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RESUMO

NASCIMENTO, Rui Gomes, D.Sc., Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, abril
de 2021. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAQAO DE ADSORVENTES
MONOLITICOS MACROPOROSOS PARA A PURIFICACAO DE
BROMELINA.

A purificacdo de biomoléculas, em especial macromoléculas, desperta cada vez mais o
interesse de pesquisadores em todo o0 mundo devido ao potencial de uso das mesmas. Para
iSs0, novas técnicas e materiais vém sendo desenvolvidos, como os criogéis poliméricos,
considerados a nova geragdo de matrizes para 0s processos cromatograficos. Os criogéis
permitem a producdo de colunas monoliticas cromatogréficas com elevada porosidade e
com poros grandes o suficiente para permitir a passagem até mesmo de células inteiras, o
que é altamente desejavel para a purificagdo de macromoléculas a partir de meios viscosos
e/ou ndo clarificados. Apesar do crescente interesse nos criogéis, estudos envolvendo as
condigdes de equilibrio e a dindmica do deslocamento de fluidos sdo insuficientes para se
caracterizar completamente essa classe de adsorventes. Assim sendo, neste trabalho um
novo adsorvente que utiliza a interacao hidrfébica e outro que utiliza a afinidade por ions
metalicos imobilizados voltado para a purificacdo da enzima bromelina a partir da polpa
do fruto abacaxi, foi produzido e caracterizado sob diversos aspectos, dentre eles a
estrutura fisica e as relacdes de equilibrio de adsorcao, bem como o efeito da temperatura
e forca-ibnica da fase mdvel nessas reacdes, o que permitiu compreender melhor o
mecanismo de adsorcdo da bromelina nesses adsorventes. Por fim, os leitos produzidos
foram empregados com éxito na purificagdo da bromelina diretamente do extrato do
abacaxi com um minimo preparo da solucdo de alimentacdo e em apenas duas etapas
cromatograficas.

Palavras-chave: criogel, enzima, purificacdo

Orientador: Rafael da Costa Ilheu Fontan.

Coorientadores: Renata Cristina Ferreira Bonomo e Leandro Soares Santos.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Rui Gomes, D.Sc., Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, april
de 2021. DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF MACROPORATE
MONOLITHIC ADSORVENTS FOR PURIFICATION OF BROMELINE.

The purification of biomolecules, especially macromolecules, is increasingly attracting
the interest of researchers around the world due to the potential for their use. For this, new
techniques and materials have been developed, such as polymeric cryogels, considered
the new generation of matrices for chromatographic processes. Cryogels allow the
production of monolithic chromatographic columns with high porosity and pores large
enough to allow even whole cells to pass through, which is highly desirable for the
purification of macromolecules from viscous and / or unclear media. Despite the growing
interest in cryogels, studies involving equilibrium conditions and fluid displacement
dynamics are insufficient to fully characterize this class of adsorbents. Therefore, in this
work a new adsorbent that uses hydrophobic interaction and another that uses affinity for
immobilized metal ions aimed at the purification of the bromelain enzyme from the pulp
of the pineapple fruit, was produced and characterized under several aspects, among them
the structure physics and the adsorption equilibrium relationships, as well as the effect of
temperature and ionic strength of the mobile phase in these reactions, which allowed a
better understanding of the adsorption mechanism of bromelain in these adsorbents.
Finally, the beds produced were successfully used to purify bromelain directly from the
pineapple extract with minimal preparation of the feed solution and in just two
chromatographic steps.

Keywords: cryogel, enzyme, purification

Advisor: Rafael da Costa Ilheu Fontan.

Co-supervisors: Renata Cristina Ferreira Bonomo and Leandro Soares Santos.
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INTRODUCAO GERAL

A inovacdo de técnicas e metodologias para a separacdo e purificacdo de
compostos de origem bioldgica, em especial proteinas, tem sido importante para 0s
recentes avancgos nas pesquisas de biotecnologia. O objetivo principal dos processos de
purificacdo ndo é simplesmente a remocdo de contaminantes indesejados, mas também a
concentracdo do produto desejado e sua transferéncia para um meio onde seja estavel e

gue mantenha suas caracteristicas para a aplicacdo (ZHOU et al., 2020)

Uma das alternativas de purificacdo é a utilizacdo de técnicas cromatograficas.
Tais técnicas estdo entre as mais utilizadas para purificacdo de proteinas. Porém a
presenca de biomoléculas de alta massa molar e tamanho desafia os limites dos métodos
cromatograficos tradicionais (KIRCHERT et al.,2019). Para superar esses
inconvenientes, vem ocorrendo o desenvolvimento de materiais monoliticos poliméricos
macroporosos, que permitem a separagao de grandes biomoléculas e até mesmo de células
inteiras de materiais ndo clarificados (NASCIMENTO et al., 2019).

Destacam-se entre os monolitos poliméricos macroporosos os criogéis, obtidos a
partir do congelamento de uma mistura reativa em polimerizacdo. Sao caracterizados por
possuirem elevada porosidade com poros grandes (didmetro acima de 10 micrometros).
Esses compostos sdo versateis no seu uso, podendo ser produzidos na forma de colunas,
discos ou membranas, e apresentam baixo custo se comparados a matrizes tradicionais na
cromatografia. Além disso, apresentam alta estabilidade quimica e mecanica, e resisténcia
aos ciclos de uso e esterilizacdo (GONCALVES et al., 2016; VERISSIMO et al., 2017;
FONTAN et al., 2018; NASCIMENTO et al. 2019; DA SILVA et al., 2019)

Apesar das vantagens apresentadas pelos criogéis, os grandes poros fazem com
que sua area superficial para adsorcdo e consequentemente a sua capacidade, seja
significativamente menor quando comparadas a um leito fixo empacotado. Para contornar
esses problemas, o estudo das modificagdes na superficie dos criogéis é uma area
promissora e que vem se desenvolvendo rapidamente. Modificacdes quimicas e/ou fisicas
podem ser feitas na matriz do criogel para aumentar a sua seletividade conforme o produto
de interesse a ser purificado, visando aumentar a eficiéncia dos processos de separacdo
(GONCALVES et al., 2016; VERISSIMO et al.,, 2017; FONTAN et al., 2018;
NASCIMENTO et al. 2019; DA SILVA et al., 2019).
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Entre as possiveis modificacfes, estd a funcionalizagdo com compostos
hidrofébicos e com ions metélicos, para a utilizacdo destas matrizes em técnicas de
cromatografia de interagdo hidrofébica (CIH) e cromatografia de afinidade com ions
metalicos imobilizados (IMAC), respectivamente. A técnica de CIH se baseia na
afinidade diferencial, onde os compostos hidrofébicos imobilizados em uma matriz sélida
apresentam por grupamentos apolares expostos na superficie de biomoléculas anfipaticas
(BONOMO et al., 2006). Ja a técnica IMAC explora a interacdo entre grupos doadores
de elétrons presentes na superficie de biomoléculas em solucdo e ions metalicos
quelatados imobilizados em um suporte sélido. Um exemplo dessa técnica seria a
afinidade diferencial que os compostos metalicos imobilizados em uma matriz sélida
apresentam pelos aminoacidos histidina, cisteina e triptofano presentes em enzimas e

proteinas que estejam em solucdo (CARVALHO et al., 2016).

Nos processos de purificacdo de proteinas/enzimas, a cromatografia de interacdo
hidrofébica é uma das técnicas de cromatografia mais utilizada devido a rapidez de
separacdo, com baixa degradacdo do produto e pequena quantidade de solvente,
conduzindo a um elevado grau de purificacdo (MUCA et al., 2017). Ja a técnica de IMAC
vem sendo muito utilizada em purificacdo de proteinas de origem natural ou
recombinante, mas 0s estudos com proteases ainda s&o limitados, abrindo grandes
possibilidades nesse segmento (UEDA et al., 2003; HAGEL et al., 2008; BRESOLIN et
al., 2009; CARVALHO et al., 2016; LYNCH et al., 2019).

As proteases sdo enzimas que atuam na hidrélise de outras proteinas. Sao
encontradas naturalmente em diversos organismos animais, vegetais e microbianos, além
de serem produzidas a partir de técnicas recombinantes. Representam cerca de 60% da
producdo mundial de enzimas, sendo usadas em diversos segmentos das industrias de
alimentos, quimica e farmacéutica. Entre as diversas proteases ja identificadas, estdo a
papaina e a bromelina, obtidas naturalmente do mamao e abacaxi, respectivamente. Sdo
encontradas em diversas partes dessas plantas, como, folhas, caule e epicarpo dos frutos,
incluindo partes menos nobres, ndo aproveitadas no seu processamento. O uso de residuos
agroindustriais do processamento de frutas constitui uma fonte de proteases de baixo
custo, que além de contribuir para a destinagdo mais adequada deste residuo, contribui
para a agregacao de valor a cadeia produtiva, o que, potencialmente, pode gerar uma série

de beneficios econdmicos, ambientais e sociais (DORNELLES et al., 2018).
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Para a obtencdo de proteases purificadas, alguns métodos podem ser aplicados,
como a precipitagdo com etanol e sais (GENTIL, 2014), extragdo com sistemas aquosos
bifasicos (BARRQOS, 2015), filtracdo em gel (CLEMENTINO et al., 2019) e troca i6nica
(ALVES et al., 2017). No entanto, a cromatografia por interacdo hidrofébica e de
afinidade sdo opc¢des efetivas para se obter um grau de pureza mais elevado, além da
maior manutencdo da atividade catalitica das enzimas se comparada a técnicas
tradicionais de precipitacéo e cristalizacdo (CARVALHO et al., 2016; WU et., 2020). O
desenvolvimento de novos adsorventes de menor custo e a utilizacdo de residuos para a
obtencg&o de proteases de origem vegetal constituem uma iniciativa para a agregacao de

valor a cadeia produtiva de frutas ja comercialmente exploradas.

Assim, 0 objetivo na realizacdo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e
aplicar novas colunas monoliticas poliméricas macroporosas em um processo de
purificacdo de uma protease presente no abacaxi, a bromelina, a partir de um meio
parcialmente clarificado. Para isso, a presente tese foi dividida em 4 partes visando ao

melhor detalhamento de cada um dos aspectos avaliados.

Na primeira parte, foi descrita por meio de uma revisao de literatura, todos os

conceitos necessarios para a execucao, entendimento e discussao do experimento.

Na segunda parte, a qual ja foi tramitada o pedido para o dep6sito de uma patente
de invencdo, se prop6s um inédito processo de funcionalizacdo de um criogel polimérico
monolitico para utilizacdo em cromatografia de interacéo hidrofdbica. Para esta inovacao,
foram avaliados os aspectos associados a sua capacidade adsortiva, bem como
caracteristicas fisicas do material produzido, que estdo descritos no Artigo 2 deste
trabalho. Foram determinadas ainda as isotermas de adsorcdo de uma proteina modelo,
sob diferentes condicGes de temperatura e forca i6nica da fase mével. Além disso, foram
avaliados de acordo com fundamentos termodindmicos, os efeitos do fendmeno de

adsorcdo da proteina dentro do processo de interacdo hidrofébica como um todo.

Na terceira parte (Artigo 3) foi descrito o processo de sintese de um criogel
polimérico monolitico e sua funcionalizagcdo para o uso por afinidade por metais
imobilizados, sendo também avaliados os aspectos associados a sua capacidade adsortiva,
bem como caracteristicas fisicas do material produzido. Foram determinadas as isotermas
de adsorgdo da “Bovine Serum Albumin” (BSA) no criogel produzido, sob diferentes

condicGes de temperatura e também foram avaliados de acordo com fundamentos
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termodindmicos, os efeitos do fenémeno de adsor¢do da proteina dentro do processo de
afinidade como um todo.

Por fim, foi avaliada a aplicacdo dos adsorventes monoliticos desenvolvidos para
a purificacdo da bromelina presente na polpa do abacaxi, abordando-se aspectos

relacionados a pureza e rendimento do produto obtido descritos no Artigo 4.
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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.Bromelina

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas encontradas
nas plantas da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi (Ananas comosus var. Comosus)
é 0 mais conhecido (NADIZARAH et al., 2013). Esta proteina possui as seguintes

caracteristicas:

e Sdo proteinas digestiva que pode ser categorizada como uma protease, que
pertence ao grupo de enzimas que tém a funcdo catalitica de hidrolisaras
ligacGes peptidicas de proteinas (TAP et al., 2016).

e Sdo enzimas sulfidrica e como caracteristica das enzimas pertencentes a esse
grupo, requer grupamentos sulfidricos livres para sua atividade catalitica
(BALDINI et al., 1993). Agentes redutores como a cisteina, sulfetos, sulfitos,
e também cianetos atuam como ativadores da acdo enzimatica (TAP et al.,
2016).

e Sdo semelhantes em funcédo a papaina e a ficina e sua atividade enzimética €
dependente do grupo tiol de um residuo de cisteina no seu sitio ativo (AMID
etal., 2011).

A bromelina é naturalmente extraida do abacaxi e de suas partes ndo comestiveis,
normalmente consideradas como residuos na industria. No entanto, ndo esta presente nos
primeiros estagios de desenvolvimento do fruto, porém, seu nivel aumenta, rapidamente,
mantendo-se elevado até o amadurecimento, onde tem um pequeno decréscimo (NOR et
al., 2016). (RAMLI et al., 2017).

Apesar da diminuicdo da atividade proteolitica durante a maturacdo, o abacaxi é o
unico fruto que possui concentracgdes relativamente altas de proteases no estado maduro.
Por exemplo, no mama&o e no figo, tanto a papaina como a ficina, somente sdo encontradas
em altos niveis quando o fruto estd verde; com o completo amadurecimento, a
concentracéo de proteases praticamente desaparece. Este fato se torna uma das vantagens

da utilizag&o e purificacdo das proteases do abacaxi.
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Como visto, a bromelina é encontrada em toda a planta do abacaxizeiro: caule, raizes,
folhas e frutos e coroa. A bromelina procedente do talo do abacaxi (codigoEC 3.4.22.32,
anteriormente designada como EC 3.4.22.4, de acordo com o Enzyme Comission,)
apresenta massa molecular média de 24,5 kDa, com ponto isoelétrico igual a 9,5 sendo a
mais abundante protease entre as preparacdes derivadas do abacaxi. J& a bromelina do
fruto do abacaxi (EC 3.4.22.33, anteriormente designada como EC 3.4.22.5) apresenta
massa molecular média de 31 kDa, com ponto isoelétrico igual a 4,6, e esta presente em
menor quantidade (WU et al., 2017).

A sequéncia de aminodcidos da bromelina foi determinada por Ritonja e
colaboradores, em 1989. As composi¢cfes de aminoacidos da bromelina do fruto, de frutos

maduros e verdes sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo de aminoacidos da bromelina da polpa do abacaxi

Fruto verde Fruto Maduro
(mg/1009) (mg/1009)

Lisina 1.5 1.8
Histidina 1.3 1.4
Arginina 79.7 90.5
Acido Aspaartico 2.7 2.5
Tirosina 13.8 13.4
Serina 32.2 32
Prolina 1.4 1.5
Glicina 32.6 32
Alanina 23.8 24.4
Cisteina 10.0 10.0
Valina 19.8 20.1
Metionin - -
Isoleucina 16.4 16.2
Leucina 20.3 21.0
Tirosina 22.4 22.2
Fenilalanina 7.6 8
Triptofano 501.0 604.0

Fonte: RITONJA et al., 1989.
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Diante de todas essas informac0es, as preparacGes comerciais de bromelina ainda séo
avaliadas de acordo com sua atividade proteolitica, uma vez que todos os usos dessa
enzima estdo baseados em sua atividade, a qual é avaliada em condicdes Otimas. A
atividade de bromelina pode ser determinada em condicGes 6timas de pH, e temperatura,
com varios substratos, que incluem, caseina, gelatina e substratos sintéticos (BALA et al.,
2012).

A bromelina do caule é muito estavel, o que permite que a enzima mantenha sua
atividade biologica a temperaturas entre 40 e 60°C, na qual a maioria das enzimas €
desnaturada (COELHO et al., 2014). Entre 0 pH 5,5 e 8,0, a atividade enzimatica da
bromelina ¢ mantida (PAVAN et al., 2012), mas em condi¢Ges de estresse, como
temperatura elevada, presenca de solventes organicos e quimicos, pode ocorrer um
decréscimo da atividade (SOARES et al., 2012). Em relacdo a bromelina derivada do
abacaxi, verificou-se que a enzima do fruto tem uma atividade proteolitica maior que a
bromelina do talo em diversos substratos protéicos. A atividade proteolitica da bromelina
derivada do fruto mostrou-se estavel entre pH 4,0 - 8,0 e a temperatura de 30°C - 70°C
(BALAetal., 2012). Diante dessa ampla faixa de atividade, a bromelina pode ser utilizada

para diversas finalidades.

A enzima bromelina tem funcgdes Uteis para as industrias alimenticia, farmacéutica,
cosmética e téxtil (NOR et al., 2016; WU et al., 2017). Na industria alimenticia, é utilizada
na producao de amaciantes de carnes, em processos de panificagdo, producédo de queijos,
clarificacdo de cerveja, prevencdo do escurecimento do suco de macd, no preparo de
alimentos infantis e dietéticos, preparo de biscoitos a partir de farinha de trigo com alto
teor protéico, producdo de ovos desidratados, leite de soja e isolados proteicos. O Food
and Drug Administration (FDA) qualificou bromelina como “Generally Recognized as
Safe” (GRAS). A bromelina proveniente do abacaxi possui efetiva acdo amaciante de
carnes. Esta enzima proteolitica causa hidrolise geral de todos os componentes estruturais
do musculo da carne bovina, principalmente em proteinas miofibrilares como a actina e
miosina. (COELHO et al., 2014). Na industria de panificagdo, a bromelina melhora o
relaxamento da massa, permitindo que ela aumente de volume uniformemente e sendo
usada na producao de farinha hipoalergénica, apropriada para pacientes alérgicos ao trigo
(ARSHAD et al., 2014).

A bromelina também tem sido estudada em aplicagdes na industria cosmética e de

higiene como ingrediente ativo em dentifricios e produtos de pele, tratamento de acne,
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rugas e pele seca (ARSHAD et al., 2014). E usada como ingrediente ativo para fornecer
efeitos de peeling (BALA et al., 2013) e como agente de limpeza (CHAURASIYA et al.,
2013). Esta enzima é amplamente utilizada na indastria farmacéutica como ativo para o
tratamento de doencas inflamatorias, distarbios intestinais, doengas relacionadas com a
coagulacgdo do sangue (NOR et al., 2015), como agente fibrinolitico (CHAURASIYA et
al., 2013), tratamento oral para queimaduras de terceiro grau (BERNELA et al., 2016),
aplicacdo terapéutica de anticorpos (TAP et al., 2016) e acdo mucolitica (COSTA et al.,
2014).

Em indlstrias téxteis, a bromelina é usada para melhorar as propriedades de
tingimento de fibras proteicas, decompondo a fibra parcialmente (BALA et al., 2013).
Muitas aplicacGes tém sido estudadas e com o aumento do emprego da bromelina, amplia-
se 0 interesse em determinar métodos viaveis de extracdo e purificacdo dessa enzima
(COSTA et al., 2014).

Dessa forma, a bromelina comercial assim como todas as biomoléculas purificadas
sdo produtos de alto valor agregado e isso se deve aos altos custos dos processos
atualmente disponiveis para a sua purificacdo e obtencdo, o que tem levado ao
desenvolvimento de vérias estratégias de purificacdo (COSTA, 2014), como extracao
liquido-liquido, sistemas micelares, precipitacdo, técnicas cromatograficas e processos

por membranas.

1.2.Purificacao de biomoléculas por cromatografia.

As biomoléculas sdo compostos presentes nas células de todos os seres vivos. Sdo
em geral moléculas organicas, compostas principalmente de carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio. Cada biocomposto macromolecular é composto de subunidades
que determinam caracteristicas estruturais e arranjos especificos dentro da célula. As
proteinas por exemplo, sdo biomoléculas compostas por subunidades de aminoacidos, 0s
lipidios sdo biomoléculas compostas por subunidades de acidos graxos e glicerdis, e 0s
carboidratos sdo compostos por subunidades de monossacaridios. Devido a essas
caracteristicas especificas que cada biocomposto apresenta, € necessario que as
estratégias de purificacdo das biomoléculas sejam adequadas as propriedades individuais
do produto, com a finalidade de se atingir alto grau de pureza e elevadas taxas de

recuperagéo, conservando a atividade da molécula alvo. (GONDIM et al., 2017)
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Nesse sentido, é inegavel que a purificagdo e recuperacdo de uma biomolécula
ndo é uma tarefa simples, uma vez que estdo envolvidos diversos aspectos técnicos e
econémicos para tornar o processo viavel. Diversas operacfes unitarias sdo utilizadas
para esse propasito, incluindo a filtracdo, centrifugacdo, precipitacdo e cristalizacdo. No
entanto, a cromatografia € a técnica que mais se destaca, por apresentar alto grau de
separagdo de biomoléculas, sem que as mesmas percam suas caracteristicas essenciais.
Devido a isso, a popularidade e utilizacdo dos sistemas cromatograficos vém sendo
constantemente debatidos (COLLINS, 1997; CAVALCANTI, 2010; HE et al., 2015;
GONCALVES et al., 2016; GONDIM et al., 2017; KIRCHERT et al.,2019; ZHOU et al.,
2020).

Um sistema cromatografico compreende duas fases: uma fase estacionaria fixa e
uma fase movel. O principio de separacdo baseia-se na diferenca de interacdo dos
componentes da mistura (fase mdvel) com a fase estacionaria. Essa diferenca resulta em
migracdes diferenciais dos compostos de interesse, permitindo assim separa-los
(COOLINS et al., 1997; HOGAN et al., 2016).

A adsor¢do em leito expandido permite o uso de alimentagdo que contém material
particulado, que por consequéncia reduz a necessidade de clarificacdo inicial do meio e
minimiza o nimero de etapas do processo, evitando a perda de atividade da biomolécula.
Em contrapartida, esse método cromatografico exige tipos especiais de colunas e
acessorios que ndo podem ser instalados em sistemas tradicionais de cromatografia (HE
et al., 2015). J& o leito fixo apresenta elevada eficiéncia e é uma técnica de facil
implementacao nos processos produtivos. Porém, a presenca de grandes biomoléculas e
materiais altamente concentrados desafiam a capacidade e produtividade da transferéncia
de massa (MACHADO et al., 2015). Para contornar os problemas presentes no leito fixo,
em especial os problemas de transferéncia de massa, vem crescendo o interesse dos
pesquisadores por diferentes fases moveis e estacionarias disponiveis. Tais fases
possibilitam explorar as diferentes caracteristicas fisico-quimicas das biomoléculas e
assim separa-las por meio da diferenca do tamanho, carga, afinidade e hidrofobicidade
(PERCIN et al., 2015).
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1.3.Cromatografia de interacdo hidrofobica

Na busca por novos suportes cromatogréficos, pesquisadores tém estudado e
explorado caracteristicas hidrofébicas das biomoléculas e o potencial da cromatografia
de interacdo hidrofobica para separa-las (ZHOU et al., 2020). Inimeros exemplos do uso
da cromatografia de interacdo hidrofobica na purificacdo de biomoléculas podem ser

verificados na literatura.

BONOMO et al.(2006), estudou o processo de adsorcdo das proteinas albumina do
soro bovino (BSA) e B-lactoglobulina (B-lg), provenientes do soro do queijo, em
cromatografia de interacdo hidrofébica variando as condi¢Ges de temperatura e
concentracdo de sal. LI et al.(2010), sintetizaram monolitos rigidos a partir de
poli(etileno) contendo diferentes comprimentos de cadeias de etilenoglicol e modificaram
a superficie, com o intuito de atuarem como colunas de cromatografia de interacdo
hidrofobica na adsorcéo de proteinas. Ja WU et al. (2014), utilizou butil-acrilato contendo
copolimero de poli (N-isopropilacrilamida) enxertado em papel de filtro para preparar
uma membrana de interacao hidrofébica (HIMC) para separacédo de proteinas. MUCA et
al. (2017), utilizaram uma coluna de adsorcdo para reter albumina sérica bovina (BSA) e
a-lactalbumina por interacdo hidrofobica sob diferentes condic6es de concentracédo de sal.
CAO et al. (2019), desenvolveram duas metodologias para producdo de colunas

cromatograficas de interacdo hidrofobica, utilizadas para purificar proteinas.

