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RESUMO

PAGANOTO, Fernanda Spagnol. Adsorc¢ao de lisozima por interacédo especifica em
um criogel supermacroporoso. Itapetinga-BA: UESB, 2014, 71 p. (Dissertagédo-
Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos - Engenharia de Alimentos).
Orientador: Luis Antonio Minim. Co-Orientadores: Rafael da Costa Ilhéu Fontan e
Lizzy Ayra Pereira Alcantara.

A lisozima da clara do ovo de galinha apresenta propriedades antimicrobianas,
nutricionais e tecnoldgicas que lhe confere aplicacdo em diversos campos, sendo de
grande interesse sua purificacdo. Dentre as técnicas utilizadas para obtencdo desta
proteina, a Cromatografia Liquida de Afinidade (CLAF) se destaca pelo alto nivel de
pureza do produto final. No presente trabalho foi desenvolvido um criogel monolitico
supermacroporoso de poliacrilamida modificado com a insercdo de moléculas de
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) em sua superficie, objetivando a adsorcdo da
lisozima pura por meio de CLAF. Tanto as colunas de criogel puro quanto as ativadas
apresentaram estrutura uniforme, esponjosa, com supermacroporos interconectados e de
tamanhos de 10 a 100 um. Determinou-se suas propriedades morfoldgicas e
hidrodindmicas e observou-se que a ativacao dos criogéis nao alterou significativamente
(p>0,05) as mesmas. Na adsor¢do da lisozima na coluna monolitica verificou-se que a
maior capacidade adsortiva foi obtida em pH 7,0, forca idnica 0,0 mol L™ e temperatura
de ativacdo da coluna monolitica a 60 °C. Nessa condicdo experimental, foi avaliada a
especificidade da coluna monolitica em relacdo a uma mistura de proteinas (a-
lactoalbumina, albumina de soro bovino - BSA e pancreatina suina). As amostras
eluidas da coluna foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE, por meio da qual
constatou-se a especificidade da coluna ativada com Tris para com a lisozima. Isotermas
de adsorcdo também foram determinadas na condicdo experimental de melhor
capacidade adsortiva, empregando diferentes concentracdes de lisozima pura (0,005 a
0,3 mg LY. O modelo de Langmuir foi ajustado satisfatoriamente aos dados
experimentais, obtendo-se as constantes gn, (capacidade maxima de adsorcdo) e Ky

(constante de dissociagdo) de 51,5667 e 0,4206 , respectivamente.

Palavras chave: lisozima, cromatografia liquida de afinidade, isotermas de adsorc¢éo.



ABSTRACT

PAGANOTO, Fernanda Spagnol. Adsorption of lysozyme by specific interactions in
a supermacroporous cryogel. Itapetinga-BA: UESB, 2014, 71 p. (Dissertacéo-
Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos - Engenharia de Alimentos). Advisor:
Luis Antonio Minim. Co-advisors: Rafael da Costa Ilhéu Fontan and Lizzy Ayra Pereira

Alcéantara.

Lysozyme from hen egg white has antimicrobial, nutritional and technological
properties supporting its applications in different fields and demanding efforts to its
purification. Among the techniques used to obtain this protein, affinity liquid
chromatography (AC) stands out for the high level of purity of the final product.

In this work a supermacroporous monolithic polyacrylamide cryogel modified by
insertion of molecules of tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) to its surface has
been developed, aiming the adsorption of pure lysozyme by AC. Both bare and
activated cryogel columns showed uniform sponge-like structure, with interconnected
supermacroporous of sizes ranging from 10 to 100 pm. Morphological and
hydrodynamic properties were determined and did not change significantly (p> 0.05)
before and after the activation. In the adsorption of lysozyme on the monolithic column,
the highest adsorption capacity was achieved at pH 7.0, ionic strength of 0.0 mol L™
and temperature of activation of the monolithic column of 60 °C. These experimental
conditions were then used to the following experiments. The specificity of the
monolithic column was evaluated using a mixture of proteins (a-lactalbumin, bovine
serum albumin (BSA) and porcine pancreatin). The samples eluted from the column
were subjected to SDS-PAGE electrophoresis, confirming the specificity of the Tris-
column to lysozyme. Adsorption isotherms were also determined using different
concentrations of pure lysozyme (0.005 to 0.3 mg L™). The Langmuir model
satisfactorily fitted to the experimental data, obtaining constants g, (maximum

adsorption capacity) and Ky (dissociation constant) of 51.57 and 0.42, respectively.

Keywords: Lysozyme, affinity liquid chromatography, adsorption isotherms.



1. INTRODUCAO

Purificacdo de proteina é um pré-requisito vital para a caracterizacdo de sua
funcdo, estrutura, propriedades fisico-quimicas e aplicacdo industrial das proteinas de
interesse (ZHANG et al., 2011). O desenvolvimento de técnicas e métodos para a
separagdo e purificacdo de proteinas tornou-se fator essencial para 0s avancos em
diversos campos como para o industrial, investigacdo biotecnoldgica, farmacéutico,
biomédico, alimenticio, entre outros. Dentre a grande variedade de técnicas de
purificacdo disponiveis, os diferentes tipos de cromatografia tornaram-se dominante
devido ao seu elevado poder de resolucdo (UZUN et al., 2004).

A Cromatografia Liquida de Afinidade (CLAF) é uma das técnicas mais eficazes
para a purificacdo de macromoléculas bioldgicas, sendo considerada uma das mais
versateis subdivisbes da cromatografia liqguida (CARDOSO et al., 2009). Separacfes
por afinidade séo caracterizadas pela formacdo de uma interacdo bioquimica especifica
reversivel entre a molécula alvo (o adsorbato) e uma molécula imobilizada (o ligante)
(HAMEL e HUNTER, 1990). Como essa definicdo sugere, as interacdes que ocorrem
nesta técnica cromatogréafica sdo as mesmas que ocorrem em muitos sistemas bioldgicos
tais como a ligagdo de uma enzima com o substrato ou de um anticorpo com um
antigeno (CARDOSO et al., 2009).

Um fator importante a ser aplicado na distin¢do entre os métodos de afinidade de
baixa e de alta eficiéncia é o material usado como suporte. Dentre 0s materiais
disponiveis capazes de alcancar alta eficiéncia na purificacdo esta o criogel monolitico
supermacroporoso, sendo considerado o que ha de mais moderno no setor de matrizes
cromatograficas. Estes criogéis sdo produzidos sob condi¢des criogénicas, apresentam
uma estrutura com poros continuos e interconectados com tamanho de 10-100 um, o
que leva a apresentar alta permeabilidade proporcionando uma baixa resisténcia ao
fluxo e ao escoamento, permitindo a captura e a separagdo de biomoléculas inteiras e até
mesmo nao clarificadas, reduzindo assim as etapas do processo de purificagdo (PLIEVA
et al., 2004b; KUMAR et al., 2006; ARVIDSSON et al., 2003; YAO et al., 2006a).

Apesar das vantagens apresentadas pelos criogéis monoliticos, os grandes poros
fazem com que sua area superficial para adsorc¢ao e consequentemente a sua capacidade,
seja significativamente menor quando comparadas a um leito fixo empacotado. Por isso,
o0 estudo das modifica¢fes na superficie dos criogéis € uma area promissora e que vem
se desenvolvendo rapidamente. ModificacBes quimicas e/ou fisicas podem ser feitas na

matriz do criogel para aumentar a sua seletividade conforme o produto de interesse a ser
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purificado, visando aumentar a eficiéncia dos processos de separacdo (ARVIDSSON et
al., 2002; BABAC et al., 2006; KUMAR et al., 2006; YAO et al., 2007b). Assim, a
caracterizagdo das propriedades fisico quimicas de tais criogéis é de grande importancia
para se adquirir conhecimento a respeito de seu comportamento de interacdo com outras
moléculas presentes em solucdo, o escoamento dos fluidos em seu interior, e se ha
necessidade ou ndo de introduzir compostos para modificagdo de sua matriz, que
possam assim otimizar sua capacidade adsortiva.

Uma das proteinas bastante estudadas dentre todas as conhecidas € a lisozima. O
uso desta proteina abrange aplicacbes na inddstria de alimentos, medicina clinica,
farmacologia, bioengenharia, além de um grande interesse em estudos cientificos. Uma
grande quantidade desta proteina pura é usada em laboratérios de pesquisa como
proteina modelo para estudos bioquimicos e biofisicos, tendo tido importante papel na
investigacdo até mesmo de outras proteinas (SOUZA-SOARES e SIEWERDT, 2005;
GHOSH e CUI, 2000; KUBIAK-OSSOWSKA e MULHERAN, 2010).

Diante ao potencial da lisozima e ao fato de ser encontrada em baixo teor na
clara do ovo (cerca de 3,4 % das proteinas presentes), a sua purificacdo torna-se um
desafio tecnoldgico devido a quantidade substancial de proteinas que necessitam ser
processadas para se obter uma quantidade razoavel de lisozima pura, existindo a
necessidade do desenvolvimento de técnicas simples e efetivas para a sua purificacdo
(GHOSH e CUI, 2000). Varias técnicas tém sido relatadas na literatura, no entanto, 0s
processos cromatograficos se destacam devido a auséncia de deshaturacao da proteina e
a sua elevada seletividade, tendo evidéncia para a CLAF (GUERIN-DUBIARD et al.,
2005; QUAN et al., 2009).

Assim, ao considerar as caracteristicas favordveis das colunas monoliticas
supermacroporosas € o alto nivel de pureza alcancado pela CLAF, no presente trabalho
foi produzido um criogel supermacroporoso de poliacrilamida modificado pela insercéo
de moléculas de tris(hidroximetil)aminometano, visando a sua aplicacdo na purificacao

da lisozima da clara do ovo por cromatografica liquida de afinidade.
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2. OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar um novo criogel monolitico supermacroporoso e

posterior modificacdo de sua estrutura com a inclusdo de grupos ligantes de moléculas

de tris(hidroximetil)aminometano (Tris) para proceder com a purificacdo de lisozima

por meio da técnica de CLAF.

2.1 Objetivos especificos

1.

Produzir um adsorvente monolitico supermacroporoso por meio de crio-
copolimerizagdo utilizando os mondmeros de acrilamida, bis-acrilamida e alil
glicidil éter;

Ativar quimicamente o monolito produzido com a inclusdo de grupos ligantes
compostos de moléculas de Tris;

Caracterizar o mondlito produzido em termos de suas propriedades morfoldgicas
(porosidade, capacidade de inchamento, estrutura dos poros formados) e
hidrodinamicas (permeabilidade ao escoamento e disperséo axial).

Determinar as condicdes 0timas para a captura e purificacdo da lisozima utilizando a
coluna monolitica produzida;

Determinar as isotermas de adsorcdo da lisozima na coluna monolitica produzida.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Clara do ovo de galinha e suas proteinas

O ovo de galinha € um dos alimentos mais completos da dieta humana, pois
fornece uma porgdo elevada de nutrientes para todas as faixas etarias e contribui
significativamente para as necessidades diérias individuais em nutrientes essenciais,
enquanto fornece uma baixa propor¢édo de calorias, sendo um ingrediente essencial em
muitos produtos alimentares ao combinar seus valores nutricionais e funcionais,
contendo substancias promotoras de sadde e preventiva de doenca (ALCANTARA,
2012; SOUSA, 2008; SOUZA-SOARES e SIEWERDT, 2005).

As proteinas do ovo apresentam caracteristicas desejaveis a industria de
alimentos devido as suas propriedades fisico-quimicas de emulsificacdo, aeracéo,
formacdo de espumas, dentre outras, tornando-se ingrediente de diversas preparagdes
alimenticias (FENNEMA, 1993; SOUSA, 2008; SGARBIERI, 1996). Além disto, o
valor proteico do ovo é tdo importante que a Organizacdo Mundial da Saude (FORS e
COMSTOCK, 1983) o sugeriu como padrdo de referéncia para determinar a qualidade
proteica de outros alimentos. Essas proteinas sdo completas, porque contém o0s oito
amino&cidos essenciais da dieta humana: lisina, metionina, triptofano, valina, histidina,
fenilalanina, leucina, isoleucina e treonina. Esses aminodcidos estdo distribuidos em
todos os componentes do ovo, sendo a maioria, encontrados na clara e em menor
proporcéo na gema (KOVACS-NOLAN et al., 2005).

A clara do ovo representa aproximadamente 60% do peso total do ovo
(BAUNGARTNER, 1994) e seus dois maiores constituintes sao a agua (85 a 90%) e as
proteinas (13,5%), apresentando também pequenos tracos de gorduras (apenas 0,1 a
0,2%), o que resulta em baixo valor caldrico, pequenas quantidades de glicoproteinas e
glicose (menos de 1%) e sais minerais (MULLER e TOBIN, 1996; MADRID et al.,
1996; FAQ, 2010). O pH da clara no ovo fresco é de 7,6 a 7,9, aumentando para até 9,7
durante o armazenamento de acordo com a temperatura e a difusdo do dioxido de
carbono (CO,) através da casca (BELITZ e GROSH, 1997; LINDEN e LORIENT,
1996).

Na Tabela 1 séo apresentadas algumas proteinas presentes em maior quantidade
na clara do ovo e suas caracteristicas fisicas. JA a Tabela 2, aponta informacGes

referentes a suas atividades bioldgicas.
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Tabela 1 — Caracteristicas fisicas e quimicas das proteinas da clara do ovo de galinha.

