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RESUMO

CASSIMIRO, Débora Mara de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2018.
Desenvolvimento de uma estratégia de purificacdo de avidina e lisozima da clara de ovo.
Orientador: Luis Antonio Minim. Coorientadoras: Lizzy Ayra Alcantara Verissimo e Valéria
Paula Rodrigues Minim.

As diversas propriedades tecnoldgicas da avidina e da lisozima propiciam o desenvolvimento
de técnicas visando a purificagio dessas protefnas a partir da clara de ovo. E desejivel que os
processos para purificacdo das proteinas apresentem nimero de etapas reduzidas, que sejam de
baixo custo, além de apresentarem eficiéncia na separacdo e elevada pureza das proteinas
purificadas. A utilizagdo da cromatografia de troca idnica para a purificacdo da lisozima
apresenta o inconveniente da presenga da avidina nas fra¢des de lisozima, devido a similaridade
entre o ponto isoelétrico (pI) das proteinas. Para purificacdo da avidina a cromatografia por
afinidade se torna invidvel devido ao alto custo do ligante, bem como a baixa vida ttil da matriz
cromatografica. Neste estudo, foi utilizado um criogel supermacroporoso ativado com tris
hidroximetil aminometano (TRIS) para captura da lisozima da clara de ovo. Em uma segunda
etapa, a cromatografia de troca catidnica, através de um criogel ativado com AMPSA (4cido 2-
acrilamido2-metil-1-propanosulf6énico), foi utilizada para captura da avidina da clara de ovo.
Os criogéis utilizados apresentaram estrutura esbranquicada e esponjosa. A matriz utilizada
para captura da lisozima apresentou porosidade igual a 0,79 e a utilizada para captura da avidina
0,90, ambas apresentaram baixa resisténcia ao escoamento bem como baixa dispersao axial. A
capacidade de inchamento, o grau de expansdo para o criogel ativado com TRIS e AMPSA
foram, respectivamente 15,15 Kg/Kg e 18,34 L/Kg; 19,56 Kg/Kg e 21,05 L/Kg. O coeficiente
de dispersdo axial variou de 0,0954 a 0,739 cm?/min para o criogel de afinidade e de 0,0954 a
5958 cm?/min para o criogel de troca catidnica. A altura equivalente (HETP) a pratos tedricos
situou-se entre 0,100 e 0,148 cm para o criogel de afinidade e 0,122 a 0,168 cm para o criogel
de troca cationica. A matriz de afinidade apresentou permeabilidade ao escoamento de 3,34 x
103 m? e a de troca catidnica de 2,0 x 1071* m?. Para o criogel de troca catidnica calculou-se
também o grau da enxertia (34,15%), a densidade de ligagdo (1,65 x 10" mol/Kg), o rendimento
da enxertia (4%) e a capacidade ibnica de ligacdo (582,74 x 107 MOINa+/Kgeriogel seco). Na etapa
de captura da lisozima, a proteina purificada apresentou pureza média de 90%, fator de
purificacdo igual a 19,42 e rendimento de 30,07%. O efeito da variacdo do pH sobre o
rendimento e a concentra¢do na captura da avidina foi avaliado, sendo que em pH 9,0 maior

rendimento médio foi obtido (46,8%) e em pH 10,0 maior concentragao média (0,0043 mg/mL)

vil



foi recuperada. A lisozima foi purificada satisfatoriamente através da utilizacdo do criogel
funcionalizado com o TRIS, evidenciando que o ligante € realmente especifico para essa
proteina. O novo protocolo para purificacdo da avidina permitiu que fossem alcancados
rendimento e pureza superiores a maioria dos trabalhos relatados na literatura para a mesma
proteina, além disso, o protocolo utilizado nesse trabalho utilizou um nimero de etapas
reduzido, bem como reagentes baratos (que conferiram funcionalizacdo a matriz), viabilizando
a utilizacdo do mesmo para purificacdo da proteina e caracterizando-o como uma técnica rapida

e de baixo custo.
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ABSTRACT

CASSIMIRO, Débora Mara de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2018.
Development of a strategy for the purification of avidin and lysozyme egg white. Advisor:
Luis Antonio Minim. Co-Advisors: Lizzy Ayra Alcintara Verissimo and Valéria Paula
Rodrigues Minim.

The various technological properties of avidin and lysozyme facilitate the development of
techniques for the purification of these proteins from egg white. It is desirable that the processes
for purifying the proteins have a number of reduced steps that be low cost, in addition to having
efficiency in the separation and high purity of the purified proteins. The use of ion exchange
chromatography for the purification of lysozyme has the drawback of the presence of avidinin
the lysozyme fractions. This occurs because there is a similarity between the isoelectric point
(pD) of proteins. In the purification process of avidin, affinity chromatography becomes
infeasible. First because of the high cost of the binder and second because of the low life of the
chromatographic matrix. In this study, a supermacroporous cryogel activated with tris
hydroxymethyl aminomethane (TRIS) was used to capture egg white lysozyme. In the second
stage of this study, cation exchange chromatography was performed using an AMPSA (2-
acrylamido2-methyl-1-propanesulfonic acid) activated cryogel to capture egg white avidin. The
cryogels used at this stage had a spongy, whitish structure. The matrix used to capture the
lysozyme had a porosity equal to 0.79 and the one used to capture the avidin 0.90, both
presented low resistance to the flow as well as low axial dispersion. The swelling capacity, the
degree of expansion for cryogel activated with TRIS and AMPSA were, respectively 15.15 kg
/kgand 18.34 L/ kg; 19.56 kg / kg and 21.05 L / kg. The coefficient of axial dispersion ranged
from 0.0954 to 0.739 cm?/ min for the affinity cryogel and from 0.0954 to 5958 cm?/ min for
the cation exchange cryogel. The equivalent height at theorical plates (HETP) was between
0.100 and 0.148 cm for the affinity cryogel and 0.122 to 0.168 cm for the cation exchange
cryogel. The affinity matrix showed permeability to the flow of 3.34 x 107'* m* and the cation
exchange of 2.0 x 10""* m?. For the cation exchange cryogel the density (1.65 x 10~ mol / kg),
the grafting yield (4%) and the ionic bond strength (582, 74 x 107 molna+/Kgeryeel). In the
lysozyme capture step, the purified protein had a mean purity of 90%, a purification factor of
19.42 and a yield of 30.07%. The effect of pH variation on yield and concentration on avidin
capture was evaluated, and at pH 9.0 higher average yield was obtained (46.8%) and at pH 10,0
higher mean concentration (0.0043 mg / mL) was found. Lysozyme was satisfactorily purified
by the use of TRIS-functionalized cryogel, evidencing that the linker is actually specific for this

protein. The new protocol for purification of avidin allowed higher yield and purity to be
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achieved than most of the literature reported for the same protein, and the protocol used in this
work used a reduced number of steps as well as cheap reagents (which confer functionalization
to the matrix), making possible the use of the same for purification of the protein and

characterizing it as a fast and low cost technique.



INTRODUCAO GERAL

Na clara do ovo estdo presentes diversas proteinas com consideravel valor biolégico que
desempenham funcdes relevantes, podendo ser aplicadas em processos industriais. Exemplo
dessas proteinas sdo a avidina e a lisozima, que podem ser utilizadas em alguns produtos
alimenticios para o controle e/ou minimizacao da acdo dos microrganismos.

A avidina disponivel comercialmente é extraida da clara do ovo. Essa proteina possui
grande afinidade pela biotina (vitamina do complexo B), sendo utilizada como uma proteina de
defesa contra bactérias e leveduras biotino dependentes. A atividade antimicrobiana da mesma
¢ devido a capacidade que ela possui de ligar-se a algumas bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

A lisozima encontra-se presente na clara do ovo e sua atividade antimicrobiana estd
relacionada a capacidade que possui de hidrolisar a ligacdo entre dois dcidos encontrados na
parede celular de bactérias (N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina), atuando como agente
bacteriostdtico. Devido a esse fato, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) permite que a
lisozima seja utilizada como conservante em produtos alimenticios, fazendo parte da
formulacao de queijos e vinhos.

Algumas estratégias de purificacdo dessas proteinas ja foram utilizadas, tais como
precipitacdo salina e extracdo com solventes, porém, apresentam como inconveniente a
desnaturacdo das proteinas e o baixo grau de pureza, o que limita a utilizacdo dessas técnicas.
Com intuito de superar inconvenientes, métodos diversificados vém sendo desenvolvidos e
propostos. Dentre esses métodos os processos cromatograficos destacam-se, por possibilitar a
obtencdo de um produto final com grau de pureza satisfatério e na maioria das vezes o
rendimento da purificagdo € alto.

Trabalhos publicados sobre a purificacido da avidina encontram-se em nimero limitado.
Para sua purificacdo, o uso da cromatografia por afinidade foi utilizado. A biotina ou a
iminobiotina foram imobilizadas na fase estaciondria explorando a ligac@o entre a proteina e
vitamina, que € bastante forte. Nos trabalhos em que essa técnica foi utilizada, o grande nimero
de etapas, baixo rendimento de purifica¢do e baixo grau de pureza do eluido, além de fatores
como alto custo dos ligantes e a curta vida ttil da coluna inviabilizaram o processo.

