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RESUMO

CARVALHO, Bruna Mara Aparecida de, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, dezembro de 2010. Adsorcdo de lactoferrina em coluna
supermacroporosa de criogel de poliacrilamida ativada com ions de
cobre. Orientador: Luis Antonio Minim. Coorientadores: Valéria Paula
Rodrigues Minim e Luis Henrique Mendes da Silva.

Neste trabalho foi avaliada a captura direta de lactoferrina proveniente
de soro de queijo ultrafiltrado em colunas supermacroporosas de criogel por
cromatografia por afinidade em ions metélicos imobilizados (IMAC). Foi
estudado também o processo de adsorcao da lactoferrina de soro bovino por
IMAC variando-se as condi¢cbes de concentragao de sal, pH e temperatura.
Com os dados experimentais e as medidas microcalorimétricas obtidas foi
conduzida a analise termodindmica do processo. Foi avaliada ainda, a
influéncia de modelos de isotermas, Langmuir, Langmuir-Freundlich, Temkin,
Freundlich e SMA (steric-mass action), na simulagédo do processo de adsor¢ao
assim como a otimizacdo do processo de adsorcao da lactoferrina em IMAC.
Os dados obtidos a partir de analises de proteina total, eletroforese SDS-PAGE
e cromatografia por exclusdo molecular evidenciaram a alta afinidade de
interacao entre a lactoferrina e os ions de cobre imobilizados na matriz. A partir
dos resultados obtidos por meio do estudo da adsor¢cdo da lactoferrina no
criogel supermacroporoso foi possivel observar que este processo é
dependente da concentracao de sal, do pH e da forca ibnica. Sendo a adsorcéo
inversamente proporcional ao aumento da concentragcado de sal e diretamente
proporcional ao aumento do pH e da temperatura. Quanto a influéncia dos

modelos, os estudos indicaram os modelos de isoterma de Langmuir-

Freundlich e SMA melhor para as simulagdes. A adsor¢cdo da lactoferrina de

vil



soro de queijo em adsorvente criogel-IDA-Cu®* foi estudada utilizando a
microcalorimetria de titulacdo isotérmica para medir informacdes
termodindmicas sobre esse processo. Dados de isoterma foram obtidos nas
temperaturas de 20 e 40°C, pH 6,0 e 8,0 e concentracado de sal NaCl 200mM e
1000mM. Os dados de equilibrio foram ajustados usando o modelo de
Langmuir e o processo foi observado como espontaneo. A temperatura e pH
afetaram positivamente a interacdo da proteina e o adsorvente. Os estudos
microcalorimétricos indicaram entalpia de adsor¢cdo endotérmica para alguns
casos (20°C e 40°C pH 8,0, 1000mM), sendo o processo de adsorgéo

entropicamente dirigido para tais condig¢des.
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ABSTRACT

CARVALHO, Bruna Mara Aparecida de, D.Sc., Universidade Federal de
Vigcosa, December, 2010. Adsorption of lactoferrin in the column
supermacroporosa criogel polyacrylamide activated with copper ions.
Adviser: Luis Antonio Minim. Co-Advisers: Valéria Paula Rodrigues Minim
and Luis Henrique Mendes da Silva.

In this study we evaluated the direct capture of lactoferrin from cheese
whey ultrafiltrate in columns of supermacroporosas criogel by immobilized metal
on affinity chromatography (IMAC). We also studied the adsorption of bovine
serum lactoferrin by IMAC varying conditions of salt concentration, pH and
temperature. With the experimental data and microcalorimetric measurements
obtained the thermodynamic analysis was conducted of the process. It also
assessed the influence of isotherm models, Langmuir, Langmuir-Freundlich,
Temkin, Freundlich, and SMA (steric-mass action), the simulation of the
adsorption process and the optimization of the adsorption of lactoferrin in
IMAC. The data obtained from analysis of total protein, SDS-PAGE and
molecular exclusion chromatography showed the high affinity of interaction
between lactoferrin and the copper ions immobilized on the array. From the
results obtained by studying the adsorption of lactoferrin in criogel
supermacroporoso was possible to observe that this process is dependent on
the salt concentration, pH and ionic strength. Adsorption being inversely
proportional to the increase of salt concentration and directly proportional to the
increase of pH and temperature. Concerning the influence of models, the
studies indicated isotherm models of Langmuir-Freundlich and SMA better for

the simulations. The adsorption of lactoferrin from cheese whey on an cryogel-

IDA-Cu?* adsorbent was investigated using isothermal titration microcalorimetry
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to measure thermodynamic information regarding such processes. Isotherms
data were measured at temperatures of 20° and °C, pH 6,0 and 8,0 and ionic
strengths 200 e 1000mM NaCl. The equilibrium data were fit using the
Langmuir model and the process was observed to be reversible. The
temperature and pH positively affected the interaction of protein and
adsorbent. Microcalorimetric studies indicated endothermic enthalpy of
adsorption for some cases (20 ° C and 40 ° C pH 8.0, 1000mm) and the

adsorption process entropically driven to such conditions.



Introducao Geral

Um problema dos processamentos de residuos industriais, como o soro
de queijo, é a separagao e purificacdo de biomoléculas de meios complexos
como suspensdes liquidas de meios fermentados contendo ou nao células e
seus fragmentos. Uma vez que esta etapa representa o principal custo do
processo, a vantagem competitiva da produgdo dependera ndo somente
das inovagbes da biologia molecular, mas também da inovacéo e da
otimizacao de processos de separacdo e downstream. Os processos
cromatograficos em escala preparativa e industrial em geral sé&o
predominantes nos estagios de separagbes e purificagbes de materiais
biolégicos. A cromatografia tradicional de leito fixo, com sua fase
estacionaria empacotada em uma coluna, entretanto, apresenta um
inconveniente, €& incapaz de processar solugdes contendo materiais
particulados, por exemplo, suspensdes de células ou homogenados celulares
nao clarificados, apesar de sua alta capacidade e resolugcdo. O material
particulado contido nestas solugdes diminui a porosidade do leito,
resultando, consequentemente, num aumento da resisténcia ao
escoamento na coluna culminando com seu bloqueio. Para contornar
este inconveniente, foi proposta a cromatografia em leito expandido, onde
o escoamento da fase movel mantém em suspensdo as particulas do
adsorvente, aumentando suficientemente a porosidade do leito e
permitindo que o material particulado passe pela coluna sem aumentar
a resisténcia ao fluxo. A densidade e o tamanho corretamente projetados
permitem que as particulas tenham um movimento restrito em relagédo a
uma posicao estacionaria e um regime de fluxo empistonado é mantido
na coluna. Entretanto, apesar de todas as vantagens da cromatografia
em leito expandido, tipos especiais de colunas e de equipamentos sao
requeridos. Colunas cromatograficas com as caracteristicas do leito fixo,
mas com os poros suficientemente grandes poderiam permitir que
solugdes contendo fragmentos celulares e materiais particulados em geral

pudessem ser escoadas pela coluna sem sua obstrucdo. Neste caso, o

1



leito poderia ter um sistema de poros continuos interconectados ao invés
de particulas porosas onde o processo convectivo é limitado apenas nos
espacos intersticiais inter-particulas. Estas estruturas séo inerentes aos
denominados "criogéis", isto €, géis poliméricos formados em condi¢des de
congelamento. Criogéis supermacroporosos de fase estacionaria continua
sdo denominados de monolitos ou materiais cromatograficos de quarta
geracao possuindo poros de tamanhos que variam entre 10 a 100 ym.
Considerando estas caracteristicas favoraveis das colunas
monoliticas, pretendeu-se desenvolver uma metodologia para captura
direta de lactoferrina presente no soro do leite, em coluna
supermacroporosa de criogel de poli(acrilamida) ativada com ions de
cobre. Foi estudado ainda o processo adsortivo da lactoferrina no sistema
criogel-IDA-Cu?* em condi¢des variadas de forga idnica, pH e temperatura.
Modelos de isotermas de adsorcdo foram ajustados aos dados

experimentais.



CAPITULO 1 — Revisio Bibliografica

1. Soro de Queijo

O soro de queijo é uma substancia liquida aquosa derivada da
fabricacdo de queijos e caseina. O soro de queijo € o co-produto mais
abundante das modernas industrias de queijo e caseina. Em média, o
volume mundial de soro esta crescendo na mesma taxa do crescimento
da producdo de leite (mais de 2% ao ano) FAO (Food and Agricutture organization),
2006. O aumento da produgao de leite esta sendo canalizado, em sua
maioria, para a produgdo de queijos, caseina e caseinatos e outros
produtos de laticinios, resultando num aumento concomitante do volume

de soro.

Uma comparacdo da composi¢cao aproximada do leite bovino e do

soro é apresentada na Tabela 1. Esta analise revela que 50% dos sdlidos
do leite estdo presentes no soro, sendo essencialmente 100% da lactose e
20% das proteinas. A lactose se apresenta numa propor¢ao aproximada de
75% do total de sélidos do soro e contribui em grande parte pelo alto potencial
poluidor do soro (DBO > 35000; DQO > 60000), considerado um dos
maiores residuos ou co-produtos poluentes da industria alimenticia
(Bullerman et al., 1966; Siso, 1996).

Enquanto que o potencial poluidor do soro € bem conhecido, ele
representa uma excelente fonte de proteinas e peptideos funcionais,
lipideos, minerais e lactose (Tabela 1). Notavelmente, as proteinas e
suas propriedades funcionais e nutricionais tém ajudado a transformar o
soro, de um material freqientemente rejeitado a um efluente contendo
uma multitude de componentes disponiveis para utilizagdo na
agroindustria, biotecnologia, medicina e mercados relacionados.

Restricoes ambientais em relagdo a disposicdo do soro tém
incentivado estudos mais aprofundados sobre o conhecimento das
propriedades dos componentes do soro, notavelmente suas proteinas e
peptideos. Enquanto que a qualidade nutricional (fonte de energia e perfil

de aminoacido), propriedades funcionais (gelificagdo, formacao de espuma,



retencao de agua, etc) e funcionalidades fisioldgicas das proteinas do soro
tém sido reconhecidos ja algum tempo, varios fatores tem limitado o uso
mais difundido das proteinas do soro como ingredientes. Dentre estes
fatores incluem: (i) conhecimento limitado das propriedades tecnoldgicas
dos componentes do soro; (ii) base restrita de aplicagcbes dado que o
soro e suas proteinas tém sido vistas somente como ingredientes de baixo
valor; (iii) desempenho imprevisivel e inconsistente em sistemas
alimenticios, principalmente na area de funcionalidades tecnoldgicas; (iv)
falta de tecnologias industriais viaveis de baixo custo para isolamento e

purificagdo (Smithers, 2008).

Tabela 1: Comgaragéo da composicdo aproximada do leite bovino e do
soro

Componentes  Conteudo (% m/m)

Leite Soro
Caseina 2,8 <0,1
Proteina do soro? 0.7 0,7
Gorduras 3,7 0,1
Cinzas 0,7 0,5
Lactose 49 4,9
Solidos totais 12,8 6,3

2Fonte: Zadow, 1996 e Smithers, 2008;

bproteinas do soro compreendem 50% B-lactoglobulina,
20% a-lactalbumina, 15% glicomacropeptideo (somente
em soro doce) e 15% de outras proteinas e peptideos
(imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase, BSA,
lisozima e fatores de crescimento)

2. Bioatividade das proteinas e peptideos do soro

O soro contém um grande numero de proteinas e peptideos bioativos,
o que formaram a base para seu uso em aplicacbes medicinais durante o
século 17 e 18 (Hoffmann, 1961). Além das proteinas a-lactalbumina, g-
lactoglobulina e glicomacropeptideo presentes em maior quantidade, o soro

contém um grande numero de outras proteinas com potente bioatividade



(Tabela 2).

Todas estas proteinas tém sido implicadas numa variedade de
efeitos nutricionais e fisiologicos, incluindo (i) desempenho fisico,
recuperagcao apos exercicios e prevengao de atrofia muscular (Carey, et al.,
2006; Farnfield et al, 2005, Rankin & Darragh, 2006; Tipton et al., 2004 ]; (ii)
saciedade e controle de peso (Tome, 2006; Ohr, 2004; Zemel, 2004); (iii)
saude cardiovascular (Ohr, 2004; Pins et al., 2006); (iv) efeitos anti-cancer
(Gill &Cross, 2000); (v) nutricdo infantil (Chatterton, 2006); (vi)

envelhecimento saudavel (Smilowitz etal., 2005).

Tabela 2: Proteinas encontradas em menores concentracdes no soro de

queijo

Proteina Concentragao (mg/L)
Lactoferrina 50-70
Lactoperoxidase 8-20
Imunoglobulinas 300-600
Fatores de crescimento <0,06
IGF-I <0,001
IGF-II <0,001
PGDF <0,0002
TGF-B <0,01
FGF <0,0001
B-celulina <0,002

3. Lactoferrina

A lactoferrina (LF) é uma glicoproteina de 80 kDa com um atomo
de ferro ligado a molécula, da familia das transferrinas. Entre as fung¢des
bioldégicas da lactoferrina esta a capacidade de fixagdo de Fe*™®. Em virtude
de sua habilidade de quelar o Fe+3, exerce atividade bacteriostatica contra
alguns microrganismos patogénicos do leite, bem como no intestino de
animais que ingerem o leite. A LF & considerada uma molécula de
defesa importante e tem uma diversidade de funcgdes fisiologicas, tais

como atividades antiviral/antimicrobiana, atividade imunomodulatéria e



atividade antioxidante. Durante a ultima década, tornou-se evidente que
administragdes orais de LF exerciam varios beneficios na saude de humanos
e animais, incluindo efeitos anticancer e antiinflamatorios. Isto aumentou o
potencial de aplicagdes da LF como um aditivo em alimentos
(Wakabayashi et al., 2006).

A disponibilidade de grandes quantidades de LF na forma
purificada tem permitido estudos dos efeitos bioldgicos desta proteina, in
vitro e in vivo (Wakabayashi et al., 2006; Brock, 2002). Os
mecanismos dos efeitos antimicrobianos conhecidos da LF foram bem
estabelecidos (Farnaud & Evans, 2003) e atualmente formam a base para
aplicagado desta proteina no aumento da seguranca de produtos carnicos
(Naidu et al., 2003). No trabalho realizado por Cornish et al., 2004, foi
demonstrado que a LF possui uma excelente propriedade de aumentar o
crescimento dos o0ssos, manifestada por meio da estimulacdo de
osteoblastos e inibicdo de osteoclastos. Esta pesquisa permitiu a formagao
de uma fundamentacao forte para o uso da LF como um complemento a
varias estratégias na prevengao de tratamento de osteoporose.

Dada sua ampla gama de aplicagdes na medicina, biologia, industria
farmacéutica e alimenticia, muitas tecnologias de processamento foram
estudadas e desenvolvidas para o isolamento da LF em niveis de pureza
elevados, e a maioria destes processos sdo focados em processos
cromatograficos. Como exemplo a purificagdo da lactoferrina por
cromatografia por afinidade em metal quelatado (Lonnerdal et al., 1977),
cromatografia de troca catibnica (Hahn et al.,, 1998; Yoshida & Ye, 1991),
cromatografia por afinidade a heparina-Sepharose (Blackberg & Hernell,
1980), por afinidade em peptideos (Noope et al., 2006) e por afinidade em
heparina-poliglicidil metacrilato (Chen et al., 2007) Todavia, a recuperagao
desta proteina do soro €& uma tarefa dificil, uma vez que estando
bastante diluida, grandes volumes de soro devem ser processados,
além de que as outras proteinas presentes em maiores concentragdes

dificultam sua separagao (Hahn et al., 1998; Yoshida & Ye, 1991).



4. Purificagao por técnicas cromatograficas

A razdo para a popularidade dos métodos cromatograficos de
separacgao de biomoléculas tem frequientemente sido debatida. Entre os
varios processos adsortivos, a adsorcdo em leito fixo possui a maior
eficiéncia. A adsorgao de um soluto em uma fase fluida sobre um adsorvente
sélido € muito mais efetiva do que em tanques agitados, ou seja, a
produtividade € mais elevada em leito fixo. A maior eficiéncia dos leitos
empacotados é devido ao fato de que o sistema se aproxima do equilibrio
tendo como referéncia a concentragcao inicial da solugdo liquida e nao
com um valor de concentracao média final (Cussler, 1997). Outra razao é
o alto numero de ciclos obtidos em cromatografia preparativa, pois este
influencia a economia dos processos separacdao. Frequentemente, a
cromatografia € a etapa de maior custo do processo produtivo de uma
biomolécula e, na maioria das vezes, um numero de ciclos entre 50 e 200
sao suficientes (Jungbauer & Hahna, 2008). Finalmente, a cromatografia
em leito fixo € uma técnica de facil implementacdo nos processos
produtivos e o0s equipamentos, adsorventes e protocolos de purificacdo

sao prontamente disponiveis.

As estratégias de desenvolvimento e transferéncia de um processo de
purificagdo cromatografico de biomoléculas para escala industrial sdo bem
conhecidas. Grandes estruturas biomoleculares e materiais altamente
concentrados desafiam os limites dos métodos cromatograficos
convencionais em relacdao a sua capacidade de purificacdo. Além disso, a
ampliacdo de escala em leitos empacotados contendo adsorventes pouco
resistentes é muito limitada, devido a fatores mecanicos e instabilidade
do leito (Stickel & Fotopoulos, 2001). Estes problemas, em especial os
problemas de transferéncia de massa, levaram ao desenvolvimento de

monolitos para propdsitos de separacao industrial.



4.1. Monolitos de criogéis

Colunas cromatograficas monoliticas em escala preparativa e industrial,
também referidas por colunas de fases continuas, tem se tornado uma
tecnologia muito util na area de bioseparacao. Devido a estrutura de poros
interconectados de grandes dimensdes, o fluxo através dos poros €
puramente convectivo e a resisténcia a transferéncia de massa é baixa
(Hahn et al., 2002; Podgornik et al., 2000), tornando os monolitos uma
fase estacionaria muito atrativa para cromatografia, principalmente no
processamento de grandes biomoléculas como proteinas, virus, pDNA e
nanoparticulas. Além disso, podem ser usados diretamente na captura de
biomoléculas a partir de solugbes concentradas ou contendo particulas. Os
mondlitos ou colunas cromatograficas de leito continuo representam uma
nova classe de materiais cromatograficos introduzidos como uma alternativa
as colunas tradicionais de leito fixo (Hjertén et al., 1989; Maruska &
Kornyova, 2004). Criogéis sao géis poliméricos formados em meio
moderadamente congelado e foram introduzidos recentemente como uma
nova matriz de separagcdo para aplicagdo em varios processos de
bioseparagao (Lozinsky et al., 2001). Criogéis possuem um sistema continuo
de macroporos interconectados com tamanho variando de 10-100 um, se
caracterizam por fornecer uma baixa resisténcia ao escoamento e uma
difusdo desobstruida de solutos de qualquer tamanho. Os criogéis
supermacroporosos tem sido usados no fracionamento de linfécitos de
sangue de humanos (Kumar et al., 2003), cromatografia de células de E. coli
(Arvidsson et al., 2002) e captura direta de biomoléculas a partir de
homogenados celulares (Arvidsson et al., 2003).

Colunas  monoliticas, também denominados de materiais
cromatograficos de quarta geragao, tem sido, portanto, testadas numa vasta
area da biotecnologia e tem demonstrado suas importantes caracteristicas
na bioseparagdo de grandes biomoléculas. Assim, colunas monoliticas de
criogéis apresentam-se como um excelente material cromatografico
permitindo a captura direta de proteinas e outras biomoléculas de
extratos brutos ndo processados ou mesmo de meios de fermentacao.
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Esses materiais abrem novas perspectivas nos processos cromatograficos
de proteinas, além de outras biomoléculas como células, virus e

nanoparticulas.

4.2. Cromatografia por afinidade em ions metalicos imobilizados - IMAC

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC),
introduzida em 1975 por Porath et al., (1975) explora a afinidade entre ions
metalicos imobilizados em uma matriz sélida e grupamentos situados na
superficie de uma determinada proteina, (Sulkowski, 1985) e tem sido utilizada
na purificagdo de proteinas nativas ou recombinantes, peptideos e acidos
nucléicos, por apresentar alta especificidade, capacidade e estabilidade, baixo
custo, dessorcdo em condi¢cdes brandas e facilidade de ampliacdo de escala
(Vijayalakshmi, 1989; Hochuli, 1988).

Segundo Porath et al. (1975), na presenga de ions metalicos
imobilizados, alta concentragdo de sal e determinadas condi¢cbes de pH, os
residuos dos aminoacidos histidina, cisteina e triptofano presentes na
superficie da proteina sao fortemente adsorvidos devido as ligacbes de
coordenacdo formadas entre os ions metalicos e os grupos doadores de
elétrons (anel imidazol, grupo tiol e grupo indol, respectivamente). Estudos
revelaram que a retencéo de proteinas em IMAC é largamente governada pela
exposicao de residuos de histidina na superficie da proteina, apesar da cisteina
e triptofano também possuirem forte afinidade por metais (Ueda et al., 2003).
Segundo Arnold (1991), as cisteinas livres, entretanto, possuem potencial para
interacdo com o metal quelatado, na pratica elas raramente estdo disponiveis
no estado reduzido apropriado, existindo, entdo, dificuldades para manter os
residuos de cisteina acessiveis para coordenagao.