Proteina Porcentagem pl MM (kDa) VPE Carboidrato
da clara (cm®g?) (%)
Ovalbumina 54,0 4,5 45,000 0,750 3,2
Ovotransferrina 12,0 6,0 76,600 0,732 2,2
Ovomucoide 11,0 4,1 28,000 0,685 20,0-25,0
Ovomucina 3,5 4,5-5,0 110,000 - -
Lisozima 34 10,7 14,307 0,703 -
Avidina 0,5 10,0 68,300 0,730 -

Fonte: SGARBIERI, 1996.
pl: ponto isoelétrico; MM: massa molecular; VPE: volume parcial especifico.

Tabela 2 — Atividade bioldgica das proteinas da clara do ovo de galinha.

Proteina Atividade bioldgica

Ovalbumina Atividade antibacteriana, anti-hipertensiva e imunomoduladora.

Ovotransferrina Atividade antimicrobiana, antibacteriana e imunomoduladora.

Ovomucoide Inibidor da protease serina, imunomoduladora e ligante bioespecifica.

Ovomucina Atividade antibacteriana, propriedades anti-adesiva e atividade
antitumoral.

Lisozima Atividade  antibacteriana,  antiviral, imunomoduladora e

imunoestimulante, antitumoral.

Avidina Atividade antibacteriana, ligante bioespecifico.

Fonte: KOVACS-NOLAN et al., 2005.

3.2 Lisozima

Segundo Fennema (1993), a lisozima (EC 3.2.1.17) tem este nome devido a sua
acao sobre Micrococcus lysodeikticus, sendo um dos poucos agentes antimicrobianos
naturais aprovados por agéncias reguladoras para uso em alimentos. Além de ser uma
fonte segura para o consumo humano, ndo causa problemas de poluicdo ambiental
(SILVA et al., 1999).

A lisozima é uma glicoproteina com alto valor comercial, produzida por
bactérias, plantas, insetos, aves e mamiferos (MACAK, 1995), sendo utilizada, por
exemplo, como componente no preparo de colirios, pomadas, tratamento de Ulceras,

cancer e infeccdo por HIV. Ja na industria de alimentos, é utilizada em produtos lacteos
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e carneos, alimentacéo infantil e animal e em processos de producao de vinho (GHOSH
et al., 2000; YiLMAZ et al.,, 2005; LEE-HUANG et al., 1999; GHOSH, 2003;
BAYRAMOGLU e ARICA, 2002). Sua fonte comercial mais significativa é a clara de
ovo de galinha que é uma mistura de proteinas, o que torna sua purificacdo um
procedimento desafiador, visto que sua concentracdo na clara do ovo € de apenas 3,4%
das proteinas totais (GHOSH et al., 2000, QUAN et al., 2009; MACAK, 1995).

Vaérios estudos tém sido realizados em relacdo as potenciais aplicagdes desta
enzima na industria de alimentos e ao seu efeito antimicrobiano (PADGETT et al.,
1998; CHUNG e HANCOCK, 2000; CALLEWAERT et al., 2011). A lisozima hidrolisa
as cadeias de polissacarideos na ligacdo glicosidica p (1—4) que une os residuos de
acucares aminados entre o &cido N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina, componentes
do peptidoglicano da parede celular de bactérias gram-positivas, especialmente
Clostridium tyrobutyricum. Além da atividade glicosidica esta enzima possui também
atividade de transglicosidase e de esterase exercendo uma acgdo antimicrobiana
(FENNEMA,1993; SGARBIERI, 1996; POMBO, 2008; CUNNINGHAM et al, 1991;
MACAK, 1995).

A lisozima é uma proteina pequena, de cadeia Unica, formada de um Unico
polipeptidio com 129 residuos de aminoacidos, cuja estrutura primaria é mostrada na
Figura 1. Apresenta massa molecular mais baixa (14,3 a 18,8 kDa) e o pl mais alto
(10,7) dentre todas as proteinas da clara. Em valores de pH entre 5,0 e 9,0 ocorre
agregacdo de mondmeros formando dimeros (POMBO, 2008; SGARBIERI, 1996,
FENNEMA, 1993). Possui quatro ligagdes dissulfeto, ndo possuindo radicais sulfidrila
livres. Dada sua natureza basica, afeta as propriedades de outras proteinas por interagir
com elas (LI-CHAN et al., 1995).

Na superficie de sua molécula a lisozima apresenta cadeias laterais acidicas e
basicas, grupos terminais e cadeia polar, sendo que a maioria das cadeias ndo polares
(hidrofébicas) estdo localizadas no interior da molécula, tendo um dos grupos
hidrofobicos em sua superficie, exatamente onde se encontra o sitio ativo da proteina
(LI-CHAN e NAKALI, 1989). Outra caracteristica importante é a alta porcentagem de
histidina, lisina, arginina e leucina (MEYER, 1976; SGARBIERI, 1996) presentes na

molécula de lisozima, o que Ihe confere capacidade de ligagdo com outras moléculas.
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Figura 1 — Sequéncia reproduzida de aminoécidos da lisozima da clara do ovo. Fonte:
PHILLIPS, 1967.

Técnicas de separacdo e purificacdo simples e eficazes da lisozima apresentam-
se como ramo crescente devido as suas poderosas aplicacfes. Diferentes métodos ou
técnicas desenvolvidas nos ultimos anos tém sido relatados (YAN et al., 2011) usando
uma combinacdo de processos convencionais tais como: cromatografia, adsorcéo,
cristalizacdo e precipitacdo (SHIBUSAWA et al., 1998). Dentre estas, as técnicas
cromatograficas se sobressaem devido a auséncia de desnaturacdo da proteina e a sua
elevada seletividade, principalmente nas etapas finais em que o grau de pureza
requerido é elevado (GUERIN-DUBIARD et al., 2005; JUNGBAUER e HAHN, 2008;
LENHOFF, 2011).

3.3 Cromatografia liquida de afinidade (CLAF)

A especificidade Unica e reversibilidade das interacdes biologicas abriram um
novo horizonte para o desenvolvimento de tecnologias de purificacdo. Ao considerar a
resolucdo, a recuperacdo e o rendimento, a CLAF tem o potencial de substituir as
tecnologias de processo ja existentes (LABROU, 2003).

Cromatografia de afinidade é assim denominada devido a exploracdo das varias
afinidades bioldgicas de adsorcédo existentes para uma fase sélida. Um dos membros do
par de interacdo, o ligante, € imobilizado sobre uma fase solida, enquanto que o outro, a
molécula alvo (na maioria das vezes uma proteina), é adsorvida a partir do extrato que
passa através da coluna (CARLSSON et al., 1998).
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Essa definicdo sugere que as interacBes que ocorrem na CLAF sdo as mesmas
que ocorrem em muitos sistemas bioldgicos tais como a ligacdo de uma enzima com o
substrato, de um anticorpo com um antigeno, cofator ou inibidor, ou de um mensageiro
e receptor. Exemplos de tais sistemas de afinidade séo listados na Tabela 3. A natureza
especifica dessas interacOes € responsavel pela alta seletividade desse tipo de
cromatografia, tornando possivel o isolamento seletivo de um analito ou grupo de
analitos em amostras complexas (CHASE, 1984; CARLSSON et al., 1998).

Tabela 3 — Exemplos de interagdes biologicas usadas em CLAF.

Ligante Molécula alvo
Anticorpo Antigeno, virus, célula.
Inibidor Enzima (ligantes sdo frequentemente substratos analogos ou

cofatores analogos).
Lectina Polissacarideo, glicoproteina, receptor da superficie celular,
proteina da membrana, célula.
Acido nucléico Ligacdo acido nucléico-proteina (enzima ou histona).
Hormonio, vitamina  Receptor, proteina transportadora.

Acucar Lectina, enzima, ou outra proteina de ligacdo de agucar.

Fonte: CARLSSON et al., 1998.

Embora o termo “cromatografia de afinidade” ndo tenha sido utilizado até os
anos 60, o uso de ligantes de afinidade em cromatografia data de quase 100 anos atras
sendo esta uma das mais antigas formas de cromatografia liquida. O primeiro relato
aconteceu em 1910, quando Emil Starkenstein utilizou colunas para examinar a ligacdo
de amido insoltvel com a enzima a-amilase. Este é também o primeiro caso conhecido
em que a cromatografia liquida foi usada para uma separa¢do envolvendo uma proteina
(STARKENSTEIN, 1910; HAGE e RUHN, 2005). Inicialmente, a cromatografia de
afinidade foi utilizada quase que exclusivamente para isolamento e purificacdo de micro
ou macromoléculas em misturas biologicas complexas, mas nos Gltimos tempos tem se
revelado como uma poderosa ferramenta para monitorar interagdes biomoleculares
especificas (BAILON et al., 2000; CARDOSO et al., 2009).

A ampla aplicabilidade desta técnica baseia-se no fato de que qualquer
biomolécula que se pretenda purificar tem normalmente um local de reconhecimento

inerente por meio do qual ela pode ser ligada por uma molécula natural ou artificial. As
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proteinas ndo fogem a essa caracteristica, apresentando um sitio de reconhecimento
peculiar o qual é utilizado para selecionar o ligante de afinidade apropriado. A ligagdo
entre a proteina de interesse e o ligante deve ser especifica e a0 mesmo tempo reversivel
(MAGDELDIN e MOSER, 2012).

Uma propriedade que necessita de uma atencdo especial é a forca de associacéo
entre o ligante e a molécula alvo. Se esta atracdo for muito fraca ndo havera adsorcao,
enquanto que se for demasiadamente forte sera dificil para eluir a proteina adsorvida. E
sempre importante encontrar condicdes tais como pH e concentracdo de sal, inclusdo de
detergentes ou outras substancias que promovam a dissociacdo do complexo e, ao
mesmo tempo, ndo destruam a proteina ativa. Muitas vezes € neste ponto que se
encontram as principais dificuldades com métodos de afinidade (CARLSSON et al.,
1998).

Assim, o tipo de ligante utilizado na coluna se torna um fator chave na
determinacdo do sucesso de qualquer separacdo de afinidade. O ideal € que o ligante
imobilizado imite 0 mesmo ligante no seu estado nativo. O suporte usado para a
imobilizacdo do ligante de afinidade deve ter uma ligacdo com facil modificacdo em sua
fixacdo, ter uma baixa ligacdo ndo especifica para com 0s outros componentes da
amostra e ser estavel sob as condi¢BGes de operacdo a serem empregadas com a coluna
(KATZ et al., 1998; MALLIK e HAGE, 2006; MALLIK et al., 2004).

A purificacdo por afinidade envolve trés passos principais (Figura 2), sendo o
contexto do processo realizado geralmente em cromatografia em coluna (MAGDELDIN
e MOSER, 2012; HAMEL e HUNTER, 1990).

a) Em primeiro lugar, as amostras sdo aplicadas nas colunas sob condi¢des que
favorecem a ligacdo maxima com o ligante de afinidade.

b) Posteriormente € realizada uma lavagem para remover 0s componentes da amostra
ndo-ligados especificamente, deixando a molécula desejada ainda ligada ao suporte de
afinidade.

c) A eluicdo (dissociacdo e recuperacao) da molécula alvo do ligante imobilizado pode
ser realizada alterando as condig¢des do tamp&o de modo que a interagédo de ligagéo néo
ocorra. Como a eluigdo e realizada, a proteina purificada pode ser coletada em uma
forma concentrada.

Substancias mais fortemente retidas podem ser eluidas por alteracdo das
condicGes da fase mdvel e/ou alteracbes da coluna. Isto pode ser conseguido, por

exemplo, através de um tampéo de eluicdo em separado em que o pH, forca idnica ou
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polaridade sejam alterados a partir das condi¢cdes utilizadas durante a aplicacdo da
amostra (KATZ et al., 1998; WALTERS, 1985).

Adsorgdo da amostra e

Lavagem do

Eluigdo das

Equilibrio s
elui¢do do matenalndo matenalndo proteinas Re-equilibro
4 ligado ligado ligadas
l
o
(8]
3 Inicio da Mudanga para
'g aplicagdo da o tampao de
2 amostra eluicdo
< \
Ve > qavg Ve 12VC "
Volume de coluna (VC)

Figura 2 — Etapas da purificacdo por afinidade. Fonte: (adaptado de MAGDELDIN e
MOSER, 2012).

Em muitos casos a CLAF é um método muito eficiente, até mesmo quando a
proteina de interesse € um componente em menor concentracdo na mistura complexa
(CARLSSON et al.,

lisozima, as vantagens proeminentes da cromatografia de afinidade sdo a continua

1998). Em comparagdo com outras técnicas de purificacdo de

separacdo on-line, selecdo e deteccdo especifica da molécula alvo em tempo real
(QUAN et al., 2009), velocidade, facilidade de automacao, capacidade de usar o0 mesmo
2004),
purificacdo da biomolécula e aumento no rendimento final do processo (LABROU,
2003).

ligante por vérias aplicacdes (MALLIK et al., reducdo das etapas para a

No entanto, mesmo a CLAF sendo uma das técnicas mais eficazes para a
purificacdo de macromoléculas biolégicas, como no caso da lisozima, esta ndo é
igualmente empregada como outras técnicas. Isto pode ser devido ao elevado custo da
tecnologia envolvida neste tipo de cromatografia. Os ligantes de afinidade s&o caros ou
instaveis e as colunas de afinidade sintetizadas com os ligantes de afinidade
correspondentes também apresentam elevado custo, além de baixa estabilidade e
inconvenientes limitam a aplicagdo desta técnica

reprodutibilidade.  Estes

cromatogréafica na produgéo industrial da lisozima (QUAN et al., 2009).
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A fim de expandir a aplicacdo da CLAF na producao industrial desta proteina,
novos ligantes sdo necessarios para o desenvolvimento de colunas de afinidade que
sejam reprodutiveis, de baixo custo e estdveis (QUAN et al., 2009). Alguns dos mais
recentes avancos nesta area implicam em estudos racionais com métodos combinatorios
para a concepcdo de ligantes de afinidade sintético altamente seletivos e estaveis
(LABROU, 2003).