Com relacdo a lisozima, a cromatografia por troca cationica foi comumente utilizada

para purificacdo da mesma. No entanto, alguns autores verificaram que além da lisozima, a



avidina também estava presente nos eluidos oriundos da coluna de troca i0nica. A presenca da
avidina nos eluidos de lisozima possivelmente ocorreu devido a proximidade do ponto
isoelétrico entre essas proteinas (plisozima 10,7; plavidina 10-10,5), ainda assim a concentragao de
lisozima foi bem superior ao da avidina ali presente.

Devido as suas propriedades, os processos que visam a separacdo das proteinas da clara
para aplicacdes industriais vém sendo desenvolvidos desde meados de 1900, e ao longo do
tempo eles vém sendo estudados mais criteriosamente, visando a obten¢ao de produtos com
maior grau de pureza, através da utilizacdo de processos mais simplificados e a0 mesmo tempo
mais baratos e rentdveis. No grupo das proteinas da clara, a lisozima e a avidina possuem
aplicacdes na industria alimenticia e farmacéutica, além de aplicacOes analiticas, despertando
portanto um crescente interesse na obtencao das mesmas de forma isolada (ABEYRATHNE;
LEE; AHN, 2013).

As técnicas para purificagdo da avidina e da lisozima utilizadas até o momento ndo
originaram alto rendimento das proteinas. Os ligantes utilizados possuiam alto valor agregado,
0s processos possuiam grande numero de etapas, e as proteinas ndo apresentaram um grau de
pureza alto, o que é extremamente importante nesses processos. Dessa forma € necessario que
sejam desenvolvidas técnicas vidveis para obtencdo da avidina e da lisozima com alto grau de
pureza e com numero de etapas reduzido, além de possuirem baixo custo, originando assim
processos economicamente vidveis e produtos altamente puros.

Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo desenvolver um protocolo integrado
para purificacdo da avidina e da lisozima que estdo presentes em baixa concentragcdo na clara
de ovo, utilizando duas colunas de criogel supermacroporoso. Uma coluna funcionalizadacom
AMPSA (Acido 2- acrilamido-2-metil-1-propanosulfdnico) para purificacdo da avidina através
da cromatografia de troca catidnica, e outra com TRIS (Tris (hidroximetil) aminometano), para

purificacdo da lisozima, através da cromatografia por afinidade.



OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho é desenvolver um protocolo de purificagdo de avidina e da
lisozima da clara de ovo, por meio da integra¢do da cromatografia de troca catidnica e da

cromatografia por afinidade.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir e caracterizar os criogéis de poliacrilamida em termos de suas propriedades
quimicas (grau de ligacdo, densidade e rendimento do processo de ativagdo),
morfolégicas (porosidade, capacidade de inchamento e grau de expansdo) e

hidrodindmicas (permeabilidade ao escoamento e dispersao axial).

Ativar os criogéis através da utilizacdo do ligante de afinidade TRIS e do de troca

catidnica, AMPSA.

Estudar o processo integrado de utilizacdo da cromatografia de afinidade e de troca

10nica para purificagcdo das proteinas lisozima e avidina.



CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Clara de Ovo

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), a
designacdo ovo, entende-se o ovo de galinha em casca, sendo os demais acompanhados da
indicacdo da espécie de que procedem (BRASIL, 1990). O ovo de galinha (Gallus domesticus)
se constitui de quatro partes principais: casca, membrana, gema e clara (ou albumen); possuindo
também outras partes em menor propor¢do: o disco germinativo, a calaza, a camara de ar, a
cuticula e as membranas da casca (ALCANTARA, 2012).

A Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), relatou que no ano de 2016 a
producdo de ovos foi de 39,1 bilhoes de unidades. Os estados que mais produziram foram: Sao
Paulo (33,09%), seguido por Minas Gerais (11,31%) e Mato Grosso (6,45%). Dessa producéo,
16% foi exportado na forma industrializada e 84% “in natura”.

Grande parte dos aminodcidos essenciais a0 homem estdo contidos nos ovos, dessa forma
o produto representa uma fonte expressiva de proteina animal (ANDRADE et al., 2004). A
composi¢do do ovo permite que ele seja classificado como um dos alimentos mais completos
utilizados na alimentagd@o humana. Trata-se de um alimento rico em vitaminas, dcidos graxos,
sais minerais, além de proteinas que possuem em sua estrutura diversos aminodcidos essenciais
de excelente valor biologico (REGO etal., 2012).

As diversas proteinas presentes nos ovos t€ém uma vasta aplicagdo na industria de

alimentos, de acordo com a Tabela 1:



Tabela 1: Propriedades tecnoldgicas e aplicacdo dos ovos na industria de alimentos.

Propriedade Componente Uso na industria Exemplo
responsavel
Emulsificante Lecitinas, Molhos, Maionese
lipoproteinas (gema) condimentos,

Espumante Ovalbuminas e
ovoglobulinas

(clara)

Coagulante/gelificante  Proteinas da clara e
da gema que sofrem
termocoagulacdo e

gelificacao

produtos de

panificacdo e doces

Doces e produtos de

panificacao.

Doces e produtos de

panificacdo

Mousses, suspiros e

marshmellow

Quindim

Fonte: KOBLITZ (2011).

O albimen ou clara, representa uma das fontes de proteinas mais conhecidas e

estudadas, possui baixo custo e pode ser utilizado em diversas dreas (HONG et al., 2017).

A clara de ovo constitui 60% do ovo de galinha, sendo um material viscoso e eldstico

(ALLEONI, 2003). Segundo Koblitz (2011), a elasticidade da clara deve ser mantida pelas

proteinas da mesma, para que haja uma boa capacidade espumante. Conseguindo-se manter

essa capacidade, as bolhas suportardo bem a expansdo do ar e ndo se romperdo antes da

desnaturagdo térmica, quando por exemplo, o alimento no qual o ovo faz parte da formulagdo

€ aquecido.

Na composi¢ao da clara existe basicamente dgua e proteinas, apresentando uma infima

quantidade de carboidratos (cerca de 0,8%), podendo estes estarem em solu¢do ou mesmo



associados as proteinas. Existem pequenas quantidades de manose, galactose, glicosamina, e
galactosamina, havendo ainda glicose, sendo essa o principal carboidrato (KOBLITZ, 2011).
Na Tabela 2 estdo representadas as proteinas da clara, bem como o percentual de cada

uma delas.

Tabela 2: Proteinas presentes na clara.

Proteina Percentual aproximado (%)
Ovalbumina 54,0
Conalbumina 12,0
Ovomucodide 11,0
Ovomucina 3,5
Lisozima 3.4
Ovoglobulina G2 4,0
Ovoglobulina G3 4,0
Avidina 0,05

Fonte: MINE e KOVACS-NOLAN (2004).

Dentre as proteinas da clara de ovo, muitas tém papel funcional de grande importéincia.
Como exemplo, na industria de alimentos a conalbumina € utilizada em produtos fortificados
com ferro (ja que se trata de uma proteina de ligacao ao metal). Ela possui ainda a capacidade
de sequestrar o ferro, essencial para o crescimento microbiano, dessa forma, sua capacidade
antimicrobiana também € explorada (BRAND et al., 2016). Ja a ovalbumina possui
propriedades de gelificagdo e capacidade de formacdo de espuma, sendo portanto empregada

na formulagdo de diversos produtos alimenticios (KOBLIZ, 2011).

1.1.1. Avidina

A avidina é uma proteina homotetramérica, glicosilada, apresentando peso molecular
combinado de aproximadamente 68,3 kDa e ponto isoelétrico (pl) igual a 10,0-10,5. Cadauma
de suas quatro subunidades idénticas (Figura 1) possui peso molecular de cerca de 15 kDa e
pode ligar-se a uma molécula de biotina, sendo essa uma vitamina do complexo B que atua
como coenzima essencial para algumas carboxilases. Essa ligacdo entre as duas proteinas

(avidina e biotina) € umas das liga¢des ndo covalentes mais fortes de que se tem conhecimento,
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sendo a regido cataliticamente ativa da molécula de biotina a que interage mais fortemente com
a avidina (MINE, 1995; HEIKKINEN et al., 2011). Como consequéncia, o complexo avidina-
biotina tem sido utilizado como um sistema para propoésitos de diagnodstico clinico (LIVNAH
etal., 1993).

A proteina possui carater basico, comportando cerca de 128 residuos de aminodacidos,
existindo em cada uma das suas subunidades uma cadeia polipeptidica (GREEN, 1963).

Além de poder ser extraida da clara de ovo de galinha (principal fonte), a avidina pode
ser encontrada em oviduto de répteis, anfibios e pdssaros, podendo ser também extraida da
clara, ou albimen de seus ovos. Alguns organismos geneticamente modificados, como E. coli,
Pitia pastoris e plantas transgénicas também podem ser utilizados para produzir avidina
(DIDERICH et al, 2013; HEIKKINEN et al., 2011; JUNGO et al., 2007; HOOD et al., 1997).

As proteinas da clara do ovo representam de 9,7-10,6% (m/m) do albimen. A avidina
representa 0,05% do total de proteinas, cerca de 50 mg/L, estando compreendida entre as
proteinas minoritérias. Por esse fato, os processos utilizados para sua obten¢do sdo onerosos e

extensos (MINE, 1995; GREEN 1975; DIDERICH et al, 2013).

