamanho que os poros se alojam na superficie da membrana
formando camadas (FIELD, 2010). No caso da apitoxina, componentes como a
hialuronidase (50 kDa) e a fosfolipase A2 (19 kDa) possuem tamanhos maiores que 0S
poros da membrana (~10 kDa). Essa torta funciona como uma resisténcia adicional
provocando o declinio do fluxo do permeado (SHI et al., 2014).

No entanto, quando sdo analisados 0s dados do Joexp € Jocal, Observa-se que ha um
maior desvio para a formagdo de torta do que para os outros efeitos. Isso indica que ha
outros mecanismos atuando conjuntamente durante a ultrafiltracdo e 0 mesmo ndo pode

ser definido precisamente. A efeito de comparacdo, estudos anteriores envolvendo
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ultrafiltracdo de proteinas, incluido alboumina e whey, e analisando os dados a partir do
modelo de Hermia modificado mostram que os mecanismos dominantes do processo
foram a formacdo de torta e o bloqueio completo dos poros (AGHAJANI et al., 2018;
CORBATON-BAGUENA; ALVAREZ-BLANCO; VINCENT-VELA, 2015).

5.4.3 Avaliacao da eficiéncia da limpeza quimica da membrana

A limpeza quimica da membrana foi executada buscando recuperar, total ou
parcialmente, a permeabilidade da mesma. Para isso, utilizou-se o SDS, surfactante
anionico que possui significativa eficiéncia nas limpezas de membranas para incrustagoes
de natureza organica.

Para a avaliacdo da eficiéncia da limpeza foram realizados os calculos a partir das

Equacdes 9-13. Os dados encontrados estdo apresentados na Tabela 13:

Tabela 13 - Dados do fluxo e da resisténcia removida apds a limpeza da membrana.

Jno
(L/m2.h)

Jia
(L/mz.h)

JLo
(L/m2.h)

RM X 1012
(1/m)

RF X 1012
(L/m)

R|_ X 1011
(1/m)

FR (%)

RR (%)

62,26

24,55

57,08

8,65

13,30

7,84

91,69

94,10

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Jao — Fluxo de agua para membrana usado pela primeira vez; J_a — Fluxo de dgua apés
a limpeza da membrana com agua; J.o— Fluxo de agua ap6s a limpeza quimica da membrana; Ry —
Resisténcia da membrana; Rr — Resisténcia devido ao fouling; R — Resisténcia apds a limpeza; FR —
Fluxo recuperado; RR — Resisténcia removida.

Avaliando a eficiéncia do processo de limpeza pelos valores de fluxo recuperado
(FR) e resisténcia removida (RR), observou-se que o fluxo teve uma expressiva
recuperacdo apds a remocdo das enzimas, peptideos e outros compostos da apitoxina
presentes na superficie da membrana.

Esses dados corroboram com o estudo de Madaeni e colaboradores (2010) que
analisaram diversos surfactantes para limpeza de membranas de polietersulfona contendo
soro de leite, incluindo os aniénicos, catidnicos e ndo anidnicos. Os autores relataram que
0 processo quimico envolvendo o SDS mostrou uma recuperacéo do fluxo de 99% na sua
concentragdo micelar critica. Esse fendmeno é decorrente da interagéo do surfactante com
estrutura interna da proteina, desnaturando-a e gerando uma redugdo na interacédo
hidrofébica dela com a superficie da membrana, sendo possivel a remocdo da torta
formada. Ademais, eles mostraram também que para concentraces acima de 8 mM de
SDS, como é o caso desse trabalho — 12,5 mM — a eficiéncia de limpeza permanece

constante.
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5.4.4 Anélise da CLAE

Os valores de recuperacdo da melitina e da rejeicdo da PLA2 foram determinadas

a partir das Equac0es 2 e 3 e os resultados sdo representados na Tabela 14.

Tabela 14 - Dados da recuperacdo da melitina e da rejeicdo da PLA2.

Melitina Fosfolipase A2
Corrida Ca Cr . Ca Cp e
(mg/mL) | (mg/mL) ReB ) (mg/mL) | (mg/mL) R )
1 0,65 0,51 77,99 0,26 0,18 99,24
2 0,60 0,45 75,70 0,27 0,18 99,00
3 0,61 0,37 59,10 0,27 0,18 99,10

Fonte: Proprio autor.

Para a recuperagdo da melitina, os resultados mostraram-se significativos,
variando de 59 a 78%. Essa grande variacdo ocorreu, provavelmente, pelo fouling, que
vai se acumulando no decorrer das corridas e impede a passagem da melitina. Por isso, a
necessidade de procedimentos de limpeza da membrana durante a ultrafiltracdo da
apitoxina.