A cromatografia por afinidade com metais imobilizados tem sido usada
em colunas continuas supermacroporosas (monolitos) de criogéis de
poli(acrilamida), modificadas com residuos de acido iminodiacético, para
captura direta de enzimas de homogenados celulares, tais como lactato
desidrogenase (Arvidsson et al., 2003), urokinase (Kumar et al., 2006a;

Kumar et al., 2006b), tripsina (Lysogorskaya et al., 2008), B-galactosidase



(Grosova et al.,, 2008), LF(Noppe et al.,, 2007), anticorpos monoclonais

(Nilsang et al., 2007) e bacteriocinas (Deraz et al., 2007).

5. Criogéis de poli(acrilamida): sintese, estrutura e aplicagoes.

5.1. Histérico

Géis poliméricos tém sido aplicados em diferentes areas da
biotecnologia, incluindo o uso como materiais cromatograficos, suportes para a
imobilizacdo de células, materiais para eletroforese e imunodifusdo. Uma
variedade de problemas associados ao uso do gel polimérico, bem como a
vasta gama de objetos biotecnologicos encontrados, conduz a novas, e muitas
vezes contraditorias, exigéncias para os géis. Estas condigdes estimulam o
desenvolvimento de novos géis para aplicagdes bioldgicas (Lozinsky et al.,
2003). Um dos novos tipos de géis poliméricos com consideravel potencial na
area da biotecnologia sdo os criogéis (vindo do grego kpioo (Kryos) que
significa gelo). Os criogéis, relatados primeiramente ha 45 anos atras (ver
Lozinsky, 2002a), atraem atengao devido a suas propriedades, tais como a sua
macroporosidade, boa elasticidade, boa estabilidade quimica, por serem
bastante incomuns em géis poliméricos. O potencial biotecnoldgico destes
materiais tem sido reconhecido por diversos trabalhos no campo da
biotecnologia (Arvidsson et al., 2002 e 2003, Plieva et al., 2004 e 2008).

Definigdes fundamentais

Gel € um sistema coloidal com caracteristicas de baixissima fluidez onde
a substancia dispersa forma estruturas continuas e ramificadas que séao
interpenetradas por uma fase normalmente liquida (Gesser, 1989). Géis
contém apenas uma pequena quantidade de fase dispersa (1-3%) e
apresentam certo grau de rigidez e elasticidade, estando a rigidez associada
com a interagdo entre particulas que estdo ligadas entre si por alguma
interacdo intermolecular. A organizacdo de unidades primarias pode ser

realizada com a unido de cadeias por meio de ligagdes de valéncia, ligagcbes de
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hidrogénio, forcas dipolares e forgas de van der Waals. Os géis séao
usualmente classificados de acordo com a fase continua usada, isto é, agua,
alcool e ar para hidrogel ou liogel, alcogel e aerogel, respectivamente.

Géis poliméricos consistem em um sistema ‘polimero-solvente
imobilizado’ em que macromoléculas conectadas via interacbes quimicas
formam uma cadeia 3D (por ligagdes que, na grande maioria, permanecem
inalteradas com o tempo) (Lozinsky, 2003). A conformagédo das cadeias €
determinada pela natureza das ligagbes e o método de produgdo do gel. O
papel do solvente (agua, alcool e ar) contido no interior da rede de polimeros &
crucial, pois o solvente ndo permite a formacédo de polimeros de massa mais
compacta prevenindo assim o colapso do sistema.

Segundo Lozinsky (2003) de acordo com a natureza intermolecular das
ligagcbes nas unides das cadeias de polimeros, os géis podem ser divididos em
2 grandes grupos: géis quimicos quando macromoléculas sédo ligadas por
interacdes eletrostaticas e géis fisicos quando macromoléculas sao ligadas por
interagdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio (Tabela 3).

Os géis poliméricos podem ser produzidos por duas principais vias; na
primeira via o inchamento limitado devido a ligagcbes n&o-cruzadas de
polimeros ou via inchamento de um xerogel (produzido por evaporagao simples
do solvente dentro do gel). A segunda e, mais comumente usada via de sintese
dos géis, parte da formagdo em um sistema liquido. Neste caso, o sistema
inicial consiste de uma solugdo de monémeros em que a gelatinizagcao
acontece como resultado da polimerizacao ramificada, ou de uma solugao de
polimeros em que a formagdo do gel é resultado das ligagdes-cruzadas
quimicas (Lozinsky 2002b). Gelatinizag&o criotropica (também conhecida como
criogelatinizagado ou crioestruturacéo) € um tipo especifico de sintese de géis
poliméricos onde a formacao deriva-se do tratamento criogénico de sistemas
potencialmente capazes de formar geéis. Os produtos dessa criogelatinizagao
obtidos sob condigdes de congelamento podem ser chamados de criogéis.

A cristalizacdo do solvente € o principal fator de diferenciagcao entre a
criogelatinizacdo com a gelatinizagao induzida por refrigeragdo. Os produtos
deste ultimo s&do os géis psicrotropicos, isto é, géis formados em condi¢des de

temperaturas mais baixas, por exemplo, a geleificacdo da gelatina, sem que
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ocorra transicdo de fase do solvente. Estes géis sdo termoreversiveis

diferenciando assim dos criogéis formados sob condi¢gdes de congelamento.

Tabela 3 — Classificagéo de géis poliméricos e processos de formagéo do gel (Lozinsky, 2003).

Tipo

Causas fisico-
quimicas da
formacéo do gel

Géis poliméricos
Exemplos

Comentarios

Géis

quimiotrépicos

Géis ionotropicos

Géis

quelatotropicos

Géis
solvotrépicos (ou

solvatotropicos)

Géis

termotropicos

Géis

psicrotrépicos

Géis criotropicos

(criogéis)

Ligagbes quimicas
intermoleculares
resultando em redes

covalentes 3D

Reacbes de troca-
ibnica que dao origem
a ligacdes idnicas
intermoleculares

estaveis

Reacgbes quelatantes
que dao origem
ligagbes de
coordenagao
intermoleculares

estaveis

Gelificagdo devido as

mudangas de
composicao do
solvente

Gelificagéo causada
pelo aquecimento de
um sistema inicial de
polimeros

Gelificagéo causada
pela refrigeragdo (ndo
congelamento) de um
sistema inicial de

polimeros

Gelificagéo induzida
pelo congelamento de

um sistema inicial

- Géis de poliacrilamida;

- Resinas de troca i6nica com
base em matrizes de poliestireno
ou poliacrilato;

- Géis de dextrana com ligagdes
cruzadas  conhecidos  como
Sephadexes, etc.

- Géis baseados em complexos
polieletrélitos como  matrizes
mistas de alginato-polilisina ou

chitosana-polifosfato, etc.

- Géis formados pela adi¢cdo de
multivalentes

(por
exemplo, Cu(ll) ou Co(ll)) para

ions  metalicos

fortemente  coordenados
solugdes de chitosana ou ions de
Cr(lll)

carboximetil celulose ou géis de

para  solugbes de
alginato com ligagbdes cruzadasm
por exemplo, ions de calcio.

- Géis formados como resultado
do também chamado fenémeno
da coacervagdo, esse tipo de
gelificagdo é uma  etapa
intermediaria do processo de
formagado de filmes e fibras, por
exemplo, a partir de nitratos de
celulose ou acetatos de celulose.
- Géis de hidroxietil celulose
modificados hidrofobicamente;

- Géis de ovalbumina e ovos
brancos

- Géis de gelatina;

- Géis de amido;

- Géis de agarose e agar-agar;

- Géis de carragena.

- Géis de poliacrilamida

- Géis de polivinil alcool.

Grande grupo de géis, a formagdo ocorre

durante a polimerizagdo ramificada de
precursores manoméricos ou durante a ligagdo
cruzada covalente dos precursores poliméricos.
Os géis sdo amplamente aplicados na area da

biotecnologia.

Nessa categoria estdo géis em média estaveis,
mas que podem facilimente serem dissolvidos
por mudanga, por exemplo, no pH ou
composigado ibnica do solvente. Os géis sao
utilizados como suportes para microrganismos
imobilizados, células de plantas e animais.

Géis de Ca-alginatos sdo usados para a
imobilizagdo de células, outros tipos de géis
ainda nao contudo

quelatrépicos tém,

aplicagbes biotecnologica.

Géis sado formados, quando um néo solvente &
adicionado na solugdo de polimeros reduzindo
assim a afinidade do polimero em interagbes
polimero-polimero nido covalente. Nenhuma

aplicagéo para biotecnologia foi encontrada.

Interagdes hidrofébicas intermoleculares tém um

papel significativo na formagéo do gel.

Géis psicrotrépicos sdo bem conhecidos, eles
sdo relacionados com a fisica. Os géis séo
amplamente aplicados na biotecnologia como
suportes solidos para cultivo de células, como
matrizes cromatograficas ou como matrizes
para eletroforese.

Géis aplicados como suportes na separagéo e

purificagdo de biomacromoléculas
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Fundamentos do mecanismo de sintese dos criogéis de poliacrilamida

Na produgao de géis poliméricos de poliacrilamida, normalmente, os
componentes utilizados para a construgao das matrizes sao acrilamida, N, N’-
metileno-bis(acrilamida), tetrametilenodiamina, também chamado de TEMED, e

persulfato de aménio (Figura 1).

H,C_ _ CH,
Q N-CH,-CH,-N
e AN
CH,=CH-C-NH, H,C CH,

Acrilamida Tetrametilenodiamina (TEMED)

? i
CH,=CH-C-NH-CH,-NH-C-CH=CH,

N, N’ —metileno-bis(acrilamida)

Persulfato de aménio

Figura 1 — Componentes usados na sintese de géis de acrilamida.

Quando o persulfato de amdnio é dissolvido em agua, ha a formagao de

radicais livres.
82082’ — 280,

Se estes radicais livres sdo colocados em contato com a acrilamida

ocorre uma reacao radicalar (Figura 2).
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CONH, CONH,
SO; + CH,=CH —— nCH,-CH

Figura 2 — Reagdes envolvidas na polimerizagao da acrilamida

A acrilamida “ativada” pode entdo reagir da mesma maneira com
sucessivas moléculas de acrilamida na producdo de longas cadeias de
polimero. Uma solugdo destes polimeros, embora viscosa, ndo forma gel. A
geleificacdo nao ocorre porque as longas cadeias podem deslizar passando
uma sobre a outra. A formacdo do gel requer o enlace de varias cadeias
unidas. Isto é feito, por meio da polimerizacado na presenca de N, N’-metileno-
bis(acrilamida), um composto com duas moléculas de acrilamida acopladas nas
extremidades em terminagdes néo reativas (Cooper, 1977).

A polimerizagao acontece de forma a produzir redes de cadeias de
acrilamida (Figura 3). O tamanho dos poros da rede é determinado por dois
parametros: (1) o conteudo de acrilamida utilizado por unidade de volume de
reagao do meio e (2) o grau de ligagao-cruzada.

?ONHz 9
so;. + nCH2=CH, =+ (CH22CH“C—NH"]ECH2 *

I
?ONHE ?ONH
"CH2—$H—CH2—CH—CszCH—CHz—?H—

CONH co§H
|
?HE ?HZ
CONH CONHy ?ONH ?ONHE
| 1
—CHE—CHﬂCHz~CH—CH2—9H~CH2—CH~CH2—CH—
CO*H
e
?ONHg ?ONH ?ONHZ
~?H—CH2—CH—CH2~CH—CH2—?H—CH2*CH—

COvH COTH

Figura 3 — Reagbes envolvendo ligagdes cruzadas em cadeias de acrilamida.
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Tabela 4. Efeito da concentragdo de bis(acrilamida) no tamanho médio dos poros®

(raio em A®).

Total de acrilamida + de

% de N,N’-metileno-bis(acrilamida) do total de acrilamida

N,N’-metileno- 1 5 15 25
bis(acrilamida) (%) (m/v)

6.5 24 19 28 -
8.0 23 16 24 36
10.0 19 14 20 30
12.0 17 - -
15.0 14 - -

@ Fonte: Cooper, 1977.

Independente do conteudo total de acrilamida por unidade de volume, a
média do tamanho dos poros alcanga um minimo quando 5% do total de
acrilamida usado é N, N’-metileno-bis(acrilamida) (Tabela 4). Portanto, em
muitas formulagbes o conteudo de bis(acrilamida) é fixado em 5% do total de
acrilamida e nao é alterado como um meio de controle do tamanho dos poros.
Por outro lado, o tamanho dos poros & controlado através da variacdo no
conteudo total de acrilamida. A Figura 4 indica uma aproximagéo, por ser a
porosidade uma distribuicdo, do didmetro dos poros produzidos sobre varias

concentragcdes (m/v) de acrilamida.
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S 408 — sl
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S [ o B
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S 16} o]
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Foebat o Lt b 4 g Loy 1
5 1o 15 20 25 30

Porcentagem de acrilamida

Figura 4 — Influéncia da concentragdo do gel no tamanho médio dos poros (fonte:
Cooper, 1977).
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A solugao tampao TEMED é usualmente adicionada para servir como
catalisadora da formagao do gel por causa da sua existéncia na forma de
radicais livres. A natureza dos tampdes € um outro fator a ser considerado na
producao dos géis de poliacrilamida. Os tampdes servem (1) para manter o pH
constante dentro do gel de acrilamida e/ou (2) como o eletrélito onde conduz
corrente através de um campo elétrico.

A gelatinizagao criotrépica em sistemas poliméricos é considerada como
uma polimerizagdo comum (como explicado anteriormente), porém em
condigbes de congelamento, da acrilamida (AAm) e da bis(acrilamida)
(BisAAM). Surge entao a seguinte pergunta: Por que os criogéis tém morfologia
completamente diferente dos géis tradicionais? Para responder essa questéao,
vamos discutir o processo que ocorre a nivel micro e macroscépico do
congelamento das solugdes de onde a criogelatinizagado acontece.

Em estudos pioneiros, Butler e Bruice (1964) e Pinock (1966 e 1969)
demonstraram que em solugdes moderadamente congeladas, parte do
solvente permanece, entretanto, ndo estruturado (a também chamada
microfase liquida ndo congelada). Substéncias dissolvidas nestes sistemas
concentram-se nesta regido de solvente ndo congelado (também chamado de
crioconcentragao) permitindo assim que posteriores reagbes quimicas
acontecam embora toda a amostra pareca ser um bloco sdlido. Experimentos
detalhados de cinética e termodindmica das reagbes envolvidas provam a
existéncia dessa microfase ndo congelada (Sergeev e Batyul, 1976). Fica claro
agora que, em temperaturas moderadamente baixas, um sistema
macroscopicamente solido consiste de duas fases, uma fase policristalina do
solvente puro congelado e a outra uma microfase liquida ndo congelada
contendo quase todos os componentes dissolvidos presentes na solucao
inicial. Como o volume da microfase € menor que o volume da solugao inicial,
ocorre acentuadas concentracbes das substancias dissolvidas. Assim, altas
concentracdes na microfase aceleram as reagdes quimicas, e elas podem se
propagar mais rapidamente que reag¢des em uma solugdo homogénea acima
do ponto de congelamento, apesar do fato da temperatura ser mais baixa.

Quando a solugéo inicial contém moléculas de massa molar baixa, ou
precursores de gel macromolecular, o congelamento moderado promove a

formacdo criotropica dos géis (Figura 5). E importante que a taxa de
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polimerizagdo nao seja alta, sendo a formagdo do gel comecgara antes da

amostra liquida ser congelada.

Sistema Inicial (A) Sistema congelado (B)

Sistema descongelado (C)

—7

%
l— = _ P — —
7 e b © Congelamento Ed " | Descongelamento _ ~t—
o R e B —
oo — o -]
I—p _ ¥ P B i‘K ) - —~
b 8

Figura 5 — Esquema principal para a formagao dos criogéis poliméricos (Lozinsky,
2003): 1, precursor de alto peso molecular; 2, solvente; 3, precursor de
baixo peso molecular ou substancias soluveis; 4, policristais do solvente
congelado; 5, microfase liquida ndo congelada (ULMP); 6, rede polimérica
do criogel; 7, macroporos e 8, solvente descongelado.

O sistema congelado é heterogéneo (Figura 5B) e consiste em uma fase
soélida (cristais de solvente congelado) e microfase liquida ndo congelada. O
volume da microfase depende da natureza do solvente, da concentragao inicial
das substancias dissolvidas, da presenca de misturas soluveis e insoluveis. A
microfase ndo congelada é apresentada na Figura 5 numa escala que nao
reflete a verdadeira relagao entre as partes congeladas e ndo congeladas. Esta
ultima usualmente constitui de 0,1 — 10% do total da amostra (Gusev et al.,
1990, 1993; Konstantinova & Lozinsky, 1997; Lozinsky et al., 1989, 2000;
Mikhalev et al., 1991). Deve-se considerar o fato que, em altas concentragdes,
as substancias dissolvidas comegcam a precipitar fora da microfase liquida
devido a solubilidade limitada. Por outro lado, se as substancias dissolvidas
sdo consumidas em uma reacdo quimica, por exemplo, formacdo do gel,
substancias precipitadas redissolvem na microfase.

A cristalizagdo do solvente congelado é uma etapa crucial para a
formagado satisfatoria de supermacroporos homogéneos e interconectados
dentro do criogel. Apés o descongelamento das amostras congeladas, o gel
formado tem uma estrutura macroporosa (Figura 5C). Os cristais congelados
do solvente desempenham o papel do agente formador de poros. O
derretimento desses cristais forma as cavidades nos criogéis. Devido ao

abaixamento da entropia, causado pela diminuicdo no excesso da energia livre
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de Gibbs na interface gel-solvente, a tensao superficial do sistema aumenta a
medida que a temperatura abaixa, isto causa cavidades inicialmente com
angulos acentuados para depois se tornarem arredondados devido a variagéo
da temperatura no tratamento criogénico exerce um grande efeito na
porosidade dos criogéis esponjosos (Lozinsky, 2008). O arranjo das particulas,
e a sua persisténcia no lugar que ocupam na malha cristalina, sao
determinados pela existéncia de um minimo energético na posigao,
correspondente a otimizacdo das interacbes formadas entre as particulas. A
quantidade de nucleos formados em temperaturas mais distante do ponto de
congelamento da agua € maior que em temperaturas mais préximas do ponto
de congelamento, sendo assim cristais de gelo formados por moléculas de
agua que se arranjam ao redor desses nucleos possuem menor didmetro em
ambientes onde a temperatura é mais distante do ponto de congelamento da
agua.

Foi mostrado por Lozinsky que para criogéis de poliacrilamida (PAAM)
formados em trés temperaturas negativas (-10°C, -20°C e -30°C), poros
maiores foram formados no ponto de congelamento mais alto, enquanto que os

poros menores foram obtidos a temperaturas mais baixas (Figura 6).

Figura-6 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura das amostras de criogéis
PAAM formadas de uma solugdo aquosa 3% de acrilamida e N, N’-
metileno-bisacrilamida (relagdo molar de monémeros 30:1), em -10 (a), -20
(b) e -30°C (c) Lozinsky, 1986.

A forma dos poros interconectados de tamanho capilar também é
observada. N&o so pela transferéncia de massa por difusdo de uma substancia,
mas também pelo processamento de liquidos bem como suspensdes nao muito
viscosas de espécies bioldgicas (virus, organelas, células) € possivel por tais

poros.
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As caracteristicas hidrodindmicas das matrizes de criogel podem ser
controladas pela variagdo da concentracao inicial dos agentes formadores de
gel e pelas condigbes do tratamento criogénico. Na Figura 7 esta apresentada
a dependéncia da vazdo de agua em fungdo da relagdo de AAmM/BisAAm
através da coluna onde os criogéis PAAm foram preparados em diferentes
concentragcdes de co-mondmeros de acrilamida/N, N’-metileno-bis(acrilamida) e
em diferentes temperaturas de gelatinizag&o criotropica (Lozinsky, 2008). Poros
maiores levam a uma maior vazao na mesma diferenca de pressdo. Quanto
menor o grau de ligagcado cruzada do polimero na parede do macroporo (menor
o conteudo de N, N’-metilenobisacrilamida) mais forte € a expansao da agua na
fase de geleificagdo, diminuindo assim aberturas dos capilares e reduzindo a

resisténcia ao escoamento.