3.3.1 Estudo adsortivo

Diante as possibilidades de alteragdes na estrutura do suporte, é necessario
conhecer o equilibrio da adsorcdo da biomolécula de interesse para com 0s compostos
avaliados. A capacidade maxima de um adsorvente ndao é completamente utilizada na
pratica devido aos efeitos de transferéncia de massa envolvidos no processo de contato
fluido-sélido. Para estimar a capacidade de adsorcdo préatica ou dindmica é essencial a
informac&o do equilibrio adsortivo. Assim, o estudo da interacdo de proteinas sobre
superficies solidas envolve aspectos fisico-quimicos complexos como a cinética de
adsorcdo, as forcas de interacdo enzima-superficie e as eventuais mudancas
conformacionais que alteram a atividade da enzima a ser purificada (SUZUKI, 1990;
CASTRO, 2008).

A maioria das versdes de cromatografia usadas para a separacao de proteinas (a
excecdo da cromatografia de gel filtracdo) podem ser mais ou menos tratadas em
conjunto sob o termo cromatografia de adsorcdo. Isto implica que as moléculas da
amostra sdo adsorvidas sobre a superficie (ou em uma fina camada superficial) da fase
estacionaria (JANSON e JONSSON, 1998). Técnicas adsortivas sdo utilizadas em pelo
menos uma etapa de praticamente todos 0s processos de purificacdo de biocompostos. A
otimizacdo dessas técnicas & de grande interesse por trazer impacto direto no
rendimento de tais processos.

O tempo necessario para que o sistema atinja o equilibrio é o primeiro passo
para a investigacdo do seu comportamento, podendo ser verificado por meio do estudo
da cinética de adsor¢do (SUZUKI, 1990). O comportamento no equilibrio é apresentado
na forma de isotermas de adsorcdo que relacionam a concentracdo da proteina em
solucéo e na superficie de um solido adsorvente (o suporte) ao longo de uma faixa de
concentragdo de interesse (CRUZ, 1997). A isoterma determina a quantidade
aproximada de adsorvente necessaria para alcancar um determinado grau de pureza e a

sensibilidade do processo de purificacdo na concentragdo do soluto (DECHOW, 1989).
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A adsorc¢éo do soluto, desprezando mudancas de volume da solucdo, é dada pela
diferenca entre massas de adsorbato inicial e final do adsorbato na solugéo, v(co-C),
onde v é o volume da solucdo, ¢, é a concentracdo inicial e ¢ é a concentragdo no
equilibrio. Essa relacdo é satisfatoria para solucées diluidas, quando a fracdo de solvente
a ser adsorvida é muito pequena. A medida que a concentracdo do soluto na solugéo
aumenta, também ir4 aumentar a quantidade adsorvida até atingir um valor (capacidade
adsortiva méxima), a partir do qual ndo ha mais alteracdo (GEANKOPLIS, 1993).

Esses estudos geralmente sdo realizados a temperatura e pressao constante,
obtendo-se assim as isotermas de adsorcdo, sendo o modelo de Langmuir o mais
simples para o ajuste dos dados experimentais obtidos (DALLA-VECCHIA et al., 2004;
JACOBSON et al., 1987). O modelo proposto por Langmuir, em 1916, para adsorcéo
em um sistema gas solido (LANGMUIR, 1916) considera-se a adsorcdo em
monocamada, sem interacdes soluto-soluto e soluto-solvente, em um adsorvente
homogéneo com sitios de adsorcao bem definidos (GUIOCHON et al., 1994; GRITTI et
al., 2003).

O modelo de isoterma de Langmuir pode ser considerado como a base da
maioria dos tratamentos tedricos do fendmeno de adsorcdo. Essa isoterma corresponde a
um modelo de adsorcao altamente idealizado, baseado nas seguintes hipoteses:

1. Moléculas da fase fluida sdo adsorvidas em sitios discretos da superficie,
denominados sitios de adsor¢cdo, em que cada sitio pode acomodar apenas uma Unica
especie;

2. A energia de cada sitio de adsorcdo da superficie é igual e independente da
populacdo das espécies adsorvidas. Portanto, todos os sitios tm a mesma entalpia de
adsorcéo e independem do grau de cobertura da superficie;

3. A guantidade maxima da espécie adsorvida corresponde a formacdo da
monocamada;

4. A adsorcdo ¢ localizada e ocorre pela colisdo das moléculas da fase fluida
com sitios vagos da superficie;

5. A velocidade de dessor¢do depende apenas da quantidade de material
adsorvido na superficie.

Esses pressupostos podem vir a ndo ser totalmente aplicaveis em todos 0s casos
como, por exemplo, na adsor¢do em sistemas solido-liquidos, especialmente em altas

concentragOes de adsorvato (GUIOCHON et al., 1994), quando os sitios de adsorcéao
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possam ser desiguais, podendo haver ligac6es de varios sitios e assim ter interacGes (por
exemplo, de repulséo) entre as moléculas adsorvidas (JANSON e JONSSON, 1998).

Na pratica, a isoterma de Langmuir adequa-se aos dados experimentais de
adsorcdo em uma faixa relativamente extensa de concentracdes de adsorvato, levando
esse modelo a ser a primeira escolha de equacao tedrica para o ajuste matematico aos
resultados experimentais, em que se considera a adsorcdo de um componente
(GUIOCHON et al., 1994).

3.4 Tipos de suportes

A escolha do suporte cromatografico € um ponto crucial para a obtencdo de bons
resultados em processos de purificacdo diversos, podendo influenciar na distin¢do da
alta ou baixa eficiéncia do método (MENDES et al., 2011). Sdo muitas as caracteristicas
requeridas para tal suporte ser considerado ideal para determinado processo de
purificacdo. Além de ser hidrofilico, um suporte ideal para processos cromatograficos
de proteinas ndo deve conter grupos que se liguem espontaneamente as moléculas
destas, porém devem conter grupos funcionais que permitam a sintese controlada de
uma ampla variedade de adsorventes da proteina (JANSON e JONSSON, 1998).

Ademais, o suporte deve ser quimica e fisicamente estaveis a fim de resistir a
condigbes extremas ao longo dos processos, regeneracd0 e manutencdo; ser
suficientemente rigido para permitir elevadas taxas de fluxo linear (5 cm min™ ou mais)
em colunas cheias com particulas com diametro inferior a alguns microns (JANSON e
JONSSON, 1998) e sem perder a capacidade de inchamento de sua estrutura. Ser
reativo para a introducdo de bragos espacadores quando de interesse; resistente ao
ataque microbiano; ser permeavel (sendo analisada sua area superficial e distribuicdo
dos poros); apresentar presenca de cargas e ser viavel financeiramente (DALLA-
VECCHIA et al., 2004; CARDOSO et al., 2009; VILLENEUVE et al., 2000; FREITAS
etal., 2007; GIRELLI e MATTEI, 2005).

Os suportes cromatograficos podem ser classificados em organicos (naturais ou
sintéticos) ou inorganicos (minerais ou sintéticos) (Tabela 4). Ja em relacdo a sua
morfologia classificam-se como materiais porosos, ndo porosos e de estrutura em gel
(VILLENEUVE et al., 2000; FREITAS et al., 2007).

A base do suporte desempenha um papel decisivo na estabilidade mecanica,

guimica e térmica dos materiais empacotados. A classica CLAF também apresenta
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suportes destes dois tipos, organicos e inorganicos, e podem ser usados para imobilizar
ligantes peptidicos (TOZZI et al., 2003).

Tabela 4 — Exemplos da classificacdo dos suportes.

Organico

Polimeros Naturais
e Polissacarideos: celulose, dextrana, agar, agarose, alginato, quitina
e Proteinas: colageno, albumina
Polimeros sintéticos
e Poliestireno
e Outros polimeros: poliacrilatos, polimetacrilatos, poliacrilamida, poliamidas,

vinil e alil-polimeros

Inorgénico
e Minerais naturais: bentonita, silica
e Materiais processados: vidro (ndo poroso e com poros controlados), metais,

Oxidos metélicos com poros controlados

Fonte: Adaptado de BRENA e BATISTA-VIERA, 2006.

Caracteristicas como elevada forca mecanica, resisténcia a solventes organicos,
estabilidade frente a variagcBes de pressdo, temperatura e pH, e facil regeneracdo por
processo de pirdlise tornam os suportes inorganicos os mais adequados para 0 USO
industrial, no entanto sdo de elevado custo (CASTRO et al., 2000). Ja os suportes
organicos oferecem grande variedade de grupos funcionais reativos que podem ser
adicionados e/ou ativados nos suportes (HEINZE e LIEBERT, 2001) contribuindo para
que a maioria das proteinas purificadas disponiveis comercialmente sejam obtidas com
matrizes organicas.

Os suportes organicos naturais apresentam baixo custo, ndo causam danos ao
meio ambiente, sdo estaveis a uma ampla faixa de pH (pH 3-13) e possuem alto
conteddo de grupos hidroxila disponiveis para ativacdo. Sua superficie hidrofilica
geralmente ndo interage com proteinas e mostram baixa adsor¢do ndo especifica. A
desvantagem deste tipo de suporte é a baixa resisténcia mecanica relacionada a
capacidade de inchamento e o fato de serem facilmente degradados. Ja os suportes

organicos sintéticos exibem variedades de formas fisicas e estruturas quimicas que
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podem ser combinadas para formar um suporte ideal e sdo mais resistentes a pressao do
que os polissacarideos, que mesmo em comparagao com materiais inorganicos, mostram
uma tolerancia de pressdo inferior (DALLA-VECCHIA et al., 2004; TOZZI et al.,
2003).

Ao analisar a influéncia dos parametros morfolégicos quanto a escolha do tipo
de suporte, os materiais com estrutura em gel sdo utilizados nos casos em que a rede
formada seja de tamanho suficiente, de modo a reter a proteina sem ocasionar restri¢oes
difusionais ao substrato. Ja os parametros de porosidade e distribuicdo dos poros
determinam a area de superficie total disponivel para que a purificacdo possa ocorrer,
afetando efetivamente a capacidade de ligagdo da enzima. Os materiais porosos
apresentam como vantagem a existéncia de uma grande &rea interna disponivel para a
purificacdo protegendo a biomolécula das condicbes externas, sendo geralmente os
preferidos (GONCALVES, 1996). No entanto, devem ter a distribuicdo dos poros
controlada a fim de aperfeicoar a capacidade e propriedades de fluxo (GEMEINER,
1992).

3.5 Criogel monolitico supermacroporoso

Criogéis sdo geis poliméricos monoliticos formados em condi¢cBes de
congelamento (LOZINSKY et al., 2001b). Apresentam estrutura esponjosa em cOrpo
unico com poros continuos e interconectados, com dimensdes que variam de 10 a 100
um, de natureza hidrofilica, os quais sdo grandes o suficiente permitindo a livre
passagem através do leito até mesmo de células inteiras, tais como células microbianas
ou fragmentos de células, mesmo estas ndo sendo clarificadas, proporcionando uma
maior permeabilidade devido a baixa resisténcia ao escoamento dos fluidos. Também
configuram uma difusdo desobstruida de solutos de qualquer tamanho e uma menor
queda de pressdo quando comparado a um leito empacotado convencional (PLIEVA et
al., 2008; GUIOCHON, 2007; CHEN et al., 2008).

Como em toda cromatografia de adsorcdo, um adsorvente com uma grande area
superficial por unidade de volume da coluna € desejavel para maximizar a capacidade
do adsorvente de afinidade. Géis hidrofébicos com uma elevada relagdo de
volume/superficie sdo muito adequados como matrizes (CARLSSON et al., 1998).
Cromatografia utilizando como suporte o criogel monolitico supermacroporoso destaca-

se como uma nova matriz de separacdo e purificacdo de proteinas e outras biomoléculas
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(ARVIDSSON et al., 2003; ARVIDSSON et al., 2002; KUMAR et al., 2003; KUMAR
et al., 2006; PLIEVA et al., 2004a).

Estes materiais poliméricos altamente porosos podem ser produzidos
essencialmente a partir de qualquer precursor de formacdo de gel, apresentando uma
ampla variedade de morfologias e porosidades (PLIEVA et al., 2008). S&o versateis no
seu uso, podendo ser elaborado em forma de colunas, discos ou membranas, sendo de
baixo custo se comparados a matrizes tradicionais utilizadas em cromatografia
(GUIOCHON, 2007).

Entre os possiveis polimeros empregados na sintese dos criogéis pela técnica da
criogeleificagdo, destacam-se os monolitos macroporosos de poliacrilamida, obtidos da
polimerizacdo de moléculas de acrilamida (AAm) com o agente formador de ligacdes
cruzadas N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBAAm), adicionados ou ndo de outros
mondmeros, como o alil glicidil éter (AGE), sob condicdes de congelamento moderado
(-10 °C a-20 °C) (PLIEVA et al., 2004a).

A taxa de reacdo para uma polimerizacdo do radical livre ndo é uma simples
funcdo da temperatura do processo, que é constituido por varias reacfes consecutivas
(SVEC e FRECHET, 2003). A formacdo de criogéis por crio-copolimerizacdo é um
processo complexo, que envolvem varidveis como a concentracdo dos monémeros, 0
controle da temperatura (abaixo de -10 °C), velocidade do congelamento da mistura,
quantidade do agente de reticulacio e a copolimerizacdo do mondmero. Esses
parametros por sua vez estdo diretamente ligados a morfologia do criogel formado.
Quando a mistura aquosa dos monémeros € mantida congelada abaixo do seu ponto de
congelamento, a cristalizagdo dos monOmeros e iniciadores se concentra em micro
zonas ainda ndo congeladas enquanto que cristais de gelo sdo formados no restante do
sistema. Dessa forma, um maior nimero de ligacdes entre os mondmeros é realizado,
formando-se um gel resistente (ARVIDSSON et al., 2003; YAO et al., 2006a). Os
cristais de gelo formados irdo entéo dar espaco aos supermacroporos interligados, ao se
fundirem durante a etapa de descongelamento (Figura 3).