A respeito da rejeicdo da PLA2 alcangou valores expressivos igual e acima de
99%. Comparando com 0s estudos percursores realizados por Brito e colaboradores
(2018), ao realizar a ultrafiltracdo frontal com pressdo de 220 kPa e agitacdo de 750 rpm,
0s autores alcangaram uma recuperacgdo da melitina de 58,6% e uma rejeicdo da PLA2 de
59,9%. Ja Shen e colaboradores (201) concluiram que quando se utiliza membrana de 10
kDa, ndo ha presenca de PLA2, contendo 4% ou mais de apamina e 50% ou mais de
melitina.

Esses dados mostram que o fracionamento da melitina em relagdo ao principal

composto alergénico foi obtido, atingindo valores expressamente significativos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento desse projeto de fracionamento da melitina a partir da
apitoxina trouxe, em uma primeira etapa, o planejamento fatorial da ultrafiltracéo, no qual
a pressdo aplicada a membrana e a concentracdo de apitoxina na solugdo foram as
variaveis independentes. E como variaveis dependentes, o fluxo de permeado, a
recuperagdo de melitina e a rejeicdo da PLA2 foram utilizados. A partir da obtengédo do
ponto 6timo dado pelo planejamento, a segunda etapa foi realizada por meio da analise
do processo da ultrafiltracdo, ou seja, foram verificados o declinio do fluxo de permeado,
0 mecanismo de incrustacdo atuante, a limpeza quimica da membrana ap6s o0s
experimentos e a recuperacdo da melitina e rejeicdo da PLAZ2.

Portanto, os dados coletados durante a ultrafiltracdo na primeira fase mostraram
um fluxo de permeado com o comportamento ja esperado. Houve uma diminuicdo do
fluxo seguido por uma estabilizacdo com o passar do tempo devido a polarizacdo de
concentracéo e ao fouling. Os resultados obtidos a partir da cromatografia mostraram uma
recuperacdo de melitina com porcentagem de 10%, porém com valores favoraveis para a
rejeicdo da PLA2, até 99%. Com isso, alguns parametros foram modificados para a
segunda etapa deste trabalho.

No que tange os modelos matematicos obtidos a partir da analise de variancia,
conclui-se que o fluxo de permeado mostrou um comportamento diretamente
proporcional a diferenca de pressao e inversamente com a concentracdo de apitoxina.
Esse mesmo comportamento foi observado para a recuperacdo de melitina. No caso da
rejeicdo de PLA2 foi favorecida pelo aumento tanto da diferenca de pressao quando da
concentracdo de apitoxina. Diante dessas andlises, a segunda etapa foi realizada com a
condicdo Otima: AP igual a 1,5 bar e Cap igual a 1,0 mg/mL.

Para a segunda etapa, concluiu-se que a razdo entre os fluxos de permeado pelo
fluxo inicial para as corridas realizadas tiveram uma normalizacdo. Uma andlise mais
precisa do declinio desse fluxo mostrou que, em sua maioria, ele esta associado ao fouling
—entre 25 a 28%. Porém, quanto & analise do mecanismo de incrustacgdo, feita a partir do
modelo de Hermia adaptado para a ultrafiltracdo tangencial, ndo houve a determinagéo
de um modelo dominante. Isso se deve a proximidade dos coeficientes de regresséo, além

dos valores de Jocal € Joexp alcangarem significativos desvios.
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A limpeza da membrana com SDS gerou resultados significativos quanto a
recuperacdo do fluxo da membrana e remocdo da resisténcia, sendo 91 e 94%,
respectivamente.

Por fim, para esta segunda etapa, as analises no CLAE mostraram-se
significativamente melhores em relacdo a recuperacdo da melitina, variando entre 59 e
78%. Esse aumento se fez, provavelmente, pelas modificacOes realizadas para essa etapa.
Quanto a faixa de variagdo da recuperacdo de melitina, isso pode ser explicado pela
presenca de incrustacdo na superficie da membrana no decorrer da realizacdo das trés
corridas. Para a rejeicdo da PLA2, os resultados foram significativamente superiores
quando se compara aos valores encontrados para a condi¢do na primeira etapa, de 89%
para 99%.

Logo, o fracionamento da melitina dos compostos alergénicos presentes na
apitoxina se mostrou bastante satisfatorio utilizando a ultrafiltracdo cross flow com

membrana comercial de celulose regenerada de 10 kDa.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Como perspectiva de continuacao deste trabalho ha de salientar:

1. Estudo mais aprofundado sobre a anélise de variéncia da recuperacao da
melitina e da rejeicdo da PLA2 em relacdo a AP e concentracdo de
apitoxina;

2. Realizar uma andlise econdmica do processo para verificar a viabilidade
do processo em escala industrial,

3. Analisar de forma mais criteriosa 0 produto obtido e suas possiveis

aplicacBes no ambito farmacéutico;
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