Taxa de fluxo/mL h"

800 |
600 |
400 |

200

Benmana B-----a Eesnmn- 7
e —— =y F
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Figura 7 - Propriedades hidrodindmicas das colunas de criogéis PAAm formadas em -
10 (1), -20 (2) e -30°C (3) de uma solugao aquosa 3% de acrilamida e N, N’-
metilenobisacrilamida com varias relacbes de mondmeros (pressao
hidrostatica de 300mm de H,0).(Fonte: Lozinsky, 2008)

Métodos de caracterizagao do criogel

Os criogéis possuem um sistema continuo de macroporos
interconectados com tamanho que varia de 10-100 um e se diferenciam por
fornecer uma baixa resisténcia ao escoamento e uma difusdo desobstruida

de solutos de qualquer tamanho. Estas caracteristicas concedidas a essas
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matrizes cromatograficas fornecem vantagens quando comparadas a
cromatografia em leito expandido onde equipamentos especiais sao
requeridos para, por exemplo, processar caldos nao clarificados (Chang et
al., 1996 e Ujam et al., 2000) ou na cromatografia tradicional de leito fixo, com
sua fase estacionaria empacotada em uma coluna por ser incapaz de
processar solugcbes contendo materiais particulados, como suspensdes de
células ou homogenados celulares n&o clarificados, apesar de sua alta
capacidade e resolucdo. O material particulado contido nestas solugdes
diminui a porosidade do leito, resultando, consequentemente, num
aumento da resisténcia ao escoamento na coluna, culminando com seu
bloqueio. Os criogéis macroporosos (especialmente quando em forma de
colunas monoliticas) sdo atualmente a unica forma disponivel de cromatografia
em leito macroporoso para o processamento de células microbianas e de
mamiferos em caldos nao clarificados (Dainiak et al., 2007a).

Algumas metodologias, descritas a seguir, sao utilizadas para
caracterizar essas matrizes cromatograficas. Como por exemplo, a estrutura
dos poros que pode ser visualizada pelo uso da microscopia eletrénica de
varredura. O método de pulso de um tragador pode ser aplicado para medir a
distribuicdo do tempo de residéncia (RTD) de um liquido na coluna de criogel
sob diferentes vazdes. Mais detalhes sobre esse método pode ser encontrado
em Persson et al., 2004.

O comportamento da resisténcia ao escoamento das matrizes de
criogéis pode ser avaliado pela relacdo da queda de pressdo hidrostatica
através da coluna versus a vazdo da agua. O valor correspondente de
permeabilidade hidraulica pode ser entdo determinada segundo a equacgao
1(Yao et al., 2006):

o = QuitL

" Ap,A (1)

onde Q, € a vazdo de agua pela coluna, u, € a viscosidade da agua, L € o
comprimento da coluna, A € a secgdo transversal e Ap, € a queda de presséo.

A agua no interior do criogel inchado é encontrada em diferentes formas:

polimero ligado a agua, a agua dentro de pequenos poros e agua dentro de
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grandes poros. Esta ultima, responsavel pela porosidade da matriz de criogel,
podera ser removida mecanicamente por compressao do criogel devido a
elasticidade do material. Assim a porosidade, pode ser estimada medindo-se o
conteudo de agua livre presente e o volume do leito, como descrito
previamente por Yao et al., 2006. A porosidade é dada pela equagao 2
(0 — mW B ms
PuVo (2)

onde m,, € ms sao, respectivamente, a massa da amostra saturada com agua e
a massa da amostra umida apds sua compressao para a remogao da agua livre
dentro dos poros, como relatado por Arvidsson et al., 2003 e Plieva et al., 2004,
Pw € a densidade da agua, e Vy é a diferenga entre V, e V4 onde V; € o volume
final apds a imersdo da amostra de criogel em uma proveta graduada contendo
agua e V4 é o volume conhecido de agua em uma proveta graduada.

A elasticidade da matriz de criogel pode ser calculada através de teste

de compressao e deformagao por meio da equacgao 3:

_F/A
Ah/h (3)

onde Eé o moddulo da elasticidade, F é a forgca aplicada, A é a area da
amostra, Ahvariagdo no comprimento com a compressdo da amostra, e h é o

comprimento inicial da amostra.
Aplicagoes

Criogéis foram introduzidos recentemente como uma nova matriz de
separagao para aplicagdo em varios processos de bioseparagdo (Lozinsky, et
al., 2002). Os criogéis possuem poros interconectados de diversos tamanhos, o
que permite que o escoamento de massa através dos poros seja puramente
convectivo e a resisténcia a transferéncia de massa seja baixa. Assim, estes
suportes sdo meios atrativos para a captura direta de biomacromoléculas.

No campo da microbiologia, recentes pesquisas tém demonstrado
eficiéncia no processamento de suspensdes de células e virus, purificagdo de

células e aplicagbes em culturas celulares. Isto se deve a combinagdo de
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propriedades tais como  macroporosidade, boa elasticidade e
biocompatibilidade, estabilidade quimica e fisica e facilidade de preparo, o que
permite a esses materiais uma ampla gama de aplicagdes dentro da pesquisa
em microbiologia.

A procura por alta pureza de bioprodutos, incluindo virus e DNA
plasmidial, como vetores de genes terapéuticos e particulas de virus como
componentes de vacinas, revelou-se de grande influéncia no desenvolvimento
de processos downstream. Assim, tecnologias envolvendo o uso de materiais
poliméricos supermacroporosos (ou criogéis), onde se aplicam no
processamento de diferentes populacbes de células € de grande interesse.
Uma das caracteristicas mais atraentes dos criogéis é sua macroporosidade
para o processamento de fluidos particulados incluindo suspensdes de células
microbianas (Lozinsky et al., 2003, Plieva et al., 2007 e Dainiak et al., 2007b).
Esses macroporos sdo obtidos pela sintese de hidrogéis por criogelatinizagao
(ou gelatinizacdo em temperaturas abaixo de 0°C), como foi mostrado na
Figura 5.

O uso dos criogéis na microbiologia foi iniciado por volta dos anos de
1980 quando foram propostos como matrizes para a imobilizagao de células via
concentracdo mecéanica (ver Lozinsky e Plieva, 1998). No entanto, o potencial
dos criogéis para o isolamento de células e aplicagdes em culturas celulares foi
descoberto apenas muito recentemente (Lozinsky et al., 2003, Plieva et al.,
2007 e Dainiak et al., 2007c).

A estrutura peculiar dos poros do criogel em combinagdo com sua
elasticidade e alta estabilidade mecéanica tem motivado o seu uso como
matrizes para a imobilizacdo de células. Duas principais maneiras para
imobilizar células sdo normalmente usadas a depender do potencial de
aplicagao das células biocatalizadoras imobilizadas (ICBs) bem como do
tamanho do poro desejado para a matriz de criogel (Plieva, 2008). As duas
maneiras sao: imobilizagdo por concentragdo mecanica nos criogéis (Figura 8a)
e imobilizagdo nas superficies dos poros dentro do criogel via interagdes
especificas ou através da adsorcao (Figura 8b).

Segundo Plieva (2008), normalmente, a imobilizacdo de células
microbianas via concentragdo mecanica em criogéis é simples. A suspensao de

células é misturada em uma solugdo de mondmeros (polimeros) de géis
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precursores até que uma suspensao celular estavel seja alcangada. Apds a
adicao de compostos polimerizantes (neste caso polimerizacdo dos radicais
livres), a suspensdo de células € congelada com regimes de temperatura que
variam de acordo com a forma geométrica requerida. Estes criogéis podem ser
preparados em formato de esferas, folhas, e mondlitos, ou podem ser
sintetizados dentro de um plastico protetor aberto (Figura 8a). ICBs com
tamanho de poros de até 1-2 um sao produzidos, na maioria dos casos, como
esferas ou folhas (Lozinsky e Plieva, 1998, Martins et al., 2003). ICBs com
grandes poros interconectados de tamanhos até 200um sao frequentemente
preparados para altas taxas de fluxo em colunas monoliticas ou discos (Lusta
et al., 2000 e Hedstrom et al., 2008) ou sdo produzidos dentro de um plastico
protetor aberto (definido como particula de gel macroporoso, MGP) para
manter as ICBs estaveis sob intensa agitacdo. (Plieva et al. 2008 e Nilsang et
al., 2008).
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Figura 8 — Representacdo esquematica das duas principais abordagens para a
imobilizagado celular. (a) via concentracao mecanica de células dentro dos
criogéis durante o preparo sob diferentes formatos, e (b) pela ligagdo de
células no sistema de criogel ja preparado carregando ligantes especificos.

(Fonte: Plieva, 2008).

O uso a longo prazo de um unico ICB ¢é importante para o
desenvolvimento de um processo industrial eficiente. Uma questdo importante
diz respeito a regeneragao do ICB por simples incubagdo em uma taxa média
de crescimento para restaurar a atividade de bioconversao. Outra preocupacgéao

importante € a preservagdo dos ICBs para evitar a contaminagdo apds a
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utilizagdo prolongada. Assim, microrganismos selecionados em meios
extremamente desfavoraveis, constituiria a melhor escolha para o preparo dos
ICBs (Plieva,2008).

Outra estratégia de imobilizagdo inclui a preparagdo de criogéis com
grupos de ligantes especificos utilizados para ligagdes com as células (Figura
8b). A presenca desses ligantes apropriados na superficie dos poros dentro
dos criogéis macroporosos tem tornado possivel ligagcdes especificas com
microrganismos (Plieva et al., 2004, Dainiak et al., 2007b, Arvidsson et al.,
2002 e Dainiak et al., 2008) e células de mamiferos (Kumar et al., 2003 e
Kumar et al., 2005).

Suspensdes celulares de alta densidade podem ser aplicadas em
colunas monoliticas de criogel sem que haja bloqueio dos macroporos (Plieva,
2008). Desta forma, células de leveduras podem ser imobilizadas sobre a
superficie de colunas monoliticas de criogel de troca i6nica carregadas com
grupos amina terciaria por circulagdo continua de uma suspensao densa das
células através da coluna.

Quanto ao isolamento e separagcdo de células usando criogéis, a
separagao cromatografica de células microbianas é geralmente considerada
como uma etapa dificil e muitos fatores devem ser levados em conta, incluindo
o grande tamanho das células que reflete na sua baixa difusividade, superficie
quimica complexa, entre outros (Plieva, 2008). De fato, devido a falta de
adsorventes apropriados com porosidade suficientemente alta para o
processamento de células, a cromatografia de células ndo tem sido até agora
usada com muita frequéncia (Dainiak et al., 2007). Em decorréncia da presenca
de grandes poros (10-100 pm) interconectados e a paredes dos poros
mecanicamente fortes, os criogéis podem suportar altas vazbdes sem
praticamente nenhuma compressao, permitindo assim o transporte de massa
convectivo dos solutos e de particulas de pelo menos 10 ym de tamanho
(Plieva et al., 2004 e Persson et al, 2004). Quando nao ha ligantes especificos
na matriz de criogel, as células passam livremente através da coluna monolitica
sem bloquear os poros. No entanto, quando ligantes especificos estao
presentes na superficie dos poros, as células microbianas podem se ligar a

eles e serem eluidas da coluna de criogel com alto rendimento e com
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viabilidade regida por meio dos métodos convencionais de eluigdo (Plieva et
al., 2004, Dainiak et al., 2004, Arvidsson et al., 2002 e Dainiak et al., 2006).

Os criogéis com metais quelatados tém sido usados como suportes
eficientes na cromatografia por afinidade. A técnica de cromatografia por
afinidade com metal imobilizado, do inglés, Immobilized Metal Affinity
Chromatography (IMAC), introduzida por Porath et al., 1975, é baseada na
capacidade que as proteinas tém de serem reversivelmente ligadas aos ions
metalicos através de ligagdes de coordenagao, onde a proteina atua como uma
base de Lewis, doando elétrons para o ion metalico, (Ueda et al., 2003). O
metal que interage com a proteina encontra-se imobilizado por meio de um
agente quelante, que por sua vez esta ligado covalentemente, via um
espacador, a matriz. Os compostos utilizados como agentes quelantes sao:
tris(carboximetil)etilenodiamina (TED) (pentadentado), &cido nitrilotriacético
(NTA) (tetradentado), acido aspartico carboximetilado (CM-Asp) (tetradentado),
e acido iminodiacético (IDA) (tridentado). O numero de ligagdes formadas entre
o ion metalico e o quelante imobilizado determina a afinidade total do
adsorvente pela proteina, sendo assim quanto mais forte a imobilizacdo do
metal, mais fraca sera a interacdo com a proteina. O IDA por ser um quelante
tridentado é o mais comumente utilizado. As interagbes entre o ion metalico
imobilizado e a proteina sdo complexas e combinam efeitos eletrostaticos,
hidrofébicos e de coordenacéo.

Criogéis baseados em poliacrilamida carregados com Cu?* por meio do
ligante IDA (criogel- IDA-Cu?*) tém sido investigado por varios grupos de
pesquisa (Arvidsson et al., 2003, Dainiak et al., 2004, Plieva et al., 2004, Kumar
et al., 2006, Teilum et al., 2006, Dainiak et al., 2005, Hanora et al., 2005,
Dainiak et al., 2007). Plieva et al, 2004, usaram criogel-IDA-Cu®** para a
adsorgao da lisozima e Teilum et al, 2006, imobilizaram mitocéndrias de figado
em criogéis-IDA-Cu2+ e estudaram a proteina especifica que é liberada por
essas mitocdndrias isoladas. Recentemente, criogéis com metais quelatados
foram também usados para a analise de superficies e quantificacdo de células
(Dainiak et al., 2007).

Com o objetivo de isolar e purificar uroquinase, Kumar et al. (2006)
desenvolveram um processo de isolamento dessa enzima vinda de cultura

celular em um biorreator. Foi descrito, para esse propdsito, a aplicabilidade de
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criogéis de poliacrilamida como matrizes utilizadas em cromatografia por
afinidade em metais imobilizados (IMAC). Um estudo comparativo foi realizado
entre a matriz de criogel e uma matriz de afinidade baseada em sepharose
convencional para a captura continua da uroquinase. A ativacdo das matrizes
(criogel de poliacrilamida e sepharose) foi feita com o Cu®* (utilizando o &cido
iminodiacético-IDA) por ser um bom ligante para IMAC devido a sua afinidade
para ligagées com proteinas e por ser um metal de baixo custo além de facilitar
a regeneracdo da fase estacionaria. Segundo os autores, a uroquinase
demonstrou consideravel afinidade com o cobre devido principalmente a
presenca de 17 residuos de histidina (His) na sua superficie, os quais contém
grupos imidazol que interagem com o Cu?*. Quanto ao estudo comparativo
entre a eficiéncia do criogel-IDA-Cu?** de poliacrilamida e a coluna de
sepharose-IDA-Cu?* para a captura da uroquinase, foi mostrado que o criogel
apresentou melhor seletividade e eficiéncia operacional comparado com a
coluna de sepharose. Assim, os autores concluiram que a IMAC, acoplada ao
uso de matrizes supermacroporas de criogel, € uma técnica ideal para a
captura da uroquinase em condigcbes de pH fisiolégico em um sistema
continuo. Arvidsson et al. (2002) mostraram que matrizes de criogel
supermacroporoso sao atrativas para a manipulacido de células microbianas
em cromatografia de afinidade com recuperagdes de Escherichia coli que
variaram de 70-80%.

Apesar da maioria dos estudos focarem na aplicagado de criogéis-IDA-
Cu?* para separacdo e purificacdo de biomoléculas ou células microbianas,
outros fons metalicos de transicdo, tal como Zn?*, Ni?*, Fe** e Co?* sdo também
adequados para a IMAC (Pearson, 1968; Ueda et al., 2001).

Estudos com criogéis aplicados a nanotecnologia tem sido recentemente
apresentados. Yao et al, 2006 propuseram um novo criogel continuo
supermacroporoso imobilizado com particulas de tamanho nanométrico para a
utilizacdo em cromatografia de proteinas (BSA). A sintese dos criogéis foi feita
pela co-polimerizagao criogénica dos radicais de uma solugéo de acrilamida
(AAm), N, N’-metileno-bis-acrilamida (MBAAm), alil glicidil éter (AGE) e
nanoparticulas de Fe;O4 sob temperatura de congelamento. A matriz, além de
alta porosidade (poros 10-50um), possuiu alta permeabilidade e baixo

coeficiente de dispersao axial em uma ampla faixa de velocidade do fluido. A
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capacidade de adsorcao da proteina (BSA) na matriz de criogel foi superior
quando comparada com a mesma matriz de criogel (reportada em trabalhos
anteriores) sem as nanoparticulas imobilizadas.

Os criogéis apresentam-se também como alternativa para a solugéo de
problemas em alimentos processados. Lopez-Fouz et al, (2007) propuseram a
retirada do gosto amargo de sucos citricos pelo uso de criogéis de polivinil
alcool (PVA-PEG) imobilizados com Rhadococcus fascians. Este
microrganismo produz enzimas que metabolizam o limonin, (composto da
familia dos limondides que sao principais responsaveis pelo gosto amargo de
sucos citricos). O efeito da concentragdo de PVA e PEG, carga de células, e
pH sobre a eficiéncia do R. fascians na degradac&o do limonin foi estudado. A
estabilidade dos leitos de PVA-PEG-R.fascians com a passagem de suco de
laranja foi outro foco do estudo. As células concentradas puderam ser usadas
por 3 ciclos completos (corridas de 24h a 20°C) retendo 35,6% da eficacia na
hidrolise do limonin. Além disso, o processo, segundo os autores, nao alterou
os principais parametros fisico-quimicos do suco citrico, exceto no decréscimo
do gosto amargo.

Naringin € outro composto responsavel pelo gosto amargo de sucos de
frutas citricas. Busto et al (2007) estudaram a imobilizagcdo de naringinase
(vindas de culturas CECT 2088 de Aspergillus niger) em matrizes poliméricas
de criogel polivinil alcool (PVA) contendo atividade biocatalitica. O efeito da
concentragdo da matriz, carga de enzima e pH na eficiéncia da imobilizagéo
foram os principais focos do estudo. A naringinase imobilizada pode ser
reutilizada por 6 ciclos (corridas de 24hs a 20°C), rentendo 36% da eficiéncia
na hidrdlise da naringin em suco concentrado.

A combinagdo unica das propriedades de criogéis, tais como sua
estrutura macroporosa, biocompatibilidade e robustez quimica e mecanica,
abrem novas oportunidades para a concepg¢ao desses materiais macroporosos.
Condi¢gdes moderadas para a imobilizagdo e uma elevada estabilidade
mecanica dos criogéis permitem a preparagao de biocatalizadores eficientes
para serem empregados em solugdes aquosas ou pouco viscosas. A liberagao
de células ligadas por afinidade assegura a alta viabilidade e recuperagao das
células desorvida durante a cromatografia de células. Além disso, a grande

dimensédo de poros interligados no criogel monolitico permite um rapido
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processamento de volumes consideraveis de fase liquida. Assim, colunas de
criogel macroporoso podem ser utilizadas para a detecgao analitica e captura

seletiva de células especificas em efluentes de agua.
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CAPITULO 2 - Captura direta da lactoferrina de soro de queijo em coluna

supermacroporosa de criogel de poliacrilamida ativada com ions de cobre

Resumo

Criogéis supermacroporosos com metal imobilizado sdo suportes
eficazes na separagdo por afinidade de biomoléculas em processos
downstream. Neste trabalho, criogel de poliacriiamida foi preparado e
carregado com ions de Cu®" utilizando acido iminodiacético (IDA). Este
adsorvente de afinidade foi produzido com o objetivo de capturar a proteina
lactoferrina presente no soro de queijo. A matriz de criogel foi analisada por
microscopia de varredura eletrénica (MEV) e caracterizada por medidas de
coeficientes de dispersao axial do leito supermacroporoso em diferentes
vazbes, obtidos por medidas de distribuicdo do tempo de residéncia (DTR)
usando o método de pulso de um tracador, capacidade de inchamento,
porosidade e resisténcia ao escoamento. Soro de queijo ultrafiltrado foi
carregado ao sistema criogel-IDA-Cu?*. Os eluidos obtidos no processo
cromatografico foram submetidos a analises de proteina total, eletroforese e
cromatografia de exclusdo molecular. Os resultados experimentais mostraram
que os coeficientes de dispersao axial, em diferentes velocidades superficiais
de liquido, variaram na faixa de 10° — 10° m?%s. O criogel obteve boa
permeabilidade hidraulica, 4,7086 x10"®*m? e porosidade em torno de 78,2%.
Os resultados mostraram, também, boa resposta da matriz de criogel-IDA-Cu®*
na captura da lactoferrina, sendo que o tempo de retencao dos eluidos, obtidos
do processo purificacao, foi semelhante ao tempo de retencédo da lactoferrina
na coluna de exclusdo molecular, em torno de 250(s) e as bandas
caracteristica no processo de eletroforese foram detectadas. A matriz de
criogeI—IDA-Cu2+ apresenta-se como excelente sistema de captura de
proteinas por cromatografia de afinidade em ions metalicos imobilizados o que
a torna uma tecnologia promissora na area de bioseparacgdes.