Como po6de ser observado, nos processos de purificacdo de proteinas, a cromatografia
de interacdo hidrofobica € uma das metodologias mais utilizadas, devido a rapidez de
separacao e baixa degradacgdo do produto, conduzindo a um elevado grau de purificacao.
Esta técnica tem como base o ganho entrdpico do sistema proteico, devido a remocao da
agua estruturada nos dominios hidrofobicos presentes na estrutura da proteina e
adicionalmente pelo aumento da forca i6nica no meio, através do efeito da adicdo de sal
neutro, por exemplo, o sulfato de so6dio, que apresenta ions do tipo “salting-out” (CAO et
al., 2019). Isto faz com que os sais atraiam as moléculas de agua do meio, de modo a ficar
menos agua disponivel para as moléculas protéicas o que acarreta na diminui¢do da
solubilidade e exposicdo de grupamentos apolares. Estes grupos apolares normalmente
ficam na parte interna das estruturas das proteinas quando em meio aquoso (CAO et al.,
2019).
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E importante ressaltar que as caracteristicas da fase estacionaria e da fase movel
podem afetar o processo de separacdo. Com relacdo as diferentes fases estacionérias, as
mesmas diferem entre si principalmente pela natureza dos ligantes imobilizados na matriz
(MUCA et al., 2017). Os ligantes mais usados na cromatografia de interacao hidrofobica
sdo os alcanos de cadeia linear com ou sem um grupo amino terminal. Segundo
QUEIROZ et al. (2001) o fenil e outros compostos aromaticos sao também usados como
ligantes, apresentando bons resultados. A fase movel deve ter caracteristicas tais como
tipo e concentracdo de sal, pH e temperatura que favorecam a interacdo da proteina,

presente na fase liquida, com o adsorvente (ZHOU et al., 2020).

Na CIH, uma fase mdvel com alta concentracdo salina favorece a adsor¢do de
proteinas e o decréscimo da concentracdo salina favorece a dessor¢do (MELANDER E
HORVATH, 1977). As interacbes hidrofobicas sdo potencializadas diante de sais que
favorecem a precipitacdo de proteinas, cujo fendomeno ¢ denominado “salting-out”. Estes
ions estdo ordenados de acordo com série de Hofmeister para a precipitacdo de proteinas

em solugdes aquosas (Figura 1).

Figura 1. Série de Hofmeister de desnaturacdo de proteinas.

Aumento de efeito de “salting out”

Anions: PO > S0%, > CH,C00 - > Cl- > Br->NO* > CIO* >SCN-

Aumento no efeito de “salting in”

Céations: NH¥* < Rb* < Na* < Li* <Mg?*< Ca?*<Ba?*

Fonte: HOFMEISTER, 1988.

Esta série foi elaborada por HOFMEISTER em 1988 levando em consideracdo a
influéncia de diferentes ions no comportamento de proteinas em sistemas aquosos. Os
ions foram classificados como cosmotrépicos ou caotrdpicos, de acordo com sua
capacidade de alterar a ligacdo de hidrogénio da molécula de 4gua. Os ions chamados de
cosmotropicos, agrupados no inicio da série, promovem a interacdo hidrofobica, geram
altas densidades de carga que levam a forte interferéncia na ligacdo de hidrogénio
resultando no redirecionamento das moléculas de agua na camada de hidratacdo
hidrofobica ao redor da proteina para o0 seio da solugédo. Eles promovem o efeito “salting-

out” nas proteinas e macromoléculas. J& os ions denominados caotropicos, do final da
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série de Hofmeister, quebram as estruturas da agua, e geram baixas densidades de carga
que levam a pequenos efeitos na ligacéo hidrogénio e redirecionam as moléculas de dgua
do seio da solucdo para a camada de hidratacdo ao redor da proteina. Os ions caotropicos
desfavorecem as interacdes hidrofdbicas e adsorcdo em fases estacionarias com ligantes
hidrofébicos. Estes ions aumentam a solubilidade das proteinas, fenémeno denominado

“salting-in”

Outro fator que influencia a seletividade em adsor¢do de proteinas é a concentracdo
de sal (MUCA et al., 2017). Em CIH, o uso de alta concentracdo de sal no tampé&o de
equilibrio e solucdo da amostra promove as interacfes entre o ligante-proteina e,
consequentemente, aumenta a retencdo das proteinas. A quantidade de proteina ligada
aumenta quase linearmente com o aumento da forga i6nica (CAO et al., 2019).

A temperatura € outro fator que afeta a CIH. Em geral, pode-se afirmar que o aumento
da temperatura eleva a retencdo de proteinas. Essa elevacdo so ocorre até 0 momento em
que a temperatura faz a proteina expor ao maximo seus grupamentos hidrofébicos.
(BONOMO et al., 2006). Ou seja, 0 aumento da temperatura faz com que a proteina altere
sua estrutura secundaria e/ou terciaria e seu arranjo tridimensional da cadeia polipeptidica
é modificado, fazendo com que exponha suas partes hidrofébicas. HIERTEN et al.
(1974), BONOMO et al. (2006) e MUCA et al. (2017) demonstraram que retencao da
proteina geralmente aumenta com a temperatura. Além disso, um aumento na temperatura
pode ocasionar aumento de energia cinética e na mobilidade das espécies do adsorvato, e
ainda provocar um aumento na taxa de difusdo intraparticula do mesmo. Desta forma, a
alteracdo na temperatura conduz a uma mudanca na capacidade de adsorcdo (Horner et
al., 2019)

1.4.Cromatografia de afinidade

Suportes cromatograficos também podem ser funcionalizados para aplicacfes
baseadas em interacgdes de afinidade. A cromatografia por afinidade engloba um conjunto
de técnicas usadas para a purificacdo de biocompostos, em especial proteinas, baseada
em maior seletividade devido a caracteristicas especificas que estas apresentam. Com
isso, mecanismos de ligacdo especificos sdo utilizados, garantindo maior eficiéncia e
especificidade nos processos de separagdo (HAGEL et al., 2008., HAGE, 2011). Os

processos em cromatografia de afinidade consistem basicamente em percolar uma
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amostra por sobre uma fase estacionaria adsorvente contendo os pares especificos de
ligacdo previamente equilibrada pela fase movel para se conseguir as melhores condigdes
de interacdo. As moléculas do soluto presente na amostra interagem seletivamente com

0s pares imobilizados, sendo retidos na fase estacionaria. (LYNCH et al., 2019).

A fase mdvel em geral é aquosa e comumente tamponada em valores de pH 6timos
para promover a ligacdo especifica com o par imobilizado. Para a eluicdo dos compostos
retidos, a fase movel é alterada, mudando-se o tipo de tamp&o, por um incremento na
forca idnica, mudancas de pH ou adicio de solventes organicos. E comum ainda o uso de
agentes caotropicos, como a uréia e a guanidina, que alteram o arranjo conformacional
das macromoléculas. (WANG et al., 2018).

A fase estaciondria deve ser estavel as variacfes de vazdo, pressao, pH, polaridade,
forca idnica e ser a mais neutra possivel evitando-se desse modo interacdes nao
especificas que venham a comprometer a seletividade da mesma. As mais comuns sdo
resinas poliméricas sintéticas ou naturais, a base de agarose, celulose, poliacrilamida,
entre outras. A imobilizacdo dos grupos ligantes pode-se dar diretamente na superficie do
adsorvente ou por meio de bragos espacadores, mantendo-os a certa distancia da
superficie (UYGUN et al., 2015).

Os grupos ligantes que podem ser utilizados definem a natureza da técnica
cromatografica de afinidade a ser usada. De maneira geral, eles se dividem em dois
grandes grupos, baseado na especificidade do par ligante. Sdo eles os ligantes de alta
especificidade, que se ligam a um grupo mais restrito de moléculas, como, por exemplo,
antigenos para anticorpos; e os ligantes gerais ou de especificidade em grupo, que se
ligam a uma familia de solutos sem disting&o entre compostos individuais. E o caso de
metais quelatos (CARVALHO et al., 2016).

1.4.1. Afinidade com ions metalicos imobilizados (IMAC)

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), introduzida
em 1985 por PORATH et al. (1978), explora a afinidade entre ions metalicos imobilizados
em uma matriz sélida e grupamentos situados na superficie de uma proteina. Nesta
técnica, o grupo ligante é um ion metalico, ligado em um agente quelante imobilizado e
tem como principio separar peptideos e proteinas que contenham aminoacidos com

grupos doadores de elétrons, como a histidina. A seletividade na IMAC depende do
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agente quelante, em geral o acido iminodiacético, e dos ions metalicos complexados,
sendo os mais comuns 0 Cu*?, Zn*2, Co*?, Ni*? e Fe*®* (CARVALHO et al., 2016)

Segundo PORATH et al. (1985), na presenca de ions metalicos imobilizados, baixa
concentracdo de sal e determinadas condicdes de pH, os residuos dos aminoacidos
histidina, cisteina e triptofano presentes na superficie da proteina sdo fortemente
adsorvidos. Esta afinidade resulta de ligagdes de coordenacdo reversiveis formadas entre
um ion metélico quelatado (o centro de adsorgdo) e certos residuos de aminoécidos, tais
como imidazol da histidina, tiol da cisteina e indol do triptofano, os quais doam elétrons
para o ion metalico, ou seja, atuam como base de Lewis. O agente quelante é acoplado a
uma matriz solida por meio de ligacGes covalentes. O ion metalico, por sua vez, é
imobilizado ao agente quelante por ligagdes de coordenacdo formadas entre o ion
metalico e &tomos de nitrogénio, oxigénio ou enxofre presentes na estrutura do agente
quelante (BRESOLIN et al., 2009).

Proteinas ou outros solutos introduzidos na fase mével sdo adsorvidos principalmente
pela formacao de ligacdes de coordenacdo com sitios remanescentes dos ions metalicos
quelatados, havendo também a possibilidade de outras forcas envolvidas, tais como forcas
eletrostaticas. As moléculas adsorvidas podem ser eluidas por competicdo com outras
espécies doadoras de elétrons (por exemplo, com imidazol ou com um agente quelante
solGvel) ou por protonacdo de grupos doadores de elétrons presentes na proteina
adsorvida (reducdo de pH). De forma geral, ions metélicos imobilizados em uma matriz
podem ser removidos pela adicdo de agentes competidores fortes, como 0 EDTA (acido
etileno-diamino-tetraacético), sem que haja perda da capacidade da matriz (UEDA et al.,
2003; CARVALHO et al.,2016).

Métodos de separacdo especificos podem ser desenvolvidos para cada proteina alvo,
com a escolha adequada do ion metalico, do agente quelante e das condicdes
cromatograficas. A estabilidade dos quelatos em uma ampla faixa de temperatura e
condic@es da fase liquida é uma vantagem da técnica, pois, além de significar estabilidade
operacional desejada em aplicagdes rotineiras (analitica e larga escala comercial),
propicia também a reutilizacdo dos mesmos, sem que haja perda de desempenho
(BRESOLIN et al., 2009; UYGUN et al., 2015; WANG et al.,2018).

Desta forma, € possivel perceber que os tipos de cromatografia abordados, sdo
técnicas capazes de oferecer aplicacdo na purificacdo e separacdo de biomoléculas, sem
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que ocorra deterioracdo ou perda da funcionalidade das mesmas. Devido a isso, diversos
estudos vém sendo feitos para a inovar na producdo de novos materiais adsorventes e
matrizes cromatograficas. Uma técnica que vem apresentando resultados promissores

para a area em questdo, € a criogeleificacao polimérica.

1.5.Criogéis poliméricos monoliticos

Técnicas adsortivas sdo utilizadas em pelo menos uma etapa de praticamente
todos os processos de purificacdo de biocompostos existentes. Na maioria das vezes €
utilizada a adsorcdo por leitos fixos tradicionais, 0s quais apresentam uma alta capacidade
de saturacdo devido a elevada area superficial das particulas adsorventes. Entretanto,
poros relativamente pequenos de colunas tradicionais, juntamente com solucdes de
alimentacdo altamente concentradas ou particuladas desafiam os limites dos leitos fixos
convencionais em relacdo a sua capacidade e taxa de transferéncia. Para contornar esses
problemas, em especial os problemas de transferéncia de massa, vem crescendo o
interesse dos pesquisadores pelo desenvolvimento de colunas monoliticas macroporosas,
que permitem que o processo ocorra a uma velocidade superficial comparavel a
cromatografia liquida de alta eficiéncia convencional e superior as utilizadas em leito
expandido, utilizando baixas pressdes. (HAHN et al., 2008; MACHADO et al., 2015;
FONTAN etal., 2017; DA SILVA et al., 2019).

As colunas monoliticas poliméricas, também denominadas de materiais
cromatograficos de quarta geracdo, estdo entre os ultimos avancos no setor de matrizes
cromatograficas. Devido a estrutura de macroporos interconectados de grandes
dimensdes, o fluxo através dos poros é predominantemente convectivo e a resisténcia a
transferéncia de massa ¢ baixa (ERTURK et al., 2014; YAVUZ et al., 2015). Os
monolitos poliméricos podem ser produzidos essencialmente a partir de qualquer
precursor de formacdo de gel, apresentando ampla variedade de morfologias e
porosidades (PLIEVA et al.,, 2008). Entre os mondlitos poliméricos utilizados como
matrizes cromatograficas, um que apresenta destaque é o criogel de poliacrilamida, obtido
da polimerizacdo de moléculas de acrilamida (Aam), N, N’-metileno-bis-acrilamida
(BAam), adicionados ou ndo de outros monémeros (como o alil-glicidil éter, AGE), sob
condicdes de congelamento (-10°C a -20°C), pela técnica conhecida como
criogeleificagéo (PLIEVA et al., 2004). Os monolitos assim sintetizados s&o chamados
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de criogéis pAAm e sua utilizacdo vem sendo reportada por diversos autores (YAO et al.,
2007; DRAGAN et al., 2012; WANG et al., 2014, MACHADO et al.,, 2015;
GONCALVES et al., 2016; CARVALHO et al., 2016; VERISSIMO et al., 2017;
NASCIMENTO et al.,2019; DA SILVA et al., 2019).

Cada um dos componentes utilizados apresenta uma funcdo especifica na
formacédo do criogel de poliacrilamida. A Aam, principal mondmero da estrutura, atua
como o agente reticulante, sendo o responsavel pela linearidade da cadeia. A BAam, um
mondmero com duas moléculas de AAm acoplada nas extremidades com terminacfes
ndo reativas, promovera o enlace das cadeias de AAm, formando as ligacGes cruzadas
necessarias para a formacdo do gel. O AGE é utilizado para aumentar a resisténcia
estrutural e dispor grupos epdxi reativos na superficie. O persulfato de aménio (APS) e o
N,N,N,N-tetrametiletilenodiamino (TEMED) fornecem os radicais livres necessarios
para iniciar e acelerar a reacdo de polimerizacdo, respectivamente (COOPER, 1977;
ARVIDSSON et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2019; DA SILVA et al.,2019).

A criogeleificacdo que ocorre para a formacdo dos criogéis € um processo de
polimerizagdo comum, porém em condigdes de congelamento. As diferencas de
morfologia dos criogeis para os géis formados em temperatura ambiente sdo explicadas
pelo fato de que, em condi¢des moderadas de congelamento, parte do solvente permanece
ndo congelado, na chamada microfase liquida. Na Figura 2 observam-se micrografias
obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) de estruturas preparadas a partir
de uma mistura idéntica via polimerizacdo em temperaturas de -20°C e 20°C. Enquanto
que a estrutura do material preparado a temperatura ambiente é compacta e praticamente
sem funcionalidade para cromatografia, o criogel apresenta grandes poros
interconectados, separados por paredes sélidas poliméricas, que permitem o fluxo por sua

estrutura.
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Figura 2. Imagem obtida por microscopia eletrdnica de varredura de (A) criogel a

base de dextrana preparado a -20°C e (B) gel de dextrana convencional preparado

a temperatura ambiente.

Fonte: PLIEVA et al., 2007.

As substancias dissolvidas nesses sistemas concentram-se nessa regido, e Como o

volume dessa microfase € bem menor do que o volume da solucdo inicial, ocorrera

aumento da concentracdo dos materiais dissolvidos. Desse modo, a reagdo de

polimerizacdo ocorre nas regides monoméricas concentradas ndo congeladas formando
um gel resistente (LOZINSKY et al., 2002; GUN’KO et al., 2013). A representagdo

esquematica para a formacéo de criogéis poliméricos é mostrada na Figura 3.

Figura 3. Representagdo esquematica da producdo de criogéis. Os componentes

marcados nos sistemas sdo: (1) precursor de alta massa moléculas, (2) solvente, (3)

precursor de baixa massa molecular ou substancias solaveis, (4) policristais do

solvente congelado, (5) microfase liquida ndo congelada, (6) rede polimérica do

criogel, (7) macroporos e (8) solvente descongelado.

Sistema Inicial (A)

Fonte: Adaptado de LOZINSKY et al., 2003.

Sistema congelado (B)

Congelamento
—_—

4—

Descongelamento
_—

Sistema descongelado (C)
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A cristalizagdo do solvente é uma etapa crucial para a formacédo satisfatoria de
supermacroporos interconectados dentro do criogel, ou seja, os cristais de gelo em
crescimento sdo 0s responsaveis pelo desenvolvimento da estrutura macroporosa. A
forma e o tamanho dos cristais determinam a forma e o tamanho dos poros que se
desenvolvem durante a sintese do criogel (PLIEVA et al., 2008). GUN’KO et al. (2013)
realizaram a sintese de criogéis de poliacrilamida utilizando trés temperaturas de
congelamento (-10°C, -20°C e -30°C) e observaram que poros maiores foram formados
quando se utilizou temperatura mais elevada. Isto ocorre, pelo fato de, ao se utilizar
maiores temperaturas, o congelamento ocorrer de maneira mais lenta, resultando no

desenvolvimento de cristais de gelo maiores.

Este tipo de suporte apresenta algumas vantagens que o destaca para utilizagdo em
bioprocessos, que sao: facil preparacdo, os monémeros usualmente utilizados sdo soluveis
em agua permitindo a biocompatibilidade do leito, apresentam caracteristicas de formar
leitos mecanicamente estaveis, rapida transferéncia de massa pelo leito e a
permeabilidade ndo é significativamente afetada pela compressao do leito (DA SILVA et
al.,2019).

Uma desvantagem ressaltada por MOURAO et al. (2019), é que devido aos
grandes poros existentes na matriz do criogel, a capacidade de adsorcdo de enzimas ou
outras proteinas é limitada, devido a baixa area superficial, no entanto, modificacGes na
matriz podem melhorar essa capacidade. O processo de imobilizagdo de mondmeros
funcionais na superficie pode aumentar consideravelmente a densidade dos grupos
funcionais de superficie, gerando uma maior capacidade para a coluna (LYNCH et
al.,2019). Diante disso, surge a necessidade de estudos para modificacdo de sua estrutura,
visando melhorar sua capacidade de ligagdo, aumentando assim a seletividade com os
compostos de interesse e, consequentemente, elevando a eficiéncia de tal processo. Para
isto, diversos métodos de ativacdo para posterior imobilizacdo tém sido relatados, como
por exemplo, a ativacdo via ligacdo covalente (GONCALVES et al.,, 2017,
NASCIMENTO et al., 2019; DA SILVA et al.,2019)
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1.6.Criogéis ativados e funcionalizados por ligagdes covalentes.

Visando aperfeicoar o processo de utilizagdo dos leitos monoliticos como suporte
para imobilizagdo e purificagdo de biomoléculas, diversas abordagens para a imobilizagéo
de ligantes de afinidade tém sido reportadas (ANDAC et al., 2016). Os processos de
adsorcéo, conformacdo e atividade aparente da biomolécula imobilizada ou purificada
sdo influenciados pelas propriedades da coluna monolitica utilizada com suporte. Os
grupos reativos, na maioria dos casos sdo inseridos na superficie da matriz polimérica

para propiciar a formacao de ligacdo covalente entre a biomolécula e o suporte.

A imobilizacéo via ligagéo covalente é normalmente realizada pelo escoamento
de uma solucdo contendo ligantes através do criogel ou por imersdo do criogel nesta
solucdo (LYNCH et al.,2019). Os grupos reativos, como 0S grupamentos epoxi, sdo
introduzidos na superficie do suporte para permitir a formacéo de ligacdo covalente entre
a biomolécula e o suporte na etapa subsequente.

Os suportes contendo radicais epdxi disponiveis na superficie estdo entre 0s mais
utilizados para a imobilizacdo de biomoléculas. Isso ocorre em razdo de tais grupos
poderem reagir facilmente com grupamentos amina, tiol ou hidroxila das moléculas,
formando uma ligacdo covalente estavel. Além disso, grupos epdxi sdo muito estaveis em
valores de pH préximo ao neutro, o que torna o suporte contendo esses grupos adequados
para longos periodos de armazenamento. Geralmente, os radicais epoxi sdo oriundos da
insercdo de mondmeros especificos no processo de sintese dos mondlitos. A utilizacéo
dos monémeros glicidil metacrilato (GMA) e alil-glicidil éter (AGE) sdo exemplos de
mondmeros comumente utilizados na reacdo de polimerizacdo, responsaveis pelo
fornecimento desses radicais (UYGUN et al., 2015; PERCIN et al., 2015; CARVALHO
et al., 2016; NASCIMENTO et al.,2019). Um dos métodos que utilizam como suporte
uma matriz macroporosa contendo radicais epoxi reativo é o método do glutaraldeido,
mostrado na Figura 4 (DA SILVA et al., 2019).
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Figura 4. Método do gluteraldeido — imobilizacdo de ligantes via ligagdo covalente

para monolitos de afinidade.

/{J

\ N - CH,- CH,-NH, '~ (CH,)—C

i oy BN CHCHANH, iz NH-CH;CH; NH, oHC Z(CHA—CHO
N Glutaraldeido

Etilenodiamina

Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2019.

Neste método, um criogel contendo grupamentos epdxi reativos (epoOxi-ativado) é
primeiro convertido a uma forma amina-ativado pela reacdo dos grupos epoxi com
reagentes contendo grupamento amina, como etilenodiamina. O monolito amina-ativado
reage entdo com um dialdeido (por exemplo, glutaraldeido) para produzir um criogel
aldeido-ativado, capaz de reagir com grupamento amina das moléculas ligantes com a
caracteristica funcional desejada (GONCALVES et al., 2016). A vantagem principal esta
na capacidade de formacdo de um longo brago espacador entre o criogel e o ligante,
evitando possiveis efeitos de impedimento estérico, o0 que pode acarretar em uma maior
capacidade de imobilizacdo do ligante e de purificacdo da molécula alvo (GONCALVES
etal., 2017; DA SILVA et al.,2019).

Partindo dessa abordagem, a realizacdo de mais pesquisas nessa area € de
fundamental importancia para ampliar o conhecimento e contribuir na otimizacao de tal
processo. Outras alternativas vidveis para aumentar a eficiéncia dos criogéis € adicionar
ligantes especificos aos monolitos ativados pelo método gluteraldeido. Dessa forma, sera
possivel obter matrizes cromatograficas com atividade especificas a determinados grupos
de biomoléculas. Por exemplo, ao se inserir moléculas apolares na superficie dos criogeis,
fard com que os mesmos tenham maior afinidade em adsorver moléculas apolares, pois
as cadeias ou subunidades apolares presentes tanto na superficie como na molécula
encontram-se solvatadas por camadas de moléculas de &gua. A aproximacdo das
superficies apolares promove o colapso da estrutura organizada da &gua, permitindo assim

a interacdo superficie-molécula através da hidrofobicidade.
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1.7.Funcionalizacao dos criogeis para interacdo hidrofébica

Diversos autores tém demonstrado a eficiéncia da funcionalizagéo de criogeis para
uso na cromatografia de interagdo hidrofobica. Exemplos podem ser vistos a seguir.
NEVES et al. (2020), objetivando purificar proteinas, percolaram fenilalanina e triptofano
nas superficies de criogeis de poliacrilamida, por meio do método gluteraldeido. ZHANG
et al. (2020), produziram uma matriz de interacdo hidrofobicapelo método de insercao,
ou seja, inseriram o composto hidrofébico, neste caso o butil metacrilato, na composicéao
da estrutura do criogel de poliacrilamida. J& Turkeman et al. (2017), sintetizaram criogel
megaporoso carregado com granulos de glicidil metacrilato para fornecer afinidade
hidrofébica e estes foram utilizados para a purificagdo de lisozima de clara de ovo de
galinha.