Lys58

Figura 1: Estrutura 3D do mondmero de avidina. A molécula de biotina é mostrada em

vermelho.

Fonte: SPOLAORE et al., (2014).



Mine e Kovacs-Nolan (2004) reportaram que a avidina possui atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de bactérias e leveduras que requerem biotina para seu crescimento.
Essa atividade foi atribuida a capacidade que a proteina possui de se ligar a vdrias bactérias
gram-positivas e gram-negativas, dentre elas E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermis.
Além disso, a avidina ja foi usada no tratamento de cancer, para localizar as células cancerosas.
Sua ligagdo forte a biotina e sua estrutura tetramérica levam ao acimulo de doses mais elevadas
e eficazes das drogas para tratamento da doenca. Em compara¢do com outros processos de
imunoterapia, o uso da avidina leva a um aumento da persisténcia de tais drogas anti-cancerosas
biotiniladas no organismo. Em cromatografia de afinidade, colunas com avidina imobilizada
constituem-se de ferramentas para purificacdo de biotina e de moléculas biotiniladas
(HAYAKAWA et al., 2008).

A literatura aponta alguns métodos utilizados para purificacdo da avidina. Dhyse (1954)
foi quem testou o primeiro método para purificacdo dessa proteina em larga escala, onde foram
utilizadas seis etapas sucessivas: precipitacdo com acetona, lavagem, extracdo com solucdes de
cloreto de sodio; didlise para precipitar as proteinas, resolubilizacdo em solucdes salinas e uma
segunda precipitacdo com etanol.

Durance e Nakai (1988), relataram a purificacdo de avidina por cromatografia de troca
ionica, gel filtracdo (como etapa adicional de purifica¢do), interacdo com metal quelatado e
interacao hidrofébica. Ainda segundo Durance, a cromatografia de troca idnica e a precipitacao
salina eram as técnicas mais utilizadas para a purificacdo da avidina. Porém, através da
utilizacdo da cromatografia de troca idnica, ocorre a co-eluicdo da lisozima, devido a
proximidade dos pontos isoelétricos entre as duas proteinas (AWADE, 1996).

A cromatografia por afinidade pode ser utilizada para purificacao da avidina da clara de
ovo através da utilizacao de ligantes biotinilados na fase estaciondria a ser utilizada. No entanto,
o custo do adsorvente é um inconveniente, assim como a possibilidade da perda do ligante ao
longo do tempo (HERMANSON, 2013). Além disso, a ligacdao da avidina a biotina é muito
forte, o que pode impossibilitar a liberacio da proteina, caracteristica indesejavel na
cromatografia por afinidade (STRZELCZYK e BUJACZ, 2016). A busca por compostos que
se liguem de forma reversivel a avidina faz-se necessdria, com intuito de viabilizar o uso da
cromatografia por afinidade e a reducdo de custos durante os processos de purificacdo da

proteina.



Diderich et al. (2013) relataram o uso de um sistemas aquosos bifdsicos (SAB),
compostos por polietilenoglicol (PEG) / fosfato de sédio para purificacdo da avidina. Nesse
estudo as condicdes dos sistemas foram variadas (pH, massa molar do PEG, e concentragdo de
NaCl) descobrindo-se que a proteina particionou-se para a fase rica em sal. Além disso, ofator
de purificacio obtido foi de 5,7 e o rendimento da avidina na fase inferior foi de 92%.

Diderich, Hoffmann e Hubbuch (2015) usaram um SAB, seguido de cromatografia de
interacao hidrofébica e cromatografia para purificagdo da avidina. O uso das técnicas integradas
nesse estudo levou a uma grande diferenca na distribuicdo da avidina de suas impurezas
(ovalbumina, lisozima, ovotransferrina e ocomucoide) entre as fases do sistema. Ao final, a
avidina possuia 61% de pureza e um rendimento de 96%.

Outras técnicas como precipitacdo salina, precipitacdo isoelétrica, ultrafiltracdo, e
cromatografia liquida sio utilizadas para purificacio das proteinas da clara do ovo (ZUNIGA
et al., 2003). Porém, pelo alto desempenho na purificacdo, eficicia e bons resultados, os

processos envolvendo técnicas cromatograficas sd@o os mais utilizados.
1.1.2 Lisozima

A lisozima (E.C.3.2.17) também conhecida como muramidase, € uma enzima secretora que
possui atividade catalitica, catalisando a hidrélise de polissacarideos especificos existentes na
parede celular de bactérias. Sua ocorréncia se dd em quase todas as secrecoes, fluidos corporais
e tecidos dos organismos humanos e animais, além de plantas, micro-organismos e virus. A
enzima apresenta atividade antimicrobiana, especialmente frente as bactérias gram-positivas,
pois as bactérias gram-negativas possuem uma estrutura de envelope mais complexa,
dificultando a acdo da mesma. Ela cliva as liga¢des do tipo  (1—4) existentes entre o N-
acetilglucosamina (NAG) e o dcido N-acetilmuramico (NAM), estando esses dcidos presentes
na parede celular de muitas células bacterianas (LESNIEROWSKI e KIJOWSKI, 2007).

A principal fonte comercial de lisozima € a clara de ovo de galinha. Trata-se de uma
enzima que contém 129 residuos de aminoacidos, em uma tunica cadeia polipeptidica (Figura
2). A lisina é o aminodcido da extremidade inicial e a leucina é o que se encontra na extremidade
terminal. A massa molecular aproximada dessa enzima é de 14,7 kDa, estando ela
compreendida entre as principais proteinas do albumen, representando cerca de 3,5% das
proteinas totais. (CEGIELSKA-RADZIEJEWSKA, LESNIEROWSKI, KIJOWSKI, 2008;
LESNIEROWSKI e KIJOWSKI, 2007; STADELMAN e COTTERILL, 2001).
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A proteina possui carater basico, conferido por nove residuos de arginina e seis de lisina
presentes entre os residuos de aminodcidos de sua cadeia polipeptidica (DISMER e
HUBBUCHM, 2007), e seu ponto isoelétrico (pI) encontra-se préximo a 11 (DRAGAN, 2014).
Em sua estrutura existem quatro ligacdes dissulfeto responsdveis pela estrutura compacta e
estdvel da proteina, sendo duas dessas quatro ligacdes responsdveis pela estabilidade térmica a

100 ° C, mesmo ap6s 1-2 min (LESNIEROWSKI e KIJOWSKI, 2007).

Figura 2: Sequéncia de aminodcidos da lisozima da clara de ovo de galinha, com indicagdo das

quatro pontes dissulfeto existentes na estrutura da enzima (Fonte: CANFIELD e LIU, 1965).

A atividade antimicrobiana da lisozima tem sido explorada na preservacao de alimentos.
Devido a sua estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura ela tem sido utilizada em
embalagens ativas, como € o caso dos filmes de isolados de proteinas do leite, onde a lisozima
¢ complexada em 4cido poliacrilico (PAA) (um polieletrélito de qualidade alimentar) foi
incorporada. Com intuito de inibir e/ou controlar o crescimento bacteriano para que a vida til
do produto fosse prolongada, a liberacdo do complexo foi realizada a taxas controladas. A
atividade antimicrobiana da enzima foi testada frente a Listeria innocua (OZER et al., 2016).

Na preservacdo de filetes de salmio fresco, a lisozima foi incorporada em filme de
coldgeno. Os resultados indicaram que mesmo estando presente em concentracdes baixas, a

lisozima ainda apresentou eficiéncia com relacdo a inibi¢ao de bactérias. Quando comparadas
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com um controle, as amostras com revestimento de coldgeno-lisozima, tiveram sua qualidade
preservada durante o armazenamento refrigerado (4 ° C) (WANG et al., 2017).

Em peixes, aves e alguns vegetais a lisozima € eficaz para controle da formagao da
toxina botulinica, produzida por Clostridium botulinum (ABEYRATHNE, 2013). Ela tem
ainda a capacidade de controlar o desenvolvimento dos principais patégenos em alimentos:
Listeria e Clostridium botulinum (CEGIELSKA -RADZIEJEWSKA et al., 2008).

Meétodos diversificados vém sendo utilizados para a purificacdo da lisozima da clarade
ovo de galinha levando a resultados bons resultados. Porém, apenas alguns deles sdo realmente
utilizados na industria. Dentre as técnicas utilizadas para separac¢ao ou purificacdo encontram-
se a cristalizacdo direta da proteina a partir da fonte, técnicas baseadas no fendmeno de adsor¢ao
da enzima por certas substancias (técnicas cromatograficas) ou ainda, técnicas de membrana,
especialmente a ultrafiltracdo (CEGIELSKA-RADZIEJEWSKA, LESNIEROWSKI,
KIJOWSKI, 2008).

Recentemente Fontan (2013), Mdl (2016), e Verissimo et al. (2017) utilizaram
respectivamente a cromatografia por troca idnica (CTI) e a cromatografia por afinidade (CLAF)
para purificacdo da lisozima. Todos obtiveram bons resultados em seus trabalhos. O grau de
pureza alcangado no processo de purificacdo da proteina no trabalho desenvolvido por Fontan
foi de até 78%, ja os trabalhos de M6l e Alcantara et al., alcangcaram um grau de pureza superior,
sendo eles de 81% e o outro uma pureza maior que 78%.