Palavras chaves: Purificacdo IMAC, Lactoferrina, Soro de queijo, Criogéis

supermacroporosos.
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1. Introdugao

A lactoferrina do soro de queijo € uma glicoproteina de massa molar
em torno de 80 kDa com um atomo de ferro ligado a molécula, além de
possuir os efeitos nutricionais e fisioldégicos, exerce atividade bacteriostatica
contra alguns microrganismos patogénicos do leite, bem como no intestino de
animais que ingerem o leite. A lactoferrina € considerada uma molécula de
defesa importante e tem uma diversidade de outras fungbes fisioldgicas,
tais como atividades antiviral/antimicrobiana, atividade imunomodulatéria e
atividade antioxidante. Durante a ultima década, tornou-se evidente que
administragdes orais de lactoferrina exerciam varios beneficios na saude de
humanos e animais, incluindo efeitos anticancer e antiinflamatérios
(Wakabayashi et al., 2006).

Todas essas caracteristicas benéficas da proteina lactoferrina tém
levado ao aumento do potencial de aplicagcdo como aditivo em alimentos.
Algumas pesquisas, feitas anteriormente, tiveram como objetivo a purificagao
da lactoferrina por cromatografia de troca catibnica (Hahn et al., 1998,
Yoshida & Ye, 1991), cromatografia por afinidade a heparina-Sepharose
(Blackberg & Hernell, 1980), por afinidade em peptideos (Noppe et al., 2006)
e por afinidade em heparina-poliglicidil metacrilato (Chen et al., 2007).

Colunas cromatograficas de fases continuas conhecidas como
criogéis (géis poliméricos formados em meio moderadamente congelado),
tem se tornado uma tecnologia muito util na area de bioseparagao. Os
criogéis foram introduzidos recentemente como uma nova matriz de
separagado (Lozinsky et al., 2001). Devido a estrutura de poros

interconectados de grandes dimensdes, o escoamento através dos poros
€ puramente convectivo e a resisténcia a transferéncia de massa € baixa
(Hahn et al., 2002, Podgornik et al., 2000). Os criogéis apresentam-se,
portanto, como um excelente material cromatografico permitindo a
captura direta de proteinas e outras biomoléculas de extratos brutos
nao processados ou mesmo de meios de fermentagéo.

A cromatografia por afinidade em ions metalicos imobilizados (IMAC),

introduzida por Porath e coloboradores em 1975, tem se mostrado eficaz
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para o isolamento de proteinas a partir de misturas nao clarificadas (Feldman
et al., 1994, Porath, 1992). Em IMAC utiliza-se ions metalicos quelatados tais
como Cu?*, Ni**, Zn**, dentre outros, como ligantes de afinidade para a
ligacdo da proteina. A cromatografia por afinidade com metais imobilizados
tem sido usada em colunas continuas supermacroporosas de criogéis de
poli(acrilamida), modificadas com residuos de acido iminodiacético, para
captura direta de enzimas de homogenados celulares, tais como lactato
desidrogenase (Arvidsson et al., 2003), urokinase (Kumar et al., 2006a,
Kumar et al., 2006b), tripsina (Lysogorskaya et al., 2008), f-galactosidase
(Grosova et al., 2008), Lactoferrina (Noppe et al., 2007), anticorpos
monoclonais (Nilsang et al., 2007) e bacteriocinas (Deraz et al., 2007).

A aplicagdo de matrizes de criogel unidas a técnica por IMAC abre
novas perspectivas nos processos cromatograficos de proteinas. Neste
ambito, o trabalho teve como objetivo a purificar lactoferrina do soro de
queijo utilizando criogel continuo supermacroporoso imobilizado com ions
de Cu®",

2. Experimental

2.1. Materiais

Acrilamida (AAm, 99.9% grau eletroforético), N,N-Metilenobisacrilamida
(MBAAmM, 99%), Per-sulfato de Aménio (APS, 98%), CuSO4-4H20 (98%), acido
Iminodiacético (IDA), N-2 Hidroxietil Piperazina-N’-2-Acido Etanosulfénico
(HEPES), N,N,N',N'- Tetrametil-etilenodiamina (TEMED, 99%) e alil glicidil eter
(AGE, 99%) foram adquiridos da Sigma- Aldrich (Steinheim, Germany).
Imidazol foi adquirido da Merck (Germany). O soro de queijo ultrafiltrado
(12% de sodlidos totais) foi obtido pela produgdo de queijo minas frescal e
processado em um sistema de ultrafitracgo WGM com membranas de
10.000Da. Durante os experimentos foram utilizados agua ultrapura (sistema
Milli-Q, Millipore Inc., USA), reagentes quimicos de alto grau analitico e

padrdes de proteinas da Sigma Aldrich.
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2.2. Producao das matrizes de criogel continuo supermacroporoso

A matrizes foram produzidas segundo delineamento experimental
inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 3 repeticbes. A sintese das
matrizes referentes ao tratamento 1, 2, 3 e 4 foi realizada de acordo com
Arvidsson et al., 2003, com pequenas adaptacdes. Monémeros de acrilamida e
N,N-Metilenobisacrilamida de acordo com as seguintes relagdes; tratamento 1:
AAM/MBAAmM (mol/mol) = 30:1, tratamento 2: AAm/MBAAmM (mol/mol) = 20:1,
tratamento 3: AAm/MBAAmM (mol/mol) = 10:1, tratamento 4: AAM/MBAAmM
(mol/mol) = 5:1, foram dissolvidos em 30mL de agua ultra pura MilliQ e a
mistura foi degaseificada, usando banho ultra-som por 5 minutos para a
eliminagcao do oxigénio soluvel. A polimerizagao dos radicais livres foi iniciada
com a adicao de TEMED e APS. Apds da adicdo de TEMED (15uL) a solugéo
foi resfriada em banho gelado (em torno de 5°C) por 2-3min. Entdo, APS (7,5
mg) foi adicionado e a mistura agitada por 1 min. Cinco mililitros desta mistura
foram adicionados em seringas plasticas de 5SmL. As solugbes das seringas
foram congeladas a -11°C, mantidas nesta temperatura por 24h. Apds esta
etapa, as colunas foram levadas em condicbes de temperatura ambiente
para descongelamento e em seguida foram lavadas com 200 mL de agua
ultra pura MilliQ a uma vazdo de 1 ml/min. As amostras foram secas a
temperatura de 60°C até peso constante.

A formagao da matriz de criogel referente ao tratamento 5 foi feita de
acordo com Kumar et al., 2006. Monémeros (4, 74 g de acrilamida, 1, 27 g de
MBAAmM e 1,0 mL de AGE) foram dissolvidos em agua deionizada MilliQ até
uma concentragdo final de 6%. A mistura foi degaseificada, usando banho
ultra-som por 5 minutos para a eliminacdo do oxigénio soluvel. Os géis foram
produzidos por polimerizacao de radicais livres que foi iniciada com a adigao de
TEMED (95 uL) e APS (110 mg) sob condi¢des de refrigeragcdo. A mistura foi

adicionada em seringas plasticas (5 mL) e congelada @ —12°C por 16 hs. A
matriz de criogel foi lavada com 200 mL de agua ultra pura MilliQ a vazao de 1

ml/min. As amostras foram secas a temperatura de 60°C até peso constante
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2.3. Caracterizagao das matrizes de criogel

2.3.1. Capacidade de Inchamento

A capacidade de inchamento do criogel (Sww) foi determinada por meio
da imersdo das matrizes em recipientes contendo agua por um intervalo de 2
horas. A cada 15 minutos os recipientes foram agitados manualmente e de
forma lenta. Em seguida, retirou-se o excesso de agua das matrizes e entao
obteve-se o peso umido(m,,) das mesmas. As matrizes foram secas a 60°C até
peso constante, as massas das amostras secas (my) foram determinadas e a

capacidade de inchamento foi calculada pela Equacéo 1.

Sww = (My — mg)/ My (1)

Onde Sy € a capacidade de inchamento (g H,O/ g de gel seco) e my, € mgy séo

as massas (g) da amostra em peso umido e seco, respectivamente.

2.3.2. Porosidade

A porosidade do mondlito de criogel foi estimada através da medi¢ao do
teor de agua livre e do volume de mondlito (Yao et al, 2006). Uma amostra de
cerca de 3 cm de comprimento foi cortada a partir do meio do mondlito de
criogel e saturada com agua deionizada. Em seguida, a amostra foi imersa em
uma proveta contendo agua deionizada de volume V1, previamente conhecido,
e, apds a imersdo da amostra na proveta o novo volume, V2, foi determinado.
O volume da amostra V, foi calculado pela diferenga do volume, ou seja, Vo =
V7 - V4. A massa da amostra umida saturada com agua, m,, foi pesada. A
amostra foi comprimida para remover a agua livre dentro dos poros grandes, do
mesmo modo como o procedimento relatado em Yao et al., (2006), e a massa
da amostra, sem agua livre, mg foi pesada. A porosidade foi, entdo, calculada

pela Equacéao 2.

:mw_ms

Q
PV, (2)
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Onde p, é a densidade da agua deionizada. Em seguida, a amostra foi seca
em uma estufa a 60 °C até que se atingisse peso constante. A massa seca mqy
foi entdo determinada e utilizada para calcular a fragao total de agua, ou seja,

m,, —my / pon

2.3.3. Resisténcia ao escoamento

Um sistema cromatografico de alta eficiéncia (Shimadzu, Japéao) foi
usado para efetuar as medidas. A resisténcia ao escoamento apresentada pela
coluna foi avaliada através da relagao da queda de pressao hidrostatica através
da coluna versus a vazao da fase movel. A permeabilidade hidraulica, k., foi

determinada segundo a lei de Darcy de acordo com a seguinte equagao:

_ Qua L (3)

" Ap, A

w

onde Q, é a vazdo de agua através da coluna, u,a viscosidade da agua, L o
comprimento da coluna, A é a area da secgdo transversal e Ap,, € a queda de

pressao.
Agua deionizada passando pela coluna em diferentes vazées (0,1-
5mL/min) e o AP em cada vazao foram medidas e usadas no calculo da

permeabilidade hidraulica.

2.3.4. Dispersao axial

Um sistema cromatografico de alta eficiéncia (Shimadzu, Japéo) foi
usado para efetuar as medidas. A dispersdo axial no leito foi avaliada através
da medida da distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) usando o método de
pulso de um tracador sob diferentes taxas de fluxo. Este estudo se baseia no
escoamento de um tragador e na analise da distribuicdo de idade de saida (E)

ou distribuicdo de tempo de residéncia (DTR) do fluido. O termo idade, nesse
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caso, € usado para representar o intervalo de tempo que um elemento da
corrente de fluido permaneceu dentro da coluna.

A disperséo axial foi medida da seguinte maneira; agua deionizada foi
bombeada através da coluna a uma vazao constante. Um pulso de tragador (O,
15 mL de acetona a 3% v/v) foi injetado na coluna e a resposta correspondente
na saida da coluna foi medida por um detector de absorbancia na regido do UV
280nm. Os dados registrados para os diferentes valores de vazao do liquido
foram usados para o calculo do DTR. O coeficiente de dispersao axial foi
determinado através da variancia e do tempo de residéncia médio da curva de

DTR correspondente (Yao et al., 2006), de acordo com a equagao abaixo:

> (D D,. Y’
?—;=2i =2 | [1-exp _u
t vL oL D.,

onde o] e t sdo a variancia e o tempo de residéncia médio da curva de RTD,

(4)

D.x € o coeficiente de dispersédo axial, L € o comprimento da coluna e u é a
velocidade intersticial do fluido através da coluna (v=U /¢@,p é a porosidade
do leito e U, a velocidade superficial do liquido). O numero de pratos tedricos
(N) foi calculado a partir dos resultados da DTR e os valores da altura
equivalente a um prato tedrico (HETP) calculado com o comprimento da coluna
(Yao et al., 2006). Um termo adimensional, o numero Bodenstein (Bo = vL /
Dax), razdo entre o transporte convectivo pelo transporte dispersivo (Bruce e
Chase, 2001), foi calculado e usado para descrever a eficiéncia e o grau de

dispers&o na coluna de criogel.

2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

Amostras secas das matrizes de cada tratamento foram coladas com
fitas adesivas no suporte de porta-amostras do microscépio (stub). Em seguida,
as amostras foram levadas ao metalizador (Balzers Union FDU 010) e
submetidas ao processo de metalizacdo com uma fina camada de ouro de 15 a
25 nm, com a finalidade de tornar as amostras boas condutoras elétricas

(Silveira, 1989). A cobertura ultrafina foi depositada por evaporagdo a alto
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vacuo na amostra. Isto é feito para prevenir a acumulacdo de campos elétricos
estaticos nas amostras devido a irradiagado elétrica durante a producado da
imagem. Outra razdo para a metalizagdo € que mesmo quando ha condugao
mais do que suficiente ela melhora o contraste. Por fim, as amostras foram
observadas no microscopio eletrébnico de varredura (LEO 1430 VP), com
aumentos de 200 X a 15.000 X.

2.5. Ativacao dos criogéis com ions metalicos

Nesta etapa pretendeu-se estudar a retencao dos ions de cobre na matriz
de criogel. Para isso foi retirada uma amostra do primeiro tratamento descrito no
item 2.2.

Solugédo de Na2C0O3 (50 mL, 0,5 M) foi bombeada através do criogel a

uma vazao de 1 mL/min, seguida da solugdo de Na2CO3 1 M (50 mL) na
mesma vazao. A solugao de IDA (0,5 M em 1,0 M de Na2C O3, pH 10,0) foi

aplicada na coluna a uma vazédo de 1 mL/min em modo de refluxo, durante
24 h a temperatura ambiente. Apds isto, o gel modificado foi lavado com

Na2CO3 0,5 M (100 mL) e em seguida com agua deionizada até pH 8,0.

Solucdo de 0,1 M de sulfato de cobre (30 mL dissolvidos em agua deionizada)
foi bombeada pela coluna em modo de refluxo a uma vazdo de 1 mL/min,
durante 2 h para a ligacdo do metal na matriz. Finalmente, o criogel foi
lavado com agua deionizada para remover o metal n&o ligado e, em seguida,
com tampao de imidazol (15 mM em HEPES e 0,2 M de NaCl, pH 7,0) para

remogao do metal fracamente ligado.
2.6. Captura cromatografica de lactoferrina de soro de queijo

A captura da lactoferrina foi realizada de acordo com Cheeks e
colaboradores (2008), com algumas modificagdes. Um volume do soro de
queijo ultrafiltrado (20 mL) foi inserido na coluna cromatografica (HR5/5
Pharmacia Biotech), contendo o criogel imobilizado com ions de Cu®*
previamente equilibrado com 6 volumes de coluna (VC) do tamp&o de equilibrio
(20mM HEPES em 200mM de NaCl), a uma vazdo de 1 mL/min. Apds a
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passagem do soro ultrafiltrado, a coluna foi lavada com tampéao de equilibrio
(8VC). A eluicdo da proteina adsorvida foi feita pela aplicacdo de 4VC de
tampdo imidazol (200mM, pH 7,4) a 1 mL/min. As fragbes de proteina
coletadas na saida da coluna, durante a etapa de eluicdo foram liofilizadas e
seguiram para as determinagdes analiticas em termos de concentragdo de

proteina total, eletroforese em gel e cromatografia de exclusao molecular.

2.6.1. Quantificagao de proteinas totais

A quantificagédo de proteinas das fragdes cromatograficas foi determinada
pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino, BSA

(Sigma, EUA), como proteina de referéncia.

2.6.2. Eletroforese SDS-PAGE

As fragbes protéicas obtidas nas etapas de adsorc¢édo, lavagem e eluicéo
da cromatografia IMA foram analisadas e comparadas com padrdes de
proteinas do soro de queijo, por eletroforese SDS-PAGE no equipamento
Sigma Chemical (modelo Z35,280-2), em gel de poliacrilamida na
concentragao de 7,5%. Todas as amostras foram tratadas com tampdes
contendo SDS e B-mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas a 100°C por
10 minutos. Aliquotas de 10 a 15uL de cada amostra foram aplicadas ao gel
que foi submetido a uma voltagem de 180V, em cuba horizontal e colorido com

azul de cromassie.

2.6.3. Cromatografia de filtragao em gel

O fracionamento das proteinas por cromatografia de filtracdo em
gel (exclusao molecular) foi conduzida em coluna Agilent ZORBAX (Bio
Series GF-450), sendo equilibrada inicialmente com 4 VC de tampao
0,2M fosfato Na,HPO4 em 0,8M de NaCl e 5% de metanol, pH 8,5 a uma
vazdo de 1 mL/min. Amostra proveniente da eluicdo da proteina do
IMAC-criogel (50 pL) foi injetada junto com o tamp&o na coluna, a uma

vazdo de 1 mL/min. O eluente foimonitorado por deteccdo no UV a 280
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nm. A identificagdo da proteina foi feita de acordo com uma curva de
calibracdo, anteriormente confeccionada, por meio da aplicacdo de

padrdes das principais proteinas encontradas no soro de queijo.

3. Resultados e Discussao

3.1. Preparo e caracterizagao dos criogéis sob diferentes concentragoes

de mondémeros e a presen¢a de AGE

O criogel continuo supermacroporoso é um adsorvente esponjoso e
elastico. O cilindro de adsorvente pode ser removido e colocado de volta em
uma coluna (Figura 1a e 1b). A remocgao é feita simplesmente retirando o
excesso de liquido e, em seguida, com uma leve pressao entre a parede
interior da seringa e o gel. Cerca de 4 ml de agua pode ser extraido de 5 ml de
gel, que corresponde ao fluxo estimado através do volume de poros. O

adsorvente pode ser seco e hidratado sem perder suas propriedades.

Figura 1 — (a) Coluna continua supermacroporosa, (b) adsorvente removido da
coluna.

A microscopia de varredura eletronica dos criogéis (Figura 2) demonstra
claramente a diferenca entre os diversos tratamentos aplicados na confeccéo
das matrizes, além da presencga de poros largos 10-100um interconectados de
parede lisa e espessa. Com a mudanga na relaggo AAM/MBAAM nos
tratamentos de 1 a 4 (Figura 2) percebeu-se uma mudanga na estrutura dos

poros. A medida que essa relagdo diminui, os poros se tornaram mais finos.
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O criogel formado com grupos epéxi (Figura 2e), quando comparado aos
outros tratamentos, possui visivel diferengca em sua estrutura externa e interna.
A palavra epoxi vem do grego “EP”(sobre ou entre) e do inglés “OXI’(oxigénio),
literalmente o termo significa oxigénio entre carbonos. A polaridade desses
grupos serve para criar forcas de interagcdo entre a molécula epdxi e a
superficie adjacente a ela. Os mondlitos obtidos nesse tratamento com AGE se
mostraram com maior resisténcia e melhor manuseio devido a sua estrutura
mais firme. Como consequéncia da polaridade dos grupos éteres e hidroxilas
alifaticas que, freqliientemente, constituem a cadeia da matriz inicial e a rede do

sistema curado.
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(d) (e)
Figura 2. Imagens de MEV de matrizes de criogel sintetizadas variando a concentracdo de

mondmeros: (a) AAm/MBAAm = 30:1, (b) AAm/MBAAmM = 20:1, (c) AAm/MBAAm = 10:1, (d)
AAmM/MBAAm = 5:1 e () AAm/MBAAm = 30:1 +AGE.

A capacidade de inchamento das matrizes submetidas nos diferentes

tratamentos de sintese € apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Capacidade de inchamento S,. dos criogéis (losango) preparados por
criopolimerizagao por 24 h a -11°C: Tratamento 1) AAmM/MBAAm = 30:1, 2) AAm/MBAAmM =
20:1, 3) AAmM/MBAAmM = 10:1, 4) AAm/MBAAmM = 5:1 e criogel contendo grupo epdxi (quadrado)
preparado por criopolimerizagdo por 16 h a -12°C: Tratamento 5) AAmM/MBAAmM = 30:1 +AGE

Observa-se que a capacidade de inchamento nos tratamentos isentos de
AGE diminui com a relacgo AAm/MBAAm. Enquanto a AAm é a responsavel
pela linearidade das cadeias, a MBAAm fornece as ligagdes cruzadas na etapa
de polimerizacdo. Assim, quanto mais proxima for a relaggo AAm/MBAAm,
mais a estrutura formada foi compacta refletindo em uma capacidade de
inchamento menor. Pela Figura 3, observa-se também, que a matriz contendo
grupos epoxi, obteve valor intermediario de capacidade de inchamento, quando
comparada com os demais tratamentos. A estrutura mais rigida observada
nesse tratamento pode ter contribuido para tal resultado. A avaliagdo da
capacidade de inchamento € uma medida de expansao da matriz de criogel.
Assim, para as analises posteriores, optou-se por escolher matrizes de criogel
que nao obtivessem valores altos de capacidade de inchamento. Quanto maior
esse valor, mais maleaveis sao as matrizes (apdés inchamento) e,
provavelmente, menores pressdes suportariam.

As porosidades dos criogéis monoliticos, ¢, encontram-se na Tabela 1.
Os resultados indicam que os criogéis contendo grupos epoxi, vindo do alil
glicidil eter (AGE), possuem também, valor intermediario de porosidade

comparado aos demais tratamentos.
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Tabela 1 — Valores de porosidade e fracdo total de agua dos mondlitos de

criogéis dos cinco tratamentos.