Dessa forma, percebe-se que para a funcionalizagéo de adsorventes para 0 uso em
interacdo hidrofébica é necessaria a escolha de um agente que promova a interacdo da
biomolécula alvo com a superficie. A via mais comumente para tal é utilizando matrizes
poliméricas que contenham radicais epOxi em sua estrutura, aproveitando-se da
reatividade dos mesmos. Assim, uma das técnicas que tem sido utilizada para a
imobilizacéo de ligantes hidrofobicos é o método do gluteraldeido, que consiste em uma
matriz base produzida a partir da criogeleificacdo de uma mistura de acrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida e alil glicidil éter em meio aquoso, com o0 processo de
polimerizacdo catalisado pela adicdo de persulfato de amoénio e N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina, em moldes adequados. Para que esta técnica tenha eficécia é
necessario que a matriz-base seja funcionalizada a partir da formacéo de bases de Schiff
sequencias. Inicialmente, ocorre a reacdo entre os radicais epoxi existentes na matriz base
devido ao uso de alil glicidil éter (AGE) e radicais amino de etilenodiamina em solucao.
Posteriormente bases de Schiff sdo formadas entre radicais amino da etilenodiamina e
radicais carbonila de glutaraldeido em solucéo e finalmente entre os radicais carbonila do
glutaraldeido e os radicais amino das moléculas do composto que ira fornecer radical
ativo para a interacdo hidrofobica. Tal grupo ativo pode ser derivar de cadeias longas de
carbono ou anéis aromaticos, como é o caso da butilamina que possui 4 moléculas de
carbonos em sua estrutura e a anilina que possui um anel aromatico ligado a um
radicalamina. Por fim, radicais epOxi residuais que ndo tenham reagido sdo blogueados
pela reacdo com etanolamina, para se evitar interacfes indesejaveis nos processos de

separacao.
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Uma outra alternativa viavel para aumentar a eficiéncia dos criogéis é a

imobilizacéo de ligantes especificos para transforméa-los em mondlitos de afinidade.

1.8.Funcionalizacdo de criogeis para interacdo de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC).

A principal exigéncia para se utilizar uma matriz em IMAC é que a matriz seja
hidrofilica, visando ndo favorecer a adsor¢do ndo-especifica de biomoléculas. Além
disto, é essencial a presenca de grupos funcionais que possibilitem a modificacdo quimica
(ativagdo) do material para imobilizacio de ligantes. E aconselhavel que a matriz
apresente também as seguintes caracteristicas: alta resisténcia mecanica, area superficial
e porosidade elevadas, estabilidade em uma ampla faixa de pH e na presenca de sais e
solventes organicos (WANG et al., 2018).

Na maioria dos trabalhos publicados de IMAC, a ativacdo foi realizada em matrizes
que contenham radicais epOxi em sua estrutura, aproveitando-se da reatividade dos
mesmos. Tais radicais sdo inseridos nas matrizes cromatograficas no momento da sua
sintese, utilizando-se por exemplo epicloridrina, alil-glicidil éter ou glicidil metacrilato
(WANG etal., 2018). Os agentes quelantes sdo ligados covalentemente a fase estacionaria

ativada ou ao braco espacador através de seu grupo amino (Figura 5).

Figura 5. Esquema de ativacao por epicloridrina, acoplamento do agente quelante e

imobilizacdo de ion metalico em matrizes poliméricas.
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Fonte: BABAC et al., 2006
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Como observado pela figura acima, para que ocorra a funcionalizacdo desses
adsorventes para o uso em IMAC ¢é necesséria a escolha de um agente quelante e
posteriormente a coordenacdo com um ion metalico. (KIM E HAGE, 2005; BABAC et
al., 2006; HAZIJADEH et al., 2012; WANG et al., 2018).

Os agentes quelantes usualmente empregados sdo o acido iminodiacético (IDA) e
0 &cido nitrilotriacético (NTA), capazes de fazer, respectivamente, trés e quatro ligacdes
coordenadas com os ions metalicos. Tais agentes sdo imobilizados covalentemente na
matriz cromatografica, utilizando-se ou ndo bracos espacadores que permitam maior
acesso ao sitio de ligacao. A escolha do ion metélico varia em funcdo da biomoléculas-
alvo, variando de fons divalentes (Co?*, Cu?*, Ni%*, Zn?*, Ca®*, Mg?®*) quando se objetiva
a interacdo, por exemplo com os aminoacidos histidina, cisteina e triptofano a ions tri e
tetravalentes (AI¥*, Fe3*, Zr*") quando se quer purificar fosfoproteinas e fosfopeptideos
(UYGUN et al., 2015). Diversos estudos vém sendo feitos com a utilizacdo de monolitos
em IMAC na purificacdo de proteinas nativas e recombinantes (BIBI et al., 2013,
UYGUN et al., 2015, CARVALHO et al., 2016). No entanto, as variacbes possiveis
abrem uma imensa gama de oportunidades nesse segmento, podendo contribuir bastante
para a processo de purificacdo de biomoléculas. No projeto de um processo de purificacdo
ou de sua ampliacdo de escala, é usual o estudo do equilibrio do soluto entre a solugéo e

0 adsorvente usando isotermas de adsorcao.

1.9.1sotermas de Adsorcao

Isotermas de adsorcdo podem ser definidas como as relacbes de equilibrio entre a
concentracdo de um composto em solucdo e na superficie de um solido adsorvente, ao
longo de uma faixa de concentracfes de interesse. O equilibrio de adsorcédo é geralmente
um requisito essencial para obtencdo de informacdes relevantes sobre projeto e analise de
um processo de separacdo por adsorcdo. Quando uma determinada quantidade de um
solido, comumente chamado de adsorvente, entra em contato com um dado volume de
um liquido contendo um soluto adsorvivel, chamado adsorvato ou adsorbato, a adsorgao
ocorre até que o equilibrio seja alcangado. Isto é, na adsor¢do quando o adsorvato é
colocado em contato com o adsorvente, as moléculas tendem a fluir do meio aquoso para
a superficie do adsorvente até que a concentracéo de soluto na fase liquida (Ce) permaneca
constante. Nesse estagio é dito que o sistema atingiu o estado de equilibrio e a capacidade
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de adsorcdo do adsorvente (qe) € determinada. Curvas, denominadas de isotermas,
envolvendo a capacidade de adsorcédo (q) versus Ce podem ser obtidas a partir de dados

experimentais (Figura 6).

Figura 6. Exemplo de isoterma de adsorcao
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Fonte: Do Nascimento et al. (2014).

A obtencdo de uma isoterma de adsorcdo pode ser feita a partir de um processo
simples em batelada, em que uma massa de adsorvente ¢ adicionada em um determinado
volume (V) de uma série de solugBes com concentracGes iniciais (Co) diferentes e
conhecidas. Quando o equilibrio de adsorcéo é atingido, tem-se a concentracdo final de
soluto na solucdo em equilibrio (Ce ,em gramas ou mols por litro de solugdo) e a
capacidade de adsorcdo do adsorvente (g, em massa ou mols de adsorvato, por unidade
de massa de adsorvente). Assim, podemos obter um grafico de g versus C. (CARVALHO
et al.,2016).

A palavra isoterma esta relacionada com o fato de que os ensaios sdo realizados em
temperatura constante. Pode-se, naturalmente, repetir os testes de batelada, em diferentes
temperaturas constantes e, desse modo, gerar um outro conjunto de dados q versus Ce
para cada temperatura (ZHENG et al., 2020). Dessa forma, pode-se verificar a influéncia
da temperatura no processo de adsor¢do. Para obter valores de concentracéo de equilibrio,
deve-se fazer um balango de massa, em que a quantidade de adsorvato no adsorvente deve
ser igual a quantidade de adsorvato removido da solugéo, ou, em termos matematicos

(equacdo 1):
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m
Onde: q = Capacidade de adsorcéo; Co = Concentragéo inicial do adsorvato; Ce =
Concentracdo do adsorvato no equilibrio; V = Volume da solucdo; m = Massa do

adsorvato.

E importante mencionar que as unidades para cada variavel (g, Co, Ce € m) ficam a
critério do pesquisador, tomando somente o cuidado para a padronizacdo das mesmas.
Ap0s as determinagdes de g e Ce, pode-se construir um gréfico dos valores de g versus Ce
(g na ordenada, ou eixo vertical, e Ce na abscissa, ou eixo horizontal) o qual tem como
resultado um grafico de uma isoterma de adsorcdo (DO NASCIMENTO et al., 2014).

No entanto, apesar do fenébmeno da adsorcdo poder ocorrer em qualquer tipo de
interface, na aplicagdo de técnicas cromatogréficas para a purificagdo de biocompostos,
tal fendbmeno tem maior relevancia quando uma das fases é solida. (ZHENG et al., 2020).

Entre os modelos de isotermas de adsorcdo existentes, um dos mais simples e
utilizados é o modelo de LANGMUIR (1918), que considera a adsorcdo em uma
monocamada, sem interacdes soluto-soluto e soluto-solvente, em um adsorvente
homogéneo com sitios de adsorcdo bem definidos. Tal modelo foi proposto inicialmente
para a adsorcdo de gases em superficies sélidas, sendo posteriormente estendido o seu
uso para a adsorcao de solutos a partir de solugdes liquidas (CARVALHO et al., 2016).

O modelo de Langmuir € apresentado abaixo na equacéo 2.

KlCe

1+ K,C, @)

9 = 9max

Onde gmax € a capacidade maxima de saturacdo do adsorvente (mol-L?), K| é relacionada
a constante de equilibrio de adsorcédo (L-mol™), g é a quantidade de soluto adsorvido
(mol-L ) no equilibrio e Ce é a concentracéo de soluto em solucéo, também no equilibrio
(mol L.

De acordo com CARVALHO et al. (2016) e ZHENG et al. (2020), as suposi¢des
decorrentes da equacdo de Langmuir podem ser explicadas a partir das consideragoes

feitas para o desenvolvimento da mesma.
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Quando uma solucdo é posta em contato com o adsorvente e o0 sistema atinge o
equilibrio, este estado de equilibrio nada mais é do que a igualdade da velocidade em que
as moléculas ou ions s&o adsorvidos/dessorvidos na superficie do adsorvente. E isso que
o conceito de “equilibrio” implica. Isto €, no equilibrio, a adsor¢do e dessor¢do nado
deixam de ocorrer, mas sim que as suas velocidades (taxas) sdo iguais. Assim, se a
velocidade de adsorgdo é proporcional a concentra¢do do adsorvato no liquido (Ce), e
para a fracdo da area de superficie do adsorvente que esta vazia (1- 0), onde 6 ¢ a fracdo
da superficie coberta (CARVALHO et al.,2016; ZHENG et al., 2020), podemos escrever
a equacao 3:

Taxa de adsor¢ao = K;C,(1— 0) 3)
Onde: k1: constante para adsorcao.

Admitindo-se que todos os sitios da superficie do adsorvente possuem a mesma
energia, ou seja, sdo de tal forma homogéneos, K; assume o mesmo valor para todos 0s
sitios. Além disso, pode-se admitir o fato de que a cobertura da superificie se da de
maneira mono (molecular ou elementar), isto é, somente é possivel a formacdo de uma
monocamada, entdo a taxa de adsor¢do € proporcional a (1 -8), isto ¢, a total cobertura
(adsorcao) estara completa quando 6 = 1. Da mesma forma como considerado com a taxa
de adsorcao faz-se para a taxa de dessor¢do, considerando que o sistema encontra-se em

equilibrio, portanto:
Taxa de dessor¢ao = K, 0 4)
Onde: k2: constante para a dessorcéo
Como o sistema encontra-se em estado de equilibrio, podemos igualar as duas taxas:
KiC.(1— 8)=K,6 (5)
ou, resolvendo para 0 e adotando, Ki= K1/K> temos:

_ KlCe
1+ K,C, (6)

Em geral, é preferivel trabalhar em termos da quantidade ¢, a quantidade de soluto
adsorvido por massa de adsorvente, em vez de 6. Desde que q e 0 sejam proporcionais,

volta-se para a equagao 2:
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KlCe

= Qmax T1K.C, 2

q

Onde: gmax: se torna outra constante.

Este € 0 valor maximo que g pode atingir com o aumento de Ce, 0 que leva a concluséo
de que a cobertura da superficie 6 € igual a relacao de q /qmax, €, portanto, 6 = 1 quando
0=Omax. De todo modo, gmax representa a concentracdo das espécies adsorvidas sobre a
superficie, ou seja, todos os sitios disponiveis foram preenchidos, uma cobertura completa
¢ atingida. A equacdo 2 é frequentemente rearranjada para outras formas lineares para

determinar os valores de KL € gmax, COMO mostrado nas equagdes 7 e 8:

_ 1 4 1 @
qe Amax Kl Amax Ce
Ce 1 1 (8)

te Tmax " Kitar

Geralmente, essas duas formas sdo mais utilizadas. Portanto, tomando como base a
equacdo 7, a construcdo do graficol/q versusl/Ce ird produzir uma linha reta (a qual é
geralmente obtida por um procedimento de ajuste linear por minimos quadrados) com
inclinagéo 1/(KLgmax) e interceptagéo 1/gmax. Conhecendo os valores da inclinagéo e a
intercepcdo, podemos facilmente calcular valores para os dois parametros Ki € Qmax. A
Figura 7 mostra os dados obtidos por Melo et al. (2013) em estudo da adsorcdo de ions
metalicos Cu2+ em adsorventes especificos, onde um grafico é construido a partir da
equacéo 8. Os dados foram coletados utilizando uma massa de 25 mg do adsorvente em
25 ml de solucéo numa faixa de concentragdo de 10 a 400 mg L™, pH tamponado em 5,5
e sob agitacdo de 250 rpm. Assim, utilizando os coeficientes angular (inclinacdo) e linear
(intercepto), os valores de gmax e KL calculados sdo 37,03 e 7,60 x 10-3,

respectivamente.
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Figura 7 - Gréafico de Ce/ge versus Ce para determinacdo dos parametros de
Langmuir.
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Fonte: Melo et al., 2013.

Mesmo este modelo sendo amplamente empregado para descrever o equilibrio de
adsorcdo e afinidade de macromoléculas (CARVALHO et al., 2016), as equacdes
ajustadas adquirem certo carater empirico, uma vez que a consideracdo do modelo de
Langmuir de que cada sitio de adsorcao interage com apenas uma unica molécula, e vice-
versa. No entanto, ele ainda se ajusta melhor que outros modelos, e indica um limite de
saturacdo da superficie (VIDAL et al., 2012; PACURARIU et al., 2013; SOUSA NETO
etal., 2013; CARVALHO et al., 2016; CHONG et al., 2020).

1.10. Propriedades termodinamicas

Além dos pardmetros relacionados ao equilibrio do processo de adsorcao, € essencial
para a compreensdo dos fendbmenos envolvidos o conhecimento da variacdo das

propriedades termodinamicas.

InteracOes soluto-adsorvente, soluto-solvente, solvente-solvente, soluto-soluto,
solvente-adsorvente, alteracbes conformacionais, entre outros, sdo alguns dos fatores
envolvidos. A partir do estudo da variacdo das propriedades termodinédmicas verifica-se
a espontaneidade dos processos avaliados, bem como o tipo de fendbmeno predominante,
entre efeitos entélpicos (associados a formacdo/ruptura de interagdes) e entrépicos

(associados a alterag6es configuracionais no sistema) (NASCIMENTO et al., 2018).
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Uma dessas propriedades (a entalpia de adsor¢do) pode ser avaliada a partir da
determinacdo direta das mesmas em ensaios experimentais calorimétricos (VIEIRA et
al.,2017). Sempre que possivel, ensaios experimentais sdo preferidos, dada a precisao e
exatiddo que o0s equipamentos atuais permitem, com menor propagacao de erros com 0s
calculos. (VIEIRA et al., 2017; SIMOES-CARDOSO et al., 2019).

Quando ndo € possivel a realizacdo de ensaios calorimétricos, as correlagdes
matematicas sdo amplamente empregadas. A magnitude destas interagdes é governada
pela energia livre do sistema antes e apos as interacdes ocorrerem, e podem ser atribuidas
as mudancas na entalpia e entropia do sistema (TONG er al., 2020). Assim torna-se de

grande importancia a determinagéo da variacao destas propriedades.

Na pratica, o estudo termodindmico de um processo de adsorcdo envolve a
determinacdo e calculo dos parametros termodindmicos energia livre de Gibbs (AG),
variacdo de entalpia (AH) e variacdo de entropia (AS). A variagdo na energia de Gibbs
fornece informacoes a respeito da espontaneidade do processo. Quanto mais negativo o
valor de AG, mais espontaneo e favoravel é o processo. Se AG for positivo, 0 processo é
considerado ndo espontaneo. Por sua vez, a varia¢ao de entalpia (AH) indica se 0 processo
como um todo é exotérmico (valor negativo) ou endotérmico (valor positivo). A
magnitude dos valores de variagdo da entropia (AS) estdo relacionados a entalpia de
hidratacdo do adsorvato na interface liquido/solido, ou seja, aos graus de liberdade do
sistema. Se AS< 0, o processo envolve um mecanismo associativo, enquanto valores de
AS>0 sugerem aumento da entropia na superficie solido/liqguido e um mecanismo
dissociativo, podendo ocorrer devido a mudangas estruturais no adsorvato e/ou

adsorvente.

Estes parametros estdo relacionados segundo as equagdes: (VIEIRA et al., 2017):

AG = —RT InK 9)

AG = AH —TAS (10)
InK = AHads® 1 N ASads® (11)
= R T ' R

Onde R é a constante universal dos gases (8,3145 J K-1mol™?), T a temperatura (K) e

K a constante de equilibrio.
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A equacdo 11 ¢é conhecida como “Equagdo linear de van’t Hoff”. Essa equacao é
um dos modelos mais utilizados, quando ndo se ha a possibilidade de utilizar ensaios
calorimétricos para contemplar anaalises termodinamicas. Ela é obtida substituindo a
equacdo 10 na equacdo termodinamica 9. Plotando-se InK versus 1/T obtém-se uma reta
(se o comportamento for linear) onde é possivel obter os parametros termodindmicos do
processo (TONG er al., 2020).

No entanto, diversos autores como VIEIRA et al. (2017), SIMOES-CARDOSO et al.
(2019) e TONG et al. (2020) mostraram que quando a entalpia e entropia sao dependentes
da temperatura, a curva de InK versus 1/T fornece uma relacdo nédo linear que pode ser
aproximada por um polindmio de segundo grau de acordo com a conhecida “Equacao néo
linear de van’t Hoff”:

b c (12)
InK = a+T+ F+ln6
Onde a, b e ¢ sdo parametros empiricos e & uma constante do sistema que depende da

razao entre as fases e é constante com a temperatura.

Dessa forma, as propriedades termodinamicas podem ser dimensionadas para que
se tenha um fator essencial para a compreensdo dos fendmenos envolvidos no processo

de adsorcéo e purificacdo da bromelina.
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2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo geral

O principal objetivo neste trabalho foi a purificagdo de Bromelinas, utilizando
técnicas de afinidade com ions metélicos imobilizados (IMAC) e interagdo hidrofébica
(CIH) utilizando novos adsorventes monoliticos macroporosos, além de compreender do
ponto de vista termodinamico o efeito da temperatura e forca ibnica no comportamento

adsortivo dos mesmos com uma proteina-modelo (BSA).
2.2.  Objetivos especificos

- Desenvolver uma funcionalizacdo de adsorventes poliméricos macroporosos
monoliticos, obtidos pelo processo de criogeleificacdo para serem utilizados em
processos e interacdo hidrofobica.

- Caracterizar adsorventes poliméricos macroporosos monoliticos, obtidos pelo
processo de criogeleificacdo e modificados quimicamente para serem utilizados em
processos de afinidade com ions metélicos imobilizados (IMAC);

- Avaliar o efeito de diferentes ions metélicos nas caracteristicas dos adsorventes;

- Caracterizar os adsorventes produzidos, com relacdo a aspectos, fisicos,
quimicos e operacionais;

- Determinar o efeito da temperatura e forga idnica nas isotermas de adsorcéo de
albumina de soro bovino no adsorvente de interacdo hidrofébica e no adsorvente de
afinidade com ions metélicos imobilizados;

- Avaliar a variacdo das propriedades termodindmicas entalpia, entropia e energia
livre de Gibbs para os processos de adsor¢do em ambos os adsorventes;

- Avaliar o potencial de purificacdo da protease advinda do abacaxi, avaliando a
eficiéncia, grau de pureza e sua atividade proteolitica;

- Promover a difusdo do conhecimento adquirido a partir da divulgacdo dos

resultados obtidos;
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E ESTUDO TERMODINAMICO DE UM
ADSORVENTE MACROPOROSO HIDROFOBICO FUNCIONALIZADO COM
ANILINA

Resumo

O desenvolvimento de matrizes cromatogréaficas é essencial em processos de
separagdo e 0s criogéis poliméricos apresentam potencial para a purificacdo de
macromoléculas. Buscou-se uma inédita abordagem na funcionaliza¢do com anilina em
criogéis de poliacrilamida com alil glicidil éter, para 0 uso em cromatografia de interacédo
hidrofébica. Resultados de analises de espectroscopia FTIR e termogravimétrica (TGA)
indicam sucesso na funcionalizacdo, bem como a analise de microscopia eletrénica de
varredura que também confirmou uma estrutura macroporosa. Tal funcionalizacdo
provocou diferencas significativas na capacidade de inchamento, grau de expansao e
porosidade, que diminuiram, indicando aumento da hidrofobicidade devido a
imobilizacdo de anilina. O método dos momentos, mais adequado quando se verifica
assimetria nas curvas de distribuicdo de tempos de residéncia, foi usado na determinacéo
no coeficiente de dispersdo axial aparente em funcéo da velocidade de escoamento. Tal
método também foi usado para estimar a altura de pratos tedricos, em torno de 2 mm.
Avaliou-se também a adsorcdo de albumina de soro bovino (BSA) no adsorvente,
variando-se a concentracdo de sulfato de sédio (1.0 a 2.5 mol.L-1) e temperatura (298.15
a 328.15K), conseguindo-se uma capacidade adsortiva maxima de 77.38 mgesa.g°
Ladsorvente @ 328.15K e 1.5 mol.L* de sulfato de s6dio em tampao fosfato pH 6.0. O modelo
de Langmuir ajustou-se adequadamente aos dados obtidos e a partir da analise ndo linear
de van’t Hoff determinou-se a variacdo de propriedades termodinamicas para 0 processo
adsortivo. Verificou-se o aumento da capacidade adsortiva com o aumento da
temperatura. O processo ocorreu de forma espontanea, indicando compensacao entalpico-
entropica, passando de entropicamente dirigido para entalpicamente dirigido com o
aumento da temperatura. A matriz desenvolvida mostra-se promissora e com potencial de

aplicacdo em processos de captura por interacdo hidrofobica.

Palavras chave: Criogel, purificacdo, novidade, interacdo hidrofdbica
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1. INTRODUCAO

Técnicas cromatograficas se destacam no uso em escala preparativa, por seu elevado
poder de purificacdo na obtencdo de produtos em larga escala [1]. Na purificacdo de
proteinas, a cromatografia de interacdo hidrofobica (CIH) é uma das metodologias de
cromatografia mais utilizadas. Baseada na interacdo reversivel entre as zonas
hidrofébicas da superficie de biomoléculas e um ligante hidrofébico de uma matriz
cromatogréafica, a CIH alcanca separacOes eficientes, com pequena degradacdo do
produto, baixas exigéncias de solventes e niveis de purificacdo desejaveis [2]. InUmeros

exemplos do potencial de utilizacdo da CIH podem ser verificados na literatura.