A cristalizacdo € uma técnica que também tem sido utilizada para purificar lisozima.
Maosoongnern et al. (2017), estudaram a cristalizacdo da lisozima a partir de uma mistura
contendo lisozima e ovalbumina, variando a concentracdo de NaCl. A lisozima foi separada
com éxito da ovalbumina através da utilizacdo dessa técnica e o grau de pureza obtido foi
superior a 98%, mantendo-se sua atividade. Outros autores, como Yu, Wang e Ulrich (2014),
Borboén e Ulrich (2012) também relatam o uso da cristalizacdo para purificacdo da lisozima. A
técnica também foi usada para purificar urease e L-asparaginase (YU, WANG e ULRICH,
2015; LIU, PIETZSCH e ULRICH, 2014).

Outra técnica que tem sido explorada para purificagdo da lisozima € a ultrafiltracdo.
Uma das vantagens frente a cromatografia em leito empacotado € a possibilidade de utilizacdo
de solucgdes contendo material particulado, sem que haja a necessidade de filtracdo. Brand et al.
(2016) utilizaram membranas de fluxo tangencial contendo ligantes de troca i0Onica para

purificacdo da lisozima da clara de ovo. O processo foi realizado variando-se diferentes modos
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de carga, vazdo e a quantidade de solu¢do na alimentacdo. Usando o modo de recirculagdo, a
ligacdo da proteina (lisozima) foi bem melhor (65%) quando comparada ao modo de passagem
tinica (49%), embora o tempo de contato com a membrana fosse 0 mesmo. Variando-se a vazao
(1 a 10 volumes de coluna/min), a capacidade de ligacdo da proteina 8 membrana aumentou a
medida que houve aumento desse parametro. Com relagdo a quantidade de lisozima na
alimentacdo, quanto maior a quantidade, mais proteina ligou-se a membrana.

A literatura também aponta o uso de membranas de filtracio por afinidade para
purificacdo da lisozima. Um macroligante, Cibracon Blue 3FGA, foi imobilizado
covalentemente em células de levedura, ele possui afinidade pela lisozima, formando um
complexo macroligante-proteina. O principio da técnica consiste na filtracdo de uma solucao
contendo diversas proteinas realizada por uma membrana de tamanho de poro adequado, onde
o complexo de interesse macro ligante-proteina fica retido, enquanto as outras proteinas da
solucdo passam através dos poros. O complexo é concentrado, e através da utilizagdo de uma
membrana, o macro ligante € retido e a proteina de interesse passa pela membrana. Apds esse
processo, verificou-se que a lisozima presente na solucdo de clara de ovo utilizada adsorveu-se
seletivamente ao macro ligante, com um grau de pureza final superior a 90% (FERRARIS et
al., 2016).

Abeyrathne et al. (2013) relataram que devido ao alto pl da lisozima, sua separacdo se
da especialmente por cromatografia de troca idnica. Dentre as técnicas citadas anteriormente, a
cromatografia vem sendo utilizada mais rotineiramente, pelo fato de ser mais eficaz e gerar

produtos com grau de pureza satisfatorios.

1.2. Criogéis

Diversos materiais poliméricos podem ser utilizados para producdo de fases
estaciondrias a serem aplicadas como matrizes cromatograficas. Os materiais poliméricos
macroporosos tém se destacado devido a sua versatilidade, podendo ser aplicados em diferentes
areas tais como quimica, biotecnologia, bioengenharia, biologia, permitindo a purificacdo e um
rapido isolamento de dcidos nucléicos, proteinas, peptideos e outras biomoléculas (ERTURK e
MATIASSON, 2014).

Um mondlito consiste de um meio de separacio continuo. E um suporte ou uma fase

contendo um “bloco” Ginico que possui uma estrutura sélida, porosa com poros relativamente
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grandes e interconectados, permitindo uma alta permeabilidade, o que melhora a eficiéncia da
coluna utilizada como fase estaciondria em técnicas cromatograficas (MACHADO et al., 2015).
As colunas monoliticas sdo comumente preparadas dentro da coluna cromatografica, através da
polimerizagdo in situ, podendo ser constituidas de polimeros ou silica, a partir de uma mistura
de mondmeros, mondmeros reticulantes e solvente formador de poros (agente porogénico)
(FARIA et al., 2006; GUICHON, 2007).

Os criogéis sao mondlitos poliméricos que foram relatados pela primeira vez hd 40 anos,
e suas caracteristicas distintas logo atrairam a aten¢@o de varios pesquisadores. (LOZINSKY et
al., 2001; LOZINSKY et al., 2003). Essas colunas possuem caracteristicas de leito fixo, porém
com tamanho de poro suficientemente grandes, permitindo que solucdes viscosas ou contendo
materiais particulados sejam escoadas facilmente por elas. Comparado com as colunas
classicas, o escoamento em criogéis pode ser amplamente aumentado, sem aumentar
significativamente a perda de carga (FONTAN, 2013).

Esses materiais sdo produzidos a partir da utilizacdo de mondmeros ou precursores
poliméricos adequados, por uma técnica conhecida como criopolimerizacio. O processo ocorre
em meio liquido semicongelado, com temperaturas variando entre -5 e -20 °C, originando uma
matriz altamente porosa com tamanho dos poros compreendido entre 10 e 100 pm, que
aparecem apés o descongelamento. Os poros permitem a passagem de fragmentos de células e
até mesmo de células inteiras (ERTURK e MATIASSON, 2014).

A polimerizacdo de uma solugdo contendo mondmeros, acrescida de catalisadores
adequados, sob temperaturas abaixo de zero dardo origem ao criogel. Quando o processo de
congelamento tem inicio, ocorre a concentracao dos mondmeros em uma micro fase, que ainda
ndo se congelou. A concentracdo dos mondmeros nesta fase permitird a formagao de um gel
resistente. Os cristais de gelo formados dardo origem aos poros do criogel, e, ao final do
processo tem-se uma estrutura esponjosa € macroporosa. A forma e o tamanho dos cristais de

gelo serdo responsdveis pela forma e tamanho dos poros (Figura 3) (LOZINSKY et al., 2001).
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Figura 3: Esquema da producao do criogel. (Fonte: PLIEVA et al., 2004).

Os criogéis existem em diferentes morfologias, podendo ser obtidos a partir de qualquer
precursor com capacidade de formar gel. Os mondmeros acrilamida (AAm) e bis acrilamida
(BAAm- agente de ligacdes cruzadas) tém sido frequentemente utilizados para essafinalidade,
sendo a solucdo constituida por ambos acrescida de persulfato de amodnio e TEMED,
catalisadores da reacdo. Pode-se ainda utilizar outros mondmeros, como € o caso do alil-glicidil
éter — AGE. Estando a mistura reacional pronta, deve-se verté-la em um molde (frequentemente
usam-se colunas de vidro) e submeter a temperatura entre -5 e -20 °C para que ocorra a
polimerizacdo, por um periodo compreendido entre 16 e 24 horas (PLIEVA et al., 2008;
PLIEVA et al., 2004b).

O tamanho elevado dos poros existentes nos criogéis originam uma area superficial
limitada, o que resulta em um gel com baixa capacidade de ligacdo. Tal fato consequentemente
limitard a quantidade de grupos funcionais disponiveis sobre a superficie, acarretando em uma
menor capacidade de ligacdo, o que diminui a efici€ncia de purificagdo (FONTAN, 2013). Para
superar esse inconveniente as colunas podem sofrer modificagdes quimicas, com a finalidade
de torné-los capazes de adsorver diferentes biomoléculas por meio de técnicas adsortivas, como
troca i0nica, interacdo hidrofdébica, afinidade por metais, etc. Tais modificagdes podem ser

feitas na superficie dos mondlitos, usualmente por meio da circulacdo de solucdes contendo os
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agentes de ativacao, a fim de permitir que haja um maior rendimento nos processos de separagao
em que serdo utilizados (ZHANG et al., 1999; SAVINA et al., 2005).

Os criogéis tém sido utilizados nas mais diversas dreas, como por exemplo, para
purificacdo de proteinas, em microbiologia, no campo da biotecnologia (MC)L et al., 2017;
PLIEVA et al., 2008; LOZINSKY et al., 2003).

Criogéis foram utilizados com éxito para captura da lisozima da clara de ovo, através
da imobilizacdo do Tris (tris hidroximetil aminometano) em sua superficie. A cromatografia de
afinidade por fons metdlicos imobilizados (IMAC), utilizando um criogel com fons Cu?* foi
realizada para adsorcdo da hemoglobina a partir de solu¢do aquosa. Criogéis com grupos
ligantes trocadores de fons também foram utilizados para captura direta de biomoléculas, como
BSA, DNA plasmidial e lactoferrina do soro de leite (QUAN et al., 2009; BARAN, ACET E
ODABASI, 2017; SAVINA et al., 2005a; HANORA et al., 2006; FIDELIS, 2011).