Tratamentos AAM/MBAAmMm AAmM/MBAAmMm AAmM/MBAAMm AAmM/MBAAMm AAmM/MBAAmM

=(30:1) =(20:1) =(10:1) =(5:1) = (30:1) +
AGE
Porosidade 88,3 86,9 75,4 71,2 78,2
(%)
Fracado total 97,5 94,4 91,8 90,4 92,8

de agua (v/v)

Os resultados encontrados estao proximos aos resultados obtidos por
outros autores (Arvidsson et al., 2003, Kumar et al., 2003, Persson et al., 2004,
Jungbauer et al., 2004, Plieva et al, 2004, Dainiak et al., 2004, Williams et al.,
2005, Paredes et al., 2004). O conteudo de agua total no mondlito de criogel
escolhido para a purificacdo da proteina, o tratamento com AGE, foi de 92,8%
(v/v). Assim, aproximadamente 14,6% da agua total ficaram presas pela matriz
de polimero e pelos poros pequenos por onde quase nenhum fluido corrente
passa.

Os resultados experimentais da resisténcia ao escoamento sao
mostrados na Figura 4. A permeabilidade da agua obtida k,, no leito do criogel
monolitico foi 4,7086 x 10™®* m?. Este valor foi superior aos de outros autores
relatados para mondlitos poliméricos organicos (1,812 x 10™"* m?) (Yao et al.,
2006).
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Figura 4 — Vazbes experimentais e tedricas como uma fungao da queda de pressio na
coluna de criogel contendo grupos epdxi (U, = 1,0030 x 107°Pa.s, L = 6,0 x10?m). (+)

dados experimentais e (-) dados tedricos.

A distribuicdo do tempo de residéncia (DTRs) no criogel foi medido em
velocidades superficiais de liquido de 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 15 cm / min,
respectivamente. A Figura 5 exibe as DTRs em algumas velocidades
superficiais de liquido. Como se pode observar, as curvas de DTR espalham a
sua forma com a diminui¢cdo da velocidade de escoamento do liquido. Com o
aumento da velocidade do liquido, a dispersao convectiva no interior dos poros
no leito do criogel foi reforgada, o que, correspondentemente, induziu o
aumento da dispersao axial.

Coeficientes de dispersao axial em diferentes velocidades superficiais de
liquido foram calculados, segundo a Equacgéo 4, e os resultados sdo mostrados
na Figura 6. Pode-se observar que os coeficientes de dispersdo axial, nas

presentes condicdes estdo na faixa de 10%a 10° m?/ s.
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Figura 5 — Curvas de distribuicdo do tempo de residéncia em algumas velocidades

superficiais de liquido na matriz de criogel-IDA-Cu?".

Os valores obtidos de altura equivalente a um prato tedérico (HEPT) da
RTDs estédo na faixa de 0,61-0,77 mm, que sdo semelhantes aos relatados em
Yao et al.(2006) que foram de 0,56-0,75. Esses autores caracterizaram
matrizes de criogel continuo supermacroporoso contendo nanoparticulas
magnéticas. Os valores obtidos do coeficiente de dispersédo axial encontrados
foram inferiores aos obtidos em leitos expandidos ou leitos fluidizados sob as
condigbes de escoamento similares (Yun et al., 2004, Yun et al.,, 2005,
Ghoreishi et al., 2004). Uma explicagdo para tal resultado se deve ao fato de
que nesses tipos de leito, a fase mével mantém em suspensao as particulas do
adsorvente, aumentando suficientemente a porosidade do leito, permitindo
assim, que o fluido passe pela coluna sem aumentar a resisténcia ao
escoamento. Portanto, a dispersédo do liquido dentro da coluna criogel é fraca,
nas presentes condicbes de medicdo. A partir da Figura, observa-se também
que o coeficiente de dispersao axial aumenta com o aumento da velocidade do

liquido.
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Figura 6 — Coeficientes de dispersdo axial em diferentes velocidades superficiais de

fluxo na coluna de criogel.

Numeros de Bodenstein foram calculados e os resultados encontram-se

na Figura 7. Houve uma tendéncia constante nas varias velocidades

superficiais de liquido no leito do criogel. Esse comportamento foi semelhante,

porém com valores inferiores, aos relatados por Yao et al.(2006) (em torno de

Bo=100) em algumas condi¢cbes de velocidades superficiais, o que indica uma

mistura mais fraca do leito de criogel em estudo, culminando em um menor

grau de disperséo na coluna.
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Figura 7 — Numeros de Bodenstein em varias velocidades superficiais de liquido no

leito do criogel produzido na presenca de grupos epoxi.
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3.2. Microscopia do criogel ativado

Pontos com luminosidade perceptivel podem ser visto nas imagens de
microscopia eletrénica de varredura da matriz de criogel ativada (Figura 8).

Quando um agente quelante, IDA, é imobilizado em uma matriz sélida
por ligagdes covalentes, um ion metalico que venha a ser quelatado origina um
centro de adsorgdo, apresentando sitios livres para interagdo com
biomoléculas. Assim, os pontos luminosos na superficie dos poros da Figura 8,
provavelmente sdo ions de cobre imobilizados na matriz via espagador IDA.
Resultado parecido foi encontrado por Arvidsson et al. (2003), ao estudar a
captura de enzimas utilizando matrizes de criogel imobilizado com Cu®* e Wang
et al. (2008) ao estudar a aplicabilidade de matrizes de criogel imobilizadas

com Zn** (criogéis-IDA-Zn**) na adsorgao da proteina albumina do soro bovino.
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Figura 8 - Imagens de MEV de criogel-IDA-Cu?".

3.3. Purificagao de lactoferrina de soro de queijo por IMAC em criogel-
IDA-Cu®*,

A Tabela 2 apresenta os tempos de retenc&o das principais proteinas do
soro de queijo (a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, BSA, GMP e Lactoferrina) e
dos eluidos obtidos do soro ultrafiltrado apds ser carregado em criogel-IDA-
Cu?*. Pode ser observada a diferenga entre os tempos de retengao referente a
cada padrao de proteina, em decorréncia da diferenga do peso molecular das

mesmas. Observa-se ainda, a semelhanga entre os tempos de retengdo da
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lactoferrina (padréo) e dos eluidos obtidos do processo cromatografico de

purificacdo, o que implica na presenga de lactoferrina nos eluidos coletados.

Tabela 2 — Tempos de retengdo de proteinas padrdes e eluidos (obtidos da
purificacdo da lactoferrina em Criogel-IDA-Cu2+ usando soro de queijo

ultrafiltrado).

Amostra Tempo de Retenc¢ao” (s)
Lactoferrina 250
BSA 283
GMP 315
Alfa-lactoalbumina 327
Beta-lactoglobulina 339
Eluido | 248
Eluido Il 248

* Coluna Agilent ZORBAX (Bio Series GF-450), equilibrada com tampdo 0,2M fosfato
Na,HPO,em 0,8M de NaCl e 5% de metanol, pH 8,5 a uma vazdo de 1 mL/min.

Neste trabalho, foi utilizado o cobre como ion para interagdo com a
proteina. Este ion metalico foi selecionado com base nos estudos de
Sulkowski, 1989, que demonstrou que a for¢ca de retencdo em IMAC, de
proteinas com histidinas acessiveis em sua superficie (como no caso em
estudo), seguem a seguinte ordem: Cu*? > Ni*? > Zn*? = Co®". Confirmacoes
podem ser encontradas em trabalhos de alguns autores como o de Plieva et al.
(2004) que usaram criogel-IDA-Cu®* na purificacdo de bioparticulas e obtiveram
excelentes resultados. O sistema tamponante empregado no trabalho foi
HEPES-imidazol, uma vez que, segundo Wang et al., 2008, promove melhor
seletividade para o sistema criogel-IDA-Cu?*.

Para a determinacdo da pureza da proteina, a analise SDS-PAGE das
fragdes eluidas do criogel-IDA-Cu?* revelou que a lactoferrina foi adsorvida pelo
ligante (Cu®*) (Figura 9). A banda densa em torno de 80kDa foi encontrada nas
faixas dos eluidos (F e G), esse resultado confirma a pureza da proteina
purificada como sendo a lactoferrina de 80kDa encontrada no soro de queijo.
Comportamentos semelhantes foram encontrados por Billakanti et al. (2009).

Os pesquisadores estudaram a aplicabilidade de criogéis para a extragdo de
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proteinas do leite bovino por interagdo de troca catibnica. Os resultados
encontrados pelos pesquisadores mostraram-se promissores

Segundo Billakanti (2009), os mondlitos de criogel possuem
aproximadamente 25 vezes menor capacidade dinamica de ligacdo em
comparagao, por exemplo, com um leito comercial de esferas SP Sepharose.
No preparo do criogel, os poros obtidos ocupam cerca de 80% do volume total
da coluna. Assim, a area superficial disponivel para a ligagdo com proteinas é
inferior comparada a outros sistemas de adsorgdo. Altas vazdes e grandes
volumes de carregamento foram alcangados nos criogéis, mas o principal
desafio no desenvolvimento desses materiais reside na melhoria das
capacidades de ligagao. Outros fatores, tais como baixo custo do material e a
grande variedade de grupos funcionais disponiveis para ligacdo sugerem que
0s criogéis sejam um meio alternativo para a extragcdo de proteinas

secundarias do leite e do soro.
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Figura 9 — SDS-PAGE 7,5% (corrida em 180V): (A) lactoferrina (10mg/mL), (B)
BSA(5mg/mL), (C) GMP(10mg/mL), (D) p-lactoglobulina(10mg/mL), (E) a-
lactoalbumina (10 mg/mL), (F) Eluido I, (G) Eluido II.
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A cromatografia por afinidade em ions metalicos imobilizados (IMAC) foi
utilizada para a separacao de diferentes tipos de células microbianas, uma vez
que estas, quando possuiam residuos de histidina acessiveis, apresentavam a
capacidade de serem adsorvidas em criogel-IDA-Cu®* (Dainiak et al., 2005).
Proteinas que contém naturalmente residuos de histidinas acessiveis
(recombinantes ou nao) e apresentam importancia comercial no campo
terapéutico e diagnostico, como proteinas do soro humano (Porath, 1983),
imunoglobulinas (Ribeiro et al., 2008), e horménio de crescimento humano
(Liesiene et al., 1997), foram purificadas por IMAC utilizando os metais de
transicdo Cu®*, Ni**, Zn**, Fe** e Co*" imobilizados. Outros ions metalicos,
diferentes dos metais de transigdo, tais como AP**, Ca®** e Yb**, foram
empregados para purificagdo de transferrina, albumina, a2-macroglobulina e y-
globulinas, alcancando-se elevadas seletividades, mostrando-se uma
alternativa atrativa para o fracionamento seletivo de proteinas do soro humano
(Zachariou 2000).

A afinidade entre proteinas e ions metalicos imobilizados pode ser
também explorada em outras técnicas, diferentes da cromatografia. Dentre as
varias técnicas utilizando quelatos metalicos imobilizados, pode-se citar, como
exemplos de separacao de células, proteinas e acidos nucléicos, a particdo em
duas fases aquosas por afinidade (Sila & Franco, 2000), a precipitagcdo por
afinidade (Tan et al., 2007), e a técnica de eletroforese de afinidade
(Anissimova et al., 2006).

4. Conclusoes

O tamanho e a morfologia dos poros de criogéis supermacroporosos
preparados pela crio-copolimerizacdo de mondmeros de acrilamida sob
condigdes de congelamento foram influenciados pela variagdo na relagao da
concentracdo dos mondmeros acrilamida e bis-acrilamida e a
presencga/auséncia do grupo epoxi (doados pelo reagente alil glicidil eter). Os
criogéis contendo grupo epoxi obtiveram, visualmente, melhor morfologia dos
poros, valores de porosidade e capacidade de inchamento intermediarios,

porém maior firmeza na estrutura. Estes criogéis apresentaram, também, alta
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permeabilidade liquida e baixo coeficiente de dispersdao axial em uma larga
faixa de velocidade.

No que se refere a purificacdo da lactoferrina, uma caracteristica
interessante deste estudo é que essa proteina demonstrou boa afinidade de
ligagdo com o cobre. Isso provavelmente pode ser explicado pela presenga dos
residuos de histidina presentes em sua superficie. A adsorg¢ao de proteinas por
IMAC é determinada principalmente pela presenga de seus residuos expostos
na superficie. Fatores como acessibilidade, microambiente do residuo de
ligacdo (isto €, histidina, cisteina e triptofano), cooperagdo entre grupos
vizinhos e conformacgdes locais desempenham papel importante na retencao de
proteina. No caso de ions de cobre, a adsor¢cdo ocorre através de um unico
residuo de histidina. A estrutura primaria da lactoferrina possui 2 residuos de
histidina. Essa pode ser entdo, a justificativa para a boa retengdo da
lactoferrina no criogel-IDA-Cu®*. A matriz criogel-IDA-Cu?* mostrou-se assim

promissora na separacgao e purificacao da lactoferrina do soro de queijo.
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CAPITULO 3 — Termodinamica e modelagem da adsorgdo de lactoferrina

em criogel continuo supermacroporoso imobilizado com ions de Cu®

Resumo

A adsorcao de lactoferrina do soro de leite bovino em criogel monolitico
supermacroporoso por afinidade foi analisada usando dados de equilibrio
adsortivo e a microcalorimetria de titulagcao isotérmica para medir informacgdes
termodinamicas que regem o processo. Dados de isotermas foram obtidos em
temperatura de 20, 30 e 40°C, pH 6.0, 7.0, e 8.0 e forga i6bnica de 200, 400,
600, 800 e 1000mM de NaCl. Os modelos de Langmuir, Langmuir-Freundlich,
Freundlich, Temkin e SMA(steric mass-action) foram ajustados aos dados de
equilibrio. Foi observado que, além da temperatura afetar de maneira positiva a
interacao entre a proteina e o adsorvente, o seu efeito também é dependente
da concentragao de sal. Em todos os casos o estudo microcalorimétrico indicou
uma entalpia de adsor¢cao endotérmica, exceto em 40°C, pH 6,0 e pH 8 e forca
ibnica 200mM. O processo de adsorcao foi verificado como entropicamente
dirigido em quase todas as condigdes analisadas. Os resultados encontrados
no presente trabalho permitem o aprimoramento de técnicas mais eficazes dos
processos de separacao de proteina por afinidade.

Palavras chave: IMAC, lactoferrina, equilibrio adsortivo, microcalorimetria.

1. Introdugao

A lactoferrina (LF), também conhecida como lactotransferrina (LTF), é
uma proteina multifuncional da familia das transferrinas. A lactoferrina € uma
glicoproteina globular com massa molecular em torno de 80kDa amplamente
encontrada em varias secregbes, como leite, lagrimas, salivas e secre¢des
nasais. A lactoferrina € um dos componentes do sistema imunolégico do
organismo, tem atividade antimicrobiana (bactericida, fungicida) e faz parte da
defesa natural, principalmente em mucosas (Tozzi et al., 2003). Em patrticular,
lactoferrina oferece atividade antibacteriana de bebés humanos (Galaev et al.,
1994; Plate et al., 2006).
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As caracteristicas de adsorcéo de proteinas em sistemas por afinidade é
funcao de varios parametros, tais como temperatura, pH da fase mével, resina
e natureza e concentragdo dos ions na fase movel. Embora a adsorgao seja
um fendbmeno amplamente explorado em importantes técnicas de purificacao
de proteinas, o seu mecanismo ainda nao é totalmente compreendido (Bresolin
et al.,, 2009). As diferentes formas de adsorcdo de proteinas, incluindo
afinidade, fase reversa, interagcado hidrofébica e troca idnica foram elucidadas
pela interacdo da proteina com a interface. Destas formas de separacdo, a
adsorcdo por afinidade bioespecifica exibe uma alta seletividade para a
separagao bioldgica e tem sido amplamente utilizada em laboratérios e
aplicagdes industriais. No entanto, a estabilidade e as condi¢des de eluigdo s&o
as restricoes inerentes a adsorcao de afinidade bioespecifica.

Em 1975, Porath e colaboradores introduziram a cromatografia por
afinidade em metal imobilizado (IMAC). IMAC emprega o ion metélico como o
ligante de afinidade para exercer a afinidade de ligacdo na separagao de
proteinas. E uma técnica que tem sido amplamente aplicada para a separagdo
de proteinas (Sulkowski, 1989; Burks & Iverson, 1995; Dubel et al., 1995; Herve
et al., 1993).

Em geral, a topografia da superficie da proteina e a natureza quimica e
fisica das condigbes de interagdo afetam a forma com que a proteina interage
com os ions metalicos imobilizados. O complexo de coordenagao, formado pelo
grupo doador de elétrons acessiveis na superficie da proteina e os ions
metalicos imobilizados sao os responsaveis pela interacdo. Interacdes
multiplas, incluindo a interacdo especifica (ligagdo de coordenagéo), a
interacdo nao-especifica (ligagdo eletrostatica e hidrofébica), a forgca de
hidratagdo dos ions metalicos imobilizados e da proteina (Chen et al., 1996;
Walenius et al., 1992), e o possivel rearranjo estrutural da proteina (Hanson et
al., 1994; Lundstrom & Elwing, 1990) podem influenciar no comportamento da
adsorcédo em IMAC.

Fatores que influenciam na interagdo da proteina com o ligante
imobilizado incluem o numero de grupos doadores de elétrons na superficie da
proteina (Sulkowski, 1985; Suh, 2009; Wuenschell et al., 1990), o valor do pH

de interagdo (Wu et al., 1995; Kato et al., 1986), tipo e concentragdo de sal
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(Chen et al., 1996; Hemdan & Porath, 1985), temperatura (Hemdan & Porath,
1985; Wu et al., 1995), estrutura e grau de hidratagao da proteina.

Os fatores anteriormente descritos parecem ser uma base adequada
para o emprego da IMAC na separacéao de proteinas, mas nao € suficiente para
a compreensdao do mecanismo de adsorcdo entre os ions metalicos e as
proteinas. Obscuridades levam a complexidade da adsor¢cdo em IMAC, pois a
maioria dos estudos analisa os fatores que influenciam a adsor¢ao/dessorcao
entre a proteina e o ion imobilizado. Entretanto, poucas pesquisas
termodinamicas tém se dedicado a elucidar o mecanismo de adsorcdo em
IMAC. Essa falta de investigacdo € devido a complexidade de adsor¢do em
IMAC, os efeitos irregulares da temperatura e a possivel natureza irreversivel
da adsorcdo IMAC (Jen et al., 1992). Parametros termodindmicos fornecem
informacdes valiosas para o entendimento da adsorcdo de proteinas. Tais
parametros ndo podem ser obtidos por medidas simples. Além disso, um
calculo estatistico direto da entropia de adsorcdo em IMAC é dificil, pois o
rearranjo da estrutura da proteina e a redistribuicdo das moléculas de solvente
e sal sao imprevisiveis. Assim, quantificar a entalpia de adsor¢éo, AH,4s, € um
aspecto importante da investigagao termodinamica.

Neste estudo foram obtidas isotermas de adsorcao em diferentes
condigcbes de pH (6,0-8,0), concentracdo de sal (200-1000mM de NaCl) e
temperatura (20-40°C). Foi empregada a microcalorimetria de titulagdo
isotérmica (ITC), técnica altamente sensivel, que permite a medicdo da
variagdo de entalpia da solugéo de lactoferrina titulada em matriz de criogel
continuo supermacroporoso imobilizado com ions metalicos de Cu®*. Os dados
de adsorgédo obtidos foram, ainda, modelados segundo 5 modelos tedricos,
Langmuir, Langmuir-Freundlich, Freundlich, Temkin e SMA (steric mass-

action).
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2. Experimental

2.1. Materiais

Lactoferrina (80kDa e pl 7,8) — Sigma Aldrich, adsorvente criogel-IDA-
Cu?* sintetizado no laboratério de desenvolvimento e simulacdo de processos
da Universidade Federal de Vigcosa - UFV. A matriz adsortiva possui didametro
médio de poros de 10-100um. Os reagentes quimicos utilizados foram de alto

grau cromatografico e a agua purificada pelo sistema Milli-Q.

2.2. Métodos
2.2.1. Experimentos de adsorgao

Foram pesados em torno de 30 mg da matriz de criogel, com auxilio de
uma balanga analitica (Adventure Pro, Ohaus), diretamente em tubos
eppendorf de 2,0 mL. Antes da realizagdo dos experimentos, a resina foi
equilibrada com tampé&o de equilibrio (20mM de HEPES contendo 0,2M de
NaCl, pH 7.0). Para isso foi transferido cerca de 400uL do tampéao para tubos
de eppendorf que ja continham a matriz pesada. Os tubos foram deixados sob
leve agitagao por um periodo de 2 horas para condicionamento da resina. Apds
este tempo, nos varios tubos contendo a resina pré-condicionada, foram
adicionados diferentes volumes (0 a 300) uL de uma solugao de lactoferrina
10mg/mL, de forma a obter diferentes concentragcbes de proteina nos tubos (0,
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8 e 2.2 mg/mL). Em seguida, foi
adicionado tampao de equilibrio, na condicdo desejada, para completar o
volume de solucéo para 1200 uL. Os tubos foram agitados por 24 horas, sob
temperatura controlada (DBO Mod. 101M/3 Eletrolab®, Brasil), de forma a se
estabelecer o equilibrio. Posteriormente a resina foi retirada dos tubos de
eppendorf e a concentragdo de proteinas contida no sobrenadante foi
determinada espectrofotometricamente a 495nm (Thermo Scientific modelo
Biomate 3) usando o método de Bradford. A concentragédo de proteina na fase

solida foi determinada de acordo com a equagao (1):
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V(C. —
g V€0

v (1)

onde q(mg.g™") é a concentragdo de proteina na fase sdlida, V(mL) volume da
fase liquida, M (g) é a massa da fase sélida, C (mg.mL") é concentracdo de
proteina na fase liquida depois que o equilibrio foi estabelecido. O experimento
foi delineado usando um esquema fatorial com trés temperaturas (20, 30 e
40°C), cinco concentragbes de sal (200mM, 400mM, 600mM, 800mM e
1000mM) e trés pH's(6,0; 7,0 e 8,0).