Tipicamente, a etapa de iniciacdo tem a maior energia de ativacgao, sendo assim a
mais dependente da temperatura. Quanto mais baixa for a temperatura, maiores sdo 0s
poros formados. A taxa de decomposicdo do iniciador, o numero de radicais em
crescimento, bem como a taxa global de polimerizacdo € mais elevada a altas
temperaturas. Portanto, a temperaturas mais elevadas, mais ndcleos sdo formados ao

mesmo tempo e todos eles competem para crescer com 0S mondmeros remanescentes. A
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taxa de nucleacdo € mais rapida que o inchamento, e a disponibilidade de monémeros
fica esgotada depois de um curto periodo de tempo. Uma vez que o nimero de nucleos
que crescem para o0 tamanho globular é grande, mas as suas dimensdes permanecam
relativamente pequenas, 0S espacgos vazios intersticiais entre pequenos globulos também
sdo pequenos. Assim, o tamanho dos poros estd inversamente relacionado com a
temperatura de ambos os granulos e mondlitos. No entanto, uma vez que os efeitos
dindmicos ndo sdo afetados por temperatura, as diferengas nos perfis de porosidade
entre as duas formas persisti (SVEC e FRECHET, 2003).

Congelamento Polimerizagdo no estado
- de congelamento

Descongelamento

Mondmeros e iniciadores

<\ Cristais de gelo
&  Polimero formado inicialmente
Q Gel de polimero reticulado

(J Supermacroporo

Figura 3 — Esquema da producéo do criogel. Fonte: PLIEVA et al., 2004a.

Durante a producdo do criogel sob condi¢cdes de congelamento, os cristais de
gelo que véo sendo formados atuam como agentes porogénicos (agente formador de
poros), sendo que, ap6s o derretimento desses cristais sdo formadas as cavidades dos
criogeis, acarretando em uma estrutura monolitica supermacroporosa (LOZINSKY et
al., 2001a; ARVIDSSON et al., 2003). O tamanho e a forma dos poros e a espessura das
paredes de polimero entre os poros serdo determinados pela forma e tamanho dos
cristais de gelo formados durante o processo, assim como pela relagdo entre a solugéo
nédo congelada e o solvente congelado (PLIEVA et al., 2008; ARVIDSSON et al., 2002,
2003). A presenga desses poros nos criogéis é essencial, garantindo que o escoamento
através do material ocorra a uma pressdo menor quando comparado a leitos fixos
empacotados, bem como apresentem condigdes favoraveis a transferéncia de massa de
substratos e solutos (LOZINSKY et al., 2001b; ARVIDSSON et al., 2003; YAO et al.,
2006a).
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Apesar das inumeras vantagens apresentadas pelos criogéis poliméricos, a
elevada porosidade de sua estrutura faz com que sua area superficial para adsorcao seja
significativamente menor se comparada a de um leito fixo empacotado, levando a uma
menor eficiéncia tedrica. Por isso o estudo de modificacdes na estrutura dos criogeis é
uma area promissora e que vem se desenvolvendo rapidamente. Modificagdes quimicas
ou fisicas podem ser feitas, visando aumentar a eficiéncia dos processos de separacao
(ARVIDSSON et al., 2002; BABAC et al., 2006; KUMAR et al., 2006; YAO et al.,
2007b).

3.6 Alteracdes na superficie dos suportes cromatogréaficos

Mesmo com a ampla variedade de suportes disponiveis, ndo ha um que seja uma
solucdo universal, visto que cada tipo de biomolécula e cada sistema apresentam suas
peculiaridades. Visando aperfeicoar o processo de utilizacdo dos criogéis como suporte
para imobilizacdo e purificagdo de biomoléculas, varias metodologias de ativacdo de sua
superficie sdo apontadas. As modificacdes da superficie do criogel sdo normalmente
realizadas por meio da circulacdo das solucBes contendo os agentes de ativacdo através
da matriz polimérica ou por imersdao do suporte (geralmente para criogéis em formato
de disco) na solugéo contendo os grupos ligantes (KIM e HAGE, 2005).

As propriedades do material do suporte irdo influenciar os processos de
adsorcdo, a conformacdo e a atividade aparente das enzimas imobilizadas ou
purificadas, bem como o tamanho e superficie quimica de impacto da natureza da
enzima e do substrato na interface do material (TALBERT e GODDARD, 2012). Os
grupos reativos sdo geralmente introduzidos na superficie da matriz do suporte para
permitir a formacdo de ligacdo covalente entre a enzima e 0 suporte no passo
subsequente. Com a introducdo de novas estruturas quimicas na superficie é possivel
obter fases estacionarias que interajam mais ou menos especificamente com uma
proteina em particular (JANSON e JONSSON, 1998). Suportes com grupos epoxi sobre
a superficie estdo entre os mais utilizados devido ao fato de os grupos epdxi poderem
facilmente reagir com grupos amina (NH), tiol (SH) ou hidroxila (OH) das proteinas e
formar uma ligacao covalente bem estavel (MATEO et al., 2000; MATEO et al., 2003).
Além disso, grupos epOxi sdo muito estaveis em valores de pH proximo ao neutro, o que
torna o suporte contendo esses grupos adequados para longos periodos de

armazenamento.
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Entre as variadas matrizes existem diferencas notaveis com relagdo as
propriedades quimicas dos mondmeros usados no processo, sendo este outro fator de
consideravel importancia, principalmente em relacdo a presenca de grupos funcionais
especificos. O grupo funcional do mondmero pode ser usado em uma etapa futura da
reacdo como grupo de ancoragem para imobilizar os ligantes especificos ou para
melhorar propriedades especificas tais como hidrofilicidade, hidrofobicidade, pH ou
temperatura de ativagdo. Para aplicacdo adequada do monomero, monolitos com
variadas atuacGes podem ser projetados. A maioria dos métodos de imobilizacdo
depende da presenca de grupos hidroxilas na matriz e tem sido adaptado para o0 uso em
solugdes aquosas (ARRUA et al., 2009; CARLSSON et al., 1998).

Especificamente a cromatografia de afinidade, para a preparacao do adsorvente o
ligante deve ser compativel com os solventes usados durante o procedimento de
acoplamento. Possuir pelo menos um grupo funcional através do qual possa ser
imobilizado para a matrix (os grupos comumente usados incluem amina, tiol, hidroxila
carboxila (COOH), e aldeido (CHO)) (CARLSSON et al., 1998).

O grupo funcional utilizado deve permitir a formacao de uma ligacdo covalente
estavel de modo que o ligante ndo seja libertado a partir da matriz. Outro ponto também
essencial é que o ligante permaneca intacto durante o processo de imobilizacdo e que
seja suficientemente estavel permitindo a realizacdo de uma cromatografia de afinidade
eficiente. Isto pode ser dificil de obter quando as proteinas sdo acopladas a um pH
elevado. E essencial que o reagente do ligante seja t&o puro quanto possivel e, em
particular, ndo contenha substancias com grupos funcionais que possam reagir de forma
competitiva na imobilizagdo (CARLSSON et al., 1998).

Dentre as modificacdes ja avaliadas tem-se a imobilizacdo na matriz polimérica,
de derivados do acido acrilico, metais, proteinas, entre outros, aumentando
significativamente a capacidade de retencdo dos compostos desejados (ARVIDSSON et
al., 2002; BABAC et al.,, 2006; KUMAR et al., 2006; YAO et al., 2007b). Como
metodologias de ativacdo da superficie dos criogéis tem-se a imobilizacdo via ligacao
covalente, adsorcdo bioespecifica ou confinamento, bragcos espacadores, ativacdo
catidnica, dentre outras (KIM e HAGE, 2005; MALLIK e HAGE, 2006).

Entre tais modificagdes, uma técnica de grande interesse € a enxertia sobre o
esqueleto polimérico utilizando um agente iniciador (técnica conhecida por grafting
from), em que a ligacdo de grupos de interesse ocorre em regifes pré-ativadas da

superficie do criogel. A enxertia usualmente € realizada de modo estatico, com a
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solug@o com o grupo a ser enxertado sendo deixada estagnada em contato com o criogel
por um determinado periodo de tempo (SAVINA et al., 2005a; SAVINA et al., 2005b;
YAO et al., 2007b; CHEN et al., 2008). Outro exemplo de destaque é o método da base
de Shiff que utiliza a ligacéo covalente (LUO et al., 2002; MALLIK et al., 2004), a qual
tende a ter uma taxa de reacdo mais rapida e resulta em maior atividade das
biomoléculas do que muitos outros métodos baseados no acoplamento de grupos amina.

Vaérios estudos tém sido realizados com modificagdes na estrutura do suporte
e/ou melhor utilizacdo dos mondmeros. Hahn et al. (2001) desenvolveu um suporte
monolitico de afinidade com uma nova estratégia de imobilizacdo, que consistiu em
uma polimerizagdo in situ do ligante. Neste estudo, 0 modelo do ligante (um peptideo)
foi reativado para um mondmero da mistura de polimerizacéo, antes que esta ocorresse.
Depois do processo de polimerizacdo, com o conjugado, um mondmero foi formado e
testado para acoplar a lisozima. O resultado mostrou uma afinidade alta e constante
quando comparada com o obtido com o solvente convencional.

Outro estudo interessante foi o realizado por Quan et al. (2008), o qual relatou a
interacdo especifica entre lisozima e o composto tris(hidroximetil)aminometano (Tris).
Os autores confirmaram a interacdo especifica através de cromatografia de afinidade
entre lisozima e Tris imobilizado em uma coluna de silica, determinando a constante de
dissociacao (Kg) com valor da ordem de 10™ mol L™. Foi demonstrado que a forca desta
interacdo é suficiente para reter a lisozima, a0 mesmo tempo que permite a eluicdo da
proteina em condi¢des moderadas, tal como solucéo de cloreto de sédio (NaCl) 0,6 mol
L, de forma a manter a estrutura nativa da proteina e evitar a perda de atividade. Este
trabalho revelou que o Tris € um bom candidato como ligante de afinidade para com a
lisozima (QUAN et al., 2009).

A ligacdo especifica da lisozima ao Tris se deve a sua sequéncia de aminoacidos,
a sua estrutura molecular a qual pode ser catidnica em valores de pH abaixo de 11,2
(Y1ILMAZ et al., 2005), apresentando grupos amino (NH,) que se ligam especificamente
as hidroxilas (OH) presentes na estrutura do Tris. Quan et al. (2008) observou ainda que
os trés grupos hidroxila da molécula de Tris formaram ligacdes de hidrogénio com
Asp52, Glu35 e Alal07 da lisozima.

Zhang et al. (2011) baseado em estudos anteriores, que comprovaram a interagdo
especifica entre o Tris e a lisozima preparou novas microesferas magnéticas revestidas
com silica com alta magnetizac&o e afinidade especifica para com a lisozima, utilizando

o Tris como o ligante de afinidade para funcionalizar as microesferas magnéticas
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sintetizadas pelo método solvotérmico. Os resultados obtidos pelos autores mostraram
que as microesferas possuiam capacidade de ligacdo especifica para a lisozima e que a
lisozima extraida a partir da clara do ovo apresentou pureza semelhante a lisozima

comercial. A reprodutibilidade e repetitividade do processo foram satisfatorias.
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4. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Desenvolvimento e

Simulacdo de Processos do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da
Universidade Federal de Vicosa - MG.

4.1 Materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais:
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED, 99%), acrilamida (AAm) (99%), N,N’-
metileno-bis-acrilamida (MBAAmM) (99%), alil glicidil éter (AGE) (99%), persulfato de
amonio (APS), tris(hidroximetil)aminometano (Tris), lisozima, pancreatina suina, o-
lactoalbumina e albumina de soro bovina (BSA), todos adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA). Também foram necessarios tampdo fosfato de potéssio, fosfato de
sodio, cloreto de sddio (NaCl), solucéo de Tris-HCI, borohidreto de sédio, carbonato de
sodio, acetona, acetonitrila, &cido tricloroacético (TCA), dodecil sulfato de sédio (SDS),
B-mercaptoetanol, metanol, azul de Coomassie, etanol e acido acético. Todos o0s
reagentes quimicos utilizados possuiam, no minimo, grau de pureza PA-ACS. Em todos
os experimentos foi utilizada agua ultrapura (Sistema Milli-Q, Millipore EUA) para o

preparo das solugdes.