A literatura reporta o uso criogéis de polietilenoimina, um polimero comercialmente
disponivel, para sor¢do de ions metdlicos e corantes (PRIVAR et al., 2018; SAHINER e
DEMIRCI, 2016). Criogéis de poiliacrilamida com fons Cu®* imobilizados também foram
utilizados em IMAC para captura direta de lactoferrina de soro de leite, sendo a proteina
purificada com sucesso (CARVALHO et al., 2014).

Outras técnicas de purificagdo usando criogéis como fase estacionaria incluem a
cromatografia por afinidade a corantes (CIMEN et al, 2015), cromatografia por interagdo
hidrofébica (TURKMEN et al., 2015) e cromatografia por imunoafinidade (MEMMEDOVA
et al., 2015).

1.3. Cromatografia

Diversos sdo os produtos originados dos processos biotecnologicos, e quase sempre eles se
encontram em infimas concentra¢des nos residuos industriais, caldos de fermentacdo e em
sobrenadantes de culturas celulares. Devido a variabilidade de espécies quimicas e a diluicao
dos produtos de interesse, os processos de recuperagdo, fracionamento e purificacio final se
tornam mais trabalhosos e dificeis, como também t€m seu custo aumentado (FIDELIS, 2011).
Uma variedade de técnicas para purificacdo das moléculas de interesse encontram-se
disponiveis, porém, as técnicas cromatograficas se sobressaem, devido ao alto poder de

resolucdo e eficiéncia do método (COLLINS et al., 20006).
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Os primeiros relatos acerca da cromatografia datam de 1906, ano em que os primeiros
artigos foram publicados por Michael Tswett, um botanico russo que realizou a separacdo de
algumas pigmentos oriundos de extratos de plantas. Daquele tempo até os dias de hoje a técnica
sofreu indimeros avancos, ampliando-se a uma forma instrumental sofisticada (MUHLEN e
LANCAS, 2004). Atualmente o desenvolvimento de suportes antes inexistentes t€ém permitido
o crescimento de técnicas de alta resolu¢do, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), existindo colunas de tamanho utilizados em escala laboratorial chegando até colunas
de centenas de volumes de litros, usadas em escala industrial (JANSON e RYDEN, 201 1).

A cromatografia € uma técnica que envolve o uso de uma fase mével e uma fase
estaciondria, onde as moléculas a serem separadas estdo distribuidas entre ambas. Moléculas
que se movem pelo sistema a uma velocidade mais baixa, tendem a permanecer na fase
estaciondria, o oposto ocorre para aquelas que t€ém maior afinidade pela fase movel. A
cromatografia em coluna, configuracdo mais comum do método, faz uso de uma coluna onde a
fase estaciondria estd acondicionada, através do qual a fase mével € bombeada. A amostra
contendo as moléculas que deseja-se separar € introduzida em uma extremidade da coluna e
seus componentes se movem a diferentes velocidades, sendo detectados e coletados na outra
extremidade (JANSON e RYDEN, 2011). Denomina-se cromatografia liquida aquela em que a
fase movel € um liquido, e cromatografia gasosa aquela em que a fase mével € um gés, sendo
essa utilizada para separacao de compostos volateis (COLLINS et al. 2006).

Para separagdo de proteinas, vérias técnicas de cromatografia liquida podem ser

utilizadas, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3: Tipos de cromatografia utilizados para separag@o de proteinas

Principio de Separacao Tipo de Cromatografia

Forma e Tamanho Filtracdo em gel/Exclusdo de tamanho
Carga Liquida Troca idnica

Ponto Isoelétrico Cromatofocagem
Hidrofobicidade Interacdo hidrofébica/ Fase reversa

Fungao Bioldgica Cromatografia por afinidade
Antigenicidade Imunoadsor¢ao

Teor de Carboidratos Cromatografia por afinidade de lectina
Ligacao de Metais Cromatografia por afinidade a metais

Fonte: JANSON e RYDEN, 2011.

Métodos mais especificos para purificacdo de proteinas, como a cromatografia de
afinidade, permitem que essas biomoléculas sejam purificadas em uma tUnica etapa e com
elevada pureza. Do contrario, se o método cromatografico ndo € especifico, deve-se utilizar
técnicas combinadas para que sejam obtidos melhores resultados (MOL, 2016).

E importante que novas técnicas para purificacio de proteinas sejam desenvolvidas, pois
elas permitem avancos no campo da pesquisa (em biotecnologia, bioci€ncias, dentre outras),
além de serem importantes para que se possa caracterizar a funcio, estrutura, propriedades
fisico-quimicas das proteinas e assim serem utilizadas nos diversos segmentos industriais

(ZHANG et al., 2011).

1.3.1 Cromatografia por Afinidade (CLAF)

A cromatografia por afinidade € um método fisico-quimico de separacdo que se baseia
na adsorc¢do reversivel de uma molécula (comumente uma proteina) a um ligante imobilizado
na matriz solida. Ocorre que a proteina possui afinidade especifica por um grupo quimico, dessa
forma ela serd adsorvida a coluna tendo sua migracdo retardada (ARAUJO et al., 2014).

A técnica recebeu esse nome devido a explorag@o das vdrias interacdes bioldgicas (por
afinidade) que utilizavam uma fase solida para adsorver a molécula de interesse, tais como

interacdes DNA-proteina, antigeno-anticorpo, moléculas bioinformadoras-hormonios, dentre
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outras (VIEIRA, JANSON e CARLSSON, 2011). Na Tabela 4 estdo listados exemplos de

interagdes bioldgicas onde a CLAF ¢é utilizada.

Tabela 4: Exemplos do uso da CLAF em intera¢des bioldgicas.

Ligante Molécula alvo
Anticorpo Antigeno, virus, células
Inibidor Enzima (os ligantes sdo frequentemente

andlogos de substrato ou analogos de
cofatores)
Lecitina Polissacarideo, glicoproteina, receptor de
superficie celular, proteina de membrana
Acido nucléico Proteina de ligacdo ao acido nucleico

(enzima ou histona)

Hormonio, vitamina Receptor, proteina transportadora
Acucar Lectina, enzima ou outra proteina ligada a
acucares

Fonte: JANSON e RYDEN (2011).

A cromatografia por afinidade € considerada como um método novo por alguns
pesquisadores, mas na verdade é uma das formas mais antigas de cromatografia liquida. O
conhecimento da utilizagdo da cromatografia liquida pela primeira vez data do ano de 1910,
quando o cientista alemao Emil Starkenstein examinou a ligacdo de amido insolivel a enzima
alfa-amilase, dessa forma os ligantes de afinidade foram introduzidos nos métodos de andlise
cromatografica (HAGE e RUHN, 2005). Mais tarde, em 1968, Cuatrecasas; Wilchek e Anfinsen
(1968) aplicaram efetivamente a técnica a purificagdo de proteinas, substituindo as tradicionais
técnicas de purificacdo. Elas eram baseadas no pH, forca idnica ou temperatura. Nos dias atuais
a cromatografia por afinidade tem sido amplamente utilizada para purificacdo de diversas
biomoléculas, apresentando-se muito eficaz.

Em casos onde a molécula a ser capturada estd presente em baixas concentracdes em
uma mistura complexa, a cromatografia por afinidade é uma ferramenta bastante ttil (VIEIRA,
JANSON e CARLSSON, 2011). Tal caso se aplica a lisozima da clara de ovo, visto que esta

representa cerca de 3,4% das proteinas totais. Quan e colaboradores (2008), realizaram um
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trabalho onde explicam e comprovam a interagcdo especifica entre a lisozima e o ligante Tris
(trishodroximetil aminometano). O Tris foi imobilizado em esferas de silica macroporosas e
foram testadas a interacdo entre oito proteinas e o ligante. Os resultados mostraram que somente
a lisozima tem a capacidade de se ligar especificamente ao Tris, pois apds serem injetadas as
proteinas na coluna de afinidade, todas foram eluidas, a excecdo da lisozima. Para elui¢do da
lisozima, utilizou-se uma solu¢@o de for¢a idnica moderada, indicando que a interacdo embora
seja especifica ndo € forte, o que demonstra que a interagc@o entre proteina e ligante € suficiente
para reter a proteina, conseguindo ainda manter sua estrutura e atividade. Como conclusio, tem-
se que o Tris € uma promissora opcao para ligante de afinidade quando se quer obter a lisozima
isolada.

O Tris liga-se especificamente a lisozima devido a estrutura molecular e a sequéncia de
aminoécidos da proteina. Em valores de pH menores que 11, a estrutura molecular se mantém
com cargas positivas (catidnica), dessa forma, apresenta grupamentos amino (NH»2) que irdose
ligar especificamente as hidroxilas (OH) presentes na estrutura do Tris. Os grupamentos OH do
tris formam ligagdes de hidrogénio com trés aminodcidos presentes na estrutura da lisozima,

sendo eles Asp52, Glu35 e Alal07.