2.2.2. Modelagem dos dados de equilibrio

Varios pesquisadores tém demonstrado que a relagao de equilibrio entre
um adsorbato livre e ligado pode ser descrito por uma isoterma do tipo Langmuir
(1916). Chase (1984) descreveu uma equacéo de transferéncia de massa, que

€ coerente com a isoterma de Langmuir. A transferéncia de massa do adsorbato

para a fase imobilizada pode ser descrita por:

%: klc(qm(L) _Q)_kzq (2)
Onde C é a concentracédo do adsorbato livre, g € a concentragdo do adsorbato
ligado, g, € a capacidade maxima de ligacdo do adsorbato e t é o tempo. As
taxas, ks e ko, sdo parametros que representam a taxa de adsorcéo e desorgao
do adsorbato com o ligante imobilizado. Com as suposi¢coes de que todos os
sitios ligantes tém igual energia, independente da natureza, e unicos sitios de
interagdo ocorre entre a proteina e o ligante, em equilibrio, a equagao 2 pode

ser reduzida a isoterma de adsorcgao.

_ qm(L)C *

1=k, +c9
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onde g, € a capacidade maxima adsortiva do adsorvente, k; € a constante de
equilibrio da adsor¢ao, g e C* sdo as concentracdes da proteina no adsorvente
e na fase liquida, respectivamente, em condi¢des de equilibrio.

Para estabelecer a validade das suposi¢cdes que os sitios de interacao,
independente de afinidade, estido presentes na superficie do adsorvente,
diversas transformacgdes lineares da equagao 3 podem ser aplicadas, incluindo
duplo reciproco, semireciproco (Hanes, 1932) e graficos Scatchard (1949),

respectivamente:

Duplo reciproco:
1 1 N K,

1
q>’< qm(L) qm(L) C .

Semireciproco

E S £ S
C—* = Kd + C . (5)
q qm(L) qm(L)
Scatchard
ES ES3
Lt
d d

As formas dos graficos de q*/C* vs q* sdo particularmente sensiveis nos
processos de interacido independente, dependente nao idéntico ou cooperativo
na ligagao da proteina com os ligantes imobilizados. Se q*/C* vs q* € convexo,
cooperativismo negativo é observado. Se a relacdo € linear, interacéo
independente entre a proteina e sitios ligantes € ressaltada. E, se o grafico
q*/C* vs q* é cdncavo, cooperativismo positivo é observado.

Como as interagdes proteina-ligante sdo freqlentemente caracterizadas
pela participagcao de sitios ligantes ndo independentes, a isoterma de Langmuir
se torna incapaz de descrever a comportamento da isoterma experimental de
forma satisfatoria. Outra isoterma bem conhecida, que é normalmente usada
para descrever o comportamento da adsorcdo, € a isoterma de Freundlich
(Hutchens & Yip, 1990). Ela relaciona a concentragao adsorvida como fungao

da concentragao do soluto na fase liquida.
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q* = KC7" (7)

Onde K e n sao as constantes de equilibrio de Freundlich e fator capacidade

da isoterma de Freundlich, respectivamente. K e n s&do constantes para um
sistema particular proteina-ion metalico imobilizado. Apesar de usualmente
aplicada em um sentido estritamente empirico, esta pode conter interesse
tedrico em termos de adsor¢ao em uma superficie energicamente heterogénea.
Uma limitagéo da isoterma de Freundlich é que o conteudo adsorvido aumenta
indefinidamente com a concentragao da solugao.

Adsorcao reversivel de proteinas podem também ser descritas pela
isoterma de Temkin, modelo originalmente desenvolvido para a adsorg¢ao de

gases em superficies heterogéneas (Sips, 1950):

q*=0; In(1+ K;C*), (8)

Onde Kr (M) é a constante de equilibrio de ligagdo correspondente & maxima
energia de ligacdo (Kr=exp(-AGnax/RT)), C*(M) é a concentracéo da proteina
na solugdo em equilibrio, e qr (mg proteina/mL suporte) € a capacidade
diferencial da superficie para a adsor¢géo da proteina por unidade de energia. A
isoterma de Temkin possui duas vantagens quando comparada a outros
modelos de isoterma para esclarecer a natureza heterogénea da adsorcao da
proteina em varios sorventes de troca-ibnica e afinidade (Johnson & Arnold,
1995a e Johnson & Arnold, 1995b). Primeiro, a adsorgéo € descrita por dois
parametros fisicamente significativos, onde pode ser determinados por
experimentos de equilibrios de adsorgdo. Segundo, a isoterma de Temkin
satisfaz a lei de Henry, um quesito necessario para explicar a teoria do
equilibrio local para comportamento da cromatografia preditiva das expressdes
do equilibrio de adsorgéo.

A isoterma de Langmuir-Freundlich tem sido fundamentada a ser
adequada para descrever o comportamento das proteinas em adsorventes de
afinidade. Os dois modelos podem ser combinados para formar uma equacéao

composta Langmuir-Freundlich (Andrade, 1985).

73



o Gnr (CH)
O ©
Onde K*y € a constante de dissociacdo aparente que inclui as contribuicdes
vindas das ligacbes dos ligantes em mondmeros, dimero-mondmeros e mais
altamente associado a formas das proteinas, qn, (LF) € a capacidade maxima
de ligagao, e n é o coeficiente numérico da isoterma de Langmuir-Freundlich.
Por analogia com as interagbes multiplas das proteinas, pode ser sugerido que
a equacao 9 sirva como modelo de adsorgcdo cooperativista. Como a equacéao
possui trés termos para ajustamento, € muito melhor para a aproximacgao de
uma adsor¢ao de natureza heterogénea e explicagdo da cooperatividade da
adsorcao. Por razdes puramente independentes sitios ndo interativos possuem
n=1. Quando n >1, supbe-se cooperativismo positivo, enquanto que se 0< n <
1 supbe-se cooperativismo negativo no processo de ligagdo. O valor de 7

pode, assim, ser empregado como um coeficiente empirico, que representa o

tipo e a extensao da cooperatividade presente na ligagao por interagao.

O modelo SMA

No presente trabalho, foi examinada ainda a aplicabilidade do modelo
SMA nos dados de equilibrio de adsor¢cdao da proteina lactoferrina em
adsorvente continuo supermacroporoso. Para este sistema, o modelo foi
construido com base no estudo feito por Chen et al. (2006) na qual utilizaram
hipoteses anteriormente descritas por Brooks e Cramer (1992).

Considere uma superficie contendo ions de cobre imobilizados, com
uma densidade total de cobre de L; (mM). Apds a ligacao, a proteina interage
com uma seérie de sitios de afinidade do cobre dado pelo numero caracteristico
de sitios de ligacéo, n;.. Além disso, durante a adsor¢géo pode haver um numero
de blindagem da proteina dada pelo seu fator estérico, ;. Finalmente, o
equilibrio do processo de interagao por afinidade pode ser apresentado por
uma constante de equlibrio, K;. Para um sistema de N proteinas, N expressdes
de equilibrio que representam as interagdes das proteinas individuais com o

ligante imobilizado pode ser escrita como:
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C.+nL, < Q i=1,2,.,N (10)
onde C; e Q; representam as concentragdes de proteina em solugdo e no

complexo proteina-ion metdlico imobilizado na fase estacionaria,

respectivamente. L, representa os sitios livres de afinidade do cobre na

superficie do adsorvente que sdo acessiveis para a adsorcdo de proteinas. A

constante de equilibrio K; para a adsorcao por afinidade é dada por:

Q .
Ki :_—I |:1,2,...,N 11
L"C, )

v 1

Apos a ligagao, cada molécula de proteina pode estericamente blindar

alguns sitios de afinidade dos ions metalicos sobre a superficie adsorgdo. A
quantidade de ions bloqueados por uma proteina especifica, I:S’i(mM), e

proporcional a concentracdo dessa proteina adsorvida na superficie:
L, = o,Q, 1=1,2,.,N (12)

O balango de massa do ion ligado na fase estacionaria fornece:
_ N
LtELv"'Z(G"'ni)Qi (13)
i=1

As equagdes (11) e (13) fornecem N+1 equacdes que definem
implicitamente o equilibrio multicomponente das N proteinas e do cobre ligado.
Substituindo a Eqg. (13) na Eq. (11) fornece a seguinte isoterma implicita de

equilibrio multicomponente:
Q;
N N
|:Lt _Z(Ui +ni)Qi:| C,
i=1

K. =

(14)

Neste trabalho, o equilibrio de adsor¢ao da lactoferrina como proteina
modelo foi estudado para examinar a utilidade do modelo SMA que, para este

sistema, Eq. (14) pode ser entéo reduzida para:
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_ Q
K[L, = (c+n)QJ

(15)

A equacgéao 15 indica que o modelo SMA envolve trés parametros (K, ne
o) para cada solucdo, semelhante ao desenvolvido por Brooks e Cramer para
sistemas de troca ibnica. Em uma solucao diluida de proteinas, a concentracéo
C, se aproxima de zero e, portanto, Q se aproxima de zero. Como resultado, a

isoterma se reduz a:

K =lim Q (16)

A Equacao (16) é usada para determinar os parametros do modelo linear

K e n que serao discutidos mais adiante.

2.2.3. Experimentos de microcalorimetria

As variagcoes de entalpias foram medidas com o0 uso de um
microcalorimetro de titulagcado isotérmica (CSC, modelo ITC 4200), de acordo
com Lira et al., (2009). As medidas foram feitas em duas temperaturas (20°C e
40°C), duas concentragdes de sal NaCl (200mM e 1000mM) e dois pH’s (6,0 e
8,0). Para as medidas ITC, o sistema de microreagbes consistiu em uma
ampola de acgo inoxidavel de 1,8mL, que foi preenchida com o adsorvente de
criogel equilibrado em solugdo tampao. Quando o equilibrio térmico entre a
ampola e o dissipador de calor foi atingido, a solugdo de proteina foi titulada
(10uL) por meio de uma seringa de Hamilton, com agulha de ago inoxidavel,
acionado por uma bomba controlada por computador, em intervalo de tempo de
60mim. O sinal de saida, coletado em poténcia, P(ud), versus tempo, t(s), foi
integrado e quantificado pela quantidade de proteina adsorvida para fornecer a
variacao de entalpia de adsorgéo. O calor resultante da titulagdo foi corrigido
pelo calor de diluicdo da proteina para obter o calor liquido de interagéo entre a
proteina e o adsorvente. Assim, a variacdo de entalpia de adsorgao (AagsH)

pode ser calculada por meio da seguinte equacéo:
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AadsQ = Qr _Qd = MqAadsH (17)

onde A,4sQ € o calor liquido atribuido a adsor¢ao de proteina no adsorvente de
criogel, Q; é o calor de adsorgao adicional a diluicdo da proteina, Qq € 0 calor
de diluicdo da proteina e M € a massa adsorvente de criogel. Em processos
onde a adsorg¢ao ocorre de maneira espontanea, como nos casos em estudo, a
variagdo de energia livre de Gibbs (A.sG) deve negativa. Ha duas
contribuicdes para A.gsG, a variagdo da entalpia de adsorcdo A.gsH € a

variagao da entropia AagsS de modo que a relagao Gibbs-Helmholtz sugere:
AadsG :AadsH _TAadsS (18)

A energia livre AysG pode ser calculada pela constante de equilibrio

termodinamico K de acordo com a equacgao (19):

A,.G=-RTInK (19)

al

onde R é a constante universal dos gases e K é a constante de equilibrio

termodinamico:

_[A
K _(aCjC%O (20)

3. Resultados e discussao

3.1. Equilibrio de adsorcao por afinidade da lactoferrina em criogel

continuo supermacroporoso imobilizado com ions de cobre

Em IMAC, a retencdo depende do numero e tipo de grupos de
aminoacidos que podem interagir com o metal, sendo influenciada por variaveis
independentes tais como pH, temperatura, tipo de sistema tamponante, tipo e
concentracdo do sal, natureza do metal imobilizado, densidade de ligantes e
tamanho da proteina (Wong et al., 1991). Neste trabalho o sistema tamponante
utilizado foi o HEPES (acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N'-[2-etanolssulfénico]),
por ndo possuir afinidade com ions metalicos (Bresolin et al., 2009) e ser o
mais comumente utilizado nesses tipos de sistema; os ions escolhidos para a

imobilizacdo na matriz foi o Cu®* a 0,5M por apresentar interagdo com os
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residuos de histidina, ftriptofano e cisteina presente na superficie da
lactoferrina. Porath e Olin (1983) mostraram que a quantidade de proteinas
adsorvidas na presenca de 1M de cloreto de sédio pode ser maior que a
quantidade de proteinas adsorvidas a uma mesma for¢a ibnica, porém
utilizando-se sulfato de sddio, por esse motivo o sal escolhido para a execugao
do trabalho foi o cloreto de sddio (NaCl).

Os experimentos de adsorcdo da lactoferrina foram realizados sob
diferentes condicbes de pH, temperatura e concentragcdes de sal NaCl. A
Figura 1a mostra o efeito da concentracdo de NaCl sobre o equilibrio de
adsorgao no valor de pH 6.0 e temperatura de 40°C e a Figura 1b demonstra o

efeito da temperatura no valor de pH 8.0 e com 200mM de NaCl.

300

350
A A
250 - 300 A A 2
X X X A
X Kex x X
X A A 250 [ |
200 - A = . ne sm %
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Figura 1 — Perfil isotérmico de adsorcao no criogel; (a) efeito da concentragao de NaCl, pH 6.0, 40°C e (b)
efeito da temperatura, pH 8.0, 200Mm de NaCl.

Pode-se observar que a capacidade adsortiva diminui com o aumento da
forca ibnica. Esse resultado confirma a revisdo feita por Bresolin (2009).
Embora a adicdo de sal reduza interagdes eletrostaticas, por um lado, ela
reforca as interacbes de coordenacdo e hidrofébica por outro. Como
consequéncia, diferentes tendéncias podem ser obtidas para diferentes
proteinas, de acordo com a sua hidrofobicidade. O aumento da adsorgcédo da
lactoferrina com a diminuic&o da forga idnica encontrado neste estudo indica a
predominancia de interacdes eletrostaticas em relacdo as interagdes por

coordenagao, comportamento ja esperado. O efeito da temperatura, porém, é
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um fendmeno mais complexo, que pode afetar tanto as propriedades fisico-
quimicas do adsorvente, quanto as propriedades do soluto, como mudangas
conformacionais de proteinas (Miheli¢ et al., 2003). Pela figura 1b, pode ser
perceber o aumento direto da capacidade adsortiva com o aumento da
temperatura.

Os modelos de isotermas de Langmuir, Freundlich, Temkin e Langmuir-
Freundlich foram ajustados em todos os dados experimentais. Como
apresentado na Figura (2a—2e) para a condi¢do de pH 6.0, temperatura de
40°C e em toda faixa de forgca ibnica estudada, os resultados obtidos

confirmam um ajuste satisfatério dos modelos aos dados experimentais.
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Figura 2 — Comparagado de varios modelos de isotermas de adsorcao da lactoferrina
em criogel-IDA-Cu?* em varias condi¢bes de forca idnica em temperatura de 40°C e
pH 6,0; (a) 1000mM, (b) 800mM, (c) 600mM, (d) 400mM, (e) 200mM.
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As Tabelas 1 a 4 apresentam os valores dos parametros de cada um
dos quatro modelos ajustados aos dados experimentais de adsor¢ao, na matriz
de criogel continuo supermacroporoso imobilizado com ions de cobre em
funcdo das concentragcdes de NaCl, pH e temperatura avaliados. Pode-se
observar um ajuste satisfatério de todos os modelos aos dados experimentais,

com coeficientes de determinagao que variaram entre 0,96 a 0,99.

Tabela 1 — Parametros do modelo de Langmuir

T (°C) pH NaCl (mM) Om Kq R?
20 6 1000 178,738 0,4626 0,96
20 6 800 196,5085 0,4602 0,97
20 6 600 200,2693 0,3562 0,99
20 6 400 218,7434 0,3329 0,99
20 6 200 211,1383 0,2071 0,99
20 7 1000 165,2006 0,5264 0,97
20 7 800 191,7888 0,4663 0,96
20 7 600 207,426 0,4171 0,97
20 7 400 224,2391 0,3658 0,98
20 7 200 236,184 0,3375 0,99
20 8 1000 274,4003 1,1984 0,99
20 8 800 268,8999 0,8472 0,99
20 8 600 264,5521 0,6374 0,99
20 8 400 263,5963 0,5092 0,99
20 8 200 241,614 0,2751 0,99
30 6 1000 213,6377 0,6491 0,98
30 6 800 230,274 0,597 0,98
30 6 600 245,7864 0,4991 0,98
30 6 400 248,3392 0,319 0,99
30 6 200 241,0432 0,2021 0,99
30 7 1000 218,917 0,5624 0,98
30 7 800 216,8056 0,3439 0,98
30 7 600 235,6222 0,2863 0,99
30 7 400 241,9541 0,2121 0,99
30 7 200 254,6384 0,1515 0,99
30 8 1000 2241743 0,4248 0,98
30 8 800 216,2201 0,2554 0,98
30 8 600 231,0241 0,1692 0,97
30 8 400 246,4659 0,1466 0,98
30 8 200 256,7178 0,0724 0,98
40 6 1000 209,0465 0,2787 0,99
40 6 800 227,3493 0,2352 0,99
40 6 600 233,01 0,1665 0,99
40 6 400 253,2589 0,1547 0,99
40 6 200 262,2724 0,1258 0,98
40 7 1000 194,029 0,2361 0,99
40 7 800 214,874 0,2159 0,99
40 7 600 229,9674 0,152 0,99
40 7 400 248,903 0,1274 0,99
40 7 200 266,7214 0,0811 0,99
40 8 1000 218,8919 0,2459 0,99
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40 8 800 267,9468 0,2384 0,99
40 8 600 296,6033 0,1834 0,99
40 8 400 314,5071 0,1119 0,99
40 8 200 336,3949 0,061 0,99

Tabela 2— Parametros do modelo de Langmuir-Freundlich

T (°C) pH NaCl (mM) Kqg Om n R?