Rojas et al. [3] obtiveram dados de equilibrio de adsorcao por interacdo hidrofébica
das proteinas albumina, conalbumina e lisozima da clara do ovo de galinha, obtidos em
sistemas descontinuos, a 25 °C, utilizando a resina comercial e diferentes concentracdes
de sulfato de sddio. Bonomo et al. [4] também estudaram o comportamento adsortivo da
albumina sérica bovina (BSA) e B-lactoglobulina (B-lg) em um adsorvente comercial
hidrofobico, que foi estudado em diferentes temperaturas e concentracdes de sal. Ja
Avcibasi et al. [6] avaliaram a adsor¢@o de albumina em criogel poli (HEMA) simples.
Por fim, Silvério et al. [7] e Santhi et al. [8] utilizaram o0 método do sistema aquoso
bifasico para avaliar a interacdo hidrofobica de proteinas e o solvente usado no processo

de extracao.

As caracteristicas benéficas da CIH, juntamente com a demanda crescente das
indUstrias farmacéutica e de alimentos por proteinas com elevado grau de pureza, fazem
com que pesquisadores busquem desenvolver técnicas que mantenham ao maximo a
bioatividade das mesmas [1]. Indo de encontro a esses interesses, a producdo e
modificacdo de mondlitos poliméricos vem ganhado destaque para processos envolvendo

macromoléculas [3].

Dentre estes, destacam-se 0s criogéis, obtidos a partir do congelamento de uma
mistura reativa em polimerizacdo. Entre os possiveis mondmeros empregados na sintese
dos criogéis esta a poliacrilamida, obtida da polimerizacdo de acrilamida (Aam) com o
agente formador de ligagdes cruzadas N,N’-metileno-bis-acrilamida (BAam) adicionados
ou ndo de outros monémeros (como o alil-glicidil éter, AGE) [10]. Os criogéis possuem
elevada porosidade, com grandes poros interconectados, apresentando baixa resisténcia

ao escoamento, permitindo o uso de solugfes mais viscosas, 0 que traz uma redugdo nos
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custos operacionais por eliminar etapas de pré-preparo das amostras como pré-
concentracdo, sem afetar a eficiéncia da purificagdo. Outro ponto positivo é a
flexibilidade na escolha do formato desses monolitos, que podem ser produzidos na forma

de colunas, discos ou membranas, entre outros [11].

Em contrapartida, os grandes poros e elevada porosidade de sua estrutura fazem com
que sua area superficial seja menor se comparada a de uma coluna cromatografica
tradicional, levando a uma menor eficiéncia tedrica. Para contornar esse problema, surge
a necessidade de modificar quimicamente ou fisicamente tais estruturas para aumentar a
sua seletividade conforme o produto de interesse a ser purificado, visando aumentar a
eficiéncia dos processos de separacdo [11,12]. Para tal modificacdo pode-se proceder a
insercdo de ligantes na superficie, com caracteristicas de interesse [13]. Uma das técnicas
de enxertia usualmente empregada envolve a incluséo de bragos espacadores em radicais
epoxi existentes na estrutura do criogel para evitar o impedimento estérico na adsorcao
de macromoléculas [12]. Para isso, faz-se uma funcionalizacdo sequencial nos radicais
epoxi, convertendo a matriz numa estrutura amino ativada e em seguida numa estrutura
aldeido ativada, para entdo ocorrer a inclusdo do radical ligante hidrofobico de interesse
[11].

Entre os possiveis ligantes hidrofobicos estdo aqueles contendo radicais etil, butil,
octil e phenil, entre outros [1, 2]. A anilina € um composto aromatico aminado, com
caracteristicas de interesse como grupo hidrofébico a ser imobilizado. O anel aromatico
confere a hidrofobicidade desejada ao ligante quimico imobilizado, enquanto o seu
radical amina presente confere polaridade suficiente para que o mesmo seja soltvel em
agua, além de permitir a formacgdo de uma base de Schiff com os sitios aldeido ativados
existentes na estrutura previamente ativada do criogel. Apesar do potencial de uso dos

criogéis macroporosos em CIH, poucos trabalhos envolvendo eles sdo observados [5-6].

Entre eles, Avcibasi [6] produziu uma coluna composta de Poli {2-hidroxietil
metacrilato-co- e [ poli (HEMA-co-DIPPER)]. O criogel poli (HEMA-co-DIPPER) foi
utilizado na adsorcéo/dessor¢do de albumina de solugdes aquosas. A adsor¢do ndo
especifica de albumina em criogel simples poli (HEMA) foi muito baixa (3,36 mg / g de
polimero). Assim, é necessario criar outras colunas de interacdo hidrofobica com outros

tipos de radicais especificos, como € o caso da anilina.

Para se assegurar que os radicais de interesse estdo ligados a matriz cromatografica

conferindo-lhe as caracteristicas de interacfes desejaveis sem afetar significativamente
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aspectos operacionais como a presenga de macroporos, é importante a caracterizacdo do
material produzido, utilizando-se das ferramentas disponiveis, como a espectroscopia
FTIR, a analise termogravimentrica TGA, a microscopia eletrénica de varredura e as
caracteristicas operacionais da coluna, entre outras [13]. Essa caracterizacao é de grande
importancia para se conhecer a dindmica do escoamento de fluidos em seu interior, bem
como o processo de interacdo dos sitios ativos com as moléculas presentes na solucéo a
ser purificada, visando a predicdo desse comportamento em um aumento de escala do
processo analisado e na padronizacdo da purificacdo de biocompostos Além das
caracteristicas fisicas é necessario conhecer o comportamento adsortivo do material
produzido. Para isso, a determinacdo das isotermas de adsorc¢do e a anélise termodinamica
sdo essenciais para a obtencao dos dados de equilibrio referentes a retencéo das proteinas

na coluna cromatogréafica [14-16].

Dessa forma, com a realizacdo deste trabalho, objetivou-se desenvolver um novo
adsorvente monolitico macroporoso voltado para o processo de purificacdo de proteinas
por cromatografia de interacdo hidrofébica e caracteriza-lo com relacdo a aspectos,

fisicos, quimicos, operacionais e termodindmicos.

2. MATERIAIS E METODOS.
2.1.Reagentes.

Todos os reagentes necessarios para o desenvolvimento desse trabalho possuiam,
no minimo, grau analitico PA-ACS, sendo descritos ao longo do detalhamento das
metodologias. Foi utilizada dgua destilada e os equipamentos e materiais também foram

descritos na sequéncia, nos momentos em que foram usados.

2.2.Sintese dos criogeis monoliticos.

Para a sintese dos criogéis foram adaptadas metodologias propostas por Kumar et
al.[17] e Yaoetal. [18]. 4,4 gde AAm, 1,2 gde BAAm e 1,4 g de AGE foram dissolvidos
em 100 mL de &gua destilada, sendo a solugdo degaseificada em banho ultrassénico por
5 minutos. Em seguida, a solucéo foi colocada em banho de gelo sendo adicionados 140
pL de solugédo de persulfato de aménio (APS) na concentracdo de 0,5 g/mL e 91 pL de
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED). Apo6s homogeneiza¢do da solucdo, a
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mesma foi imediatamente vertida em seringas plasticas de 5mL, que foram seladas e
mantidas em banho termostatico a temperatura de -12,0 °C por 24 h. Decorrido esse
tempo, as seringas foram abertas e deixadas a temperatura de 4°C por 4 h para o
descongelamento da agua existente. Posteriormente, as seringas abertas contendo os
criogéis foram colocadas em estufa a (60+1)°C por 48h, até os criogéis serem
completamente secos. Em seguida, os mesmos foram removidos das seringas e suas
extremidades foram cortadas para retirar partes defeituosas. Os criogéis foram entdo
recolocados nas seringas e lavados com 200 mL de agua destilada, utilizando-se uma
bomba peristaltica na vazdo de 1,5 mL.min"! e novamente secos em estufa (60 °C/48h),
sendo as massas medidas em em balanca analitica. Os mondlitos foram mantidos

individualizados em dessecador contendo silica até 0 momento da funcionalizacéo.

2.3.Funcionalizacdo dos criogéis para o uso por interacdo hidrofobica.

Para o processo de modificacdo da superficie e funcionalizacdo com anilina, foi
adotado o método do gluteraldeido em sistema em batelada adaptado de Da Silva et al.
[11]. Monodlitos de criogeis secos, com cerca de 3cm de altura, 1cm de didmetro e peso
médio de 250 mg, foram colocados sob agitacao rotativa a 25 rpm em todas as etapas do
processo, utilizando seringas fechadas de 20 mL. A cada etapa realizada os criogéis foram
suavemente comprimidos manualmente, para a retirada do excesso de solucdo da etapa

anterior.

Os criogéis foram colocados em contato com 20 mL de alcool metilico por 2 horas.
Na sequéncia, foram mantidos em contato com 20 mL de agua destilada, seguidos de
contato com 20 mL de tampéo fosfato de sddio (PBS) 0,05 mol.L™? pH 6, ambos com
tempo de contato de 1 hora. Em seguida, os mesmos foram imersos em 20 mL de
etilenodiamina 0,5 mol.L™* em PBS e mantidos sob agitacio por 14 horas a temperatura
ambiente (25x2)°C.

Apos essa etapa os criogéis foram lavados com &gua destilada e depois imersos
em 20 mL de PBS, cada etapa com 1 hora de duracéo. Entéo, os criogéis foram colocados
em contato com 20 mL de solucdo de glutaraldeido 5% em PBS, a temperatura controlada
de (12,0£0,5)°C por 5 horas. Em seguida, os criogeis foram enxaguados duas vezes com
20 mL &gua destilada por 30 minutos, para remoc¢do do excesso de glutaraldeido. Na
sequéncia os criogeis aldeido-ativados foram mantidos em contato com 20mL de solugéo
de anilina 10mg.mL* em PBS durante 14 horas a temperatura ambiente (25+2)°C.
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Feito isso, imergiu-se as matrizes em 20 mL de PBS por 1 hora e em seguida, em
20 mL de solucdo de borohidreto de sodio 0,1 mol/L em PBS, por 60 minutos com 0s
frascos abertos. Por fim, os criogéis foram lavados com 20 mL de agua destilada, seguido
de 20 mL de etanolamina 0,1 mol/L em PBS e novamente 20 mL de agua destilada, as
trés Gltimas etapas com 1 hora de duracdo cada. Apds a ativagdo os criogeis foram
colocados em estufa a 60°C e apds a secagem obteve-se uma coluna adsorvente

monolitica supermacroporosa de interacdo hidrofobica.

2.4. Caracterizacao dos criogeis.

Para a caracterizacao dos criogies produzidos e posteriormente funcionalizados,
foram realizadas as andlises seguindo as metodologias propostas por Savina et al. [19]
para capacidade de inchamento (S), Fontan et al. [9] e Gongalves et al. [10] para o grau
de expansdo (ED), e Plieva et al. [21,22] para porosidade (¢). A microscopia eletronica
de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e andlise termogravimétrica (TGA) foram realizadas utilizando as metodologias
propostas por Da Silva et al. [11].

Outro método utilizado para determinacdo da porosidade total dos criogéis foi
baseado no método dos momentos utilizado para leitos fixos empacotados [23]. A coluna
de criogel foi adaptada a um cromatografo com detector de feixe de diodos com espectro
no UVVisivel. A coluna foi equilibrada a (30,0 + 0,1) °C com 20 volumes de coluna (VC)
de agua deionizada. Pulsos de 100 pL de uma solucédo de acetona 5% (em volume) foram
injetados, em triplicata, em vazoes variando de 4 mL-min- * a 10 mL-min- %, sendo as
corridas monitoradas em A = 280nm. Foi calculado entdo o primeiro momento estatistico
(ou tempo de retencdo) para os pulsos injetados, que na forma discretizada e com a
concentracdo do soluto linearmente proporcional a absorbancia é dado por Furusawa et
al. [23]:

M. =t = Y1 ti AiAL )
e n At

Onde: M1 é o primeiro momento estatistico (s), corrigido considerando-se o volume
vazio do equipamento, tR é o tempo de retencéo (s), ti € o tempo (s) em que a i-ésima 20
observacao foi registrada, Ati € o intervalo de tempo (s) entre a i-esima e a (i-1)- ésima

observacédo (para i >2) e Ai é a absorbancia registrada no tempo ti .
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Para a injecéo dos pulsos de acetona no tempo de corrida igual a zero, Furusawa

et al. [23] demonstram que tR é igual a:

L 2
n=Le, @

Onde: L é o comprimento da coluna (m), U é a velocidade de escoamento da fase movel

(ms-1)e £, éaporosidade total da coluna.

Para a determinacéo das curvas de Distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR)
e dos coeficientes de dispersdo axial aparente foi utilizado um método adaptado de Yao
et al. [18]. Para tanto, foram utilizados os dados obtidos dos mesmos pulsos de acetona
descritos no item anterior. Além dos tempos de retencdo, foram calculadas também as
variancias (o?) ou segundos momentos estatisticos (M2) de cada pulso, utilizando-se a
equacéo 3 [23].
_ i1t Aidt; .2 (3)

=1 AiAt; "

Onde: M2 é o segundo momento estatistico (s?), corrigido considerando-se o volume vazio
do equipamento, o? € a variancia do pulso observado (s?), ti é o tempo (s) em que a i-
ésima observacao foi registrada, 4 € o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-
ésima observacdo (para i > 2), Ai é a absorbancia registrada no tempo ti e tr € o tempo

de retencdo do pulso observado (s).

Uma vez determinados tr e o2, 0 coeficiente de disperséo axial aparente para cada
velocidade de escoamento estudada foi calculado por regressdo ndo-linear, resolvendo-se
a equacao 3 utilizando-se a ferramenta solver do software MS-Excel® 2015 (Microsoft,
Redmond, EUA).

o’ 2(Dax) ) (Dax)2 ) ( ul ) (4)
tz2 ul ul [ P\ " Dax ]

Onde Dax é o coeficiente de dispersdo axial aparente (m2s - 1), L é a altura (m) do leito,
u é a velocidade (m=s - 1) intersticial da fase movel (u = UeT), tr € 0 tempo de retencao

do pulso (s) e o2 é a sua variancia (s?).

Os gréficos das curvas de DTR foram plotados pela equagéo 5.
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Abs(t) (5)
EO = tR P RN
J, Abs(t)dt
Onde: E, € a fungéo de distribuicdo de tempo de residéncia normalizada (s ) e Abs é a

absorbéancia registrada em fungédo do tempo .

Para a determinacéo da altura dos pratos teoricos equivalentes (HETP) em funcéo
da velocidade de escoamento da fase mével foram utilizados os dados obtidos das curvas

de DTR mencionados. Os valores da HETP foram calculados utilizando-se a equacéo 6.

M, _ o (6)

HETP = L — =L—
M? t?

Onde: L é a altura do leito (m), tr € o tempo de retencéo do pulso (s) e o? é a sua variancia
().

A permeabilidade ao escoamento foi determinada utilizando-se o método
baseados na equacdo de Darcy, onde o criogel produzido na coluna foi equilibrado com
20 VC de coluna de &gua deionizada. A permeabilidade foi encontrada vide equacéo 7:

nl AK} ()

ou Q=——AP

AP = —-
AK,}Q nL

Onde 4P é a presséo hidrostatica sobre a coluna (Pa), 7 é a viscosidade da fase mével
(Pas), Q ¢é a vazdo volumétrica (m3s 1), A é a area transversal da coluna (m2), L é a

altura do leito (m) e kp € a permeabilidade do leito (m?2).

2.5.0btencdo das isotermas de adsorc¢ao

Utilizou-se albumina do soro bovino (BSA, Sigma, cod. A7908, pureza > 98%) como
proteina modelo. Os experimentos de adsor¢cdo da BSA foram conduzidos em batelada,
em diferentes valores de temperatura (298,15 a 328,15 K) e concentracdo de sulfato de
sodio (1,0 a 2,5 mol.L-1). A fase mével usada foi tampao PBS 0,05M, pH 6,0 adicionado
de sulfato de sddio em concentragdes desejadas. Para a manutengdo da temperatura foi
utilizada uma estufa BOD com precisdo de = 0.5°C. Para a utilizagdo nos ensaios de
adsorcgao os monolitos produzidos foram cortados com uma lamina de agco em pequenos
cubos com cerca de 1.5 mm de aresta. Foram utilizados 15 pontos experimentais, com 3
repeticdes. Foram avaliadas concentragdes iniciais de BSA variando de 0,0 a 15,0 mg/mL.
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Inicialmente avaliou-se o efeito da adi¢do de sulfato de sodio de sddio a fase movel
na adsorcdo de BSA. Em tubos plésticos com tampas foram pesados cerca de 30 mg do
adsorvente produzido e colocados em contato com 4.0 mL de solu¢do com concentragédo
de sal e BSA desejadas. Os tubos foram deixados em agitacdo orbital a 25 rpm durante
12 horas a 298.15K. Posteriormente o liquido sobrenadante foi retirado dos tubos e a
concentracdo de proteinas determinada a 595nm usando o método de Bradford [17]. A
concentracdo de proteina na fase solida foi determinada de acordo com a Equacéo 8:

(Co — CIV (@)
m

Em que q é a capacidade adsortiva do adsorvente (mgproteina/g criogel); Co e Ce
sdo respectivamente as concentracdes inicial e final de proteinas em solu¢do (mg/mL);

V € o volume de solucéo (mL); m é a massa de criogel seco utilizado.

Posteriormente, 0 modelo de Langmuir [24] (Equacdo 9), foi ajustado aos dados
experimentais, utilizando-se regressdo nao-linear. A adequacdo do modelo foi avaliada
com base no ajuste do modelo e significancia dos parametros (p=0.05) e coeficiente de

determinacao.

K; Ceo
9 = 9Qmax 1+;<l Co (9)

Onde gmax € a capacidade maxima de saturacdo do adsorvente (mol-L?), K| é relacionada
a constante de equilibrio de adsorcédo (L-mol™), g é a quantidade de soluto adsorvido
(mol-L™) no equilibrio e Ce é a concentracéo de soluto em solucéo, também no equilibrio
(mol-L1).

Selecionada a melhor condicdo de sulfato de sodio testada, avaliou-se o efeito da
temperatura na adsorcdo de BSA na matriz produzida. O mesmo experimento foi
conduzido, utilizando-se como fase mével a solugdo tampdo adicionada de 1.5 mol.L-1
de sulfato de sodio. Foram determinadas a curvas de isotermas de adsorcdo em

temperaturas entre 298.15 K e 328.15 K, sendo 0 modelo de Langmuir ajustado.
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2.6.Determinacéo das propriedades termodinamicas

A partir dos dados de equilibrio de adsorcéo foi realizada a analise ndo-linear de
van’t Hoff para a determinagdo os parimetros termodindmicos AH%ds, AS%ds € AG%qs,
foram determinados utilizando metodologia proposta por Bonomo et al. [4] e

Ueberbacher et al. [25]. A analise nédo linear de Van’t Hoff é obtida pela Equacéo 10:

,_ b (10)
InK =a+?+ F+ln0

Sendo K’ a constante de equilibrio; a, b e ¢ s80 parametros empiricos e 8 uma constante

do sistema que depende da razdo entre as fases e € constante com a temperatura.

2.7.Avaliacao de ciclos experimentais de reutilizacdo

Na sequéncia de todo o experimento descrito, utilizou-se albumina do soro bovino
(BSA, Sigma, cod. A7908, pureza > 98%) como proteina modelo, para se avaliar a
capacidade de reutilizacdo da coluna utilizada. A adsorcéo foi repetida na temperatura de
298,15 K e concentragdo de sulfato de sodio 1,5 mol.L?. A fase movel usada foi tampéo
PBS 0,05M, pH 6,0 adicionado de sulfato de s6dio em concentracdes especificada.

Em tubos plasticos com tampas foram pesados cerca de 30 mg do adsorvente
produzido e colocados em contato com 4.0 mL da fase mével juntamente com BSA na
concentracdo de 10mg/mL. Os tubos foram deixados em agitacao orbital a 25 rpm durante
12 horas a 298.15K. Posteriormente o liquido sobrenadante foi retirado dos tubos e a

concentracdo de proteinas determinada a 595nm usando o método de Bradford.

Para a eluicdo da proteina adsorvida, o adsorvente foi colocado em contato com 10
mL de agua destilada, durante 1 hora. Apds isso, o adsorvente ficou exposto em estufa a
60°C até que estivesse seco e em condi¢fes de uso, novamente. Essas etapas,
denominadas de ciclos de adsorcao e eluicdo da BSA, foram repetidas 5 vezes, com 3

repeticOes, para a avaliagdo da perda de eficiéncia ao longo do tempo de uso.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.Sintese dos criogeis.

Imagens dos criogeis produzidos e posteriormente funcionalizados com anilina
sdo apresentados na Figura 1. As matrizes adquiriram o formato do molde utilizado,
cilindrico, a apresentaram-se uniformes e rigidos quando desidratados. Quando
hidratados apresentaram estrutura macia e elastica, caracteristica dos mondlitos de
poliacrilamida [27-30]. As matrizes funcionalizadas apresentaram coloracdo amarelada
devido & formac&o de bases de Schiff no processo de funcionalizagéo [11].

Figura 1. Imagem dos criogeis controle e ativado produzidos no experimento.

Informacdes sobre a capacidade de adsorcdo das matrizes controle e funionalizadas
com cobre sdo apresentadas na Tabela 1. Observa-se que as matrizes funcionalizadas
apresentaram uma capacidade de adsorver a a proteina modelo (BSA) muito maior que
as matrizes controles. 1sso pode ser explicado porque na interacdo hidrofobica, a adsorcéo
ird ocorrer a depender da quantidade de zonas hidrofébias disponiveis no sistema para
que as proteinas possam interagir [7]. Assim sendo, neste trabalho, a coluna
funcionalizada com moléculas de anilina apresentaram maior interatividade com as partes

hidrofdbicas presente na superficie da BSA do que as matrizes controle [3].
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Tabela 1- Valores médios obtidos para capacidade adsortiva das matrizes produzidas

Parametro Controle Funcionalizado

Capacidade adsortiva (mgbsa/Jerioget) 4.77 £ 0.95% 31,14 +1,38°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha sao significativamente diferentes entre si
pelo teste t (p<0,05).

Informacdes sobre a caracterizacdo das matrizes produzidas sdo apresentadas na
Tabela 2. Foram encontradas diferengas significativas paara capacidade de inchamento
(S), fracdo de macroporos e porosidade total, ocorrendo uma reducdo nos valores dessas

variaveis, quando comparados os criogeis controle e ativados.

A reducdo nos valores de capacidade de inchamento (S) confirm a funcionalizagéo
com anilina, que tornou a superficie do adsorvente mais hidrofébica, diminuindo
consequentemente a capacidade de retencdo de agua das matrizes produzidas [10]. Os
valores de S obtidos neste trabalho estdo dentro das faixas reportadas para criogéis de

poliacrilamida em diversos trabalhos da literatura [9,11,20,26,29]

Em relacdo a dimensdo dos poros, pode-se afirmar que os macroporos (diametro
acima de 1 pm) sdo de tamanho grande se comparados aos poros de coluna
cromatogréfica tradicionais. Sdo formados como canais interconectados por onde a fase
movel € facilmente deslocada. Representam a maior parte de colunas dessa natureza e séo
responsaveis pela elevada permeabilidade deste tipo de leito, assim como as suas
tortuosidades e capacidade de constricdo. Na fracdo macroporosa 0S pProcessos
convectivos de transferéncia de massa dentro do leito sdo favorecidos. A outra fracdo é
composta por micro e mesoporos com predominio de processos difusivos de transferéncia
de massa [18-22].

Com a funcionalizacdo houve uma reducgéo na fracdo de macroporos e porosidade
total, reduzindo consequentemente a rede interconectada por onde a solucdo escoa com a
predominancia de efeitos convectivos de transferéncia de massa. No entanto a porosidade
total manteve-se elevada, correspondendo a cerca de 90% da estrutura das matrizes
produzidas. Atribui-se tal alteracdo na dindmica de distribuicdo das fragbes de poros
devido ao potencial de polimerizacdo do glutaraldeido empregado nesse processo,
fazendo com que sua estrutura se torne mais reticulada e alguns dos macroporos tornem-
se micro e mesoporos. Além disso, com a insercdo da anilina na superficie do criogel, o

mesmo se torna mais hidrofobico e dessa maneira, menos agua se ligara a ele, o que
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provavelmente impeca a maximizagdo dos seus poros. Os valores encontrados sdo
consistentes com 0s observados em outros trabalhos na literatura em que se trabalhou

com criogéis de poliacrilamida [10-12, 21, 30-32].