4.2. Producao da coluna monolitica

A producéo do criogel foi adaptada da metodologia proposta por Kumar et al.
(2006) e Yao et al. (2006a). A matriz do criogel supermacroporoso de poliacrilamida foi
produzida pela crio-copolimerizacdo dos radicais livres de AAm, MBAAmM e AGE,
sendo iniciada pelo TEMED e APS, sob condi¢des controladas de temperatura de
congelamento a -12 °C. Os monémeros foram pesados em balanca analitica (Ohaus
Adventurer Pro, EUA) e a mistura reativa com concentracdo final de 10% m/v de
mondmeros (1,185 g de AAm, 0,3175 g de MBAAmM e 1 mL de AGE) foi dissolvida em
agua ultrapura resfriada. Para melhor solubilizacdo, a referida mistura de monémeros
foi desgaseificada em banho ultrassom (Brason 1510R-MT, EUA) por cerca de 5
minutos. A polimerizacdo foi iniciada pela adi¢do de 0,055 g de APS solubilizado em
200 pL de &gua miliQ, sendo retirado 100 L desta solugdo e acrescentado a solugédo de
mondmeros, e em seguida foi adicionado 23,8 uL de TEMED para cada 25 mL de
solucdo de mondmeros. A mistura com todos 0os componentes ja homogeneizados foi
entdo rapidamente vertida em seringas plasticas de 3 mL e em uma coluna
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cromatografica de vidro HR 5/5, de 5 mm de didametro (Pharmacia Biotech, Suécia), as
quais por sua vez foram seladas e imersas em um banho termostatico (Ultracriostato
Quimis Q214S, Sao Paulo, Brasil) contendo etanol a (-12 + 0,1) °C por 18 h para a
cristalizacdo da agua e polimerizacdo dos monémeros. Decorrido este tempo, as colunas
foram submetidas em temperatura de refrigeracdo para o descongelamento da agua
cristalizada presente em sua estrutura e posteriormente foram lavadas cada uma com
300 mL de agua deionizada utilizando uma bomba peristéltica (Masterflex Easy-Load,
Cole-Parmer Instrument Company, EUA) a vazdo de 0,5 mL min® (KUMAR et al.,
2006; YAO et al., 2006a). Apos a lavagem, os criogéis foram secos em estufa a 50 °C e
armazenados em ambiente seco até o seu uso, onde foram hidratados com agua

destilada.

4.2.1 Ativacao do criogel

Ap0s o preparo dos criogéis, esses foram ativados através da ligacdo dos grupos
amino das moléculas de Tris sobre os grupos epoxi do criogel, conforme metodologia
adaptada por Quan et al. (2008). Tris (1 g) foi dissolvido em 20 mL de tampéo fosfato
de potassio (2,5 mol L™, pH 7,9) sendo essa solucdo bombeada através dos criogéis em
modo reciclo por 48 h. Decorrido este tempo, 20 mL de solugéo de Tris-HCI (2,0 mol
L™, pH 7,9) foi bombeada através da coluna por 3 h, para bloquear os sitios reativos
residuais (grupos epoxi) sobre a superficie do criogel. Ambas as solucGes foram
bombeadas por meio da bomba peristaltica (Masterflex, Cole-Parmer Instrument
Company, 7553-71, EUA) a uma vazdo de 0,1 mL min™, em modo reciclo e em dois
valores de temperatura 50 e 60 °C mantida constante em uma estufa BOD (Eletrolab,
EL 202). Posteriormente, foi bombeado 20 mL de agua miliQ em temperatura ambiente
seguida de 25 mL de borohidreto de sédio 1 mol L em banho de gelo. Por fim,
novamente em temperatura ambiente, a coluna foi lavada com mais 20 mL de &gua

miliQ, sendo todas bombeadas a uma vazéo de 0,1 mL min™.
4.3 Caracterizacdo morfologica e hidrodindmica da coluna monolitica de criogel

Todas as caracterizagbes morfologicas e hidrodinamicas foram realizadas em

triplicada nos criogéis puros e ativados a temperatura de 60 °C com 0s grupos Tris.
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4.3.1 Avaliacdo fisica e morfoldgica
4.3.1.1 Porosidade do leito

A porosidade do criogel (¢) com e sem ativacdo foi determinada com base na
medida do contetdo de &gua livre dos criogéis monoliticos, de acordo a metodologia
proposta por Plieva et al. (2004b). O criogel produzido em seringa pléstica teve retirado
de sua regido longitudinal uma fracdo de amostra de aproximadamente 2,5 cm, sendo
desprezadas suas extremidades. A amostra retirada foi saturada com agua deionizada em
um béquer a temperatura ambiente.

A massa da amostra saturada com agua foi entdo medida em balanca analitica,
sendo os criogéis posteriormente comprimidos delicadamente com as prdprias maos,
para que fosse retirada a agua livre do seu interior. Por fim, a amostra foi novamente
pesada para a determinacdo da massa da amostra sem agua livre. A partir destes dados a
porosidade foi calculada (Equacdo 1) (PLIEVA et al., 2004b).

m, —m, Eqg.1

m

w

q):

Onde: m,, € a massa da amostra saturada com agua (kg); me € a massa da amostra

espremida (kg).

4.3.1.2 Capacidade de inchamento

A capacidade de inchamento (S (g H,O / g criogel seco)) do criogel com e sem
ativacdo foi determinada utilizando-se pedagos de criogel produzidos em seringas
plasticas, secos em estufa a 50 °C até peso constante. Posteriormente as amostras
foram resfriadas em dessecador e suas massas foram obtidas em balanca analitica. Em
seguida, as amostras foram reidratadas por imersdo em 50 mL de 4gua deionizada a
temperatura ambiente por 24 h e suas massas foram medidas novamente. Para este
calculo foi utilizada a Equacao 2 (SAVINA et al., 2005b):

my, — Mg Eq. 2
ms

S =

Onde: my, é a massa da amostra saturada com agua (kg); ms é a massa da amostra
desidratada (kg).

4.3.1.3 Estrutura dos poros
Para a determinacédo da estrutura dos poros do criogel produzido foi realizada a

andlise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Trés pequenas porgdes da parte
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central longitudinal da coluna monolitica do criogel com e sem ativacdo foram secas em
BOD a 50 °C até apresentarem peso constante, sendo cortadas manualmente.
Posteriormente, as amostras foram fixadas com auxilio de uma fita adesiva em suportes
apropriados (stub) e metalizadas com uma camada de 20 nm de ouro (modelo 550X,
SEM Electron Microscopy Sciences, Kent, Inglaterra). Apos este procedimento, as
amostras foram analisadas em microscopio eletronico de varredura modelo 1430 VP
(LEO, Zeiss, Jena, Alemanha), operado a 10 kV.

4.3.2 Caracterizacao hidrodinamica
4.3.2.1 Permeabilidade ao escoamento

A permeabilidade ao escoamento foi determinada por meio da medida da vazao
volumétrica da fase movel na saida da coluna contendo o criogel em funcéo da variacéo
da pressdo na coluna. Para tanto, a coluna cromatografica HR 5/5, de 5 mm de didmetro
(Pharmacia Biotech, Suécia) foi acoplada ao sistema AKTA (AKTA pure 25M, GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia), um cromatografo liquido preparativo. Agua
destilada foi bombeada em diferentes vazdes para determinacdo das pressoes
correspondentes.

Os dados de pressdo versus vazdo do fluido foram ajustados empregando a
Equacdo de Darcy (Equacdo 3), para escoamento em meios porosos, a partir dos dados

experimentais obtidos.

w= "4 4P,

Onde: K,, é a permeabilidade ao escoamento (m?); Q. é a vazdo volumétrica de agua
pela coluna (m*s™); p é a viscosidade da agua (Pas™); L é o comprimento da coluna
(m); A é a 4rea da secdo transversal da coluna (m?); AP,, é a queda de pressdo através da

coluna (Pa).

4.3.2.2 Distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) e do coeficiente de dispersao axial
aparente

Para a determinacdo das curvas de DTR e do coeficiente de dispersdo axial
aparente em funcdo da velocidade de escoamento da fase mével foi utilizado o método
do pulso tracador (YAO et al., 2006a; YAO et al., 2006b). Pulsos de 0,1 mL de uma
solucdo de acetona 1,0% (em volume) foram injetados na coluna cromatografica

contendo o criogel, a temperatura constante de 25 °C, com a vazdo da fase mavel

33



variando de 0,049 mL min™ a 0,884 mL min™. O efluente foi monitorado continuamente
determinando sua absorbancia a 280 nm.

Os tempos de retencdo e as varidncias para 0s pulsos observados foram
calculados utilizando-se o0 método dos momentos utilizado para leitos fixos
empacotados (FURUSAWA et al., 1976). O primeiro momento estatistico que fornece o
tempo de retencdo tg foi calculado a partir da Equagéo 4, na forma discretizada.

M. = to = ?zltiAbSiAti Eq4
1 R ?=1AbSiAti

Onde: M; é o primeiro momento estatistico (s); tr € 0 tempo de retencdo (s) da curva de
DTR; t; € o tempo (S) em que a i-ésima observagao foi registrada; At; € o intervalo de
tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-ésima observagdo (para i > 2); Abs é a absorbancia
registrada no tempo ti. Sendo a concentracdo diretamente proporcional a medida de
absorbancia observada (dentro dos limites da Lei de Lambert-Beer), podemos utilizar os
valores de absorbéncia diretamente.

O segundo momento estatistico que representa a variancia da distribuicdo do
tempo de residéncia centrada no valor do tempo de retencdo calculado no primeiro
momento, é dado por:

LitiAbsAt; Eq.5

M, = o?
2 ?=1AbSiAti R

IR

Onde: M, é o segundo momento estatistico (s), corrigido considerando-se o volume
vazio do equipamento; o° é a variancia do pulso observado (s°).

Uma vez determinados esses valores, o coeficiente de dispersdo axial em cada
vazdo foi calculado a partir da solugcdo numérica da Equacdo 6, utilizando-se o método
iterativo de Newton.

2 2 _ Eq. 6
7 =20 2 (G5 [1-ew (5 q
Sto2 —2 1-
£ ul ul “*P\p_.

Onde: o° é a variancia de residéncia média da curva de DTR; D.y é 0 coeficiente de
dispersdo axial (m?s™); L ¢ a altura do leito (m); u é a velocidade intersticial (ms™) da
fase movel.

Tendo que (u = U " ¢), ¢ é o valor da porosidade do leito (calculada no item
4.3.1.1 pela Eq. 1) e U a velocidade superficial do liquido (m s™). Os experimentos

foram realizados no sistema AKTA, com trés repeticdes.
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4.4 Experimentos adsortivos
4.4.1 Adsorcao da lisozima pura

O estudo adsortivo da solucéo de lisozima foi realizado utilizando-se o sistema
AKTA a 25 °C, com leitura em 280 nm e vazdo de 0,5 mL min™. As anélises foram
realizadas em triplicata com os criogéis ativados em coluna cromatografica HR 5/5 em
duas diferentes temperaturas 50 e 60 °C variando o pH e forca ibnica do tampéo de
equilibrio para assim avaliar o efeito destas variaveis sobre o processo adsortivo. Todas
as solucdes aplicadas no sistema cromatografico foram filtradas em membrana de
acetato de celulose de 0,45 um de porosidade e desgaseificadas em banho ultrassom
(Brason 1510R-MT, EUA), para remover particulas e agregados que por ventura
poderiam vir a possulir.

Para o processo adsortivo, foram aplicadas as seguintes fases méveis: solucdo-
tampéo de fosfato de sédio 0,02 mol L™ e solugéo tampéo de fosfato de sédio 0,02 mol
L™+ NaCl 1 mol L™, Ambas foram preparadas nos valores de pH, 6,0, 7,0 e 8,0, a partir
da mistura em proporc¢des adequadas de fosfato de sédio monobasico e bibasico, sendo
o valor final do pH conferido e ajustado com uma solucdo de NaOH 1,0 mol L™
utilizando-se um potenciémetro de bancada (preciséo de 0,01, Modelo Q400A, Quimis,
Sao Paulo, Brasil). A solucdo de lisozima foi preparada nos tampdes correspondentes a
fase movel.

Primeiramente, a coluna do criogel foi equilibrada com o tampdo fosfato de
sodio 0,02 mol L™ com 5 VC, em seguida injetado uma solucéo da lisozima pura de 0,5
mg mL™. Apds sua adsorcdo, a coluna foi lavada com 5 VC de tampdo de equilibrio
fosfato de sodio 0,02 mol L, seguindo da eluicdo da proteina com 5 VC do mesmo
tampdo contendo NaCl 1 mol L™, sendo coletada fracdes de 5 mL do eluido para
posterior analise. Por fim, a coluna foi regenerada com o tampé&o de equilibrio em 10
VC, para novas analises. O mesmo procedimento foi realizado para todas as fases
moveis nos diferentes valores de pH. Na Tabela 5 sdo apresentados os valores dos

parametros utilizados neste processo.
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Tabela 5 — Parametros aplicaveis ao processo adsortivo.

Variaveis Valores correspondentes
Temperatura de ativacao 50e 60 °C
pH 6,0, 7,0e8,0
Tampéo de equilibrio Fosfato de sédio 0,02 mol L™ e

Fosfato de sédio 0,02 mol L + NaCl 0,1 mol L™

Tampéo de eluicdo Fosfato de s6dio 0,02 mol L™ + NaCl 1 mol L™

4.4.2 Caracterizacdo das amostras dos eluidos

As amostras dos eluidos obtidos a partir da adsorcdo da lisozima foram
analisadas em um cromatografo liquido (SHIMADZU, modelo LC-10AD VP, detector
UV-Visivel e integrador Shimadzu SCL-10* VP), sendo utilizada uma coluna de fase
reversa apHera™ C18 Polymer (25 cm x 4,6 mm; 5 um), Supelco.

A metodologia utilizada nas andlises de proteina foi adaptada de Liao et al.
(2001). A analise foi conduzida a temperatura de 30°C com uma vazao de 0,5 mL min™,
fase movel composta por um gradiente de acetonitrila e solucdo aquosa de &cido
trifluoracético (0,1% v/v), seguindo a programacdo sumarizada na Tabela 6. Uma
amostra de 50 pL foi injetada e a deteccdo se deu em comprimento de onda de 220 nm.
As amostras foram previamente filtradas em filtros de nylon de 0,22 pum e as solugdes
foram desgaseificadas e filtradas em filtros de membrana de acetato de celulose de 0,45
um (Millipore, Bedford MA, EUA).

Tabela 6 — Programacéo do gradiente da fase movel do método cromatografico.