A purificagdo através da utilizacdo por CLAF envolve trés passos principais:

1. Aplicagdo da amostra na coluna sob condi¢des que favoregcam a méxima interacao
com o ligante imobilizado;

2. Lavagem da coluna para eliminar componentes que nao se ligaram ao suporte;

3. Elui¢do (dissociacdo e recuperacdo) da molécula de interesse a partir do ligante
imobilizado, podendo esta ser realizada a partir de modifica¢des nas condi¢des do
eluente (tampao), ndo possibilitando a interagcdo de ligagc@o entre ligante e proteina
(MAGDELDIN e MOSER, 2012). As etapas de purificacdo utilizando

cromatografia por afinidade podem ser observadas na Figura 4.
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Figura 4: Etapas da purificacdo por afinidade.

Fonte: Adaptado de MAGDELDIN E MOSER, (2012).

Vérios materiais podem ser utilizados como adsorventes ou suportes para realizacdo da
CLAF, e varios fatores, tais como inércia quimica, estabilidade quimica e mecénica, tamanho
de poro e de particula devem ser considerados para que se obtenha sucesso na condugdo do
experimento (MAGDELDIN e MOSER, 2012). “A matriz s6lida deve possuir minima interacao
com as proteinas em geral, antes e depois da imobilizacdo do ligante especifico; a formagao de
uma rede frouxa e porosa, que facilite a entrada e saida das macromoléculas e que seja capaz
de manter as propriedades de fluxo favordveis durante o uso, e para finalizar, a estrutura quimica
do suporte deve permitir a ligacao do ligante sob condicdes moderadamente suaves, sendo que
essas ligacdes devem ser estdveis as condi¢des de adsorcao e eluicdo” (CUATRECASAS et al.,
1968).

A CLAF vem sendo utilizada para purificagdo de biomoléculas, como mostram os
trabalhos desenvolvidos por Mdl et al. (2017) e Alcantara et al. (2017), que utilizaram colunas
supermacroporosas ativadas com o ligante Tris para purificacio da lisozima.

A literatura aponta o uso de carboidratos imobilizados na superficie da fase estaciondaria
para purificacdo de lectinas (proteinas que se ligam de forma especifica e reversivel a
carboidratos e moléculas como glicoproteinas, que contém aguicares em sua estrutura). A CLAF
¢ a técnica mais indicada e utilizada para purificacdo de lectinas, devido a caracteristica exposta

anteriormente (GONCALVES, et al., 2017).
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Gongalves et al. (2016) utilizaram quatro métodos diferentes (ep6xi, base de Schiff,
glutaraldeido e etilenodiamina) para imobilizar um carboidrato (N -acetil- D —glucosamina) na
superficie de criogéis macroporosos e purificar lectina, obtendo maior €xito quando o método
do glutaraldeido foi utilizado. Em outro trabalho, Gongalves e colaboradores (2017) avaliaram
diferentes carboidratos aminados (NN -acetil- D -glucosamina, N -acetil- D -manosamina e N -
acetil- D —galactosamina) imobilizados pelo método do glutaraldeido na superficie da fase
estaciondria para purificacdo de lectinas por CLAF. As matrizes onde N — acetil — D-
manosamina e N — acetil — D- galactosamina estavam imobilizados foram as que apresentaram
os melhores valores de agucares imobilizados por massa seca do adsorvente.

Cuatrecasas e Wilcheck (1968) utilizaram uma coluna de biocitina-Sepharose para
purificacio da avidina por cromatografia de afinidade. A elui¢c@o ocorreu de forma lenta através
da utilizagdo de uma solucdo guanidina-HCl 6M e a avidina encontrou-se muito diluida no
eluido, no devido a utilizagdo de um &cido forte na coluna afetando também capacidade de
adsor¢do (foi diminuida). Heney e Orr (1981) também exploraram a cromatografia por
afinidade para purificacdo de avidina, porém a 2-iminobiotina foi utilizada como ligante para a
avidina. Alguns trabalhos utilizando ligantes de afinidade para purificar a proteina alcancaram
altos rendimentos, porém os ligante utilizados eram de alto valor e baixa vida util. Isso pode

explicar o fato da técnica ndo ser comumente utilizada para purificar a avidina.

1.3.2 Cromatografia por Troca Ionica (CTI)

A cromatografia de troca idnica, € uma modalidade da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e tem sido comumente utilizada ha pelo menos 50 anos com intuito de
separar e purificar proteinas (KARLSSON e HIRISH, 2011). Way e Thompsom foram os
responsaveis pelos primeiros registros da cromatografia de troca idnica, em 1850, quando
observaram que amostras de solo possuiam capacidade de adsorver ions de amdnia e potdssio
de solugdes que as atravessavam (SPADARO, 2006).

A técnica pode ser definida como um fenémeno fisico-quimico em que ha uma troca de
fons entre uma solucdo carregada (fase moével) e um sélido poroso (fase estaciondria)
(GUICHON, 2002). A fase estaciondria encontra-se altamente carregada, e os solutos com
cargas opostas oriundos da fase mével se adsorvem na mesma. Estes podem ser seguidamente

eluidos através do deslocamento por fons que possuem o mesmo tipo de carga, porém, com
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maior for¢a idnica, ou seja, a interacdo desses ions com a fase estaciondria é mais elevada
(SPADARO, 2006).

O processo de troca i0nica € semelhante a uma reacao estequiométrica. Para que haja
adsorcao de determinada quantidade de cargas de uma espécie (positivas ou negativas) a matriz,
a mesma quantidade de cargas da outra espécie deve ser liberada (GALLANT, 2005). Os
distintos graus de afinidade eletrostética entre a fase estaciondria e os fons da fase mével regem
esse tipo de cromatografia (PESSOA E KILIKIAN, 2005).

O processo de separagdo por troca idnica ocorre como demonstrado na Figura 5. No
primeiro estdgio hd um equilibrio entre os trocadores de ions, comumente se utiliza anions e
cations simples como o cloro e o sédio como contra-ions, ou seja, aqueles ions que se encontram
presentes na matriz. O segundo estdgio se da pela aplicacdo e adsor¢ao da amostra, onde os fons
liberados sdo equivalentes aos fons adsorvidos, eles se diferem apenas pela posi¢do e origem
do sitio de troca. O terceiro estidgio ocorre quando as substincias que estavam adsorvidas sao
removidas, ou seja, dessorvidas pela troca do eluente. Esse processo pode ser feito mais
rapidamente através da utilizacdo de um gradiente crescente de concentra¢do de um sal, forca
i0nica. A retirada das substancias que ndo foram eluidas anteriormente sob as condi¢des iniciais
de operacio e o reequilibrio da coluna estdo compreendidos na quarta e quinta etapa. Devido a
diferentes graus de interacdo da substancia com a fase estaciondria é que a separacdo se faz
possivel, sendo que essas interagdes podem ser controladas pela for¢a idnica, eluente, pH dentre

outros (YAGINUMA, 2007).
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Figura 5: Esquema do mecanismo de separag@o por cromatografia de troca idnica.

Fonte: Adaptado de YAGINUMA, (2007).

A CTI é comumente utilizada para purificacdo de proteinas, porque quando comparada
a outros métodos de purificac@o ela apresenta algumas caracteristicas, tais como facilidade da
técnica e de ampliacdo de escala, alta resolucao e capacidade de adsorcao, além da versatilidade,
podendo ser aplicada analiticamente e preparativamente tanto em pesquisa como em industrias
(PESSOA E KILIKIAN, 2005). Devido a diferenca no ponto isoelétrico (plI) entre as proteinas,
¢ amplamente utilizada para recuperacgao e purificacdo dessas macromoléculas, sendo aplicada
nas etapas iniciais do processo de purificacao (FIDELIS, 2011).

Na superficie das proteinas existem grupos com cargas positivas e negativas, sendo as
cargas positivas provenientes principalmente dos aminodcidos histidina, lisina, arginina e das
aminas terminais, ja as cargas negativas se devem ao 4cido aspdrtico e glutamico, e dos grupos
carboxilicos terminais. Para que o processo de purificacdo ocorra, proteinas que possuem carga
liquida negativa devem se adsorver em uma matriz carregada positivamente (troca anidnica) e
aquelas proteinas que possuem carga liquida positiva irdo se adsorver em uma matriz carregada
negativamente (troca catidnica) (PESSOA E KILIKIAN, 2005).

A cromatografia de troca idnica apresenta vantagem quando utilizada para purificacao
de proteinas, pois a adsorcao pode ser facilmente reversivel com as mudancas das condicdes de

processo (FIDELIS, 2011). A técnica j4 foi utilizada com éxito para recuperagdo de lactoferrina
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de soro de leite, purificacdo de lisozima e adsor¢do de 4cido latico (FIDELIS, 2011; FONTAN,
2013; ARCANJO, 2014).
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE UM PROTOCOLO INOVADOR E DE
BAIXO CUSTO PARA PURIFICACAO DE AVIDINA E LISOZIMA DA CLARA DE
Ovo

1. Introducao

Uma diversidade de técnicas tém sido utilizadas para purificacio das proteinas avidina
e lisozima. Dentre elas, a literatura aponta o uso da cromatografia de troca id6nica (FONTAN,
2013; DISMER e HUBUCH, 2007; CUATRACASAS et al., 1968, BRAND et al, 2016),
cromatografia por afinidade (M()L et al., 2017; HAN et al., 2012; CUATRECASAS et al.,
1968), interacdo hidrofébica (ALTINTAS, 2007; DURANCE e NAKAI, 1988), particao
(DIDERICH et al., 2013, SU e CHIANG, 2006), e cristalizacio (ALDERTON e FEVOLD,
1946).