Tabela 2- Valores médios obtidos para capacidade de inchamento (S) e grau de expanséao
(ED) e fracOes de poros das matrizes produzidas

Parametro Controle Funcionalizado
S (kg/kg) 18.77 £ 0.95% 12.66 + 0.81°
ED (L/kg) 18.55 + 2.10? 16.12 + 2.40°
Fracdo de macroporos 0.828 + 0.019% 0.786 + 0.022°
Fracdo de micro/mesoporos 0.103 + 0.020% 0.129 + 0.0212
Porosidade total 0.941 + 0.003% 0.905 + 0.002°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes entre si
pelo teste t (p<0,05).

3.2.DTR, dispersao axial, HETP.

A distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) para pulsos de acetona em diferentes
velocidades de escoamento da fase moével sdo apresentadas na Figura 2. A distribuicao
do tempo de residéncia (DTRs) no criogel foi medido em vazdes de liquido de 2, 4, 6, 8
e 10 mL / min, respectivamente. Avaliando-se os perfis das curvas para o0s dois criogéis,
nota-se que a medida em que a velocidade superficial aumenta, 0s picos se tornam mais
estreitos. O grau de mistura no escoamento através do leito monolitico é representado
pela dispersdo axial. Através da observacdo das curvas de DTR (Figura 2) pode-se
observar que quanto menor a vazao maior a largura da base do pico. Quanto menor a
largura da base do pico. Percebe-se ainda que as curvas obtidas foram assimétricas, o que
pode ser atribuido a homogeneidade na estrutura dos poros e tamanho uniforme dos
mesmos. De acordo com Yao et al. (2006a), a assimetria nas curvas de DTR esta
diretamente relacionada a uma estrutura porosa ndo homogénea ou a falta de
uniformidade na distribui¢do dos poros que sdo formados no criogel durante o processo

de producéo, acarretando em uma mistura e disperséo intensas dentro da coluna.
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Figura 2: DTR para pulsos de acetona a diferentes vazdes de escoamento, na

coluna de criogel com anilina
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Os coeficientes de dispersdo axial (Dax) em funcdo da vazdo da fase mdvel
correspondente a coluna de criogel sdo apresentados na Figura 3. Pode-se observar que
os coeficientes de dispersio axial, nas presentes condi¢Oes estdo na faixa de 3.23-107 a
1.67-10% m?/s. Observa-se que & medida que velocidade superficial do liquido aumenta,
o coeficiente de dispersdo axial também aumenta. Esse mesmo comportamento foi
reportado por Yao et al. [18]. Os valores para 0 Dax (bem como sua variagdo) foram
baixos, indicando que houve um menor grau de mistura durante o escoamento da fase
movel, logo o escoamento é tido como pistonado. Escoamento pistonado ocorre quando
a velocidade da fase movel é uniforme em toda a coluna e, portanto, cada porcéao do fluido
gue alimenta a coluna escoa sem misturar-se, 0 que é desejavel. Os resultados desse
trabalho estdo similares aos obtidos por Fontan et al. [9], MOl et al. [26], Yao et al. [18]
para criogéis sintetizados a partir de acrilamida e bis-acrilamidal. Esse mesmo

comportamento foi reportado por Yao et al. [18].
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Figura 3: Coeficientes de dispersao axial em diferentes velocidades superficiais de

fluxo na coluna de criogel.
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Os valores obtidos neste trabalho de altura equivalente a um prato tedrico (HETP)
estdo na faixa de 0,73-0,83 cm. Verificou-se que a HETP da coluna produzida pouco
variou em funcdo da vazdo de escoamento da fase movel. Tais valores indicam que a
velocidade de escoamento da fase movel exerce um efeito pequeno sobre a HETP. Outros
autores também verificaram para criogéis pAAmM um pequeno efeito da vazdo sobre a
HETP. No entanto, foram maiores que os encontrados por M4l et al. [26], quando
trabalharam com um criogel de 3 cm de comprimento e econtraram alturas que variaram
entre 0,370 e 0,454 cm; mas semelhantes aos valores encontrados por Verissimo et al.
[13], que variaram entre 0,70 e 0,95 cm, quanto utilizaram colunas com comprimento

semelhante a este trabalho (5cm).
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Figura 4: HETP da coluna de criogel produzida em funcéo da vazéo de escoamento,

para pulsos de acetona.
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3.3.Permeabilidade ao escoamento

A permeabilidade ao escoamento de um meio poroso reflete a capacidade que 0s
fluidos tém de percorré-lo. Na Figura 5 estdo apresentados os resultados experimentais
referentes a queda de pressdo hidrostatica em funcdo da velocidade superficial de
escoamento. Percebe-se que a permeabilidade ao escoamento da dgua no leito do criogel
monolitico foi de 2.22 x 10t m?. Este valor foi superior aos relatados por outros autores
para monolitos poliméricos. Carvalho et al., [14] encontraram um Ky, de 4,70 x 10** m2.
Mol et al. [26] encontraram o valor de Ky igual a 5,9 x 1023 m?, trabalhando com criogéis
de afinidade. Quanto maior o valor de permeabilidade, menor a resisténcia ao fluxo. Isso
pode ser explicado pois a estrutura com grande nimero de poros, como 0s grandes poros
interconectados sdo fatores que contribuem diretamente para a baixa resisténcia ao fluxo,
0 que possibilita que criogéis supermacroporosos sejam utilizados como fase estacionaria
em técnicas cromatograficas, podendo-se ainda empregar altas vazdes sem que elevados
valores de presséo sejam atingidos. A resisténcia a transferéncia de massa é praticamente
negligenciével, devido ao fluxo predominantemente convectivo da solucdo através dos

poros [22].
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Figura 5: Dados experimentais da variacdo de presséo em funcdo da velocidade

superficial de escoamento da fase moével para criogel de interacéo hidrofébica
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3.4.Avaliag0es estruturais.

A avaliacdo morfoldgica das matrizes produzidas foi realizada através da analise de
microscopia de varredura (MEV), sendo as imagens obtidas apresentadas na Figura 6.
Observa-se que as matrizes apresentaram estrutura homogénea, com poros grandes e
interconectados. Verifica-se o predominio de macroporos com diamtro entre 30 e 70um,
em acordo com o reportado por diversos autores [18-22,33,34]. As dimensdes de poros
observada permitem a passagem tanto de macromoléculas, como de células microbianas,
fragmentos celulares e até mesmo solucdes concentradas e particuladas, facilitando
processos de purificagdo com um menor nimero de etapas [27, 31, 35, 36].

Verifica-se também a diferenca entre as imagens das matrizes controle (A e B) e
funcionalizada (C e D). Observa-se na matriz funcionalizada a existéncia de pontos de
rugosidade na superficie dos poros, que pode ser atribuida a inclusdo dos bragos
espacadores de glutaraldeido nos sitios epdxi ativados da superficie dos criogeis, e

posterior funcionalizagcdo com anilina, indicando que a mesma foi bem-sucedida.
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Figura 6 — Micrografias de MEV das matrizes controle (A e B) e funcionalizadas (C e
D).
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A anédlise de FTIR foi utilizada para se avaliar a inclusdo de grupos funcionais
caracteristicos durante o processo de funcionalizagcdo. Os espectros obtidos sdo
apresentados na Figura 7.

Em ambas as matrizes se verifica uma banda de vibracdo na regido préxima a
1650 cm?, caracteristica do grupamento amida existente nas moléculas de AAm e BAAmM
utilizadas no processo de sintese dos criogéis [37]. Em diversos trabalhos da literatura,
observa-se que ha a ocorréncia dessa banda em criogéis de poliacrilamida [19, 21, 26,
28].

70



Figura 7- Espectros de FTIR para matrizes controle e funcionalizada. (A): intervalo de
650-4000 cm -1; (B) intervalo de 650-1500 cm-1.
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Outras bandas importantes associadas a molécula de AGE na estrutura foram
observadas em 1117,5 cm™ e 1250, respectivamente o estiramento do grupo C-O de

grupamentos éter e do anel epdxi, respectivamente advindos do AGE [10,11,26,37].
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Observa-se uma reducdo na intensidade dessas bandas na matriz funcionalizada, o que é
atribuido a abertura do anel epdxi e alteracdo da conformacgdo molecular com a incluséo
dos bragos espacadores e posterior inclusdo do ligante hidrofébico. As bandas observadas
na matriz funcionalizada em torno de 746 cm™ e 687 cm™ séo caracteristicas da anilina,
indicando que a inclusdo da molécula de anilina na matriz polimérica foi bem-sucedida
[38].

Também foi realizada a analise termogravimétrica, cujos resultados sao apresentados
na Figura 8. Observa-se nas curvas de TGA de ambas as matrizes (controle e
funcionalizada) comportamentos similares. Em um primeiro momento, a perda de massa
em temperaturas até cerca de 130°C a 150°C ¢ associada a remocédo de moléculas de dgua
adsorvidas na superficie dos poros. A partir de 250°C até 650°C observa-se uma taxa de
perda de massa quase uniforme, atribuida a degradacéo da estrutura polimérica organica
das matrizes, até uma perda de massa quase total. Isso era esperado, dada a natureza
organica das matrizes e auséncia de compostos inorganicos em sua estrutura [29,39].
Apesar do comportamento semelhante com relacdo a perda de massa, observa-se para a
degradacdo da matriz funcionalizada um pico exotérmico em 500°C, diferenciando-se do
comportamento da matriz controle. Esse evento pode estar associado a degradacdo da
estrutura do glutaraldeido utilizado no processo de funcionalizacdo do criogel. O mesmo
resultado foi encontrado por alguns autores como, Mallakpou et al. [40] que avaliaram a
bioatividade de nanotubos de carbono com paredes de glutaraldeido (GA) e ao fazerem
uma analise térmica do material, perceberam que o gluteraldeido sofria uma degradagédo
em temperaturas proximas a 500°C; Ansari et al. [41] avaliaram a degradacao térmica de
nanotubos de carbono, funcionalizado com gluteraldeido e galactose, e também
perceberam que o gluteraldeido sofria uma degradacdo em temperaturas proximas a
500°C.

Estes resultados indicam a diferenca entre a matriz controle e funcionalizada e que
ambas possuem resisténcia para utilizagdo em amplas faixas de temperatura, inclusive em

valores usualmente utilizados em processos de esterilizagdo de materiais.
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Figura 8- Curvas de TG dos criogéis controle (a) e ativado (b).
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3.5.Comportamento adsortivo

Na Figura 9 sdo apresentadas as curvas experimentais das isotermas de adsorcéo de
BSA na matriz de interacdo hidrofobica produzida, considerando-se o efeito da

concentracdo de sulfato de sodio e a temperatura.

Figura 9 — Curvas de isotermas de adsorcdo de BSA na matriz funcionalizada. (A) efeito
da concentracdo de Na>SOa4, T=298.15 K e (B) efeito da temperatura, Csal= 1.5 mol.L-1
de Na2SOa.
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A capacidade adsortiva aumentou com o aumento da forca idnica até a concentracao
de 1.5 mol.L%, diminuindo apds isso. Diversos autores relatam o aumento da capacidade
adsortiva em CIH com o aumento da concentracdo de sais em diversos sistemas [3, 4, 25,
42]. No entanto, apesar da mencdo do uso de concentragdes salinas entre 1.0 mol.L? e
3.0mol.Lt em CIH, é recorrente 0 uso de valores que ndo excedem a 1.5 mol.L?,
empregando-se sais como sulfato de sodio, sulfato de aménio ou cloreto de sodio [43,
44]. Poucos estudos com adsorcao de proteinas em CIH em concentracfes tdo elevadas
de sulfato de sédio como as utilizadas neste trabalho (até 2.5 mol.L™?) foram observados
[43].

A utilizacdo de um sal cosmotropico como o sulfato de sédio favorece a adsorcdo na
CIH por promover um aumento de tensdo interfacial molar no sistema e a dessolvatacao
da superficie da proteina expondo grupos hidrofébicos existentes, levando a um ganho de
energia livre que precisa ser compensado pelo processo de adsor¢do da proteina, que
entdo ocorre [44, 45]. Até a concentracio de sulfato de sédio igual a 1.5mol.L* verificou-
se esse comportamento. No entanto, muitas variaveis podem afetar esse processo, como
0 pH, tipo de proteina e do sal, natureza do adsorvente, entre outros [43 - 45]. Acima de
1.5 mol.L-1 de sulfato de sodio, houve o aumento do efeito salting out sobre a proteina,

0 que levou a maior dessolvatacdo da mesma e exposi¢do de regides hidrofobicas o que
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contribui para a formacao de agregados como forma de estabilizacdo do sistema [45]. As
interacbes entre regides hidrofébicas nos agregados de proteina possivelmente
diminuiram as superficies externas com tais caracteristicas, fazendo com que a interagédo

com o adsorvente fosse reduzida.

O efeito da temperatura na adsor¢do de BSA foi avaliado entdo na concentragéo de
sulfato de sddio igual a 1.5 mol.L-1, por ter apresentado maior capacidade adsortiva. O
efeito da temperatura € um fenbmeno complexo, que pode afetar tanto as propriedades
fisico-quimicas do adsorvente, quanto as propriedades do soluto, como mudancas
conformacionais e configuracionais de proteinas [1]. Em geral, 0 aumento da temperatura
faz com que a proteina altere seu arranjo tridimensional, modificando sua estrutura
secundaria e/ou terciaria, fazendo com que sejam expostas regides hidrofdbicas. Bonomo
et al. [4] e Ueberbacher et al. [25] demonstraram que retencdo da proteina geralmente
aumenta com a temperatura. Além disso, um aumento na temperatura pode ocasionar

aumento de energia cinética e na mobilidade das espécies do adsorvato [46].

Informacdes sobre o ajuste do modelo de Langmuir aos dados experimentais sao
apresentados na Tabela 3. Em todos os casos os parametros foram significativos (p<0,05),
pelo teste T e o coeficiente de determinacgéo igual ou superior ao 0,90. Diversos autores
vém relatando o ajuste satisfatério do modelo de Langmuir aos dados de adsorcao de
proteinas em CIH [3, 4, 47]. Também é importante destacar que os valores de capacidade
adsortiva observados neste trabalho com a matriz macroporosa desenvolvida nao diferem
consideravelmente de valores observados ao se trabalhar com matrizes comerciais.
Mirani et al. [43] observou capacidade adsortiva de BSA na resina Phenyl Sepharose FF
de cerca de 30 mg.mL™*, Meng et al. [47] observou valores experimentais para capaciade
adsortiva de BSA entre 60 e 70 mg.mL™ em resinas Sepharose Phenyl, Butyl e Octyl.
Rodler et al. [44] obtiveram valores em torno de 18 mg.mL™ para a adsorcéo de BSA em
Toyopearl Butyl. Os valores maximos obtidos no presente trabalho. Em torno de

80 mg.mL-1 demonstram ser promissora a aplicacdo da matriz desenvolvida.
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Tabela 3- Parametros ajustados do modelo de Langmuir para as isotermas de adsorgéo

obtidas nas diferentes condi¢des estudadas.

Parametros de Langmuir

T (K) Cs (M) R2
gmax/ (Mg.g?Y) K’/ (mg.mL™)
1,0 20,901 0,894 0,93
15 42,499 0,536 0,97
298,15 2,0 36,919 0,235 0,90
2,5 24,117 0,400 0,94
298,15 42,499 0,536 0,97
308,15 69,014 0,564 0,95
318,15 1S 75,284 0,582 0,95
328,15 83,474 0,773 0,94

Omax € a capacidade maxima de saturacgédo do adsorvente (mol-L?), K’ é a constante de

equilibrio de adsorcao.

3.6.Anéalise termodinamica

A partir dos resultados obtidos observou-se que, dentro da faixa de temperatura
estudada, o processo de interacdo hidrofobica torna-se mais favoravel com a elevacdo da
temperatura, verificado pelo aumento do gmax, € a capacidade méxima de saturagdo do
adsorvente (mol-L1), e também do aumento de K’, que ¢ a constante de equilibrio de
adsorcdo, descoberto pelo limite da concentracdo no modelo de Langmuir tendendo a
zero. Tal fato, sugere mudancas conformacionais da proteina e configuracionais em todo
o0 sistema em funcdo da temperatura. Nas Figuras 10 e 11 sdo apresentados o grafico de
van’t Hoff e os valores estimados para a variagdo das propriedades termodinadmicas
padrdo de adsorcdo energia livre de Gibbs, entalpia e entropia (multiplicada pela

temperatura).
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Figura 10- Grafico de van’t Hoff para a adsorciao de BSA na matriz produzida.
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Figura 11— Variacéo das propriedades termodinamicas para o processo de adsor¢ao
de BSA na matriz produzida em fungéo da temperatura.
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Observa-se na Figura 10 que apesar da capacidade adsortiva ter aumentado com
0 aumento da temperatura, houve um declinio no valor de K (e no InK) ao se passar de
318.15K para 328.15K, sugerindo alteracGes nos fendmenos que dominam o processo
adsortivo em questdo. Na Figura 11 verifica-se que que o processo de adsorgdo foi

espontaneo (AG%ds< 0), com os valores de AG%gs permanecendo praticamente constantes
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com o aumento da temperatura. O processo foi mudando de entropicamente dirigido a
298.15K para entalpicamente dirigido a 328.15K, havendo compensacdo entalpico-
entropica na faixa de temperatura estudada. Tal compensacéo é relatada na literatura em

eventos envolvendo macromoléculas como proteinas [48, 49].

Como ja mencionado, o processo de adsor¢do de proteinas em CIH envolve uma
série de fendmenos complexos afetados por diversas variaveis. De modo geral, é aceito
que sais cosmotropicos dessolvatam a superficie das proteinas, expondo regides
hidrofébicas das proteinas aptas a adsor¢do por interagdes dessa natureza [43]. O mesmo
acontece ao redor dos radicais hidrofobicos do adsorvente, que também ficam menos
solvatados. Todo esse conjunto de fendmenos leva a alteracdes configuracionais e
conformacionais no sistema (proteinas, ions, &gua,..), visando a estabilizacdo

termodindmica do mesmo [44].

O comportamento entropicamente dirigido nas temperaturas mais baixas
estudadas estd de acordo com o relatado em diversos trabalhos [4, 25, 44]. A
dessolvatacdo das moléculas de proteina ndo é energeticamente favoravel comparada as
novas interacbes formadas no sistema. E a proteina adsorvida perde entropia
configuracional, por encontrar-se num estado de menor mobilidade no sistema. No
entanto o ganho de entropia configuracional do sistema com a liberacdo de moléculas de
agua para a solucao, ainda que se orientando em torno dos ions existentes, e de entropia
conformacional da proteina que ainda esta em solugdo, devido ao desenovelamento

parcial da sua estrutura, tornam o processo favoravel e entropicamente dirigido.

Ao se aumentar a temperatura até 55°C, associado a elevada concentracdo de
sulfato de sodio, comeca a se observar efeitos de agregacdo proteica, ainda que ndo se
observe precipitacdo até a temperatura estudada [50]. Com a formacdo de agregados, a
proteina passa a perder entropia conformacional e configuracional, o que causaria um
aumento da energia livre de Gibbs do sistema [51]. No entanto, para manter a
espontaneidade do processo de adsor¢do como observado eventos entalpicos exotérmicos,
possivelmente associados as interagfes hidrofobicas proteina-proteina nos agregados,
passam a ser relevantes tornando o processo entalpicamente dirigido [43,51]. A possivel
a adsorcdo de pequenos agregados proteicos ainda explica 0 aumento na capacidade

adsortiva apesar de um declinio no valor de K.

O comportamento termodindmico encontrado neste trabalho difere do observado por

outros autores utilizando CIH. Apesar do aumento da capacidade adsortiva com a
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temperatura, Bonomo et al. [4] e Ueberbacher et al. [25] observaram que a adsorcao de
BSA em adsorventes comerciais foi endotérmica e entropicamente dirigida nas condi¢Ges
estudadas. No entanto, nédo se verificou estudos termodindmicos de adsorcdo similares
com a utilizacdo de temperatura e concentracdo salina tdo elevadas quanto no presente

trabalho.

3.7.Avaliacdo do reuso das matrizes produzidas

Para demonstrar a eficiéncia dos criogeis funcionalizados com anilina ao longo da
quantidade de etapas de adsor¢éo ele pode ser submetido, foi feito um ciclo de reutilizagéo

dessas matrizes, o qual esta pode ser visto na Figura 11.

Figura 11: Valores experimentais da capacidade adsortiva da coluna ativada

com anilina em 5 ciclos consecutivos.
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O adsorvente apresentou uma capacidade adsortiva média de 29.15 mg de BSA / g de
criogel seco (mg.g™) e ndo perdeu a eficiéncia em 5 ciclos de utilizagdo, o que demonstra
estabilidade ao longo do tempo de uso. Os resultados foram similares a outros trabalhos
da literatura, que também obtiveram uma boa estabilidadede reutilizacdo para os criogéis
de poliacrilamida ao longo do tempo de uso. Como é o caso de Carvalho et al. [14] que
utilizou o criogel de poliacrilamida para adsorver lactoferrina, Uygun et al. [4] que
utilizou matrizes poliméricas para adsorver enzimas e Gongalves et al [10], que
imobilizou glicose as matrizes poliméricas para terem afinidade com Lectinas. Os
resultados encontrados sugerem que 0s criogeéis de poliacrilamida podem ser utilizados
em processos de purificacdo de proteinas e por isso, foram feitas as caracterizagdes

necessarias para se obter um melhor conhecimento do mesmo.
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4. CONCLUSAO

Foi possivel a producdo de um novo monolito polimérico de interacdo hidrofébica
com anilina imobilizada a partir da metodologia proposta. Tal imobilizagéo foi
confirmada a partir da analise do espectro de FTIR. Foi verificado que as matrizes
funcionalizadas com o método do glutaraldeido apresentaram menores valores para
capacidade de inchamento e grau de expansdo. Verificou-se que foi possivel a adsorcao
da BSA em diferentes temperaturas e concentracfes de sal. O processo de interacdo
hidrofobica entre a proteina e o criogel macroporoso polimérico modificado pela enxertia
da anilina foi avaliado a diferentes temperaturas e concentracdes de sulfato de sddio
adicionado a fase movel, tamponada em pH 6. As isotermas de adsorcdo obtidas
demonstraram que 0 aumento da temperatura aumentou a capacidade adsortiva do criogel,
ocorrendo 0 mesmo com o aumento da concentracdo de sal, até certo ponto. O modelo de
Langmuir foi utilizado e o ajuste foi satisfatorio. A analise termodindmica proposta a
partir do modelo néo linear de Van’t Hoff permitiu avaliar o processo de interagdo como
um todo, sendo util para a compreensdo dos fenbmenos observados. Os processos
ocorreram de forma espontanea mostraram-se exotérmico e entalpicamente dirigido, com
o fendbmeno dominante provavelmente associado a naturacdo das proteinas e liberacdo

das espécies quimicas presentes para a solucao.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO E ESTUDO TERMODINAMICO DE UM ADSORVENTE
MACROPOROSO DE AFINIDADE FUNCIONALIZADO COM COBRE (Cu?)