Tempo (min) Percentual de Acetonitrila (%0)
0-40 10-40
40-45 40
45-50 40-80
50-55 80
55-60 80-10
60-70 10

Fonte: LIAO et al., 2001
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4.4.3 Especificidade da coluna

A andlise da especificidade da coluna monolitica para com a lisozima foi
realizada no sistema AKTA, sendo utilizadas outras trés proteinas, a-lactoalbumina,
BSA e a pancreatina suina. Soluges destas proteinas, em concentracéo de 0,5 mg mL™,
foram preparadas na condi¢do que se apresentou com maior nivel de purificacdo da
solugéo de lisozima e assim realizou-se 0 mesmo procedimento adsortivo aplicado a
solucdo de lisozima pura para estas trés proteinas, como descrito previamente para

adsorcéo da lisozima.

4.4.4 Isotermas de adsorgao

A partir dos resultados obtidos com o processo adsortivo da solucéo de lisozima
pura foi escolhida a condicdo onde se apresentou o maior nivel de purificacdo da
proteina para ser aplicado a determinacdo da capacidade da coluna (isoterma de
adsorcdo), variando apenas a concentracao da proteina.

Para a determinacdo das isotermas de adsorcdo da lisozima foi empregado o
método de analise frontal (FONTAN, 2005). Esta metodologia se baseia na analise de
diferentes valores de g (quantidade de soluto adsorvido) e das concentracdes de soluto
no equilibrio correspondente (C).

Os ensaios consistiram inicialmente em equilibrar a coluna monolitica com 30
mL de solucéo-tampao de fosfato de sddio 0,02 mol L™, pH 7,0, a uma vazéo de 0,5 mL
min. Em seguida, a solucdo de lisozima em concentracdo de 0,005 mg mL™ foi
bombeada através do leito a mesma vazdo, até a completa formacdo da curva de ruptura.
Subsequentemente, a concentracdo de proteina era aumentada para outro valor até que
ocorresse a formacédo e estabilizacdo da nova curva de ruptura. Tal procedimento foi
executado sucessivamente até a concentracéo de 0,3 mg mL™. O perfil de curva obtido
durante os ensaios esté representado na Figura 4.

Apds cada experimento, a coluna foi regenerada com 30 mL de tampéo fosfato
0,02 mol L™ (pH 7,0) contendo NaCl (1 mol L™) e, em seguida, com 30 mL de tamp&o
fosfato de sodio 0,02 mol L™ (pH 7,0) contendo 0,0 mol L™ NaCl.
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Figura 4 — Perfil obtido no experimento de analise frontal. Fonte (FONTAN, 2005).

A area entre o ponto em que a concentracdo de soluto foi modificada e o ponto
de inflexdo da curva de ruptura produzida forneceu o valor da quantidade de soluto
adsorvido neste estagio determinado através da Equacdo 7 (GUIOCHON et al., 1994).

(Cis1 — Ci)(VF,i+1 - Vo) Eq. 7
Va

qi+1 = q; t

onde Qi e (i+1 Sd0 as quantidades de soluto adsorvido por volume de adsorvente
(expressas em mg mL™) no i-ésimo e no (i+1)-ésimo passo, respectivamente, quando no
equilibrio com as concentragdes C; (mg mL™) e Ci+1 (mg mL™). A variavel Vg1, é 0
volume (mL) entre o ponto de inflexdo da i-ésima e a (i+1)-ésima curva de ruptura, Vo é
0 volume (mL) ndo-preenchido da coluna, e V4 é 0 volume (mL) de adsorvente na

coluna.

4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

A SDS-PAGE das amostras da mistura de proteinas (BSA, a-lactoalbumina e
pancreatina suina) foi realizada para avaliar a especificidade da coluna de criogel em
relacdo a essas proteinas. Foi preparado um sistema vertical de eletroforese em gel (E-C
Apparatus Corporation), mediante o uso de geéis de empilhamento com concentracao de
5% de poliacrilamida em tampéo Tris-HCI (0,5 mol L™, pH 6,8) e géis de separacéo
com 15% de poliacrilamida em tampéao Tris-HCI (1,5 mmol L, pH 8,8), contendo 0,4%
(m/v) de dodecilssulfato de sédio (SDS).

As amostras foram dissolvidos em 250 pL de tampéo Tris-HCI, pH 6,8, na

presenca de 0,1% de SDS e 5% de B-mercaptoetanol. Em seguida foram aquecidos a
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90°C por 10 min, e volumes de 40 uL das amostras desnaturadas foram aplicados nos
géis. Apds a corrida, as proteinas foram fixadas no gel com 12% de TCA durante 12 h e
coradas com 0,1% de azul de Coomassie dissolvido em uma mistura de 50% de etanol e
2% de TCA, durante 18 h. A descoloracdo foi realizada durante a noite com uma
solucdo 30% de etanol e 7,5% de acido acético (LAEMMLI, 1970). A corrida foi
realizada em 110 V.

4.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

Visando determinar a influéncia dos fatores temperatura (°C) de ativacdo do
adsorvente, forca iénica (mol L™) e pH sobre o rendimento de adsorcéo da lisozima (Y),
foi realizado um experimento num esquema fatorial 2 x 2 x 3, com trés repeticoes,
sendo utilizados os niveis de temperatura de 50 e 60 °C, forca ionica de 0,0 mol L™ e
0,1 mol L™ (em relacéo ao NaCl adicionado no tampao) e pH de 6,0, 7,0 e 8,0 em um
total de 36 unidades experimentais.

Os resultados experimentais foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) ao nivel de 5% de significancia (p=0,05) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (Tabela 8) utilizando o software SAS v.9. Neste caso, os resultados foram
expressos como a média + desvio padrdo. Os resultados experimentais também foram
submetidos a Analise de Regressdo e a adequacdo do modelo foi avaliada por meio do
teste de Fischer (F-test), testando a significAncia da regressdo, a falta de ajuste do
modelo e o coeficiente de determinacdo multipla (R?). Cada pardmetro do modelo (i)
foi submetido ao teste t de Student. Pardmetros com menos de 95% de significancia
(p>0,05) foram reunidas dentro do termo de erro.

Para a obtencdo da isoterma foram utilizados 19 pontos experimentais, com
concentracdo inicial de lisozima variando de 0,005 mg mL™ a 0,3 mg mL™?, com trés
repeticGes cada. A fase mdvel foi composta de solugdo-tampédo de fosfato de sédio 0,02
mol L™ com concentragdo fixa de NaCl de 0,0 mol L™ Os experimentos foram
realizados no sistema AKTA, com temperatura mantida constante a 25 °C.

O modelo de Langmuir (1916), Equacdo 8, foi ajustado aos resultados

experimentais da isoterma.

ZQmax'C Eq. 8
1% +C

onde g é a quantidade de soluto adsorvido (mol L™); gmax é a capacidade maxima de

saturacdo do adsorvente (mol L™): Ky é relacionada & constante de equilibrio de

39



adsorcdo (mol L™); C é a concentragdo de soluto em solugdo, também no equilibrio
(mol LY.

Os paréametros (max € Kq foram estimados por meio de uma regressao nao-linear,
utilizando o software SAS v.9 (SAS Institute Inc., v. 9.0, Cary, NC, USA). A avaliacao
do ajuste do modelo foi feita com base no coeficiente de determinacdo (R?), nos testes

de significancia dos parametros e descricdo do fenémeno observado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A matriz continua supermacroporosa do criogel monolitico foi produzida a partir
da crio-copolimerizacdo (polimerizacdo com temperaturas abaixo de zero) dos
mondmeros de AAm (principal co-mondémero), MBAAmM e AGE dissolvidos em
solugéo aquosa como descrito previamente (Figura 5). O TEMED foi adicionado para
acelerar a taxa de polimerizagdo e 0 AGE para ser doador dos grupos epoxi reativos na
estrutura do criogel, os quais foram usados posteriormente para a imobilizacdo
covalente do ligante de afinidade. A polaridade desses grupos serve para criar forcas de
interacdo entre a molécula epoxi e a superficie adjacente a ela (CARVALHO, 2010;
NOPPE et al., 2007).

H H
o N.__N
O ~~
NH; O 'e) o
Acrilamida Alil glicidil éter Metileno bis-acrilamida
Persulfato de amonio Tetrametil-etilenodiamina

(0 °C a -12 °C)
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‘ >
O O ©

o
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Figura 5 - Reacdo de crio-copolimerizacdo dos monémeros AAm, AGE e MBAAmM
para o preparo do criogel. Fonte: MALLIK e HAGE, 2006.

Sendo os criogéis preparados sob condi¢Bes de temperatura de congelamento
constante, suas microestruturas e propriedades sdo influenciadas tanto pela temperatura,
qguanto pela concentracdo de mondmeros e quantidade de agente de reticulagcdo. Em
geral, a producdo do criogel € um processo relativamente simples e altamente
reprodutivel.

Os criogéis apresentaram estruturas consistentes, cilindricas, esponjosas, lisas,
porosa e de cor esbranquicada (Figura 6), como relatada em outros trabalhos
encontrados na literatura para outros criogéis (PERSSON et al., 2004; ARVIDSSON et
al., 2002; YAO et al., 2006a). A guantidade adicionada de AGE proporcionou uma
estrutura mais rigida ao criogel, quando comparado a outros feitos com menor

concentragdo deste composto. Ao serem retirados das colunas, os criogéis puderam ser
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facilmente comprimidos com as maos, sendo removido o excesso de agua livre no
interior dos poros sem terem sua estrutura danificada (esta &gua retirada do criogel
corresponde ao volume de seus poros) e ao serem mergulhados em &gua sua estrutura
foi rapidamente restaurada a forma original. O mesmo ocorreu apds o processo de
desidratacdo (quando os criogéis foram colocados em estufa BOD) e reidratacdo dos
mesmos.

Apb6s o preparo da coluna do criogel, a molécula do Tris foi ligada
quimicamente a sua superficie. Os grupos amino do Tris ligaram-se diretamente aos
grupos epoxi do criogel por ligacbes covalente, deixando a superficie da coluna

adequada para posterior ligacao especifica com as moléculas da lisozima.

Figura 6 — Imagens dos criogéis produzidos no presente trabalho, por crio-

copolimerizacao.

5.1 Caracterizacdo morfologica e hidrodinamica do criogel
5.1.1 Porosidade e capacidade de inchamento do leito
Os criogéis foram caracterizados e os resultados médios obtidos para porosidade

e a capacidade de inchamento séo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores obtidos para porosidade e capacidade de inchamento.

Parametro Criogel puro Criogel Ativado
Porosidade (%) 0,866 + 0,021 0,824 £ 0,014
Capacidade de inchamento (kg/kg) 13,820 £ 0,612 13,732 £ 0,575

A partir destes resultados, observa-se que a porosidade dos criogéis sem e com
ativacdo foram de 86,6 e 82,4%, respectivamente. Estes valores encontram-se dentro da

faixa de 70 a 85% encontrada por outros autores que trabalharam com criogéis
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preparados com 0s mesmos compostos, no entanto com concentracdes diferentes (YAO
et al., 2006a; YAO et al., 2006b; YAO et al., 2007a; YAO et al., 2007b; CARVALHO,
2010; YAN et al., 2011). Valores superiores foram reportados na literatura para criogeis
monoliticos com 7% de monbémeros totalizando cerca de 91% dos poros totais
(PLIEVA et al., 2004a; PLIEVA et al., 2004b).

Quanto a capacidade de inchamento, a diferenca nos valores encontrados para o
criogel puro e ativado também foi pequena tendo o criogel puro valor um pouco
superior ao do ativado. A avaliacdo da capacidade de inchamento € uma medida de
expansdo da matriz de criogel, assim quanto maior esse valor, mais maleadveis sao as
matrizes (ap6s inchamento) e, provavelmente, menores pressdes suportariam
(CARVALHO, 2010).

Foi observado valor de capacidade de inchamento para o criogel sem e com
ativacdo, de cerca de 13,82 kg e 13,73 kg de agua para cada quilograma de criogel
desidratado, respectivamente. Savina et al. (2005b) observou que apés a ativacdo do
criogel produzido, a capacidade de inchamento foi menor para o criogel ativado quando
comparado ao criogel puro até determinado valor de pH. No entanto, este mesmo autor
obteve valores superiores ao do presente estudo, o qual foi préximo a 18 kgkg™, para
criogéis supermacroporoso puros com 6% de mondmeros. Outros autores relatam
valores menores para a capacidade de inchamento dos criogéis produzidos, com
concentracbes de mondmeros também menores, variando entre 2,8 a 6 gg*
(ARVIDSSON et al., 2003; ARVIDSSON et al.,, 2002; ERGUN et al., 2007;
DERAZSHAMSHIR et al., 2008). Esta grande variacdo pode ocorrer devido a variagdo
dos calculos realizados, onde esses autores ndo consideram a agua livre no interior dos
macroporos, retirando-a do seu interior por meio do vacuo (FONTAN, 2013), o que ndo
foi realizado no presente trabalho.

Em média, o polimero seco, com &gua de ligacdo constitui apenas 5 - 6% do
peso total de um criogel completamente inchado. Cerca de 6 - 7% do peso é composto
de agua fortemente ligada pelo polimero. Juntos, polimero e agua fortemente ligada,
formam as paredes dos poros. O restante, cerca de 88% do peso do criogel, é devido a
agua no interior dos poros. Mais de 50% da agua pode ser espremida mecanicamente a
partir das amostras monoliticas inchadas, indicando que a maior parte do volume do

criogel é composta de grandes poros interligados (PLIEVA et al., 2004a).
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5.1.2 Estrutura dos poros por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Na Figura 7 sdo apresentadas as micrografias obtidas pelo MEV dos criogeis
preparados a partir da crio-copolimerizacdo antes e apds o processo de ativacdo com o
Tris.