Em relacdo a avidina, trabalhos desenvolvidos para purificacdo da proteina encontram-
se em numero limitado na literatura (DIDERICH et al.,, 2013). Uma das dificuldades
encontradas estd relacionada a sua baixa concentra¢do na clara de ovo. Trabalhos desenvolvidos
para purificacdo da avidina acarretaram na obtencao da proteina com baixo grau de pureza, o
que pode ser atribuido a sua baixa concentragdo na clara de ovo. Outra limitag¢do estd associada
ao custo do processo, através da utilizacdo da cromatografia por afinidade. O alto custo do
ligante e a baixa vida util da fase estaciondria inviabilizam a utilizacdo da técnica
(CUATRECASAS e WILCHECK, 1968; HENEY e ORR, 1981).

A purificagc@o da proteina através da utilizacdo de uma coluna de biocitina-Sepharose
foi testada por Cuatrecasas et al. (1968) com rendimento de 90%. Ao ser eluida, a proteina foi
desnaturada, contudo a renaturacdo foi possivel através da diluicdo. J4 Heney e Orr (1981)
usaram a iminobiotina como um ligante de afinidade para purificar avidina, alcancando entre
95 € 99% de pureza. O alto custo do ligante gera um impasse para a utiliza¢ao da cromatografia
por afinidade. Nos trabalhos citados, os ligantes possuiam alto custo e o nimero de reutilizacdao
da coluna foi baixo (vida util curta), fato este que torna a cromatografia por afinidade um
processo invidvel para obten¢do de avidina em larga escala.

As técnicas cromatograficas com ligantes de afinidade imobilizados t€m sido utilizadas
com €xito para purificagdo da lisozima. Trabalhos para purificagdo da proteina estio reportados
na literatura, como o realizado por Quan et al. (2009), que estudaram a purificagdo dalisozima

através da utilizacdo de microesferas macroporosas de silica contendo tris imobilizado. A
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matriz apresentou-se especifica para a proteina, além de ser reproduzivel e estavel, sendo
utilizada por 20 ciclos e para testes durante 6 meses.

Mol et al. (2017) e Verissimo et al. (2017) utilizaram o tris imobilizado em criogéis
supermecroporosos para purificagdo da lisozima. Em ambos os trabalhos a proteina foi
purificada, alcangando-se respectivamente 72% e até 92% de pureza. Além do grau de pureza
elevado, o ligante utilizado era de baixo custo, fator relevante para qualquer, e a proteina foi
purificada através de um processo com uma tnica etapa.

Estratégias menos onerosas, com menor nimero de etapas e que resultem na obtenc¢do
da avidina e da lisozima com alto grau de pureza devem ser buscadas, viabilizando a obtencao
das proteinas em maior escala. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um
protocolo integrado para purificacio da avidina e da lisozima presentes na clara de ovo.
Inicialmente, foi utilizado uma coluna ativada com Tris para captura especifica da lisozima. Em
seguida, foi utilizada uma coluna de troca catidnica para captura da avidina presente na solu¢do

contendo as proteinas que nao foram adsorvidas na etapa anterior.

Palavras-chave: avidina, lisozima, purificacao.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

Para a producao dos criogéis foram utilizados os mondmeros acrilamida (AAm, 99%),
N, N'-metileno-bis-acrilamida (MBAAm), persulfato de amoénio (APS), N, N, N’, N'-
tetrametilenodiamino (TEMED, 99%), alil glicidil éter (AGE, 99%), acido 2-acrilamido-2-
metil-1-propanosulfonico (AMPSA), tris (hidroximetil) aminometano (TRIS), as proteinas
lisozima e avidina, todos adquiridos da Sigma-Alderich (St. Louis). Ainda foram utilizadas
solu¢des de Tris-HCI, borohidreto de sdédio, carbonato de sédio, tampao fosfato de sédio,
tampao fosfato de potdssio, acetonitrila, 4cido trifluoracético (TFA), dodecil sulfato de sédio
(SDS), corante azul de comassie G 250, metanol, B-mercaptoetanol e acido acético. Os
reagentes quimicos utilizados para realizacdo do experimento possuem, no minimo, grau de
pureza PA. Agua ultra pura (Sistema Milli-Q, Millipore EUA) foi utilizada em todos os
experimentos necessdrios para o preparo das solucdes.

Para ativacdo das colunas supermacroporosas foram utilizados como reagentes: solu¢ao
de diperiodato cuprato de potéssio (solucdo de Ks[Cu(HIOg)2]): sulfato de cobre pentahidratado
(CuSOs .5H20), periodato de potéassio (KIOs), persulfato de potdssio (K2S20s5), KOH

(hidréxido de potdssio), solu¢do de NaOH, dgua deionizada ultra pura.

2.2 Métodos
2.2.1 Sintese dos Criogéis

A metodologia utilizada para a produgdo dos criogéis foi adaptada a metodologia
proposta por Kumar et al. (2006) e Yao et al. (2006). Dessa forma, uma solu¢do aquosa
contendo 8% (m/m) de mondmeros (1,185 g de AAm, 0,3175 g de MBAAm e 1 mL de AGE)
foi preparada, dissolvendo-os em 25 mL de dgua deionizada e desgaseificada sob vacuo durante
10 min. Para o criogel de troca catidnica, utilizou-se um volume de 0,25 mL de AGE. Em
seguida, a solucao foi resfriada em banho de gelo por 5 min. Os criogéis foram produzidos pela
reacdo de polimerizacdo iniciada por TEMED e APS. Apés o resfriamento da solucdo, 48 uL.
de TEMED foi adicionado a mistura e agitada por 1 min. Subsequentemente, 100 uLL de APS
foi adicionado a mistura e novamente agitada por 1 min. A mistura reativa foi vertida em
colunas cromatogréficas com 10 mm de didmetro interno e 200 mm de altura (Tricorn 10/200,

GE Healthcare®) previamente climatizadas em banho termostético (Ultracriostato Quimis
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Q214S, Sao Paulo) contendo etanol a temperatura de (-12 + 0,1 °C). As colunas foram mantidas
nesta temperatura por 24 h, para em seguida serem descongeladas em refrigerador (temperatura
de aproximada de 4 °C). Apds o descongelamento, as colunas foram lavadas com 200 mL de
dgua desionizada ultrapura através da utilizacdo de uma bomba peristaltica (BT/F Series
Intelligent Displaying) a uma vazdo de 1 mL/min. Apds a lavagem, os criogéis foram secos em
estufa BOD a temperatura de 40 °C e armazenados em ambiente seco até 0 momento de sua

utilizagao.

2.2.2 Ativacao do criogel com TRIS

Para ativacdo do criogel de afinidade, utilizou-se a metodologia adaptada de Quan et al.
(2008). Inicialmente, o criogel foi imerso em metanol (30 mL) a temperatura ambiente durante
6 h. Em seguida foi imerso em 50 mL de uma solu¢do de fosfato de potéssio (2,5 mmol / L, pH
9,0) contendo 18,8g tris hidroximetil aminometano a temperatura de 60 ° C, por um periodode
48 h. Apds esse tempo, o criogel foi imerso em 50 mL de uma solucdo de carbonato de sodio
(0,2mol /L, pH9,2) contendo 5,78 g de borohidreto de s6dio. Ao final desse processo, o criogel

foi lavado com dgua ultrapura para remocao de agentes de ativacdo residuais.

2.2.3 Ativacao do criogel com AMPSA

O diperiodato cuprato de potédssio (DCP) foi utilizado como solugdo iniciadora,
conforme metodologia adaptada de Savina et al. (2005). Para o preparo da solucdo de
diperiodato cuprato de potéssio (Ks[Cu(HIOgs)2]), com concentragdo final de Cu (III) igual a
0,0562 mol - L', sulfato de cobre penta-hidratado (3,54 g), periodato de potdssio (6,82 g),
persulfato de potéssio (2,2 g) e hidréxido de potassio (9,0 g) foram solubilizados em 250 mL
de 4gua deionizada. Essa mistura foi levada a ebuli¢do por 40 min, resfriada a temperatura
ambiente (25° C) e filtrada em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi diluido com &4gua
deionizada para 250 mL, para posterior uso.

Para a ativacdo dos criogéis, utilizou-se a mistura de uma solugdo de NaOH 1,0 mol / L
e diperiodato cuprato de potdssio, na propor¢do de 1:3. A mistura foi bombeada através dos
criogéis em circuito fechado durante 90 min (recirculacdo) a uma vazao de 1,0 mL / min e a
temperatura de (45 = 0,2) °C foi mantida, utilizando-se uma estufa BOD (Ultracriostato Q214S,
Quimis, Sdo Paulo). Apods isso, 25 mL de solugdo de AMPSA (2,0 mol / L) foi bombeada
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através do criogel em circuito fechado a uma vazdo de 1 mL / min e temperatura de (45 £+ 0,2)
°C por 2 h. Em seguida, 200 mL de HC1 (0,1 mol -L!) foram bombeados através da coluna a
uma vazdo de 1 mL - min"' & temperatura de 45 ° C. Por fim, 400 mL de 4gua deionizada foram
bombeados a mesma vazdo e temperatura ambiente para lavagem da coluna e remoc¢ao de

reagentes livres. A coluna foi armazenada em recipiente e local seco até o momento do uso.