Resumo

Criogeéis macroporosos com metal imobilizado sdo suportes eficazes na separacao por
afinidade de biomoléculas. Neste trabalho, um adsorvente de poliacrilamida (criogel) foi
produzido e funcionalizado com ions de Cu?* utilizando &cido iminodiacético (IDA), com
0 objetivo de capturar proteinas que tenham residuos de histidina em sua estrutura. O
adsorvente foi caracterizado quanto a porosidade, grau de expansao (ED), capacidade de
inchamento (S), espectrofotometria no infravermelho FTIR, analise termogravimétrica
(TGA) e ciclos de reutilizagdo. Avaliou-se a adsorc¢ao da albumina do soro bovino (BSA)
no adsorvente, variando-se a temperatura (288,15 a 328,15K), conseguindo-se uma
capacidade adsortiva maxima de aproximadamente 208.74 mgesa.g tadsorvente @ 328.15K.
A termodindmica da adsorcdo da BSA no criogel-IDA-Cu2+ foi investigada. Os dados
de equilibrio da adsorcdo foram avaliados por meio das isotermas de adsorcao
desenvolvidas, em pH 7,2. O modelo de Langmuir foi ajustado aos dados de equilibrio, e
verificou-se 0 aumento na capacidade adsortiva com o aumento da temperatura em toda
temperatura estudada. Andlise termodindmica baseada na relacdo de van't Hoff mostra
que nas condicdes estudadas o processo foi espontdneo com compensagdo entalpico-
entropica. O processo de afinidade tornou-se endotérmico e entropicamente dirigido com
0 aumento da temperatura e o fenbmeno dominante foi provavelmente associado a

desnaturacdo das proteinas e liberacdo das espécies quimicas presentes para a solucao.

Palavras chave: Criogel; cobre; afinidade; adsorcdo; isotermas; termodinamica.
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1. INTRODUCAO

Os fundamentos da afinidade de biomoléculas por ions metalicos sdo conhecidos ha
muito tempo. Em 1974, Everson e Parker [1] demonstraram que certos grupamentos,
expostos na superficie de metaloproteinas sdo os principais responsaveis pela adsor¢édo
dessas em resinas contendo ions metalicos imobilizados. Esse procedimento de afinidade
popularizou-se com o trabalho publicado por Porath et al. [2], quando introduziram a

técnica cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC).

A IMAC se baseia na afinidade diferencial que ions metalicos imobilizados em uma
matriz sélida apresentam por grupamentos expostos na superficie de uma molécula em
solucdo. Esta afinidade resulta de ligacfes de coordenacéo reversiveis formadas entre um
ion metalico quelatado (o centro de adsor¢do) e residuos de aminoacidos, tais como o
imidazol da histidina, o tiol da cisteina e o indol do triptofano, os quais doam elétrons
para o ion metalico [3]. A técnica de IMAC vem sendo muito utilizada na purificacéo de
proteinas de origem natural ou recombinante, pois alcanca separagdes rapidas e niveis de
purificacdo muito bons [4-8]. Inimeros autores ja descreveram diferentes materiais
adsorventes que separam e purificam biomoléculas por meios da IMAC. Por exemplo
Carvalho et al. [5], utilizaram um criogel supermacroporoso com jons Cu?* imobilizados
para avaliares o comportamento adsortivo da lactoferrina. Serinbas et al [6],
desenvolveram um novo adsorvente, denominado de “nanoflowers” e utilizaram os Fe®*
sintetizados em sua estrutura para promover a adsorcdo e separacdo de biomoléculas
como o &cido desoxirribonucléico. Trang et al. [8] criaram uma fibra polimérica de nylon
enxertada com ions de cobre, para serem utilizadas como adsorvente de proteinas que tém

como base a afinidade por metais quelatados (IMAC).

As vantagens de uma rapida separacdo sem declinio da concentracdo da molécula
especifica, presentes da IMAC, juntamente com a necessidade das industrias farmacéutica
e de alimentos em obter proteinas com elevado grau de pureza, fazem com que
pesquisadores busquem desenvolver técnicas que mantenham ao maximo a bioatividade
das mesmas [8]. Dentre as varias técnicas, vem se destacando o desenvolvimento de
materiais monoliticos poliméricos supermacroporosos, utilizados na cromatografia, que
permitem a separacdo de grandes biomoléculas e até mesmo de células inteiras em

materiais ndo clarificados [9].
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Dentre os monolitos utilizados como colunas cromatogréaficas, 0s criogéis poliméricos
de poliacrilamida vém apresentando destaque por possuirem elvada porosidade, com
grandes poros interconectados, apresentando baixa resisténcia ao escoamento, permitindo
0 uso de solucBes mais viscosas, além apresentarem baixo custo, se comparados a
matrizes tradicionais utilizadas em cromatografia. Entretanto, como desvantagem, tais
estruturas possuem uma menor area superficial, acarretando em uma menor capacidade
de ligacdo, o que acaba diminuindo a eficiéncia da purificacdo. Diante disso,
modificagdes podem ser realizadas na estrutura dos criogéis visando aumentar sua

capacidade de purificagdo [10,11].

Uma das possiveis modificagcdes é transformar os criogéis poliméricos em matrizes
de cromatografia de afinidade com ions metalicos imobilizados, por meio da enxertia com
grupos ligantes de interesse. Para que isso ocorra, € necessaria a escolha de um agente
quelante e posteriormente a coordenacdo com um ion metalico. A via mais comumente
para tal é a utilizacdo de matrizes poliméricas que contenham radicais epoxi em sua
estrutura, aproveitando-se da reatividade dos mesmos. Tais radicais sdo inseridos nas
matrizes cromatograficas no momento da sua sintese, utilizando-se por exemplo o alil-

glicidil éter ou glicidil metacrilato [5,12].

O agente quelante usualmente empregado é o &cido iminodiacético (IDA), capaz
de fazer, ligacdes coordenadas com os ions metalicos. A escolha do ion metalico varia
em funcdo da biomoléculas-alvo, variando de ions tri e tetravalentes( AI**, Fe3*, Zr*")
quando se objetica purificar fosfoproteinas e fosfopeptideos e ions divalentes (Co?*, Cu?*,
Ni%*, Zn?*, Ca%*, Mg?*) quando se objetiva a interagdo com os aminoacidos histidina,

cisteina e triptofano, para purificar preoteinas em geral [4].

Dessa forma, a utilizacdo da técnica IMAC juntamente com os criogeis poliméricos,
indicam ser um suporte adequado para separacdo de proteinas. No entanto, apenas essa
separacgdo das proteinas ndo é suficiente para a compreensdo do mecanismo de afinidade
entre os ions metalicos e as proteinas [5]. Para isso, tanto a caracterizacdo das
propriedades fisico quimicas dos criogéis, quanto a analise dos parametros
termodinamicos serdo de grande importancia para se adquirir conhecimento a respeito do

processo que envolve a adsorcéo de proteinas [13,14].

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi produzir um adsorvente monolitico

macroporoso voltado para o processo de purificagdo de proteinas por cromatografia de
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afinidade por ions metalicos imobilizados e caracteriza-lo com relag&o a aspectos, fisicos,

quimicos, operacionais e termodinamicos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Reagentes

Todos os reagentes necessarios para o desenvolvimento desse trabalho possuiram,
no minimo, grau analitico PA-ACS, sendo descritos ao longo do detalhamento das
metodologias. A agua utilizada foi do tipo destilada, e os equipamentos e materiais
consumiveis em geral também foram descritos na sequéncia, nos momentos mais

convenientes.

2.2.Sintese dos criogeis monoliticos

Para sintese dos criogéis foram adaptadas metodologias propostas por Kumar et
al. [15] e Yao et al. [16]. Onde 4,4 g de AAm, 1,2 g de BAAm e 1,4 g de AGE foram
dissolvidas em 100 mL de &gua destilada, sendo a solucdo degaseificada em banho
ultrassénico por 5 minutos. Em seguida, a solugéo foi colocada em banho de gelo sendo
adicionados 140 pL de solucdo de persulfato de aménio (APS) na concentracdo de 0,5
g/mL e 91 uL de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED). Ap6s homogeneizacéo
da solucdo, a mesma foi imediatamente vertida em seringas plasticas de 5mL, que foram
seladas e mantidas em banho termostatico a temperatura de -12,0 °C por 24 h. Decorrido
esse tempo, as seringas foram abertas e deixadas a temperatura de 4°C por 4 h para o
descongelamento da agua existente. Posteriormente, as seringas abertas contendo os
criogéis foram colocadas em estufa a (60+1)°C por 48h, até os criogéis serem
completamente secos. Em seguida, os mesmos foram removidos das seringas e suas
extremidades foram cortadas para retirar partes defeituosas. Os criogéis foram entdo
recolocados nas seringas e lavados com 200 mL de agua destilada, utilizando-se uma
bomba peristaltica na vazdo de 1,5 mL.min e novamente secos em estufa (60 °C/48h),
sendo as massas medidas em em balanca analitica. Os mondlitos foram mantidos

individualizados em dessecador contendo silica até 0 momento da funcionalizag&o.
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2.3.Funcionalizacdo dos criogéis com ions metalicos

Nesta etapa pretendeu-se avaliar como matrizes funcionalizadas com ions de ferro,
zinco, niquel, cobalto e cobre se comportariam de maneira mais eficiente na adsorcao das
proteinas. Para isso foi adotado o sistema em batelada adaptado de Carvalho et al. [5].
Utilizando-se a temperatura de 298.15K, mondlitos de criogéis secos, com cerca de 3cm
de altura, 1cm de didmetro e peso médio de 250 mg, foram colocados sob agitacao rotativa
a 25 rpm em todas as etapas do processo, utilizando seringas fechadas de 20 mL. A cada
etapa realizada os criogéis foram suavemente comprimidos manualmente, para a retirada
do excesso de solucéo da etapa anterior.

Inicialmente uma solucdo de Na,COs (20 mL, 1 M) foi agitada juntamente com o com
0 monolito por 1 hora. Posteriormente, uma solucao de IDA (0,5 M em 1,0 M de Na2COs,
pH 10,0) foi colocada em contato com mondlito durante 24 h a temperatura ambiente.
Ap0ds estas etapas, o criogel modificado foi lavado com Na,CO3 0,5 M (20 mL) por uma
hora e em seguida com &gua deionizada até atingir o pH 8,0. Entédo criogel foi posto em
contato com uma solugdo de 0,1 M dos ions metalicos de interesse (dos ions de ferro,
zinco, niquel, cobalto e cobre), durante 2 horas para a ligagdo do metal na matriz.
Finalmente, o criogel foi lavado com &gua deionizada para remover o metal ndo ligado e,
em seguida, com tampdo de imidazol (15 mM em HEPES e 0,2 M de NaCl, pH 7,0) para

remocéo do metal fracamente ligado.

Apbs a ativacdo os criogeis foram colocados em estufa a 60°C e apds a secagem
obteve-se uma coluna adsorvente monolitica supermacroporosa de afinidade por ions

metalicos imobilizados.

2.4.Avaliacao da adsorcao e do potencial de uso dos mondlitos produzidos.

Para avaliacdo da adsorcdo e do potencial de uso dos criogéis, foi utilizada a aloumina
do soro bovino (BSA) como proteina modelo. Para tanto foram avaliados a capacidade
de adsor¢do de BSA a cada monolito com seu especifico ion metalico imobilizado, bem
como o efeito de 5 ciclos de reutilizacdo dos criogeis produzidos. Dessa forma, uma
solugdo de BSA a 0,5 mg.mL* foi preparada em solugéo tampé&o fosfato de sodio (0.05M,
pH 7) e colocada em contato com 30 mg dos criogeis ativados com os diferentes ions

metalicos durante 24 horas a 298.15K. Apos esse tempo, a solugdo sobrenadante foi
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retirada dos tubos e a concentracdo de proteinas contida foi determinada
espectrofotometricamente a 595nm usando o método de Bradford [17].

A concentracdo de proteina na fase solida foi determinada de acordo com a Equacao

(Co— GV 1)
m

Em que g é a capacidade adsortiva do adsorvente (MQproteina/g criogel); Co € Ce S0
respectivamente as concentracdes inicial e final de proteinas em solugdo (mg/mL); V é o

volume de solucdo (mL); m é a massa de criogel seco utilizado.

Feito os experimentos adsortivos e descoberto qual ion metélico adsorvia mais
proteinas, utilizou-se apenas as colunas que continham este ion. Dessa forma, as colunas
com proteina adsorvida foram lavadas (20mL) com solucdo tampao imidazol (200mM)
por uma hora, para a eluicdo das proteinas. Posteriormente, a coluna foi agitada com
solucdo de 0,1M do metal de interesse por duas horas, para repor a ligacdo do metal a
coluna e consequentemente ficar apta para a adsor¢cdo novamente, a qual foi feita ao

colocar o adsorvente em contato com solugdo de BSA a 0,5 mg.mL™ durante 24 horas.

Na sequéncia todo o procedimento descrito foi repetido para se avaliar os ciclos de
reutilizagéo da coluna usada. Tais ciclos de adsor¢éo e eluicdo da BSA foram repetidos 5
vezes em duas diferentes colunas para a avaliacdo da perda de eficiéncia ao longo do

tempo de uso.

2.5.Caracterizagao dos criogeis.

Para a caracterizacdo dos criogéis produzidos e posteriormente funcionalizados,
foram realizadas as andlises seguindo as metodologias propostas por Savina et al. [18]
para capacidade de inchamento (S), Fontan et al. [9] para grau de expanséo (ED), e Plieva
et al. [19,20] para porosidade. A microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e anélise
termogravimétrica (TG) foram realizadas utilizando as metodologias propostas por Da
Silvaetal. [11].
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Outro método utilizado para determinacéo da porosidade total dos criogéis foi
baseado no método dos momentos utilizado para leitos fixos empacotados [23]. A coluna
de criogel foi adaptada a um cromatografo com detector de feixe de diodos com espectro
no UV Visivel. A coluna foi equilibrada a (30,0 + 0,1) °C com 20 volumes de coluna (VC)
de agua deionizada. Pulsos de 100 pL de uma solucéao de acetona 5% (em volume) foram
injetados, em triplicata, em vazdes variando de 2 mL-min-* a 10 mL-min- %, sendo as
corridas monitoradas em A = 280nm. Foi calculado entdo o primeiro momento estatistico
(ou tempo de retencdo) para os pulsos injetados, que na forma discretizada e com a
concentracdo do soluto linearmente proporcional a absorbancia é dado por Furusawa et
al. [23]:

Lt AjAt 2
M1=tr= l;llll i ()
Onde: My é o primeiro momento estatistico (s), corrigido considerando-se o volume vazio
do equipamento, tr € 0 tempo de retencdo (s), ti € o tempo (S) em que a i-ésima 20
observacdo foi registrada, At € o intervalo de tempo (S) entre a i-ésima e a (i-1)- ésima

observacédo (para i >2) e Ai é a absorbancia registrada no tempo ti .

Para a injecdo dos pulsos de acetona no tempo de corrida igual a zero, Furusawa

et al. [23] demonstram que tR é igual a:

L 3
tr:EEt ()

Onde: L é o comprimento da coluna (m), U é a velocidade de escoamento da fase movel

(ms-1) e £, é aporosidade total da coluna.

Além dos tempos de retencdo, foram calculadas também as variancias (c?) ou
segundos momentos estatisticos (M2) de cada pulso, utilizando-se a equacdo 4 [23].
n
_ i G AidG (4)
i=1 At "
Onde: M2 é o0 segundo momento estatistico (s?), corrigido considerando-se o volume vazio
do equipamento, o2 é a variancia do pulso observado (s?), ti € o tempo (S) em que a i-

ésima observacao foi registrada, Ati € o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-
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ésima observacdo (para i > 2), Ai é a absorbancia registrada no tempo ti e tr € o tempo

de retencédo do pulso observado (s).

Uma vez determinados tr € o2, 0 coeficiente de disperséo axial aparente para cada
velocidade de escoamento estudada foi calculado por regressdo ndo-linear, resolvendo-se
a equacdo 4, utilizando-se a ferramenta solver do software MS-Excel® 2015 (Microsoft,
Redmond, EUA).

0% Z(DaX) , (Dax>2 ) ( ul ) )
tz2 ul ul [ *P\” Dax |

Onde Dax é o coeficiente de dispersdo axial aparente (m2s - 1), L é a altura (m) do leito,
u é a velocidade (m-s - 1) intersticial da fase movel (u = UeT), tr € o0 tempo de retencéo

do pulso (s) e ¢ é a sua variancia (s?).
Os graficos das curvas de DTR foram plotados pela equacéo 6.

Abs(t) (6)
0 =R 7o -
J, Abs(t)dt
Onde: E, € a fungfo de distribuicdo de tempo de residéncia normalizada (s ) e Abs é a

absorbancia registrada em func¢éo do tempo .

Para a determinacdo da altura dos pratos teoricos equivalentes (HETP) em funcéo
da velocidade de escoamento da fase movel foram utilizados os dados obtidos das curvas
de DTR mencionados. Os valores da HETP foram calculados utilizando-se a equacgéo 7.

M, o2 (7
HEPT = L —%=L—
M2 T

Onde: L é a altura do leito (m), tr € o tempo de retencéo do pulso (s) e o? é a sua variancia

(7).

A permeabilidade ao escoamento foi determinada utilizando-se o método
baseados na equacdo de Darcy, onde o criogel produzido na coluna foi equilibrado com
20 VC de coluna de agua deionizada e submetido a diferencas de press@o hidrostatica
sobre a coluna entre 1,5 kPa e 20,5 kPa, sendo a vazdo volumetrica registrada na saida do

leito. A permeabilidade foi encontrada vide equagéo 8:

nlL AK} (8)

AP = —
a1 °

95



Onde AP é a presséo hidrostatica sobre a coluna (Pa), 7 é a viscosidade da fase mével
(Pa-s), Q é a vazao volumétrica (m3s -1 ), A é a area transversal da coluna (m?), L é a

altura do leito (m) e kp € a permeabilidade do leito (m?2).

2.6.0btencéo das isotermas de adsorc¢ao

Utilizou-se albumina do soro bovino (BSA, Sigma, cod. A7908, pureza > 98%) como
proteina modelo. Os experimentos de adsorcdo da BSA foram conduzidos em batelada,
em diferentes valores de temperatura (288.15K, 298.15 K; 308.15 K; 318.15 K; 328.15
K). A fase modvel usada foi tampdo fosfato de sodio (0.05M, pH 7) nas devidas
temperaturas. Para a manutencdo da temperatura foi utilizada uma estufa BOD com
precisdo de + 0.5°C. Para a utilizagdo nos ensaios de adsor¢do os mondlitos produzidos
foram cortados com uma lamina de ago em pequenos cubos com cerca de 1.5 mm de
aresta. Foram utilizados 15 pontos experimentais, com 3 repeticGes. Foram avaliadas
concentracgdes iniciais de BSA variando de 0.0 a 15.0 mg/mL.

Em tubos plasticos com tampas foram pesados cerca de 30 mg do adsorvente
produzido e colocados em contato com 4.0 mL de solugdo com concentracdo de sal e
BSA desejadas. Os tubos foram deixados em agitacdo orbital a 25 rpm durante 12 horas
a temperatura de interesse. Posteriormente o liquido sobrenadante foi retirado dos tubos
e a concentracdo de proteinas determinada a 595nm usando o método de Bradford [17].
A concentragdo de proteina na fase solida foi determinada de acordo com a Equacgéo 9:

(Co = CIV 9)
m

Em que g é a capacidade adsortiva do adsorvente (MQproteina/g criogel); Co € Ce S80
respectivamente as concentracdes inicial e final de proteinas em solucédo (mg/mL); V é o

volume de solucdo (mL); m é a massa de criogel seco utilizado.

Uma vez obtidos os valores experimentais das isotermas de adsor¢do, o modelo de
Langmuir [21] foi ajustado aos dados encontrados, utilizando-se regressao ndo-linear. O

modelo de Langmuir é apresentado abaixo na equacéo 10.

K Ce
9 = Qmax 1+;<l Co (10)
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Onde gmax € a capacidade maxima de saturacdo do adsorvente (mol-L%), K| é relacionada
a constante de equilibrio de adsorcédo (L-mol™), q é a quantidade de soluto adsorvido
(mol-L ) no equilibrio e Ce é a concentracéo de soluto em solucéo, também no equilibrio

(mol-LY).

Os parametros gmax € Kt (constante de equilibrio admensional), que serdo
utilizados na andlise termodinamica, foram estimados por meio de regressdo néo-linear,
utilizando-se o software SigmaPlot® v.11 (Systat Software, Inc., CCIHago, EUA).

Desse modo, a partir do ajuste prévio do modelo de Langmuir aos dados
experimentais em diferentes temperaturas, foram obtidos os parametros Kr e Qmax.
Determinados Kt e gmax, foi plotado um gréfico do logaritmo de (QmaxKt) Vversus o
logaritmo da concentragdo do soluto em questdo. Do coeficiente angular da reta foi obtido
o valor da carga caracteristica da proteina (v) e do coeficiente linear determinou-se o valor

da constante de equilibrio de adsorcdo K.

2.7.Determinacéo da variacao das propriedades termodinamicas

A partir dos dados de equilibrio de adsorcdo foi realizada a analise ndo-linear de
van’t Hoff para a determinagdo os parimetros termodinamicos AH%ds, AS%ds € AG%%qs,
foram determinados utilizando metodologia proposta por Bonomo et al. [22] e

Ueberbacher et al. [23]. A analise ndo linear de Van’t Hoff é obtida pela Equacéo 11:

,_ b, ¢ (11)
InK =a+T+ F+ln0

Sendo K’ a constante de equilibrio; a, b e ¢ S840 parametros empiricos e & uma constante

do sistema que depende da razao entre as fases e € constante com a temperatura.

2.8.Avaliacdo do reuso das matrizes produzidas

Na sequéncia de todo o experimento descrito, utilizou-se albumina do soro bovino
(BSA, Sigma, cod. A7908, pureza > 98%) como proteina modelo, para se avaliar a

capacidade de reutilizacdo da coluna utilizada. A adsorcéo foi repetida na temperatura de

97



298,15 K e concentragdo de sulfato de sodio 1,5 mol.L™. A fase movel usada foi tamp&o
PBS 0,05M, pH 6,0 adicionado de sulfato de s6dio em concentra¢des especificada.

Em tubos plasticos com tampas foram pesados cerca de 30 mg do adsorvente
produzido e colocados em contato com 4.0 mL da fase movel juntamente com BSA na
concentragdo de 10mg/mL. Os tubos foram deixados em agitagéo orbital a 25 rpm durante
12 horas a 298.15K. Posteriormente o liquido sobrenadante foi retirado dos tubos e a

concentracdo de proteinas determinada a 595nm usando o método de Bradford.

A eluicdo da proteina adsorvida foi feita pelo contato com 10 mL de tamp&o imidazol
(200mM, pH 7,4) durante 2 horas e agitacdo rotativa constante. Ap6s isso, 0 adsorvente
ficou exposto em estufa a 60°C até que estivesse seco e em condic¢des de uso, novamente.
Essas etapas, denominadas de ciclos de adsorcéo e eluicdo da BSA, foram repetidas 5
vezes, com 3 repeticOes, para a avaliacdo da perda de eficiéncia ao longo do tempo de

uso.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES.
3.1.Descricdo dos criogeis

Imagens dos criogéis produzidos e posteriormente funcionalizados com metais sdo
apresentados na Figura 1. Os criogéis supermacroporosos de poliacrilamida apresentaram
estrutura esponjosa e eléstica quando hidratados, conforme relatado em diversos trabalhos
[9,19,20,24]. Devido a elasticidade, tais monolitos podiam ser suavemente comprimidos
mantendo a integridade de sua estrutura. Essas caracteristicas sdo benéficas quando
relacionadas aos processos experimentais, pois possuem resisténcia fisica e mobilidade

para suportarem as etapas que serdo submetidos.

As matrizes também apresentaram boa estabilidade aos processos de secagem e
hidratacdo, pois ndo sofreram danificacbes em sua estrutura fisica ao longo do
procedimento experimental. Tornando-se essenciais para que 0s criogéis de
poliacrilamida possam ser armazenados para utilizacdo posterior em processos de
purificacdo. Essas caracteristicas fazem dos criogéis de poliacrilamida um material
promissor para ser utilizado em processos de purificacdo [25,26]. As matrizes
funcionalizadas apresentaram coloracdo especifica para cada ion metélico utilizado,

diferentemente do criogel base (sem ativacao e imobilizacdo). Esta coloracdo se da devido
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ao ion metalico que é imobilizado ao agente quelante por ligacdes de coordenagédo
formadas entre o ion metalico e &tomos de nitrogénio, oxigénio ou enxofre presentes na

estrutura do agente quelante.

Figura 1. Imagem dos criogeis controle e ativado produzidos no experimento.