20 6 1000 0,0217 135,8 3,0933 0,999177
20 6 800 0,0273 148,9 2,737 0,999721
20 6 600 0,0811 166,2 1,804 0,999778
20 6 400 0,1451 191,6 1,3917 0,998539
20 6 200 0,1552 203,1 1,1192 0,999652
20 7 1000 0,0342 121,8 2,7933 0,999108
20 7 800 0,016 142,7 3,0147 0,995492
20 7 600 0,037 160,4 2,3573 0,998518
20 7 400 0,0294 177,6 2,3286 0,997382
20 7 200 0,0794 196,2 1,7007 0,997727
20 8 1000 0,318 178,5 1,85 0,999526
20 8 800 0,5684 232,9 1,1937 0,998117
20 8 600 0,4502 237,8 1,1602 0,99742

20 8 400 0,3872 2447 1,1244 0,999212
20 8 200 0,2785 2422 0,9955 0,997844
30 6 1000 0,1216 157,4 2,1462 0,997718
30 6 800 0,1285 174 1,9901 0,997661
30 6 600 0,1407 196,6 1,7819 0,997755
30 6 400 0,01 192 3 0,986532
30 6 200 0,0728 2181 1,4662 0,999679
30 7 1000 0,01 155 4 0,992866
30 7 800 0,0926 182,6 1,7128 0,997147
30 7 600 0,0802 202,7 1,6619 0,996655
30 7 400 0,045 212,4 1,7087 0,998474
30 7 200 0,0209 226,6 1,8394 0,998352
30 8 1000 0,0688 177,7 2,0811 0,998909
30 8 800 0,0278 181,9 2,1301 0,999034
30 8 600 0,0199 204 1,9956 0,997052
30 8 400 0,00797 217,8 2,3016 0,997051
30 8 200 0,0083 237,3 1,6814 0,997699
40 6 1000 0,0562 177,2 1,79 0,999406
40 6 800 0,0746 201,4 1,5462 0,998796
40 6 600 0,0896 218,8 1,243 0,99813

40 6 400 0,1065 2433 1,1493 0,999502
40 6 200 0,1279 262,7 0,9936 0,992664
40 7 1000 0,0636 170,6 1,6339 0,999513
40 7 800 0,0464 188,2 1,7114 0,998379
40 7 600 0,0398 209,1 1,5673 0,998809
40 7 400 0,0311 228,1 1,5613 0,999217
40 7 200 0,0175 249,2 1,5206 0,999524
40 8 1000 0,058 189,9 1,7086 0,999156
40 8 800 0,0611 233,3 1,6498 0,998656
40 8 600 0,0684 269,3 1,4216 0,998164
40 8 400 0,0596 299,6 1,2403 0,998293
40 8 200 0,063 337,1 0,9897 0,997533
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Tabela 3 — Parametros do modelo de Temkin

T (°C) pH NaCl (mM) 9 e R?
20 6 1000 49,269 9,8837 0,969282
20 6 800 54,6302 9,7325 0,974854
20 6 600 50,5992 15,6644 0,986547
20 6 400 54,9449 17,0565 0,991776
20 6 200 40,495 40,0969 0,995359
20 7 1000 47,2276 8,117 0,975906
20 7 800 53,088 9,7302 0,975218
20 7 600 56,0338 11,4428 0,980628
20 7 400 58,3251 14,0806 0,983912
20 7 200 60,9088 15,6483 0,988851
20 8 1000 95,5819 2,594 0,991589
20 8 800 83,3876 4,5021 0,996345
20 8 600 77,4595 6,6284 0,99565
20 8 400 72,7051 9,3452 0,997423
20 8 200 57,9874 22,5191 0,99685
30 6 1000 64,1152 6,0805 0,981179
30 6 800 68,1865 6,7728 0,984104
30 6 600 68,1015 9,2883 0,985509
30 6 400 59,3114 20,7695 0,988191
30 6 200 52,0209 40,777 0,990045
30 7 1000 62,7752 7,6073 0,981221
30 7 800 54,6413 16,2929 0,983606
30 7 600 57,1689 21,4893 0,984804
30 7 400 54,2153 34,2068 0,984529
30 7 200 52,4088 60,698 0,986802
30 8 1000 60,287 11,4368 0,981774
30 8 800 51,1347 24,9828 0,977884
30 8 600 48,7144 50,4522 0,975489
30 8 400 50,3291 63,98 0,978658
30 8 200 46,5463 168,3 0,980238
40 6 1000 50,2854 22,268 0,986022
40 6 800 51,5094 30,7222 0,986441
40 6 600 48,813 52,3305 0,990678
40 6 400 51,7853 62,4462 0,993927
40 6 200 48,5115 108,5 0,988347
40 7 1000 43,6799 31,1827 0,988935
40 7 800 48,017 34,3303 0,98784
40 7 600 46,6768 63,0651 0,98756
40 7 400 48,9383 81,075 0,985454
40 7 200 48,0922 159 0,985716
40 8 1000 50,6788 27,7526 0,985652
40 8 800 62,6127 27,8939 0,985355
40 8 600 65,3464 41,9033 0,987721
40 8 400 60,1016 104,4 0,989863
40 8 200 53,6308 372,3 0,991591
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Tabela 4 — Dados de equilibrio do modelo de Freundlich.

T (°C) pH NaCl (mM) K Ui R?

20 6 1000 112,5 2,3572 0,954267
20 6 800 124 2,3043 0,961174
20 6 600 136,7 2,5998 0,974801
20 6 400 153 2,5583 0,981171
20 6 200 163,5 3,1062 0,986993
20 7 1000 99,6877 2,2082 0,962762
20 7 800 120,5 2,3027 0,963632
20 7 600 135,5 2,3859 0,968755
20 7 400 151,8 2,4687 0,973846
20 7 200 165,2 2,4821 0,979862
20 8 1000 116,7 1,6259 0,984178
20 8 800 135,7 1,8562 0,990348
20 8 600 150,7 2,0082 0,989576
20 8 400 163,3 2,1891 0,99118
20 8 200 176,2 2,6207 0,99102
30 6 1000 119,8 2,0441 0,968656
30 6 800 133,8 2,066 0,972952
30 6 600 152,1 2,2657 0,9736

30 6 400 176,7 2,7257 0,978099
30 6 200 188,1 3,1997 0,979956
30 7 1000 129 2,1831 0,968823
30 7 800 149,5 2,5888 0,970457
30 7 600 171,8 2,6879 0,972321
30 7 400 186,4 3,0459 0,97256
30 7 200 210,4 3,4156 0,976951
30 8 1000 145,8 2,3992 0,968923
30 8 800 160,6 2,8889 0,964549
30 8 600 185,9 3,3793 0,962124
30 8 400 204,2 3,4262 0,96639
30 8 200 2342 3,9536 0,969054
40 6 1000 152,6 2,7743 0,974121
40 6 800 171,9 3,0174 0,974104
40 6 600 188,2 3,2703 0,980251
40 6 400 209,8 3,3165 0,98448
40 6 200 223 3,6903 0,982052
40 7 1000 146,6 3,0298 0,978904
40 7 800 164,7 3,0468 0,978021
40 7 600 188,6 3,4713 0,97727
40 7 400 209,8 3,6364 0,974082
40 7 200 238,5 4,0139 0,974105
40 8 1000 164,5 2,9256 0,973724
40 8 800 203,8 2,8608 0,972588
40 8 600 238,9 3,0513 0,975366
40 8 400 274,5 3,5835 0,97822
40 8 200 315 4,3336 0,982707
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A Figura 3 apresenta alguns paréametros dos modelos de isotermas
avaliados vs temperatura avaliada no trabalho para os quatro modelos de
isotermas aplicados. Observa-se que para alguns modelos o parédmetro
avaliado aumenta com o aumento da temperatura. Uma justificativa para tal
comportamento pode ser dada devido a capacidade de adsor¢cdo aumentar
com o aumento da temperatura (Figura 4a-4c). Na cromatografia por afinidade
por metais imobilizados, a influéncia da temperatura na capacidade de
coordenacao dos sitios ativos ainda ndo é um fato elucidado. Sabe-se, no
entanto, que um aumento na temperatura induz um rearranjo estrutural nas
moléculas de proteina Gerard et al., (1997). Esse rearranjo pode ter contribuido
para a exposigao de grupos doadores de elétrons da proteina, histidina no caso

da lactoferrina, acessiveis na superficie, facilitando sua adsorc¢ao.
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Figura 3 — Alguns pardmetros dos modelos de isotermas versus temperatura. (a)
Langmuir-Freundlich, pH 8,0; (b) Langmuir, pH 7,0; (c) Temkin, pH 6,0;

Freundlich, pH 6,0.
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Figura 4 - Isotermas de adsor¢ao de lactoferrina em diferentes temperaturas pH 6.0 e 200mM de

NaCl. (a) 20°C; (b) 30°C e (c) 40°C..

A Figura 5 apresenta as isotermas de adsorgdo da lactoferrina em

criogel-IDA-Cu?* em diferentes pH ‘s.
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Figura 5 - Isotermas de adsorgao de lactoferrina em diferentes pH’s, 40°C e 600M de NaCl. (a) pH
6,0 (b) pH 7,0 e (c) pH 8,0.

Observa-se que a adsorcéo da lactoferrina foi influenciada, de maneira
positiva, pelo aumento do pH. De modo geral, o pH 6timo de adsorgédo depende
do ion metalico e dos grupos doadores de elétrons envolvidos na interagéo
(Bresolin, 2009). A adsorcao, em IMAC, é favorecida numa faixa de valores de
pH entre 6,0 e 8,0 para proteinas que possuem residuos de histidinas e

cisteinas, acessiveis quando se utiliza Cu®*, Ni**, Zn®* ou Co®" imobilizado,

88



como foi o caso em estudo. Para proteinas ricas em acidos carboxilicos ou
grupos fosfato (fosfoproteinas), a adsor¢ao ocorre a valores de pH mais baixos
(pH 5,0), quando se utiliza Ca®*, Fe?*, Fe*", Mg?* (Bresolin et al, 2009).

Segundo Sulkowski (1989), quando uma molécula de proteina que
possui grupos doadores de elétrons (histidina, cisteina e triptofano) acessiveis
em sua superficie € inserida, em pH neutro, em uma coluna cromatografica
contendo fons metalicos imobilizados (Co**, Ni**, Cu®*, Zn*), a ligacdo de
coordenacao € estabelecida resultando na retengdo da proteina e
possibilitando sua purificagdo. Esta pode ser a justificativa para o
comportamento adsortivo favoravel da lactoferrina nos diferentes pH's
avaliados, ambos neutro ou préximo da neutralidade.

Nas temperaturas de 20°C e 40°C, pH 6.0 e na temperatura de 30°C, pH
8.0 a capacidade de adsorcéo da lactoferrina foi maior quando comparada aos
resultados no pH 7.0, nas respectivas temperaturas, uma explicacao para o
ocorrido, seja talvez pela distribuicdo das cargas na superficie da proteina ser
influenciada pelo pH, sendo assim, outros tipos de interagdes que nao so6 a por
afinidade podem ter ocorrido nos pH's fora da neutralidade. Esses
comportamentos, porém, sdo semelhantes aos encontrados por Vunum et al,
(1995) ao estudarem a modelagem do equilibrio multicomponente nao linear,

na cromatografia por afinidade em metais imobilizados.

SMA-Parametros do modelo

O modelo de equilibrio de adsorgao discutido anteriormente requer a
determinacao de trés parametros independentes para a proteina lactoferrina: o
numero caracteristico de sitios de ligagdo, n, a constante de equilibrio, K, e o
fator estérico, o.

Na cromatografia de troca ibnica, os parametros lineares do modelo, ou
seja, a carga caracteristica e constante de equilibrio de proteina séo
geralmente estimados usando o grafico de log k' vc log Cs através de
experimentos de cromatografia de eluigdo isocratica sob condi¢des lineares em
diferentes concentragbes de sal da fase movel de acordo com a seguinte
equacgao (Wankat, 1990):
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k'Eﬂ(gj= e~y (21)

Onde B, Q, C, tr e to representam, respectivamente, a relagao de fase da
coluna, concentragao de proteina adsorvida no adsorvente (mM), concentracao
de proteina na fase liquida (mM), tempo de reten¢ao da protéina (s) e tempo de
retencao do soluto livre(s)

Para uma solucdo diluida de proteinas, o coeficiente de particado da

proteina entre as fases solida e liquida em equilibrio é definido como:
m=— (22)

Embora este método funcione bem para a retencdo de proteinas em
cromatografia de troca ibnica (Gallant et al., 1996, Gadma et al., 1993, Freitag
et al., 2000), é complexo determinar o coeficiente de particdo do soluto com
alta afinidade a fase estacionaria (Gadma et al., 1993). Tem sido sugerido que,
para a caracterizacdo de compostos de alta afinidade, experimentos de
cromatografia frontal sejam mais apropriados. Por esta abordagem, a carga
caracteristica do soluto pode ser obtida pela determinagdo do gradiente de sal
induzido durante o experimento frontal (Gadma et al., 1993). No entanto,
verifica-se que nenhum destes dois métodos de eluicdo isocratica e
cromatografia frontal, sejam adequados para a cromatografia de afinidade
devido a fatores como a alta afinidade de interag&o entre a proteina e o ligante
imobilizado (Scopes, 1987) e ao gradiente de sal, exigido na cromatografia
frontal e, que ndo pode ser usado no sistema em estudo.

E reconhecido que o modelo SMA seja equivalente ao equilibrio de
Langmuir apenas sob determinadas condigbes (Brooks & Cramer, 1996). No
entanto, é falho aplicar o modelo SMA para calcular os dados das isotermas,
utilizando a constante de equilibrio derivada do SMA entre o soluto e o trocador
idbnico. Como alternativa, bons resultados foram obtidos usando a constante de
equilibrio derivada do modelo de Langmuir (Freitag et al., 2000). Assim, neste
trabalho, a isoterma de Langmuir foi usada para ajustar os dados

experimentais, pois a equacao de Langmuir (Eq. (23)) pode se ajustar a
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adsorcdo de proteinas por afinidade em adsorventes contendo ions

imobilizados.
__Q,C
=K, +0) (23)

Quando C se aproxima de zero, o coeficiente de particao da proteina é
igual a inclinacéo da isoterma de adsorgéo, isto é:

m = lim9 = Qn (24)

Cc-0C Kd

Assim, o coeficiente de particdo pode ser estimado a partir Eq. (24).
Substituindo a Eq. (24) na Eq. (16) e reorganizando os termos obtém-se a

seguinte equacao:
m=KL" (25)

Assumindo que os pardmetros lineares do modelo, K e n sao
independentes da densidade de cobre imobilizado, os valores de K e n podem

ser obtidos tomando o logaritmo de ambos os lados da Eq. (25):

Inm=InK +nlnL, (26)

Plotando-se o logaritmo do coeficiente de partigdo versus o logaritmo da
concentracdo de cobre imobilizado obtém-se uma linha reta onde a inclinacéo
representa 0 numero caracteristico de sitios ligantes e o intercepto fornece o
InK.

Como pode ser visto na Figura 6, o grafico do logaritmo do coeficiente
de particao derivado da equagao de Langmuir, In m vs In L; € uma linha reta em
cada pH e temperatura onde a inclinagao fornece o n e o intercepto o In K. A
relagdo linear entre In m e In L; indica que a hipétese da independéncia dos
parametros lineares do modelo na densidade do ion imobilizado seja aceitavel.
Os coeficientes de determinagéo para os dados em estudo da Figura 6 foram a
20°C: pH 6,0, R?>=0,9897; pH 7,0, R?>=0,8888; pH 8,0, R?=0,9791; 30°C: pH ,0,
R?=0,9879; pH 7,0, R*=0,9343; pH 8,0, R?=0,9609; 40°C: pH 6,0, R*=0,9013;
pH 7,0, R?>=0,9813; pH 8,0, R?=0,9954.
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A Tabela 5 apresenta os valores dos dois parametros lineares do modelo
SMA de acordo com a temperatura e pH. Verifica-se que, o paradmetro n
aumenta com o aumento do pH e, os valores do parametro K, exceto para o pH

6 aumentaram com o aumento da temperatura.

In (m)
e |

pHE

4,5 5 55 6 4 45 5 55

In (L) In (L)

In (m)

< 4,5 5 55 6

In (L)

Figura 6 — Logaritmo do coeficiente de particdo versus logaritmo da
concentragcao de ions de cobre imobilizados para a adsor¢cao da lactoferrina em
criogel-IDA-Cu®" em tampao HEPES 20mM em diferentes pH e temperatura: (a) 20°C,
(b) 30°C e (c) 40°C.

Os parametros lineares do modelo para o sistema de troca idnica,
determinada pelo grafico de log K vs log Cs sédo geralmente considerados como
constantes e independentes da concentracéo de sal (Brooks & Cramer, 1992,

Gadma et al., 1993). No entanto, estudos sobre a retengcédo de proteinas em
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trocadores catibnicos mostrou que o numero de pontos de ligacdo entre a
proteina e o trocador em diferentes faixas de forca ibnica nao é&,
necessariamente, constante. Um aumento moderado do numero de ligagbes
pode ser observado quando a forga i6nica diminui (Wu & Walters, 1992). Liu e
Stellwagen (1987) estudaram a interacdo entre a matriz de Sepharose
imobilizada com o corante CB (Cibacron Blue) e a lactato desidrogenase
usando o método de analise por cromatografia zonal e verificou-se a
diminuicdo da valéncia média e da constante de ligagdo com o aumento da
concentragdo de fosfato. Eles atribuiram esse fenbmeno a forte ligagdo por
afinidade do corante na superficie da matriz de Sepharose em altas
concentracbes de sal, porque a alta forca i6nica pode desfavorecer as
interagbes eletrostaticas entre o corante e a matriz, resultando na diminui¢cao
da densidade do ligante acessiveis para a adsor¢do de proteinas (Liu e
Stellwagen, 1987). Isso também pode explicar a dependéncia do numero
caracteristico de sitios de ligacao, n, e a constante de equilibrio, K, com a forga

ibnica observadas neste estudo

Tabela 5 — Paradmetros lineares do modelo SMA obtidos dos experimentos de

adsorgao da lactoferrina em criogel-IDA-Cu?*.

Temperatura pH K n
6 370,184 0,602
293K 7 345,848 0,472
8 238,651 0,791
303K 6 310,443 0,826
7 446,304 0,849
8 577,668 1,11
313K 6 822,213 0,611
7 810,783 0,859
8 823,036 1,155

Uma vez que os parametros lineares K e n foram determinados, o fator
estérico o pode ser estimado, minimizando a soma de quadrados dos desvios
obtidos com a isoterma SMA da equacgao (15) (Gallant, 1995 e 1996). No
procedimento da estimativa, os residuos entre a concentragdo de proteina
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experimental e a concentragdo de proteina estimada pela Eq. (15), foram
calculados em fungao do fator estérico. Entdo, a minimizagcdo da soma dos
quadrados dos residuos forneceu um melhor valor ajuste do fator estérico.

Os fatores estéricos assim obtidos sdo apresentados na Tabela 6 e o
célculo das isotermas SMA da adsorc¢ao de lactoferrina no sistema criogel-IDA-
Cu?* sdo apresentadas na Figura 7. Como apresentado na Tabela 6, para a
maioria dos casos estudados o valor do fator estérico diminuiu com o aumento
da temperatura, sendo que, em alguns casos, os valores passam por um
minimo na temperatura 30°C. De fato, como observado na Figura 7, o0 aumento
da temperatura acarreta no aumento da capacidade de adsorgcdo da
lactoferrina no criogeI-IDA-Cu2+. Quando ocorre a elevacgédo da temperatura no
processo de adsorgdo, ocorre uma diminuicdo nas energias de interagao
proteina-agua o que acarreta no aumento das interagdes por coordenagao ion-
proteina. Dessa forma o aumento na temperatura é suficiente para
desestruturacdo da regidao difusa da dupla camada elétrica e, assim, as
moléculas de proteina interagem mais fortemente com a resina o que favorece
o fenbmeno adsortivo.

Quanto ao comportamento dos valores do fator estérico, o, em relagao a
forca ibnica e ao pH, foi observado, o fator estérico diminuiu com o aumento da
forca ibnica, exceto para as condigdes de pH 8, 20°C e a 30°C. No que se
refere ao pH, observa-se que em alguns casos o fator estérico diminuiu com o
aumento do pH. Sendo que, em alguns casos, houve um valor maximo na
condicdo de pH 7,0. Justificativas para tais comportamentos podem ser
discutidas devido ao fato de que em IMAC, a seletividade e capacidade de
adsorcdo dependem, além dos quelatos metalicos imobilizados na matriz
cromatografica, da composicdo da fase movel. A retengdo de proteinas em
adsorventes IMAC ocorre devido a contribuicdo de diversas interagdes fisico-
quimicas, que podem ser intensificadas ou minimizadas dependendo da
composi¢cado da fase movel. Quando IMAC é operado em alta concentragéo de
sal (0,5 a 1,0 mol L' de NaCl, por exemplo), predominam as ligagdes de
coordenacao entre ions metalicos imobilizados e residuos de aminoacidos
acessiveis na superficie das proteinas e, em menor intensidade, ocorrem
interacdes eletrostaticas. Os efeitos eletrostaticos sdo mais intensos quando se

emprega uma fase mével com baixa forga ibnica. Estes efeitos ocorrem entre
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proteinas carregadas e as cargas positivas dos ions metdlicos ou as cargas

negativas remanescentes na superficie da matriz (grupos funcionais nao

reagidos durante a ativagdo e o acoplamento do agente quelante ou grupo

carboxilico residual de agentes quelantes, devido a quelagdo incompleta dos

ions metalicos) (Winzerling et al., 1992, Ueda et al., 2003, Gutiérrez et al.,

2007).

Tabela 6 — Fator estérico da lactoferrina em criogel-IDA-Cu®* em diferentes

concentracdes de sal, pH e temperatura.

Fator estérico

[Nacl] Temperatura 20°C Temperatura 30°C Temperatura 40°C
(mM) pH6 pH7 pH8 pH6 pH7 pH8 pH6 pH7 PpHS
200 26,89 29,88 17,31 22,39 21,84 21,32 22,90 24,34 21,85
400 24,40 25,01 17,67 20,74 22,06 22,12 21,01 22,27 17,74
600 23,93 23,08 17,97 19,40 20,25 20,67 20,49 20,76 15,97
800 21,86 21,31 18,04 19,19 19,70 19,33 18,80 19,14 15,02
1000 20,67 20,20 19,74 19,78 18,69 18,54 18,13 17,82 14,01
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Figura 7 — Isotermas de adsorcao de lactoferrina de soro bovino em 200mM de NaCl e (a) pH 6,0,

(b) pH 7,0 e (c) pH 8,0. Linhas sélidas foram calculadas a partir do modelo SMA

Quanto ao pH em IMAC, a ligagao de coordenagao ¢ favorecida quando
grupos ionizaveis doadores de elétrons presentes nos residuos de aminoacidos
da biomolécula estdo parcialmente desprotonados, ou seja, quando estdo em
uma condi¢cdo na qual o valor de pH é superior ao pKa dos grupos ionizaveis.
Além disso, como as ligagcbes de coordenagdo com os ions metalicos
imobilizados podem ocorrer simultaneamente com interagcdes eletrostaticas, a
adsorcido de proteinas em IMAC é dependente do pH. Porém, os efeitos de

cada interacdo na adsorcao da proteina sao parametros dificeis de serem

determinados.