A partir destas micrografias é possivel observar que o processo de ativagdo nédo
afetou significativamente a estrutura macroporosa do criogel, a qual se apresentou de
forma homogénea, bem distribuida, interconectada, com poros largos, paredes lisas e
elasticas, variando o didametro de 10 um a 100 pm, com auséncia de poros fechados,
caracteristica também observada por outros autores (PLIEVA et al., 2004a; PLIEVA et
al., 2004b; YAO et al., 2006a; YAO et al., 2006b; YAO et al., 2007b; ARVIDSSON et
al., 2002, CHEN et al., 2008). Este tamanho dos poros confirma que a estrutura do
criogel supermacroporoso permite a passagem de macromoléculas como células
microbianas, fragmentos celulares, solu¢bes contendo particulas até mesmo sem serem
clarificadas (PLIEVA et al., 2008; GUIOCHON, 2007).

No caso da proteina lisozima, sua passagem pelos poros do criogel pode ser
facilmente realizada, pelo de conhecimento de dados da literatura, sobre seu tamanho
molecular de 3.0 x 3.0 x 4.6 nm e diametro de 27,3 A°. Tendo fluxo convectivo da
solucdo através dos poros, a resisténcia a transferéncia de massa é praticamente
negligencidvel (DERAZSHAMSHIR et al., 2008).

A MEV é usada para caracterizar a fina estrutura do material poroso apenas em
seu estado seco. Para muitos materiais macios e altamente hidratados esta técnica pode
ser dificilmente usada para amostras preparadas para 0 MEV. No caso dos criogéis, 0
MEV pode ser confiavelmente usado devido a excelente estabilidade mecénica do
material do criogel produzido a partir da acrilaminda (ARVIDSSON et al., 2002;
PLIEVA etal., 2004b; PLIEVA et al., 2006).
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10 um EHT = 20.00 kV Mag= 2.00 KX 10 um EHT = 20.00 kv Mag = 2.00 K X
— WD= 27 mm Signal A = SE1 — WD = 26 mm Signal A = SE1

4

100 pm EHT = 20.00 kV Mag= 100X 100 um EHT = 20.00 kV Mag= 100X
WD= 27 mm Signal A = SE1 H WD = 26mm Signal A = SE1

100 pm EHT = 20.00 kV Mag= 250X 100 pm EHT = 20.00 kv Mag= 250 X
WD= 27 mm Signal A = SE1 — WD = 26mm Signal A = SET

100 pm EHT = 20.00 kV Mag= 500X 100 pm EHT = 20.00 kV/ Mag = 500X
WD= 27 mm Signal A = SE1 F—— wbp= 26mm Signal A = SE1

Figura 7 — Micrografias de MEV dos criogéis produzidos. (A) a (D) criogéis puros, e
de (E) a (H) criogéis ativados com o Tris.
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5.1.3 Permeabilidade ao escoamento

A partir dos resultados experimentais de vazdo em funcdo da diferenca de
pressdo (Figura 8) os coeficientes angulares das retas foram ajustados estimando-se
assim a constante de permeabilidade. E possivel observar que no inicialmente, a uma
mesma vazdo a queda de pressdo através das duas colunas dos criogéis foi proxima.
Com o aumento da vazdo, a queda de pressédo se elevou proporcionalmente para ambas
as colunas, sendo que a partir de uma vazdo de aproximadamente 0,3 x 10® m*s?, o

criogel ativado apresentou maior queda de pressdo do que o criogel puro.
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Figura 8 - Dados experimentais e equacdes ajustadas para a vazdo volumétrica em
funcdo da queda de pressao relativos a coluna de criogel ativada (e) e ao criogel puro
(0).

Os valores de permeabilidade para o criogel puro e ativado foram de K,, = 3,084
x 10 m? e K, = 2,074 x 10™ m?, respectivamente, evidenciando assim que o processo
de ativacdo ndo proporcionou grandes alteracdes sobre a permeabilidade dos criogéis.
Estes valores sdo inferiores aos encontrados por outros autores, ao caracterizarem
criogéis de acrilamida tanto puros como ativados, que se apresentaram na faixa de
ordem de 10™ m?a 10"* m? (CARVALHO, 2010; FONTAN, 2013; CHEN et al., 2008;
YAO et al., 2006b; YAO et al., 2007b; YAO et al., 2007a; YAN et al., 2011). Isto pode
ter ocorrido pelo fato de que os criogéis produzidos no presente trabalho possuem cerca
de 10% de mondmeros, valor superior a concentracdo usada por estes autores (cerca de
4 a 7% de mondmeros), 0 que sugere que quanto maior a concentracdo de monémeros,
menor sera a permeabilidade apresentada pelo criogel. Isto pode ser explicado que a

area efetiva total para o escoamento do fluido dentro do criogel, reduz as cadeias do
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polimero ativado sobre a parede do poro o qual leva a um aumento da resisténcia do
fluxo e a diminuigdo da permeabilidade (CHEN et al., 2008).

De acordo a Equacdo de Darcy (Equacdo 4) é possivel observar que a vazao é
diretamente proporcional ao coeficiente de permeabilidade (k,) assumindo-se mesma
estrutura geométrica, mesma diferenca de pressdao e mesmas propriedades do fluido.
Assim, a permeabilidade da coluna pode ser definida como a sua capacidade de permitir
o fluxo do fluido através de seus poros.

5.1.4 Distribuicdo do Tempo de Residéncia e do Coeficiente de Dispersdo Axial
Aparente

As curvas de DTR foram medidas em velocidades superficiais do liquido de
0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 cmmin™. As curvas apresentaram
variacOes aparentes para coluna de criogel puro e ativada, como pode ser observado na
Figura 9. Em ambas, observa-se que houve um alargamento do pico com a reducdo da
velocidade superficial, sugerindo um aumento da dispersdo axial com a diminuic¢do da
velocidade, logo, o tempo de retencdo da amostra injetada no interior da coluna
adsorvente é inversamente proporcional a velocidade superficial do liquido.
Comportamento semelhante foi obtido por outros autores com criogéis ativados (YAO
et al., 2006b; YAO et al., 2006a; CHEN et al., 2008; CHEN et al., 2007).

0,18 1 A —— 0,25cm.min’' 0.18 B —— 0,25 cm.min’’

—— 1,5cmmin’ — 1,5cm.min”
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Figura 9 — Curva de distribuicdo do tempo de residéncia em diferentes velocidades para

o criogel puro (A) e o criogel ativado (B).

Uma diferenca no comportamento das curvas entre as colunas dos criogéis
analisados foi observada. O criogel puro apresentou picos mais altos e com menores

larguras, quando comparado ao criogel ativado. Além disto as curvas da DTR do criogel
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puro se mantiveram mais uniforme, ao contrario do criogel ativado onde algumas de
suas curvas apresentaram ligeiras deformagdes. Isto pode ser explicado pela possivel
distribuicdo ndo uniforme dos poros presentes na estrutura do criogel ativado, o que
levou a um maior tempo da amostra injetada dentro do criogel ativado do que no puro.
Esta caracteristica também foi reportada por Chen et al. (2008), ao comparar seus
criogeéis puros e ativados.

De acordo com a estrutura dos monolitos, o transporte de soluto dentro da
coluna do criogel monolitico procede principalmente por conveccao e dentro dos poros
presentes na coluna do criogel, ocorre por difusdo (HAHN et al., 2002).

Os coeficientes de disperséo axial, calculados de acordo a equagdo 6, sé@o
mostrados na Figura 10 em fun¢do das velocidades superficiais do liquido de 0,25; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 cm.min™’. Os valores encontrados est&o na faixa de
10® a 10°® para o criogel puro, e de 10® a 10™ para o criogel ativado. Estes resultados
estdo proximos a outros trabalhos encontrados na literatura (YAO et al., 20062, YAO et
al., 2006b).
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Figura 10 — Coeficientes de dispersdo axial em diferentes velocidades superficiais para

o criogel puro (A) e o criogel ativado (B).

Em ambos criogéis, os coeficientes sdo proporcionais as velocidades superficiais
aplicadas e, ao se elevar a velocidade superficial do liquido injetado, o transporte
convectivo do soluto dentro dos poros é favorecido, levando a um aumento dos
coeficientes de dispersdo axial de forma exponencial. Esta relacdo pode ser expressa
pelas equacgdes 9 e 10 para o criogel puro e ativado, respectivamente.

Dy, = 103111021638 Eq. 9
Dgx = 900204023023 Eq. 10
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5.2 Analises cromatograficas
5.2.1 Adsorc¢éo de lisozima pura por cromatografia de afinidade

Para verificacdo da adsorcéo da lisozima na coluna monolitica, foram avaliados
trés parametros, pH do meio, forga i0nica e a temperatura da etapa de ativacdo das
colunas. Assim as andlises foram realizadas em 12 tratamentos, 0s quais sao retratados
na Tabela 8. Os resultados obtidos evidenciaram que o tratamento 8 apresentou melhor
rendimento no processo adsortivo da lisozima, mostrando que a interacdo desta proteina

com o ligante imobilizado no suporte foi influenciada pelos trés parametros analisados.

Tabela 8 — Influéncia dos fatores temperatura (°C) de ativacdo do adsorvente, forca

idnica (mol L™) e pH sobre o rendimento de adsorcéo da lisozima (Y).

Tratamento Temperatura de pH Forca ibnica Y
ativacdo (°C) (mol L™ (%)
1 50 6,0 0 4,264°+ 0,083
2 50 7,0 0 5,531°+ 0,214
3 50 8,0 0 0,242° + 0,007
4 50 6,0 0,1 0,330° £ 0,020
5 50 7,0 0,1 0,232° + 0,019
6 50 8,0 0,1 0,064° + 0,002
7 60 6,0 0 13,482° + 0,245
8 60 7,0 0 33,704% + 3,055
9 60 8,0 0 13,661° + 0,045
10 60 6,0 0,1 0,221° + 0,020
11 60 7,0 0,1 0,178°+ 0,003
12 60 8,0 0,1 1,153+ 0,031

*Valores médios com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pela ANOVA teste de
Tukey (p=0,05).

Foram realizadas analise de regressdao linear, no entanto os modelos lineares
ajustados no apresentaram bons coeficientes de determinacdo, R? sendo estes menores
que 0,68 tanto para os criogeis ativados a 50 °C quanto para os criogéis ativados a 60
°C. A partir desta analise também foi verificado que somente o fator forca idnica foi
significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste t, entretanto, observou-se que

nos diferentes valores de pH os valores de rendimento de adsorcdo foram bastante
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distintos, 0 que pode ser notado nos resultados da Tabela 8. Assim, sugere-se a
realizacdo de mais experimentos para a verificacdo da significancia ou néo do fator pH.

A capacidade adsortiva realizada em pH 7,0, na temperatura de 60 °C e forca
idnica 0,0 mol L™ apresentou maior rendimento, sendo reduzido com a elevacdo ou
reducdo do valor de pH. A alcalinidade do meio € um importante fator que influencia as
interagBes entre o adsorvente e a molécula alvo a ser purificada, bem como entre o
ligante e a molécula alvo, a qual foi bombeada através da coluna. Isto se deve ao fato de
que a depender do valor do pH as interacdes entre as moléculas podem vir a ser mais ou
menos favorecidas, podendo até mesmo nao se realizarem, visto que as cargas
superficiais das moléculas s&o influenciadas pelo pH do meio em que se encontram.
Quanto mais proximo ao ponto isoelétrico da proteina, menor serd sua carga liquida
disponivel para sua interacdo com outras moléculas.

Outros trabalhos realizados com a adsorcdo da lisozima em diferentes suportes
ativados com o Tris, também observaram maiores niveis de purificagdo em pH 7,0
(ZHANG et al., 2011; QUAN et al., 2008) e até mesmo em outros tipos de suportes com
diferentes tipos de ativacio (ERGUN et al., 2007; YiLMAZ et al., 2005;
DERAZSHAMSHIR et al., 2008).

Em relacdo a adicdo de sal, foi possivel observar que a forca i6nica influencia a
capacidade do criogel em adsorver a lisozima. Os resultados sugerem que 0 aumento da
forca ionica do meio para 0,1 mol L™ de NaCl reduz a interagdo eletrostatica entre a
molécula de lisozima e as moléculas de Tris imobilizadas na coluna do criogel, o que
também foi observado em outros estudos (YILMAZ et al., 2005; TONG et al., 2002).

Efeito semelhante foi constatado por Lira et al. (2009) ao estudar o efeito da
concentracdo de NaCl na adsorcdo da proteina glicomacropeptideo. Os autores explicam
o fato de que quando existe uma elevacdo na densidade de cargas de interacdo
eletrostatica das moléculas envolvidas no processo ha um fenémeno de repulsdo entre as
moléculas da proteina e do ligante imobilizado no adsorvente na dupla camada elétrica e
a elevacdo da concentracao salina ndo favorece a adsorcao.

Ao se adicionar NaCl 1 mol L™ ao tamp&o de equilibrio, em mesmo valor de pH,
foi alcangado a completa dessor¢do da lisozima da estrutura do criogel. Isto ocorre
devido ao fato de que com a elevacdo da forca iGnica do meio, as interagdes
eletrostaticas da solucdo sdo reduzidas resultando assim na liberacdo das moléculas de
lisozima as quais estavam adsorvidas na coluna de criogel (ERGUN et al., 2007),

mostrando que o agente de dessorcdo aplicado foi eficiente.
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Por fim, o terceiro fator analisado foi a temperatura aplicada durante o processo
de ativagdo do criogel, onde foi observado que a 60 °C foram obtidos melhores niveis
adsortivos da lisozima. Isto pode ser justificado, pelo fato de que em temperatura
elevada a molécula de Tris apresentou conformacdo mais susceptivel a imobilizacdo na
coluna do criogel, tendo maior ligacdo entre seus grupos amino (NH;) e 0s grupos epoxi
presentes na estrutura do criogel.