™

Cobcilto

Informag0des sobre a capacidade adsortiva das colunas funcionalizadas com metais

sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo de BSA adsorvida nas colunas de afinidade por metais
imobilizados a temperatura de 25°C.

lon metéalico imobilizado Concentracéo de BSA adsorvida (mg/g)
Cobre (Cu ) 56,82 + 5,38
Zinco (Zn %) 34,46 +7,02
Niquel (Ni 2*) 29,88 + 1,01
Cobalto (Co ") 30,22 + 6,50
Ferro (Fe ) 28,05 + 0,48

De modo geral, qualquer ion metalico que apresente a capacidade de interagir com
proteinas pode ser utilizado em IMAC, porém o Cu?*, Ni?*, Co?* e Zn?* sdo utilizados na
purificacdo de proteinas que possuam residuos de histidina, triptofano e cisteina, pois 0s
ions metalicos interagem com o nitrogénio aromatico dos grupamentos imidazol, indol e
com o enxofre do grupamento tiol, respectivamente, de cada aminoacido [3]. No entanto,
pode ser observado que neste experimento realizado, a coluna funcionalizada com cobre
imobilizado apresentou uma capacidade adsortiva média de 56,82 mg de BSA / g de

criogel seco. Esse valor foi superior as outras colunas ativadas, que tiveram capacidade
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adsortiva variando de 28,05 a 34,05 mg de BSA/ g de criogel seco. Este mesmo resultado
foi obtido Erol et al. [7], que também encontraram o cobre como principal metal para a
adsorcéo de metaloproteinas, quando comparado com zinco, ferro e prata. Diante disso,

as colunas funcionalizadas com cobre foram utilizadas no restante dos experimentos.

Informacdes sobre a capacidade de adsorcdo das matrizes controle e funionalizadas
com cobre sdo apresentadas na Tabela 2. Observa-se que as matrizes funcionalizadas
apresentaram uma capacidade de adsorver a a proteina modelo (BSA) muito maior que
as matrizes controles. Isso pode ser explicado porque em IMAC, a adsorcdo ird ocorrer a
depender do nimero e tipo de grupos de aminoécidos que podem interagir com um metal
especifico [7]. Assim sendo, neste trabalho, a coluna funcionalizada com fons de Cu?*
apresentaram mais afinidade de interacdo com os residuos de histidina, triptofano e

cisteina presente na superficie da BSA do que as matrizes controle [3].

Tabela 2- Valores médios obtidos para capacidade adsortiva das matrizes produzidas

Parametro Controle Funcionalizado
Capacidade adsortiva (Mgbsa/Qcrioge) ~ 4.77 + 0.95° 56,82 + 5,38°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes entre si
pelo teste t (p<0,05).

Para demonstrar a eficiéncia dos criogéis funcionalizados com cobre na adsorcao de
proteinas ao se reutilizar o adsorvente, as matrizes funcionalizadas foram submetidas a

cinco ciclos de reutilizacdo, sendo os resultados obtidos apresentados na Figura 2.

Figura 2: Valores experimentais da capacidade adsortiva da coluna ativada com

cobre em 5 ciclos consecutivos.
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A coluna apresentou uma capacidade adsortiva média de 54,44 mg de BSA / g de
criogel seco com a reutilizagdo, demonstrando estabilidade ao longo do tempo de uso. Os
resultados estdo de acordo com diversos trabalhos da literatura, que também obtiveram
estabilidade de reutilizacéo para os criogeéis de poliacrilamida ao longo do tempo de uso,
como na adsorcdo de lactoferrina (Percin et al. [27]), de enzimas (Uygun et al. [4]) e
lectinas (Gongalves et al [10]). Os resultados encontrados sugerem que 0s criogéis de
poliacrilamida podem ser utilizados em processos de purificacdo de proteinas e por isso,
foram feitas as caracterizacGes necessarias para se obter um melhor conhecimento sobre

0 material produzido, sendo alguns dos resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados da caracterizacao dos criogéis.

Criogel
A Funcionalizado com
Parametro Controle
Cu++
Capacidade de inchamento (kg/kg) 18,77 + 0,95% 18,93 + 1,59?
Grau de expansdo (L/kg) 18,55 + 2,10? 19,53 + 0,98?
Fracdo de macroporos 0,82 +0,019? 0,78 + 0,024°
Fracdo de meso/microporos 0,10 + 0,020? 0,16 + 0,0212
Fracdo de agua ligada 0,02 + 00,0012 0,01 +0,0012
Fracdo de polimero seco 0,04 + 0,0022 0,04 + 0,0022
Porosidade total 0,94 £ 0,003? 0,93 + 0,002°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes entre si
pelo teste t (p<0,05).

Foram encontradas diferencas significativas na fracdo de macroporos e porosidade
total, ocorrendo uma reducdo nos valores dessas variaveis, quando comparados 0S
criogeis controle e ativados. Essa diferenca pode ser atribuida ao fortalecimento das
interacdes cruzadas e reducdo do espaco dos poros a partir da funcionalizagéo do criogel,
tornando-os menos flexiveis. Mais especificamente, essa diferenca se deve ao alto
potencial de polimerizacdo do agente quelante IDA, que atua como braco espacador e
diminui o tamanho dos poros formados. Ainda assim a porosidade dos criogéis ativados

manteve-se elevada, sendo os valores encontrados sconsistentes com os observados em
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outros trabalhos na literatura em que se trabalhou com criogéis de poliacrilamida [10-12,
21, 30-32].

Ja os valores obesrvados neste trabalho para a capacidade de inchamento e grau de
expansdo demonstram a alta capacidade de absorcao de agua apresentada pelos criogéis

produzidos.

A avaliagdo morfologica das matrizes produzidas foi realizada por meio da andlise de

microscopia de varredura (MEV). As imagens obtidas sdo apresentadas na Figura 3.

Figura 3 — Micrografias de MEV das matrizes controle (A e B) e funcionalizadas
(CeD).
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Observa-se que as matrizes apresentaram estrutura homogénea, com poros grandes e
interconectados. Verifica-se 0 predominio de macroporos com diamtero entre 20 e
140um, em acordo com o reportado por diversos autores [27, 13, 30-32]. As dimensdes
de poros observada pode ser Gtil nos processos de purificacdo de macromoléculas, pois
permitem a passagem delas e até mesmos de células microbianas e fragmentos celulares,
além do uso de solucdes concentradas e particuladas. [29, 28, 33, 19].

Verifica-se também na Figura 6 a diferenca entre as imagens das matrizes controle (A

e B) e funcionalizadas (C e D). Observa-se na matriz funcionalizada a existéncia de
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pontos de rugosidade na superficie dos poros, que podem ser atribuidos a inclusdo dos
bracos espacadores de IDA nos sitios ativados da superficie dos criogéis, e posterior
funcionalizacdo com o metal de interesse (Cu?"), indicando que a mesma foi bem-

sucedida.

3.2.DTR, dispersao axial, HETP.

A distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) para pulsos de acetona em diferentes
velocidades de escoamento da fase mével é apresentada na Figura 4. Como pode se
observar, as curvas de DTR se apresentam mais dispersas com a reducdo da da vazéo do
liquido. Nota-se ainda que a medida em que a vazdo aumenta, 0s picos se tornam mais
estreitos. Comportamento semelhante foi obtido por outros autores com criogéis de
poliacrilamida como Yao et al. [16] e criogeis ativados com ions metalicos imobilizados,

como Carvalho et al. [5].

Figura 4: DTR para pulsos de acetona a diferentes velocidades superficiais de

escoamento, na coluna de criogel com cobre.
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Verificou-se ainda assimetria nas curvas, com a formacao de caudas estendidas. Tal
fato pode ser atribuido a falta de homogeneidade na estrutura ou distribuigdo dos poros,
que surgem quando do processo de sintese do criogel [16]. Possivelmente os efeitos
observados neste caso ocorreram devido a grande variagdo no tamanho dos poros (de 20
um a 140 um, aproximadamente) que sera visto mais a frente, do que da sua distribuicdo
pelo criogel, uma vez que a partir das micrografias, ndo se constatou regides especificas

com tamanhos de poros diferenciados, como sera visto mais adiante.

Os valores do coeficiente de dispersdo axial (Dax) em fungédo da vazdo da fase
movel sdo apresentados na Figura 5. Pode-se observar valores na faixa de 3.16-107 a
1.49-10° m?/s, crescentes com a vazdo. Observa-se que a medida que velocidade
superficial do liquido aumenta, o coeficiente de dispersdo axial também aumenta. Esse
mesmo comportamento foi reportado por Yao et al. [18]. Os valores para o Dax (bem
como sua variagdo) foram baixos, indicando que o escoamento foi tido como pistonado e
que o grau de mistura na coluna no momento em que a fase movel percolava o leito ndo
foi intenso, 0 que é desejavel. Os resultados desse trabalho estdo similares aos obtidos
por Fontan et al. [9], Carvalho et al. [5], Yao et al. [18] para criogéis sintetizados a partir

de acrilamida e bis-acrilamidal.

Figura 5: Coeficientes de disperséo axial em diferentes velocidades superficiais de

fluxo na coluna de criogel.
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Também foi deteminada a altura equivalente a pratos teéricos (HETP) para as
diferentes velocidades de escoamento da fase movel. Os valores obtidos neste trabalho de
altura equivalente a um prato teérico (HEPT) estdo na faixa de 0,19- 0,24 cm, que foram
valores inferiores aos encontrados por Carvalho et al. [5] quando utilizaram um criogel
funcionalizado com cobre, para a purificacdo de proteinas e este obteve valores que
variaram entre 0,61-0,77 mm. Também fora inferiores & Mol et al. [36], quando
trabalharam com um criogel de afinidade (purificacéo da lisozima) cujos valores variaram
entre 0,370 e 0,454 . De modo geral, os valores apresentados neste trabalho sdo melhores
que os encontrados na literatura. Pois, se a altura de pratos tedricos é pequena, significa

que a coluna vai comportar um alto nimero de pratos tedricos e ter uma boa resolugéo.

Figura 6: Dados experimentais da variacéo de variacdo da pressao (-AP ) / em fungao
da velocidade superficial de escoamento da fase movel Ao longo do criogel de IMAC

funcionalizado com ions de cobre.
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3.3.Permeabilidade ao escoamento

Na Figura 7 sdo apresentados os resultados experimentais referentes a queda de
pressdo hidrostatica em funcéo da velocidade superficial de escoamento. Percebe-se que
a permeabilidade da 4gua obtida no leito do criogel monolitico foi 1.65 x 10°* m?2. Este
valor foi superior aos de outros autores relatados para mondlitos poliméricos organicos.
Carvalho et al., [5] encontraram um Ky de 4,70 x 10 m?. Mol et al. [36] encontraram
o valor de Kw igual a 5,9 x 10** m?, trabalhando com criogéis de afinidade. O valor desse
parametro indica que quanto maior o valor calculado, menor a resisténcia ao fluxo. 1sso
pode ser explicado pois a estrutura com grande nimero de poros bem como os grandes
poros interconectados sdo fatores que contribuem diretamente para a baixa resisténcia ao
fluxo, o que possibilita que criogéis supermacroporosos sejam utilizados como fase
estacionaria em técnicas cromatograficas, podendo-se ainda empregar altas vazdes sem
que elevados valores de pressdo sejam atingidos. O tamanho elevado dos poros e a
interconectividade dos mesmos favorece para que a transferéncia de massa ocorra
principalmente por convecgdo. A resisténcia a transferéncia de massa é praticamente
negligenciavel, devido ao fluxo predominantemente convectivo da solugdo através dos

poros [22].

Figura 7: Dados experimentais da variacdo de pressdo (-AP ) / em funcdo da

velocidade superficial de escoamento da fase movel para criogel de IMAC.
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3.4.Anélises estruturais

Os espectros obtidos na anélise de FTIR s&o apresentados na Figura 8.

Figura 8. Espectros de FTIR do criogel controle (a) e ativado (b).
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Para ambos os criogeis pode-se observar uma banda de vibra¢do formada na regido
de 1647,5 cm™. Essa vibragéo ¢ caracteristica do grupamento amida (C=0) provenientes
dos mondémeros (AAm e BAAmM) utilizados para a sintese dos criogeis. Esse mesmo
resultado foi relatado por diversos autores que trabalhara com criogeis de poliacrilamida
[18,34, 35-37].

Outra banda a ser analisada ¢ a de 1137,5 cm™ que indica o estiramento do
grupamento C-O. Esse comportamento se deve a presenca de radicais epdxi advindos do
AGE, agente iniciador dos bracos espacadores [10, 11, 36]. Observa-se ainda uma
reducdo na intensidade dessa mesma banda no criogel ativado, quando comparado com o
criogel controle. 1sso pode ser explicado pelo fato de outas moléculas presentes na reacdo
de funcionalizacdo, como o IDA, formarem ligacdes com o grupo epdxi, para formar os

bragos espacadores.

Observa-se no criogel funcionalizado, o aparecimento de uma pequena banda em
1402 cmt, que indica a vibragéo referente aos grupamentos N-H [38]. Esse grupamento

esta presente no acido iminodiacético.

Outra banda que pode ser observada apenas no criogel ativado € a de 2350 cm™ e pode
estar associada ao grupamento do acido carboxilico [34]. O aparecimento dessa banda
nos criogéis ativados pode ser decorrente ao contato do criogel com o é&cido
iminodiacético que foram inseridos durante a modificacdo da superficie dos criogeis
controle. Segundo Solomons [38], os acidos carboxilicos produzem uma absorcéo de

deformacdo axial na regido de 3100 — 2300 cm™.

Além da andlise de espectroscopia FTIR foi realizada a analise termogravimétrica
(TGA), cujos resultados estdo apresentados na Figura 9. As curvas TG referentes aos
criogeis ativados e funcionalizados apresentam comportamentos distintos e podem ser
divididas em 2 etapas de perda de massa. Essas etapas sdo atribuidas a desidratacdo e
decomposicdo da matéria organica. A primeira perda de massa ocorreu no intervalo de
temperatura aproximadamente de 25 a 130 °C foi atribuida a desidratacdo do composto.
A segunda perda de massa ocorre no intervalo de 130°C e temperatura final da analise,
nos dois tipos de matrizes. Essa perda foi atribuida a decomposicdo da estrutura
polimérica, com perda de massa total. Isso era esperado, dada a natureza organica das

matrizes e presenca apenas do cobre como composto inorganico em sua estrutura [31,36].
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Figura 9. Curvas de TGA dos criogeis controle (A) e ativado (B).
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Ja em relacdo as curvas DTA, é possivel observar muitas distingfes entre 0s criogeis
controle e ativado. Durante a degradacdo térmica dos componentes, ocorre a incidéncia
de um pico endotérmico nas temperaturas inferiores a 100°C para ambos 0s criogeis, que
pode ser atribuido as moléculas de dgua presente na amostra, que absorvem essa energia
na forma de calor e evaporam [39]. Percebe-se também que ocorre um pico exotérmico
em 400°C apenas no criogel controle e um pico em 350°C apenas no funcionalizado que
pode ser atribuida a decomposicao da poliacrilamida em ambos os tipos de adsorvente
[39]. Por fim, é possivel observar o surgimento de um grande pico exotérmico na
temperatura 465°C dos criogis funcionalizados. Nessa temperatura, praticamente toda a
massa de matéria organica j& havia sido degradado e dessa forma, este comportamento
pode ser atribuido a degradacdo dos ions de cobre, 0s quais se mantém estavel nessa faixa

de temperatura [11].

Dessa forma, pode-se afirmar que ambas as matrizes possuem resisténcia para
utilizacdo em amplas faixas de temperatura, inclusive em valores usualmente utilizados

em processos de esterilizacdo de materiais.

3.5. Comportamento adsortivo

Em IMAC, a adsor¢do ira ocorrer a depender do nimero e do tipo de grupos de
amino&cidos que podem interagir com o metal imobilizado na matriz polimérica, sendo
influenciada por variaveis independentes tais como sistema tamponante, natureza do
metal imobilizado, pH e temperatura [40].Assim sendo, neste trabalho o sistema
tamponante utilizado foi o fosfato de sddio, pois em baixas concentracdes ndo possuem
afinidade com ions metalicos [3] e é 0 mais comumente utilizado nesses tipos de sistema.
Além disso, ndo foi utilizado o acréscimo de sal ao sistema tamponante pois os efeitos
eletrostaticos sdo mais intensos quando se emprega uma fase mével com baixa forca
ibnica. Estes efeitos ocorrem entre proteinas carregadas e as cargas dos ions metalicos
[3,41]. Ja o pH escolhido para a fase mével foi de aproximadamente 7, pois o pKa da
proteina em questdo (BSA) varia de 3,14 a 6,32. Em IMAC, a adsorcao é favorecida
quando grupos ionizaveis doadores de elétrons presentes nos residuos de aminoacidos da
proteina estdo parcialmente desprotonados, ou seja, quando estdo em uma condic¢do na

qual o valor de pH é superior ao pKa dos grupos ionizaveis. [2,41].
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Dessa forma, na Figura 10 sdo apresentadas as curvas experimentais das isotermas

ajustadas pelo modelo de Langmuir [21]

Figura 10: Efeito da temperatura no perfil isotérmico de adsorcéo da BSA no criogel
IMAC, ajustado pelo modelo de LANGMUIR,;
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Verifica-se que a capacidade adsortiva aumentou com o aumento da temperatura. Isso
pode ser explicado por conta do acesso aos residuos de histidina e triptofano para a
interacdo com o metal imobilizado muitas vezes é dificultado porque proteinas de modo
geral ndo possuem tais residuos em sua superficie [3]. Assim, 0 aumento da temperatura
pode contribuir com a alteracdo do arranjo espacial da proteina, facilitando a exposicéao

de residuos de histidina e consequentemente facilitando a sua adsorc¢&o.

Além disso, a elevacdo da temperatura pode aumentar a energia cinética e a
mobilidade das moléculas presentes na solucdo a ser adsovida. Dessa forma, o aumento
na temperatura de um processo ird alterar a conformacdo e configuracdo do sistema
analisado, e provavelmente isso ira afetard de maneira positiva a capacidade de retengédo
[42]. Caracteristica essa, foi observada por alguns autores, como Carvalho et al. [5], que
avaliaram a adsor¢do de lactoferrina do soro de leite bovino em temperaturas que
variaram de 20 a 40°C e perceberam que a adsor¢do da proteina em criogel monolitico

supermacroporoso por afinidade foi mais elevada na temperatura de 40°C
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O ajuste dos parametros do modelo de Langmuir aos dados experimentais é
apresentado na Tabela 3. Em todos os casos os parametros foram significativos (p<0.05)
e o coeficiente de determinacdo igual ou superior ao 0.95. Diversos autores, como
Carvalho et al. [5] e Uberbacher et al. [8] vém relatando o ajuste satisfatério do modelo
de Langmuir aos dados de adsorcdo. A partir desses resultados foi possivel a anélise
termodinamica para melhor compreensao do processo de adsor¢do em questao.

Tabela 3. Pardmetros ajustados do modelo de Langmuir para isotermas de adsor¢do
obtidas nas diferentes condi¢Oes estudadas.

Parametros de Langmuir

T (K) gmax (Mg@/mL) K’ (mL/mg) R2
288,15 70,51 0,44 0,98
298,15 85,17 0,51 0,97
308,15 101,94 0,60 0,97
318,15 136,32 0,72 0,95
328,15 205,47 0,73 0,97

Omax € a capacidade maxima de saturacdo do adsorvente (mol-Ll), K’ é a constante de

equilibrio de adsorcao.

3.6.Analise termodinamica

A partir dos resultados obtidos observou-se que, dentro da faixa de temperatura estudada,
0 processo de adsor¢do IMAC é favorecido com a elevacdo da temperatura, verificado
pelo aumento do gmax, € a capacidade maxima de saturagdo do adsorvente (mol-L?), e
também do aumento de K’, que é a constante de equilibrio de adsor¢édo, descoberto pelo
limite da concentracdo no modelo de Langmuir tendendo a zero. Tal fato, sugere
mudancas conformacionais da proteina usada e configuracionais em todo o sistema em
fungdo da temperatura. A analise termodindmica contribui para a elucidagdo desses
fendmenos. Nas Figuras 11 e 12 sdo apresentados o grafico de van’t Hoff e os valores
estimados para a variagdo das propriedades termodinamicas padréo de adsorcéo energia

livre de Gibbs, entalpia e entropia (multiplicada pela temperatura).
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Figura 11. Gréafico de Van’t Hoff para a adsor¢do de BSA na matriz produzida.
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Os resultados apresentados nas Figuras 11 e 12 mostram que 0 processo de adsor¢ao
de BSA na matriz funcionalizada para IMAC foi espontaneo (AG%qs< 0) e que 0s valores
da energia livre de gibbs (AG%as), permanecem praticamente constantes com a aumento
da temperatura. Segundo Yu et al. [43], este fato indica que quanto maior a temperatura,
dentro da faixa estudada, o processo de adsor¢do ocorrera com maior facilidade. Além
disso, pode-se observar que as variagdes na entalpia de adsorcédo e na entropia de adsorgéo
aumentam com o aumento da temperatura. Logo, 0 processo de adsorcdo dessa proteina
tende a se tornar endotérmico e entropicamente favoravel com o aumento da temperatura.
Este resultado esta de acordo com outros autores, que relataram que o0 processo de
adsorcdo de proteinas pode ser endotérmico ou exotérmico, dependendo da natureza da
proteina, do adsorvente, de outras espécies envolvidas e das condigdes utilizadas.
Ressaltam ainda que se o processo for exotérmico, o mesmo sera € entalpicamente

dirigido. Se for endotérmico, o processo seré entropicamente dirigido [5,9,44,45].

O processo de adsorcdo de proteinas pode ser avaliado com ocorrendo em quatro
etapas especificas, que sdo a de dessolvatacdo e desdobramento da proteina;a interacdo
da proteina com os sitios ativos do adsorvente; o rearranjo da conformacéo da proteina; e
redistribuicdo das moléculas de agua e ions removidos na dessolvatacéo da proteina [44].
Diante disso, uma explicacdo para que 0 aumento da temperatura, provocasse um

aumento na variacdo da entalpia, entropia e da capacidade adsortiva foi proposta:

A variagdo positiva na entropia (AS%qs) com o aumento da temperatura esteve
associada principalmente ao aumento na entropia configuracional do sistema (&gua, ions
e proteina), pois 0 aumento da temperatura acarreta em um aumento da mobilidade das
moléculas presentes no sistema e dessa forma, aumenta a possibilidade de formarem
novas interagdes. Este comportamento estd de acordo com o relatado em diversos
trabalhos [5,9,43,44,46]. Além disso, alteracdes conformacionais da BSA com o aumento
da temperatura podem ocorrer, visto que essa proteina tende a sofrer alteragfes estruturais
nas condicdes avaliadas [22,47]

A variagdo positiva na entalpia com o aumento da temperatura esteve associada a
necessidade de energia que o sistema requeria para romper ligagGes/interacdes (proteina
-agua) e da pouca energia gerada ao formar novas ligacGes/interacdes (proteinas-ions
imobilizados/agua-agua). Ou seja, 0 sistema necessita de mais energia para romper as

ligacGes dos reagentes do que conseguia liberar com novas ligagOes dos produtos. [44].
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Dessa forma, observa-se que ocorreu uma compensacdo entélpico-entropica neste
processo. Essa compensagéo fez com que o valor de deltaG ficasse constante em toda
faixa de temperatura avaliada, pois quanto mais o efeito entrépico crescia de maneira
favoravel (sendo mais positivo), mais o efeito entalpico crescia de maneira desfavoravel
(sendo mais positivo também). Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho
et al. [5], que estudaram a afinidade da lactoferrina desnaturada por ions de cobre, e
concluiram que para a manutencdo da energia livre de Gibbs de forma positiva no

processo de adsorcdo, teve de haver uma compensacao entalpica-entrépica no sistema.