96



Apesar de, por um lado, a alta forga ibnica culminar na forte ligagdo do
ion na superficie do criogel e, essa ligagao conduzir a um “carregamento” deste
ion ligante, o que diminui o numero de sitios acessiveis a proteina (Liu &
Stellawagen, 198, Liu et al., 1984) via interac&o eletrostatica, por outro lado ha
uma maior seletividade da ligagdo de coordenagdo, que por sua vez €
favorecida em altas concentragcbes salinas. Um resultado direto do
‘carregamento” do ion ligante é a diminuigdo da capacidade de adsor¢ao que
aparece no modelo SMA como um aparente aumento do fator estérico. Assim,
o fator estérico deve ser considerado como um paradmetro que representa a
blindagem estérica da proteina adsorvida e o “carregamento” do ion ligante em

Si.
A aplicabilidade do modelo SMA

Uma vez que a dependéncia dos parametros do modelo SMA em
relacdo a forga ibnica, pH e temperatura foi determinada (Tabelas 5 e 6), as
isotermas de equilibrio de adsor¢édo puderam entdo serem previstas usando a
equacgao 15. A Figura 7 mostra a comparagao entre as simulagées do modelo
SMA e os dados de equilibrio por afinidade, no sistema criogel-IDA-Cu?*, a
200mM de concentragao do NaCl e nas temperaturas (20°C, 30°C e 40°C) e
valores de pH (6,0, 7,0 e 8,0) avaliados no trabalho. Verifica-se que a
capacidade de adsorgdo prevista pelo modelo foi maior do que os
correspondentes valores experimentais na maioria dos casos avaliados. No pH
proximo do ponto isoelétrico da lactoferrina (pl 8.7) a previsdo do modelo
diminuiu ainda mais. Sabe-se que a carga liquida e a estrutura tridimensional
das proteinas sao influenciadas pelo pH da solugdo tampdo. Como a

lactoferrina possui 9 residuos de histidina (principal responsavel pela retencao

dessa proteina no sistema criogel-IDA-Cu®*) que possui pka = 6,5, em
condicbes acima desse valor o meio se encontra desprotonado favorecendo
outros tipos de ligagdo que ndo somente a por afinidade. Assim, nessas
condigdes, o modelo SMA ndo conseguiu prever tal variagdo de

comportamento.
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3.2. Analise termodinamica

Termograma microcalorimétrico

A Figura 8 resume os dados de titulacdo da lactoferrina no sistema
criogel-IDA-Cu?*  por microcalorimetria de titulagdo isotérmica. Cada
termograma contém cerca de 8 picos que correspondem a solugdo de
lactoferrina na suspensédo de criogel. A figura contendo picos para cima
representa um processo exotérmico de adsor¢cdo, enquanto que a figura
contendo picos para baixo representa um processo endotérmico de adsorgio.
A variagao da entalpia de titulagdo da lactoferrina na célula do microcalorimetro

foi calculada integrando a area sob cada pico.
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Figura 8 — Termograma microcalorimétrico tipico de titulacdo da lactoferrina em
criogel-IDA-Cu®* sob diferentes condicdes de operagado: (a) termograma endotérmico,

(b) termograma exotérmico.

O processo de adsorcdo é determinado termodinamicamente pela
variagdo da energia livre de Gibbs de adsorgcdo, A.sG°. Esta fungao
termodinamica fornece informagdes associadas a interagcao intermolecular,
AagsH®, e a configuragdo molecular do sistema, AadsS°. A relagdo entre estas
variaveis é dada pela equacgao de Gibbs-Helmoholtz A,gsG°= AagsH- TAagsS°.
Assim, para elucidar a termodindmica de adsorcao da lactoferrina € necessario
obter os valores de A,gsG°, AagsH® € NagsS°.

Para a obtencdo de A,4sG°, por meio da Equacédo 19, o valor k’ foi

calculado de acordo com Jacobson e colaboradores (1984):

k'=q,.b.e (26)
Onde b e g, séo parametros do modelo de Langmuir e @ é a razdo das fases.

A Tabela 7 mostra os valores de k’, A,4sG° € gm para os valores de

concentracao de NaCl, pH e temperatura testados.
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Tabela 7 - Valores de energia livre de Gibbs e capacidade maxima aparente de
adsorcao para diferentes temperaturas e concentracdes de NaCl

Temperatura pH Conc.NaCl Kk’ m DNagsG°
(°C) (mM) (mg/g) ( kd/mol)
20 8,0 200 328,8413 241,614 -14,1188
20 8,0 1000 66,46801 274,4003 -10,2238
40 6,0 200 58,26126  262,2724 -10,5787
40 6,0 1000 32,99387 209,0465 -9,09893
40 8,0 200 53,82552 336,3949 -10,3726
40 8,0 1000 20,52009 218,8919 -7,86299

O aumento da concentragcdo do sal ocasionou em uma diminui¢do na
quantidade maxima de proteina adsorvida na temperatura de 40° C. Resultado
que nao pode ser observado na temperatura de 20°C.

Quando uma molécula se aproxima de outra ha alteracdo de suas
propriedades moleculares, devido a interacdo intermolecular ocorrida. Esta
alteragdo pode ser mais pronunciada devido a alguns fatores como
temperatura, pH e presenca de sal. Para este ultimo, ocorre adsorg¢ao
competitiva entre a proteina e os anions de CI" do sal NaCl adicionado. Pela
Tabela 7, observa-se também que os valores de energia livre de Gibbs
tornaram-se menos negativos, em termos de valor absoluto, com o aumento da
temperatura, do pH e da concentracdo de NaCl. Neste caso, uma analise mais
detalhada da dependéncia do A,4sH® em relacdo a esses parametros se faz

necessaria para explicar tal comportamento.

O efeito do pH

Em IMAC, a ligagdo de coordenacdo € favorecida quando grupos
ionizaveis doadores de elétrons presentes nos residuos de aminoacidos da
biomolécula estdo parcialmente desprotonados, ou seja, quando estdo em uma
condigdo na qual o valor do pH é superior ao pKa dos grupos ionizaveis. A
figura 9 resume os resultados obtidos de A,qsH® (variagdo da entalpia) na
adsorcdo da lactoferrina em criogel-IDA-Cu?*, nos diferentes pH's com

temperatura e concentracgao fixos.
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Figura 9 — Entalpia de adsorgdo (A.gsH°) da lactoferrina em criogel-IDA-Cu* em
valores de pH (6,0 e 8,0) e concentracio de sal (200 e 1000 mM) e temperatura de
40°C.

A entalpia endotérmica de adsorcdo em pH 8,0, apresentado na Figura
9, é tdo alta quanto a valores proximos de 100 kJ /mol (mol adsorvido
lactoferrina). Portanto, o estudo conclui que a adsorgéo de lactoferrina em
criogel-IDA-Cu?* é um fenémeno entropicamente dirigido. Uma discussdo mais
profunda da lactoferrina adsorvida no criogel necessitou considerar os
seguintes processos: (a) as moléculas de agua ou ions circundantes ao
imidazol foram eliminadas, isto €, processo de desidratagcdo ou de ionizagao
(retirada da dupla camada elétrica) da lactoferrina, (b) moléculas de agua em
torno do ion metalico imobilizado foram excluidos, isto &, processo de
desidratacédo ou de coordenacdo dos ions metalicos imobilizados; (c) interacéo
por coordenacgao e / ou interagao ndo-especifica foi formada entre a lactoferrina
e do ion metalico imobilizado, (d) a conformagdo da lactoferrina foi
reorganizada, e (e) a reorganizagao da agua excluida ou moléculas de ions na
solucdo aumentou a entropia. Tanto a desidratagdo como os processos de-

ionizagdo, ou seja, (a) e (b), sdo processos endotérmicos. Além disso, a
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lactoferrina € uma macromolécula (peso molecular ~ 77kDa), e mais um mol de
moléculas de agua ou ions é removido ou desidratado quando um mol de
lactoferrina coordena com os ions de cobre imobilizados. O processo
exotérmico(c), de acordo com a Figura 9, esta em seu minimo quando o pH =6:
A formacado de um composto de coordenacgao € improvavel porque o atomo de
nitrogénio do grupo imidazol estd em um estado protonado. E dificil quantificar
o calor necessario para a remog¢ao do contra-ion da dupla camada elétrica
(EDL) dos arredores do residuo de histidina, ou seja, o processo (a). Outra
possivel explicagao para o fato € que os residuos de histidina expostos podem
localizar em uma regiao hidrofdbica da lactoferrina. Assim, a lactoferrina teria
que reorganizar a sua conformacgao (tais como quebra na ligagao de hidrogénio
ou ponte de sal) para reduzir a tensdo superficial de contato entre a regido
hidrofébica em torno do residuo de histidina e a superficie hidrofilica do criogel-
IDA-Cu®".

Rearranjos na molécula da proteina lactoferrina em solugdo tampao
HEPES com crescente concentracdo de NaCl, causa um aumento na entropia
do sistema, o que a torna a forga motriz da adsorgcédo espontanea em condi¢des
em que o processo global se mostra endotérmico. A partir dos resultados da
Tabela 8, pode-se concluir, também, que o processo de adsorgcao foi
espontaneo (A.4sG°<0) e entropicamente dirigido para alguns casos
(Temperatura 20°C e Temperatura de 40°C, pH 8, 1000mM).

Tabela 8 — Média das propriedades termodinamicas em fungéao da temperatura,
concentragédo de NaCl e pH.

Temperatura Concentragdo pH AagsG°* AngsHO* AadgsS°*  T* ApasS°*
(°C) de sal (mM)

20 200 8 -14,1188 61,91484 0,259501 76,0338
20 1000 8 -10,2238 30,323 0,138385 40,5468
40 200 6 -10,5787 -116,706 -0,33906 -106,1258
40 1000 6 -9,09893 -65,3897 -0,17984 -56,2899
40 200 8 -10,3726  -7,38989 0,00953 2,9828
40 1000 8 -7,86299 59,93621 0,216611 67,7992

* Parametros termodindmicos dados em kJ/mol.
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Efeito da concentragao de sal

Trabalhos anteriores tém discutido os efeitos da concentracdo de sal
sobre a capacidade de ligagao de proteinas com ions metalicos imobilizados
(Wu et al., 1995; Hemdan & Porath, 1985; Belew & Porath, 1990). Do ponto de
vista do mecanismo de ligagdo, a entalpia de adsor¢cdo (A.qsH°) pode ser
afetada pela concentracédo de sal na interacéo hidrofébica e eletrostatica entre
a lactoferrina e o ion metalico imobilizado. Neste trabalho, foram realizados
experimentos variando a temperatura (20 e 40°C) concentracdo de NaCl
(200mM e 1000mM) em valores de pH inferiores (6,0) e superiores (8,0) ao
valor de pKa (6,5) do grupo imidazol do residuo de histidina expostos na
superficie da lactoferrina, em 20mM de tampao HEPES. A Figura 12 resume os
resultados obtidos a partir da variacdo da entalpia de adsor¢ao da lactoferrina
em criogeI-IDA-Cu2+ em condicdo fixas de pH e temperatura e nas duas
diferentes concentracdes de sal avaliadas.

E interessante notar que o processo de adsorgdo foi exotérmico em
200mM e 40°C quando o valor de pH foi menor (pH 6,0) e maior (pH 8,0) que o
valor do pka(~6,5) do grupo imidazol do residuo de histidina. O conteudo
endotérmico tanto da desidratacdo quanto do processo de reorganizagao
estrutural ndo foram grandes o suficiente em 200mM e 40°C para superar o
montante exotérmico das interacdes por coordenagdo e eletrostaticas. A
variacdo de entalpia de adsorgdo de um valor positivo para o valor negativo
pode ser observado na Figura 10 (condigcao: pH 8 40°c). Possiveis explicagdes
sdo: (i) um aumento do conteudo endotérmico de desidratacdo e a remocgao da
dupla camada elétrica (isto é processos (a) e (b)) em altas forgas ibnicas, (ii)
um decréscimo no conteudo exotérmico da interacdo de coordenacao
(processo (c)), e a predominancia das ligagdes de coordenagdo entre os ions
metalicos imobilizados e a proteina. O processo de desidratacdo ndo € uma
funcdo da concentracédo de sal, como o mecanismo de ligagao entre moléculas
de agua com proteina é, por natureza, uma interagc&o hidrofilica ou pontes de
hidrogénio do momento dipolo induzido. Essa mudancga de sinal de negativo
para positivo nos valores de AH,4s com 0 aumento da forga iGnica, na condi¢cao
de pH 8,0 e 40°C, pode indicar ainda que a formag¢ao da dupla camada elétrica

(EDL) parece ser influenciada pela mudanga na carga da cadeia lateral do
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residuo histidina. Portanto, a concentracdo de sal contribui de forma decisiva

para o calor liberado por ligacbes nao especificas e para o calor exigido pela

remocao da EDL da histidina e de seus residuos vizinhos.
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Figura 10 - Entalpia de adsor¢do (A.gsH°) da lactoferrina em criogel-IDA-Cu?* nas
concentracoes de sal NaCl (200 e 1000 mM) e: (a) pH 8,0; 20°C, (b) pH 8,0; 40°C, (c)

pH 6,0; 40°C.
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Efeito da temperatura

A Figura 11 resume os resultados obtidos a partir da variagdo da
entalpia na adsorcdo da lactoferrina em criogel-IDA-Cu** nas duas
temperaturas avaliados no trabalho (20 e 40°C), pH 8,0 e em 200 e 1000mM de

concentracéo do sal NaCl.
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Figura 11 — Entalpia de adsorgdo (A.gsH°) da lactoferrina em criogel-IDA-Cu?* nas
temperaturas (20° e 40°C), concentracdes de sal (200 e 1000 mM) e pH = 8,0.

Os comportamentos confirmam que o efeito da temperatura sobre o
equilibrio de adsorcdo da lactoferrina no sistema criogel-IDA-Cu®** ¢é
dependente da concentragao de sal. O processo de adsorgao a 40°C, pH 8,0
em 200mM de sal NaCl é endotérmico e entropicamente dirigido. Analisando o
efeito da temperatura sob o A,4sH® € possivel observar que com 200 mM de
NaCl ocorre uma diferenga no balango energético entre as duas temperaturas
avaliadas. Quando ocorre a elevagao da temperatura de 20° para 40°C no
processo de adsor¢cao em solucdo tampao HEPES a 200mM de NaCl, ha uma
diminuicdo na energia de interagbes proteina-agua e um incremento nas

interagcdes por coordenagao e eletrostaticas ion-ion e ion-proteina existentes
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na dupla camada elétrica. Dessa forma o aumento na temperatura é suficiente
para desestruturacdo da regido difusa da dupla camada elétrica. Assim as
moléculas de proteina interagem mais fortemente com a resina o que favorece
o fendmeno adsortivo e consequentemente leva ao aumento da energia
liberada na adsorg¢ao tornando o processo exotérmico.

Com o aumento na concentragao de NaCl de 200mM para 1000mM, o
processo adquiriu um comportamento exclusivamente endotérmico nas duas
temperaturas avaliadas (20 e 40°C). Isso sugere que a contribuicdo do eletrdlito
na regiao difusa causa uma desestruturacdo das moléculas de agua de
solvatagcao. Dessa forma, a energia necessaria para retirar os contra-ions
ligados a resina e da agua ligada a proteina é maior que as contribuicbes de
interagdo proteina-adsorvente e contra-ion/agua, tornando o processo de
adsorcdo nessas condigcdes endotérmico. O efeito da temperatura sobre a
entalpia de adsorcao da lactoferrina no sistema de afinidade criogeI-IDA-Cu2+,
pode ser esclarecido levando em consideragao as seguintes sugestbes: (i) a
energia necessaria para desidratacdo e remogao da dupla camada elétrica é
reduzida com a elevacdo da temperatura quando o processo é conduzido em
solugdo com 200mM de NaCl, (ii) as forgcas de interagcdo se tornam mais
significantes quanto a liberacdo de energia com a elevacao da temperatura
para o processo em solugdo com 1000mM de NaCl, (iii) a energia necessaria
para o rearranjo conformacional da proteina apds a adsorgdo sugestivamente
diminui com o aumento da temperatura no processo com 200mM de NaCl.

Os resultados apresentados até o momento enfatizam os fundamentos
do efeito da temperatura sobre a natureza da carga liquida da proteina que, por
sua vez, diminui com o aumento da temperatura. Efeito semelhante pode ser
observado no estudo microcalorimétrico do mecanismo de interagdo de
moléculas de proteina com gel contendo metal quelatado, realizado por Lin et
al., 2001.

O presente estudo ainda leva as seguintes conclusées, em baixa forga
ibnica (200mM) as forgas de interagdo por coordenagdo e eletrostaticas
predominam, pois a utilizacdo de fase movel com baixa forca ibnica permite
que ocorram, predominantemente interagdes eletrostaticas, fazendo com que o
comportamento do quelato se assemelhe ao de uma resina de troca ibnica.

Essa pode, entdo, ser a explicagao para os valores de AagsH® na temperatura
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de 40°C e forga ibnica de 200Mm serem negativos, constatando o processo de
adsorgdo da lactoferrina em criogel-IDA-Cu®* como exotérmico, nessas
condicdes. As interagcdes por coordenagao tornam-se mais apreciaveis com o
aumento da concentracdo salina, devido a diminuicdo ou supressado das
interacdes eletrostaticas, comportamento esse verificado pelos valores
positivos de AagsH° em ambas as temperaturas e em alta concentragao salina
(1000mM).

4. Conclusao

Neste trabalho foi estudada a interagdo entre a lactoferrina e um
adsorvente de afinidade em ions metélicos, em relagdo a concentracéo de sal,
pH e temperatura. O aumento da temperatura e do pH afetou positivamente a
capacidade maxima do adsorvente, enquanto que o oposto foi observado para
a concentragao de sal.

A variacdo da entalpia de ligacdo da lactoferrina em criogel-IDA-Cu?* em
relagao a variacado de pH, concentracao de sal e temperatura foi discutido. Com
base na analise pode-se concluir que: a medida direta de entalpia entre a
lactoferrina e o ion metalico imobilizado pode ser obtida por titulacéo
microcalorimétrica. Esta abordagem pode ser estendida para a adsorgao de
outras proteinas em ions metalicos imobilizados em géis, além de facilitar uma
compreensao mais profunda do mecanismo de interacdo de possiveis novas
aplicagdes em IMAC. A interacdo entre a proteina e o ion metalico foi
considerado em cinco processos sequenciais, e a remoc¢ao da dupla camada
elétrica do sitio de ligacdo da lactoferrina foi responsavel pela mudanga de
entalpia endotérmica para exotérmica em concentragao de sal de 200mM, pH 8
e temperatura de 40°C.

Como conclusdao, a microcalorimetria de titulacdo € uma poderosa
ferramenta para medir diretamente a entalpia no estudo de ligagdo entre a
bioparticula e o suporte sdlido. Os resultados deste estudo podem fornecer

informagdes termodinamicas valiosas sobre o mecanismo de ligacéo.
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Conclusoes Gerais

A partir dos resultados obtidos por meio do estudo da captura direta da
lactoferrina de soro de queijo ultrafiltrado em colunas monoliticas de criogel
imobilizadas com ions de cobre foi possivel observer o alto grau de afinidade
dos residuos de histidina encontrados na superficie da lactoferrina para com os
ions de cobre imobilizados na matriz. A matriz de criogel, que possui
supermacroposos (10-100um) se mostrou apta a processar materiais
particulados, como no caso do soro de queijo em estudo.

No estudo da adsorcédo da lactoferrina no sistema criogeI-IDA-Cu2+ por
cromatografia por afinidade em ions metalicos imobilizados foi observado que o
processo € dependente da concentracio de sal, pH e temperatura.

Na simulac&o do processo de adsor¢ao, foi observado ajuste de todos os
modelos entre os dados experimentais e calculados, principalmente no modelo
de Langmuir-Freundlich.

A adsorgao da lactoferrina de soro de queijo em adsorvente criogel-IDA-
Cu?* foi estudada utilizando a microcalorimetria de titulacdo isotérmica para
medir informagdes termodinamicas sobre esse processo. Dados de isoterma
foram obtidos nas temperaturas de 20 e 40°C, pH 6,0 e 8,0 e concentracao de
sal NaCl 200mM e 1000mM. Os dados de equilibrio foram ajustados usando o
modelo de Langmuir e o processo foi observado como espontaneo. A
temperatura e pH afetaram positivamente a interacdo da proteina e o
adsorvente. Os estudos microcalorimétricos indicaram entalpia de adsorcao
endotérmica para alguns casos (20°C e 40°C pH 8,0, 1000mM), sendo o

processo de adsorgao entropicamente dirigido para tais condigdes
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