A partir do cromatograma obtido no tratamento 8, através do sistema AKTA

(Figura 11), foi possivel observar que este tratamento realmente apresentou boa
adsorcéo da proteina em questéo.

Figura 11 — Comportamento adsortivo da solucdo de lisozima pura em pH 7,0, forca

idnica 0,0 mol L™ e temperatura de ativacdo do criogel em 60 °C. (——) Adsorcéo da
amostra; (——) Injecdo da amostra; (——) Eluicdo da amostra.

Nota-se que ao se injetar a amostra de lisozima 0,5 mgmL™, em pH 7,0 e forca
idnica 0,0 mol'L™, essa foi adsorvida na coluna monolitica do criogel ativado a 60 °C,
ndo apresentando elevacdo no nivel de absorbancia. Ao se elevar a forca idnica da fase
mével (fosfato de sddio 0,02 mol L™ + NaCl 1 mol L), observou-se a eluicdo completa
da lisozima.

A amostra do eluido obtido foi entdo analisada em cromatografo liquido, HPLC,
gue nos apontou outra evidéncia para a capacidade adsortiva da coluna de criogel com a

lisozima. Ao se verificar os cromatogramas (Figura 12) da lisozima pura padrdo em
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concentracdo de 0,5 mg mL™ antes do processo adsortivo e a do eluido desta mesma
proteina, é possivel se observar uma elevacdo de pico em aproximadamente 47 - 48
minutos em ambos os cromatdgrafos, o que pode-se concluir por meio de comparagao
entre os dois cromatogramas que a amostra eluida também apresentou presenca de
lisozima. Nota-se que o pico presente no cromatografo da solucdo eluida apresentou
menor altura, com menor absorbéncia. Este comportamento pode ser justificado pelo
fato de que a massa de lisozima injetada no processo adsortivo foi de apenas 0,05 mg
mL™?, e o volume coletado da solugéo eluida foi de cerca de 5 mL estando este bem

diluido, o que levou a uma menor leitura de absorbancia.

o
= A
o
S
~
S gl
< 3]
E g
I i
S ]
c o
g <
o o
2 8]
< o
=%
N
o
=f
] Sl i _
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Tempo (min)
o
=3
ol B
S
I~
3 3gj
I 8]
E o
~— (=
<c 0]
g 8
<« <
_Q |
= o
2 3 _
< g 1
(9]
o i
8] i
o w

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (min)

Figura 12 — Perfil cromatografico da solucdo de lisozima pura antes do processo
adsortivo (A) e solucdo de lisozima eluida (B).
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5.2.2 Especificidade da coluna

Para confirmar a especificidade da coluna monolitica com o Tris imobilizado,
trés proteinas, a-lactalbumina, BSA e pancreatina suina, foram aplicadas & coluna na
condicdo que apresentou maior nivel de captura da solucéo de lisozima pura (pH 7,0;
forca iénica 0,0 mol L™ e temperatura de ativac&o da coluna de criogel em 60 °C).

A partir do cromatograma obtido da Figura 13 observa-se que a mistura com as
trés protefnas injetadas com mesma concentracdo de 0,5 mg mL™, ndo apresentaram
comportamento adsortivo satisfatorio na coluna do criogel ativado com as moléculas de
Tris. Foi observado um pico apds 1 VC, evidenciando que estas proteinas ndo foram

totalmente adsorvidas na coluna.

Figura 13 — Perfil cromatogréafico da solucdo da mistura de proteinas, a-lactolbumina;
BSA e pancreatina suina.

Ja4 ao serem eluidas com tampéo fosfato contendo 1 mol L™ de NaCl, foi
detectado um pequeno sinal, podendo estar relacionado a uma pequena quantidade de a-
lactalbumina, BSA e pancreatina suina, ou até mesmo mais de uma delas, que por
ventura ficaram retidas na coluna monolitica de criogel. Um fator importante que pode
ter contribuido para a pequena adsorcdo observada é a sequéncia de amino&cidos
existente na superficie destas proteinas, a qual pode ter semelhanca com a sequéncia
existente de aminoacidos na estrutura da lisozima, levando assim a pequena retencéo de

uma ou mais das proteinas analisadas.
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Resultados obtidos por eletroforese (Figura 14) também apontam a falta de
interacdo entre as moléculas de Tris presente na superficie ativada com as proteinas a-
lactalbumina, BSA e pancreatina suina presentes na mistura. Ao se aplicar a solucdo do
eluido da mistura de proteinas no gel de eletroforese, observa-se que ndo aparecem
bandas detectaveis (Figura 14, coluna 2), mostrando que as proteinas aplicadas néo
ficaram retidas na coluna. A coluna P visualizada no gel de eletroforese corresponde as
proteinas padrdo, sendo possivel observar a coloracdo no gel exatamente no local

correspondente as massas moleculares das proteinas analisadas, o que se iguala a coluna

1, onde foi aplicada a mistura das mesmas proteinas puras.
1 2

66 KDa
43 KDa

30 KDa

14 KDa

Figura 14 — Gel de eletroforese da solucdo padrdo de proteinas (P); mistura das
proteinas puras (1) e do eluido da mistura de proteinas (2). Massas moleculares: a-

lactalbumina (14 KDa), BSA (66 KDa) e pancreatina suina (complexo enzimatico).

Assim, € evidente que a lisozima apresentou nivel de interacdo com a coluna
ativada do criogel bem maior do que as outras proteinas, sendo possivel afirmar que a
ligacdo entre a lisozima e o Tris imobilizado na superficie do criogel € especifica,
porém nao é uma ligacao forte, pois pode ser facilmente interrompida pelo aumento da
forca idnica do meio na fase movel, o que proporcionou a elui¢do da lisozima.

Resultado semelhante foi obtido por Quan et al. (2008) que provaram que a
interacdo entre o Tris com a lisozima foi especifica, porém fraca, podendo a proteina ser
eluida sob condi¢cdes moderadas, sem alterar sua estrutura natural evitando a perda de
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atividade e evidenciando que o Tris € um ligante com alta afinidade para com a
lisozima.

Como pequena molécula organica, o Tris tem uma estrutura quimica estavel e
simples que pode facilitar a sintese, 0 uso e armazenamento na coluna de afinidade. No
presente trabalho, as condic¢des aplicadas para imobilizacdo do Tris, com tampao fosfato
de potéssio 2,5 mol L™ foram para formar uma ligacdo covalente entre 0s grupos epoxi
da coluna do criogel e os grupos amino do Tris. A ligagdo covalente promove uma
imobilizacdo estavel dos ligantes na matrix. A coluna de afinidade com pequenas
moléculas usadas como ligante pode ser tambem utilizada e armazenada sem protecao

especial como solugéo especifica ou baixas temperaturas (QUAN et al., 2009).

5.3 Isotermas de adsorcao

A isoterma de adsorcdo (Figura 15) foi obtida nas condi¢cdes de pH 7,0, forca
idnica de 0,0 mol L™ de NaCl e temperatura de ativacio do criogel em 60 °C. O objetivo
da construcdo da isoterma de adsorcdo é a determinacdo dos pardmetros Omax
(capacidade méaxima de adsorcdo) e Ky (constante de dissociacdo) que caracterizam o
sistema estudado em termos da capacidade maxima de adsorcdo e velocidade com a
qual o equilibrio é atingido, respectivamente (CRUZ, 1997).

25

20 s

15 4

9. (Mg/mi)

0,0 0,1 0,2 0,3
C,, (mg/ml)

Figura 15 - Isoterma de adsorcéo da lisozima em pH 7,0 e forca i6nica de 0,0 mol L™

de NaCl, a temperatura de 25 °C. (—) modelo de Langmuir.

O modelo da isoterma de Langmuir foi utilizado para o ajuste dos dados
experimentais. Este modelo é baseado na suposicdo de homogeneidade, superficie da

monocamada de cobertura, e a falta de interacéo entre espécies de adsorbato (YILMAZ
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et al., 2005). Segundo informacdes da literatura, as moléculas sdo adsorvidas em um
namero fixo de locais bem definidos, cada um dos quais pode conter apenas uma
molécula, sendo os sitios considerados energeticamente equivalentes e distantes uns dos
outros de modo que ndo se tenha interacdo entre as moléculas adsorvidas em sitios
adjacentes (DERAZSHAMSHIR et al., 2008), o que garante a formacdo da
monocamada.

Os resultados experimentais (Tabela 9) foram submetidos a uma analise de
regressdo nao-linear no software SAS v.9 (SAS Institute Inc., v. 9.0, Cary, NC, USA),
obtendo-se assim os valores dos coeficientes gmax € Kq do modelo de Langmuir. Os
parametros ajustados do modelo de Langmuir séo apresentados na Tabela 10. A escolha
do melhor modelo foi baseada nos testes de significancia dos parametros e coeficiente
de determinacdo. O coeficiente de determinagéo (R?) foi maior que 0,99 demonstrando
gue o modelo de Langmuir teve boa adequacao aos dados experimentais.

A partir dos resultados, é possivel se obter a seguinte relagéo:

_ 51,5667C Eq. 11
"~ 00,4206 + C

em que g é a massa de lisozima adsorvida por volume de criogel (ngmL?) e C é a

q

concentracdo de lisozima na fase liquida (mgmL™) no equilibrio.

A quantidade de lisozima ligada ao suporte aumentou com o0 aumento da
concentracéo inicial de lisozima. Zhang et al. (2011), ao estudar a capacidade de ligacédo
da lisozima em microesferas magnéticas modificadas com Tris, avaliou uma faixa de
concentracdo de lisozima de 0,1 a 0,5 mg mL™ e observou que quando a concentracio
inicial da lisozima foi abaixo que 0,3 mg mL™, a quantidade de lisozima ligada
aumentou com o aumento da concentracdo inicial da proteina.

A vazdo de 0,5 mL min™, aplicada ao processo foi satisfatéria, permitindo que as
moléculas de lisozima tivessem tempo suficiente para se difundirem pelas paredes dos
poros do criogel, e se ligarem aos sitios ativos dos ligantes imobilizados em sua

estrutura.
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Tabela 9 - Capacidade adsortiva (mg proteinamL™) do criogel em funcéo do contetido

de lisozima em tampéo fosfato pH 7,0, forca idnica 0,0 mol L™ de NaCl.

Concentracao de lisozima no equilibrio q adsorvido no equilibrio
(mgmL™) (mgmL™)
0,005 0,7238 + 0,0360
0,010 1,5250 £ 0,0286
0,020 2,8336 + 0,1449
0,030 3,8369 + 0,2127
0,040 5,0707 £ 0,2710
0,050 5,8814 + 0,4315
0,060 5,5584 + 1,6743
0,070 6,7358 + 1,2114
0,080 7,6212 +£1,1331
0,090 8,6887 + 0,8442
0,100 10,4856 + 0,2027
0,125 11,1951 + 0,4730
0,150 13,5195 + 0,8376
0,175 15,1919 + 0,8892
0,200 17,0881 + 0,4997
0,225 18,9052 + 0,8329
0,250 20,0842 + 0,3459
0,275 20,2051 + 1,0564
0,300 20,3109 + 1,0566

Tabela 10 - Parametros ajustados para os modelos de Langmuir.

Parametro Coeficiente Desvio padréao P - valor
Omax 51,5667 4,5787 <0,0001
kg 0,4206 0,0547 <0,0001
R’ 0,9927
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6. CONCLUSAO

Criogéis monoliticos apresentam-se como uma matriz cromatogréfica atrativa
permitindo a captura direta de proteinas e outras biomoléculas de extratos brutos nao
processados. Sua caracterizacdo é uma andlise essencial para a sua posterior aplicacédo
em processos cromatograficos, visto que podem apresentar variacbes de acordo a
compostos utilizados como ativadores, ligantes, dentre outros. No presente trabalho,
observou-se que a ativacdo da coluna do criogel com moléculas de Tris, ndo apresentou
alteracdes significativas quanto a porosidade, capacidade de inchamento, estrutura dos
poros, permeabilidade e distribuicdo do tempo de residéncia. Em geral, a ativacdo
elevou um pouco os valores obtidos, ndo tendo efeitos negativos na caracteristica da
estrutura da coluna e seus poros.

Quanto ao processo de purificacdo proposto, este foi relativamente simples e o
ligante utilizado na cromatografia de afinidade, o Tris, demonstrou eficiéncia e
seletividade para com a molécula de lisozima, nas condi¢des avaliadas. A interacao
entre o Tris e a lisozima foi facilmente desestruturada por moderadas alteracGes do meio
na fase mdvel, ponto este favoravel ao processo de purificacdo, pelo fato de ndo ter sido
necessaria a aplicacdo de métodos complexos para a liberacdo da lisozima, garantindo a
facil recuperacédo da proteina, economia de tempo e de custos.

Nas condicOes experimentais avaliadas, pH, forca ionica e temperatura de
ativacdo da coluna, observou-se que estes trés parametros influenciaram na capacidade
adsortiva da lisozima na coluna monolitica do criogel. A partir da condicdo
experimental que obteve maior nivel de adsorcdo, o0 modelo de Langmuir foi ajustado
aos dados observados, verificando-se que com 0 aumento na concentragao da lisozima
pura, a capacidade de adsor¢do da coluna aumentou até o valor de concentracao
analisado.

Portanto, conclui-se que é possivel empregar a coluna monolitica
supermacroporosa ativada com moléculas de Tris para purificacdo especifica da
lisozima em condicBes cromatograficas. E de interesse que estudos sejam realizados
para avaliar a eficiéncia e seletividade do Tris com a lisozima purificada da prépria
clara do ovo, bem como avaliar a repetibilidade e estabilidade da coluna de afinidade

proposta.
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