4. CONCLUSAO

Foram produzidos criogeis poliméricos monoliticos macroporosos de poliacrilamida
funcionalizados com IDA+Cu?*. As analises de caracterizagdo mostraram gue 0 processo
de ativacéo foi efetivo e manteve a estrutura macroporosa e as caracteristicas fisicas dos
criogeis produzidos. No que se refere a adsorcdo da BSA, uma caracteristica interessante
deste estudo € que a coluna produzida apresentou estabilidade aos ciclos de reutilizacao.
A interacdo entre a BSA e o adsorvente de afinidade em ions metalicos foi estudada por
meio de dados de equilibrio obtidos por isotermas ajustadas pelo modelo de Langmuir.
Além disso foi feita a analise termodindmica com o modelo nio linear de Van’t Hoff,
para caracterizar o processo termodinamicamente. Dessa forma concluiu-se que o
aumento da temperatura afetou positivamente a capacidade maxima do adsorvente e 0s
processos ocorreram de forma esponténea tornando-se entropicamente dirigido com o
aumento da temperatura, com o fendmeno dominante provavelmente associado a

desnaturacdo das proteinas e liberacdo das espécies quimicas presentes para a solucao.
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CAPITULO 4

PURIFICACAO DE BROMELINA A PARTIR DE TECNICAS SEQUENCIAIS
DE INTERACAO HIDROFOBICAS E AFINIDADE POR IONS METALICOS
IMOBILIZADOS.

Resumo

A bromelina é uma enzima com elevado potencial de uso nas industrias farmacéutica
e de alimentos devido a sua atividade proteolitica. Purifica-la com um elevado grau de
pureza é de grande interesse. Leitos monoliticos poliméricos supermacroporosos sdo uma
promessa nesse sentido. Neste sentido foi avaliado o uso individual e em conjunto de duas
diferentes colunas monoliticas para a purificacdo de bromelina a partir do extrato obtido
da polpa de abacaxi. Primeiramente a purificacdo da bromelina foi avaliada em um criogel
funcionalizado para atuar com cromatografia de interacdo hidrofobica. Para isso este
criogel foi exposto ao extrato juntamente com uma solugdo-tampédo de fosfato de sddio
0,02 mol-L -1 pH 6, acrescida de 1,0 mol-L -1 de Na2SO4 como fase movel e a eluicéo
foi feita com agua destilada. Depois disso, avaliou-se a purificagdo em um outro criogel,
dessa vez de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), onde foi utilizada uma
solucdo-tampao de fosfato de sddio 0,02 mol-L -1 pH 6 como fase movel e a eluicédo foi
feita com tampdo imidazol. Os fatores de purificacdo obtidos foram semelhantes,
préximos a 2, e com isso foi feita uma purificagdo em sequencia com os dois tipos de
criogel. Primeiramente, utilizou-se o criogel CIH para purificar o extrato e em sequencia
utilizou o criogel IMAC para purificar a porcao eluida do criogel CIH. Dessa forma,
solucdo final eluida da etapa sequencial apresentou um maior fator de purificacéo,
proximo a 10. O uso de leitos monoliticos supermacroporosos na purificacdo de
bromelina mostrou-se promissor, permitindo o uso de solucbes de alimentacdo mais
concentradas em um processo com um reduzido nimero de etapas. Com isso é possivel a
reducdo de custos e do consumo de agua requerido, minimizando o impacto ambiental do

processo.

Palavras-chave: purificagdo, afinidade, interacdo hidrofobica, leito monolitico,
bromelina.
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1. Introdugéo

A importancia da sustentabilidade nas atividades produtivas tem sido amplamente
reconhecida, havendo a necessidade da substituicdo de processos quimicos baseados em
insumos ndo renovaveis por processos quimicos ou bioquimicos que utilizem insumos
renovaveis. Reconhece-se também a necessidade da substituicdo das multiplas etapas de
bioprocessos por processos biotecnolégicos mais eficientes [1]. Além disso, a demanda
das induastrias farmacéutica e de alimentos por biocompostos de fontes naturais é
crescente, buscando-se o emprego de técnicas que mantenham ao maximo a bioatividade

dos mesmos [2].

Em decorréncia destas necessidades e tendéncias, € notdrio o aumento significativo
do consumo e demanda de producdo de enzimas, por possuirem amplas aplicacdes
industriais e terapéuticas. As proteases, por exemplo, sdo as enzimas de grande
importancia em processos industriais, pois podem ser utilizadas na producdo de
detergentes, no aumento da digestibilidade em alimentos animais e na degradacdo de
subprodutos ricos em proteina [1]. Elas podem ser obtidas a partir de diversas fontes,
destacando-se as de origem microbiana, animal e vegetal. Tem-se uma grande variedade

de vegetais que podem constituir fontes inesgotaveis dessas enzimas [1].

Dentre as proteases existentes, merece destaque a bromelina, uma cisteinoprotease,
que esta presente em plantas da familia Bromeliaceae no qual o abacaxi é sua principal
fonte de obtencdo. Seu destaque nas industrias alimenticias se deve ao poder de ser
utilizada no amaciamento de carnes vermelhas, na producdo de pées e biscoitos a partir
de farinhas de trigo de alto teor de proteinas, na producdo de ovos desidratados, na
preparacdo de leite de soja e isolados protéicos dentre outros [3]. Além disso, possuem
uma massa molecular entre 23,8 e 37 kDa e apresenta uma ampla faixa de estabilidade
processual, com pH 6timo entre 4.6 — 8,5, e temperatura 6tima entre 25 — 70 ° C [4].

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para a purificacdo da bromelina, como
afinidade por ions metélicos [5], magnetismo [6], sistemas aquosos bifasicos [7], extracdo
micelar reversa [8], precipitacdo por etanol [9], cromatografia liquida [10], troca i6nica
[10] e ultrafiltracdo [11].

Dessa forma, percebe-se que uma importante alternativa a ser utilizada nos processos
de purificacéo € a utilizacéo de técnicas cromatogréaficas. Tais técnicas estdo entre as mais

utilizadas para purificacdo de proteinas. Porém, a presenca de grandes biomoléculas
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desafia os limites dos métodos cromatograficos tradicionais [12]. Para superar esses
inconvenientes, vem ocorrendo o desenvolvimento de materiais monoliticos poliméricos
supermacroporosos, que permitem a separacdo de grandes biomoléculas e até mesmo de

células inteiras em materiais ndo clarificados [13].

Materiais monoliticos poliméricos supermacroporosos conhecidos como criogéis
(géis poliméricos formados em meio moderadamente congelado), tem se tornado uma
tecnologia muito Util na &rea de bioseparacdo. Devido a estrutura de poros interconectados
de grandes dimensBes, 0 escoamento através dos poros é puramente convectivo e a
resisténcia a transferéncia de massa é baixa [14, 15]. Tais mondlitos também sdo
facilmente sintetizados e modificados para adquirir caracteristicas especificas para o

isolamento de compostos de interesse.

Por exemplo, uma das técnicas de modificacdo utilizada é a funcionalizacdo dos
criogeis para que sirvam como colunas de interacdo hidrofobica. Essa funcionalizagéo é
baseada na interacdo reversivel entre as zonas hidrofébicas da superficie de biomoléculas
e o ligante hidrofobico contido no criogel [16]. Outra técnica é a funcionalizagdo por
afinidade a ions metalicos imobilizados (IMAC), a qual se baseia na afinidade diferencial
que ions metalicos imobilizados em na matriz solida apresentam por grupamentos
expostos na superficie de uma molécula em solucdo [17]. Esta afinidade resulta de
ligacBes de coordenacéo reversiveis formadas entre um ion metélico quelatado (o centro
de adsorcéo) e certos residuos de aminoéacidos, tais como imidazol da histidina, tiol da

cisteina e indol do triptofano, os quais doam elétrons para o ion metalico [18].

Essas técnicas sdo utilizadas por causar pouco ou henhum dano a estrutura terciaria e
consequente perda da bioatividade das moléculas de interesse. Tal caracteristica é devida
a seletividade e capacidade de separacdo sob condicdes préximas as fisiologicas,
causando menos danos aos compostos [15, 19]. Assim sendo, neste trabalho foi feito o
estudo da purificacdo em batelada da bromelina presente na polpa do abacaxi, utilizando-
se duas colunas monoliticas poliméricas de diferentes funcionalizacfes. Uma delas
funcionalizadas para utilizar a interagdo hidrofébica como centro da purificacao e a outra

para utilizar a afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC).
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2. MATERIAIS E METODOS.
2.1.Reagentes.

Para a realizacao deste trabalho foram utilizados abacaxis frescos adquiridos de
supermercados registrados no comércio local. Todos 0s outros reagentes necessarios para
o desenvolvimento desse trabalho possuiram, no minimo, grau analitico PA-ACS, sendo
descritos ao longo do detalhamento das metodologias. A agua utilizada foi do tipo
‘destilada’, e 0s equipamentos e materiais consumiveis em geral também foram descritos
na sequéncia, Nnos momentos mais convenientes.

Para a purificacdo da bromelina foram utilizados dois tipos matrizes monoliticas
macroporosas de poliacrilamida funcionalizadas de maneiras distintas. O
desenvolvimento do criogel de interacdo hidrofébica foi feito utilizando matrizes
poliméricas que continham radicais epoxi em sua estrutura (vindos do alil glicidil éter).
Os radicais epdxi existentes na matriz reagiram com radicais amino de etilenodiamina em
solucdo e posteriormente bases de Schiff foram formadas entre radicais amino da
etilenodiamina e radicais carbonila de glutaraldeido em solucdo e finalmente entre os
radicais carbonila do glutaraldeido e os radicais amino das moléculas de anilina.

Jé& o desenvolvimento do criogel de afinidade por ions metélicos imobilizados Foi
feito utilizando criogeis que também continham radicais epdxi em sua estrutura. Para que
esses, reagissem com 0s agentes quelantes e posteriormente com os ions de cobre.
Algumas caracteristicas fisicas e quimicas das matrixes utilizadas sdo apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas dos leitos monoliticos utilizados.

Caracteristicas Criogel CIH Criogel IMAC
Permeabilidade ao escoamento (KW) / (m2) 2.21-101 1.65-101
Porosidade total (¢T) 0.90 0.93
Altura de um prato teérico (HETP) / (cm) 0.73-1.24 0.18-0.24
Didmetro médio de poro (dm) / (um) 85 80
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2.2. Preparacéao da solugédo de alimentagdo

A solugdo de alimentagdo foi um extrato enzimatico obtido a partir da polpa do
abacaxi (Ananas comosus), utilizando-se metodologia adaptada por Chaurasiy et al. [8].
A polpa foi separada da casca e 0 material recolhido foi entdo triturado juntamente com
solucdo tampéo fosfato de sodio (0.2 mol.L™Y), na proporgéo de 1:2, em processador de
alimentos a temperatura ambiente (25 + 3 °C). A solucao foi duplamente filtrada em tela
de nylon (120 mesh), para retirada de fibras e particulados em suspenséo, e
posteriormente centrifugados a 5000xg por 20 minutos a 4 °C para remocdo do material

insoluvel. O sobrenadante (extrato bruto) seguiu para a realizacdo dos ensaios posteriores.

2.3. Determinacado da concentracdo deproteinas totais e atividade enzimatica

A concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método descrito por Bradford
et al. [20]. O ensaio da atividade enzimatica proteolitica foi realizado através do método
da azocaseina, descrito por Kunitz [21] e modificado por Walter [22], onde azocaseina
1,0% (m/v, Sigma) foi solubilizada em 4% de etanol (v/v) e tampé&o fosfato 200 mM, pH
7,0, e utilizados como substrato. A mistura de ensaio, contendo 5mL de substrato e 100
uL de extrato enzimatico foi colocada em banho-maria por 10 minutos a 37 °C, sendo a
reacao interrompida pela adicdo de 5mL de acido tricloroacético 5% (m/v, Synth). As
amostras foram entdo centrifugadas a 4000x G por 10 minutos e a uma temperatura de 5
°C. Utilizando um espectofotometro com leitura a 280nm, uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima requerida para produzir o aumento na densidade
Otica em uma unidade como mostrado na equacao 1:

_ CTirosina Vf (1)
ti Vo

Onde, a = Atividade enzimatica (U/mL); Crirosina = Valor obtido a partir da amostra;
V¢= Volume total da analise (em mL); V,= Volume do extrato enzimativo; t; = tempo

(minuto) de encubagéo
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2.4.Purificacdo da bromelina.

Para avaliacdo da purificacdo e do potencial de uso das matrizes produzidas, foi
utilizado o extrato de bromelina aquoso obtido do abacaxi. Para tanto foram avaliados
inicialmente o potencial de purificacdo da bromelina utilizando-se as matrizes de
interacdo hidrofobica (CIH) e afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC)

separadamente. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

A purificacdo com as matrizes de interacdo hidrofdbica foi conduzida em batelada,
utilizando-se tubos cénicos de 50mL com tampa. Neles 40 mL do extrato enzimético
foram acrescidos de sulfato de sodio (1 mol.L%, pH 6) e colocados em contato com 450
mg da matriz (coluna com 5.5 cm de comprimento e 2.1 cm de didmetro) durante 12 horas
e agitacdo rotativa constante. Apds esse tempo, o liquido sobrenadante foi retirado dos
tubos para se avaliar a concentracdo de proteinas e atividade enzimatica. Ap6s o contato
do criogel com o extrato, a coluna foi direcionada para a eluicdo. A eluicdo da proteina
adsorvida foi feita pelo contato com 10 mL de agua destilada durante 2 horas e agitacao
rotativa constante. Apos esse tempo, o liquido sobrenadante foi retirado dos tubos para se

avaliar a concentracdo de proteinas e atividade enzimatica.

A purificagéo nas matrizes de IMAC foi conduzida de modo similar. 40 mL do extrato
enzimatico bruto (sem adicdo de sulfato de sddio) foram colocados em contato com 450
mg do criogel (coluna com 5.5 cm de comprimento e 2.1 cm de didmetro) durante 12
horas e agitacdo rotativa constante. Apds esse tempo, o liquido sobrenadante foi retirado
dos tubos para se avaliar a concentracdo de proteinas e atividade enzimatica. Apds o
contato do criogel com o extrato, a coluna foi direcionada para a elui¢do. A eluicdo da
proteina adsorvida foi feita pelo contato com 10 mL de tampdo imidazol (200mM, pH
7,4) durante 2 horas e agitacdo rotativa constante. ApoOs esse tempo, o liquido
sobrenadante foi retirado dos tubos para se avaliar a concentracdo de proteinas e atividade

enzimatica.

2.5. Purificacdo da bromelina em etapas sequenciais.

Feito os experimentos de purificacdo utilizando-se as matrizes separadamente,
percebeu-se que o fator de purificacdo das duas eram semelhantes. No entanto, a eluicdo
da matriz de CIH é com &gua. Fato que facilita o preparo da alimentacdo da IMAC.Isso
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serviu para definir qual dos dois tipos de coluna, seria utilizado primeiramente na
purificacdo em etapas sequenciais. Dessa forma, dez tubos contendo 40 mL do extrato
bruto de bromelina foram acrescidos de sulfato de sodio (1 mol.L™?) e colocados em
contato com aproximadamente 450 mg da matriz de interacdo hidrofébica (CIH) durante
12 horas de agitacdo rotativa constante. Apos esse tempo, o liquido sobrenadante foi
retirado dos tubos e as matrizes utilizadas prosseguiram-se para a elui¢do. A eluigédo da
proteina adsorvida foi feita pelo contato com 10 mL de &gua destilada durante 2 horas e
agitacdo rotativa constante. Apds esse tempo, o liquido sobrenadante foi retirado dos
tubos e reunido em um Unico frasco, totalizando 90 mL. Deste volume, utilizou um total

de 80mL para a etapa seguinte de captura por IMAC.

O eluido obtido da etapa de CIH devidamente padronizado foi entdo dividido em 2
tubos com 40 mL de solugdo em cada um, que foram postos em contato com com 450 mg
da matriz (coluna com 5,5 cm de comprimento e 2,1 cm de didmetro) de IMAC durante
12 hora e agitacdo rotativa constante. Apos esse tempo, o liquido sobrenadante foi retirado
dos tubos e as colunas prosseguiram para a eluicdo. A eluicdo da proteina adsorvida foi
feita pelo contato com 10 mL de tampé&o imidazol (200mM, pH 7,4) durante 2 horas e
agitacdo rotativa constante. Apos esse tempo, o liquido sobrenadante foi retirado dos
tubos para se avaliar a concentracdo de proteinas e atividade enzimatica. No fim, a

quantidade obtida em cada tubo foi mais uma vez analisada.

2.6. Calculo do fator de purificacdo e rendimento

A eficiéncia dos processos foi avaliada por dois parametros, dados pelas Equacdes 2,
3 e 4. Descritas por Toledo et al. [23] e por Biazus et al. [24], onde A equagdo 3 é
rendimento que compara a atividade total no material purificado com a atividade total no
material bruto (dado em porcentagem) e a equacédo 4 ¢ o fator de purificacdo (FP) que
compara a atividade enzimatica especifica total no material purificado com a atividade

enzimatica especifica total no material bruto.

Atividade especifica Atividade enzimatica (%) @)
(U/mt) Proteinas Totais (%)
Rendimento _ [Atividade Enzimatica]epigo 100 3)
(%)  [Atividade Enzimética]yruto
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Fator de purificagdo

3. Resultados e discussoes

[Atividade especifica]eiyicio (4)

[Atividade especifical cxtrato bruto

Os resultados obtidos utilizando as matrizes de CIH e IMAC separadamente sdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas das solucdes de alimentacao e eluigao.

Matriz CIH IMAC
Amostra Extrato Eluido Extrato Eluido
Volume (mL) 120 30 120 30

Cpt (mg-mL1) 0,303 +0,032 0,040+0,010 0,303+0,032 0,045+ 0,009

Massa proteina (mg) 36,36 1,2 36,36 1,35
Atividade enzimética (U/mL) | 4,955+ 0,221 1,435+0,134 4,955+0,221 1,405+ 0,201
Atividade especifica (U'mg™) | 15,997 £0,22 30,669 £0,18 15,997 £0,22 38,689 + 0,20

Fator de purificacdo 1,92 2,42

Rendimento 29% 28%

Cpt = Concentragdo de proteinas totais; a = Atividade enzimética especifica

Observou-se que no uso das duas matrizes houve um aumento da atividade enzimatica

na solucdo eluida, quando comparada ao extrato bruto, e também houve uma reducdo na

concentracdo de proteinas durante o processo de purificagéo.

A cromatografia de interacdo hidrofébica em geral faz parte das técnicas que possuem

0 objetivo de retirar a maior parte das impurezas de uma solugéo e separar contaminantes

de propriedades similares ao composto de interesse [25]. J& a cromatografia de afinidade

por ions metalicos imobilizados é utilizada em uma fase de polimento, cujo objetivo é

aumentar a pureza do composto de interesse [17, 18].

Diante do exposto, avaliou-se que, ao se fazer a purificagdo em etapas sequenciais,

seria melhor utilizar primeiramente a matriz de interacdo hidrofobica e sequencialmente
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a matriz de afinidade por ions metélicos. Assim sendo, os valores obtidos para 0s ensaios

sequenciais sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas das solucdes de alimentacdo e eluicdo nas etapas

sequenciais de purificacgéo.

Etapa Extrato EluidociH Eluidoimac
Volume (mL) 400 100 20
Cpt (mg-mL1) 0,23 + 0,032 0,091 + 0,018 0,005 + 0,0002
Massa proteina (mg) 92,1 9,1 0,1

Atividade enzimatica (U/mL) | 4,416 +0,021 1,902 + 0,204 0,208 £ 0,002
Atividade especifica (U'mg?) | 11,29 +0,01 22,74 +0,18 103,58 + 0,31
Fator de purificacdo final 9,174

Rendimento final 4,72%

Cpt = Concentragdo de proteinas totais; a = Atividade enzimatica especifica;

Observou-se que houve um aumento da atividade enzimatica na solucdo eluida da
purificacdo em etapas sequenciais, quando comparadas com a purificacdo em etapa
individual, e também houve uma grande reducdo na concentracdo de proteinas durante o

processo de purificagdo em etapas sequenciais.

Ao se utilizar a técnica de purificacdo em etapas sequenciais, provavelmente, a

interacdo hidrofébica atuou como captura das proteinas existentes no extrato bruto.

Isso pode ser explicado pelo fato das proteinas, de maneira geral, serem moléculas
anfipaticas, ou seja, elas se caracterizam por possuirem zonas hidrofilicas e zonas
hidrofobicas em sua estrutura. Geralmente as zonas hidrofobicas se localizam no interior
da molécula e para que elas se exponham, é necessario que a camada de solvatacdo que
as rodeia seja desfeita. A camada de solvatacdo é desfeita pelo contato com algum tipo
de sal, pois a funcdo do sal é modificar as interacGes intermoleculares provenientes da
dupla camada elétrica, alterando, assim, a distribuicdo molecular e idnica desta regido,
que quando colocadas em contato com a solugéo salina se tornaram expostas e se ligaram
as zonas hidrofdbicas presentes na superficie da matriz [2]. Dessa forma, a maioria das

proteinas presentes no extrato sdo contempladas pela interacdo hidrofobica e assim, esta
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técnica é reponsavel por purificar a maior parte das proteinas e separa-las da maior parte

das impurezas do extrato.

Esta explicacdo é consistente com as discussdes de Chen et al. [26] e Arakawa [27]
para a interacéo de proteinas em colunas hidrofébicas de octil-sepharose e polissacarideo,
respectivamente, em solugdo tampéo de sulfato de amonio. E também com os resultados
de Ferreira [28] para a interacdo de proteinas em resina hidrofobica Streamline Phenyl

em coluna empacotada de leito fixo e uma solugdo tampéo com fosfato de sodio.

Ja ao se utilizar a técnica de afinidade por ions metalicos imobilizados, esta tenha
feito um trabalho de lapidacéo e separou proteinas especificas da fracao total de proteinas.
Isso se deve ao fato de que a técnica IMAC atua na extracdo das proteinas que tenham
mais afinidade com os ions metalicos, j& que essa afinidade resulta de ligacGes de
coordenacdo reversiveis formadas entre um ion metélico quelatado (o centro de adsorcao)
e certos residuos de aminoacidos presentes em alguns tipos de proteina. No caso da
bromelina os residuos de aminoacidos s&o o imidazol da histidina, tiol da cisteina e indol
do triptofano [29]. Ou seja, a técnica IMAC ir4 completar a purificacdo sequencial de

modo seletivo as proteinas de interesse, que sdo as bromelinas.

O fator de purificacdo obtido no presente trabalho foi elevado, conseguindo-se um
produto cerca de 9,2 vezes mais puro que a alimentacdo com apenas duas etapas de
purificacdo. Outros trabalhos como os de Han et al. [5], Han et al. [6], Wu et al. [7],
Chaurasiy et al. [8], Soares et al. [9] e Costa et al. [10], ndo conseguiram um fator de
purificacdo superior a 7, utilizando mais de duas etapas de purificacdo. Resultados estes,

demonstram o potencial do método empregado.

No entanto, verificou-se uma reducdo no rendimento com a utilizacao de duas etapas
de purificacéo, chegando-se a cerca de 5% de rendimento na fracdo eluida obtida. Han et
al. [5] purificando bromelina de uma alimentacéo previamente precipitada de extrato de
abacaxi com tampdo-fosfato em um sistema aquoso bifasico a base de liquido idnico
guelatado com metais de cobre, conseguiram um rendimento de aproximadamente 78%.
Tais valores foram obtidos a partir de uma solugdo previamente concentrada de
bromelina, ao contrario deste especifico experimento que utilizou uma solucdo de entrada
sem tratamentos prévios. O mesmo ocorreu no trabalho realizado por Wu et al. [7], que
conseguiram um rendimento de 55%, a partir de uma solucdo j& concentrada e precipitada

de bromelina.
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4. Conclustes

Com as matrizes monoliticas poliméricas macroporosas utilizadas na purificagdo da
bromelina do abacaxi, conseguiu-se até 5% de rendimento e um fator de purificacao
proximo a 9,2 em duas etapas cromatograficas. O emprego de criogéis poliméricos
mostrou-se viavel e promissor, sendo possivel a obtencdo de bromelina com elevado grau
de pureza a partir do extrato de abacaxi, reduzindo o nimero de etapas do processo e 0s
custos envolvidos, e minimizando impactos ambientais devido a reducéo do consumo de
agua requerido. Mais estudos sdo demandados buscando-se otimizar as condigdes

operacionais, para se aumentar o grau de pureza e o rendimento do processo.
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