2.2.4 Determinacao do grau de ligacao (G), densidade (D) e rendimento (E) do processo

de ativacao para o criogel de troca cationica

Foram determinados o grau de ligacdo (G), a densidade de ligacdo (D) e a eficiéncia de
ligacdo (E) (SAVINA; MATTIASSON; GALAEV, 2005) a fim de avaliar-se a eficiéncia no
processo de ligacao dos criogéis de troca catidnica. Para determinagdo desses parametros foram
utilizados mondlitos produzidos em seringas plésticas. Os cdlculos desses pardmetros foram

feitos utilizando-se as equacdes abaixo:

(m1 — mo) (1)
G=—""x100
my
D(mol) _ (m1 — mo) 1 (2)
Kg my MM gppsa
(m1 — mo) (3)
E=—"—""x100

onde mp é a massa (g) do criogel original desidratado, m; € a massa (g) do criogel ativado
desidratado, m> € a massa (g) de AMPSA que escoou através do criogel e MM massa molar (g

/ mol) do AMPSA.

3.0 Caracterizacao dos Criogéis
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3.1 Capacidade de Inchamento

A capacidade de inchamento (S) dos criogéis, por imobiliza¢do do Tris e por enxertia do
AMPSA foi avaliada secando-se os mondlitos em estufa até peso constante. Apds secos, eles
foram levados ao dessecador para esfriarem (25° C) e suas massas verificadas. Em seguida, os
criogéis foram reidratados, por imersdo em 50 mL de dgua (25° C), por 24 h. Decorrido este
tempo eles foram retirados da dgua e tiveram suas massas novamente registradas. A equacao

(4) foi utilizada para o calculo do valor de (S) (SAVINA; MATTIASSON; GALAEV, 2005).

Sg/gy =" @)
ms

Em que m,, corresponde a massa (g) do criogel saturado com dgua e m; corresponde a massa

(g) do criogel desidratado.
3.2 Grau de Expansao (ED)

O grau de expansdo (ED) do criogel € util para conversdo entre a massa do criogel
desidratado (armazenado) e seu volume hidratado (quando em uso). Os criogéis ativados foram
desidratados e tiveram suas massas determinadas. Depois, foram saturados com dgua ultrapura
durante 24 h. Ap6s hidratados, foram transferidos para uma proveta graduada contendo um
determinado volume de dgua (V1) e o novo volume final (V2) foi determinado. A diferenca

entre V2 e V1 foi utilizada para calcular o grau de expansado do criogel, apor meio da equagao 5.

Vy—

V1 (5)

ms

ED (mL/g) =

em que V; € o volume inicial de 4gua na proveta (mL); V>¢é o volume final de 4gua na proveta

(mL) ap6s a mesma comportar o criogel, e myé a massa do criogel desidratado (g).
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3.3 Distribuicao de tempos de residéncia (DTR)

As medidas da distribuicao de tempos de residéncia (DTR) foram realizadas utilizando
o método de pulsos de um tragador (acetona), de acordo com Mol et al., (2017). Agua ultrapura
foi bombeada sob diferentes vazdes (0,5 a 8§ mL/min) e um pulso de tragador (100 pL. de uma
solucdo de acetona 5% v/v) foi injetado na coluna, onde a resposta correspondente na saida da
coluna foi medida por um detector de radiagdo na regiao do UV (280 nm).

Os tempos de reteng¢do (t;) e as variancias (02) para os pulsos observados foram
calculados utilizando-se método dos momentos. Foi calculado o primeiro momento estatistico

(ou tempo de retencdo) para os pulsos injetados de acordo com Equacao 6:

o1 ti AbsiAt;
Mi=tR="Sn apsac
i=1 =k (6)

Onde: M€ o primeiro momento estatistico (s), corrigido considerando-se o volume vazio do
equipamento, tr € o tempo de retencdo (s), t; € o tempo (s) em que a i-ésima observacao foi
registrada, At; é o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-€sima observagdo (para 1> 2)
e Abs; é a absorbancia registrada no tempo t;.

O segundo momento, que representa a variancia da DTR, centrada no valor do tempo

de retenc¢do calculado no primeiro momento, é dado pela Equacao 7:

Z’il_itzﬂbsiAti
Z?zlAbSiAti

(7)

Mz :0'2

IR

42
tR

onde: M2 € o segundo momento estatistico (s?), corrigido considerando-se o volume
vazio do equipamento, 62 € a varidncia do pulso observado (s?), fi € o tempo (s) em
que a i-ésima observagdo foi registrada, Afi € o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima
e a (i-1)-ésima observacdo (para i > 2), Absi € a absorbancia registrada no tempo ti e tr €
o tempo de retenc¢do do pulso observado (s).

O efeito que o préprio equipamento poderia gerar nas medidas realizadas foi corrigido
para o primeiro e segundo momentos determinados, usando-se valores experimentais nas

mesmas condi¢des avaliadas, porém sem o criogel.
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3.4 Porosidade

A porosidade serd determinada através da Equacdao 8 (FURUSAWA; SUZUKI;
SMITH, 1976).

T (8)

onde & € a porosidade total da coluna, t; € o tempo de residéncia, L € o comprimento da coluna

e U € a velocidade de escoamento da fase mével.
3.5 Dispersao Axial
Uma vez determinados t: € 62, o coeficiente de dispersdo axial aparente para

cada velocidade de escoamento estudada serd calculado por regressdo ndo-linear, resolvendo-

se a Equacdo 9.

ot D D 2 —ul
FR-_Z(UL)_Z(UL) [1_exp(m)] (9)

onde Dax € o coeficiente de dispersao axial aparente (m?/s), e u é a velocidade intersticial do
fluido através do criogel (u = Uer), onde er é a porosidade do criogel e U € a velocidade de

escoamento do liquido.
3.6 Altura equivalente a pratos tedricos (AEPT)

Os valores da altura equivalente de pratos teéricos (AETP) serd calculado conforme a

Equagao 10:

2
AETP =L t‘tz (10)
T
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3.6 Permeabilidade hidraulica

A queda de pressdao hidrostatica (APw) através da coluna foi medida em um
cromatégrafo liquido (Akta Pure, GE Healthcare, Suécia) utilizando-se dgua deionizada em
diferentes velocidades superficiais (0,6 a 12,7 cm/min). A permeabilidade hidraulica (Kw) foi

determinada por regressdo linear da equagdo de Darcy (Eq. 11):

Asz_llw U (11)

L Kuw
Em que u. (Pa/s) representa a viscosidade da dgua; L (cm) € o comprimento da coluna e U

(cm/min) € a velocidade superficial da fase mével. O experimento foi repetido com a coluna

sem o criogel para correcao do efeito da queda de pressdo devido ao equipamento e tubulacgoes.

3.7 Capacidade ionica do criogel ativado com AMPSA (A)

A capacidade maxima de trocar cdtions que o criogel possui € expressa pela capacidade
i6nica do mesmo. Para sua determinacdo um método titulométrico foi utilizado. Trés criogéis
produzidos em seringas foram desidratados e cortados com o auxilio de uma Iadmina de ago inox
em pedacos cubicos de cerca de 2,0 mm de aresta, sendo homogeneizados para que a utilizagdo
fosse aleatéria. Em trés tubos de centrifuga de 50 mL foram pesados aproximadamente 50 mg
de criogel e adicionados 45 mL de uma solugdo de HCI 1,0 mol / L. Os tubos foram mantidos
sob agitacdo orbital por 12 h a 25 rpm e temperatura ambiente. Em seguida, a solu¢do foi
retirada e os criogéis que estavam nos tubos foram submetidos a uma tripla lavagem com 45
mL de dgua deionizada seguido de agita¢do dos tubos por 3 h. Antes de cada lavagem, os tubos
contendo os pedacos de criogel foram rinsados com aproximadamente 90 mL de dgua para
retirada do excesso de fons H* livres em solugao.

Os tubos foram levados para secagem a (60 + 2) © C por 24h, resfriados e acrescentou-
se 45 mL de uma solucdo de NaCl 2,0 mol / L deixando-se em agitag@o orbital por 12 h a 25
rpm. Uma aliquota de 40 mL de solucdo foi retirada de cada um dos tubos e titulada com uma
solugdo de NaOH 0,01 mol / L padronizada. A solugdo de NaCl também foi titulada,

representando o branco da andlise. O nimero de fons H* quantificados foi igual ao nimero de
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fons Na* trocados com o criogel. A capacidade idnica total do criogel em termos de massa de

criogel desidratado (Am), expressa em mol / kg foi determinada por meio da equacao 12.

Vi Myaon f Viaon Myaon fV Naon (12)
m amostra NaCl

Em que: V; € o volume total de solu¢dao de NaCl colocada no tubos (L), m € a massa de criogel
desidratado no tubos (kg), Mnawon € a concentragdo da solucdo de NaOH utilizada para a
titulacdo (mol-L™), £ é o fator de correcdo da solucdo de NaOH, Viaon é 0 volume da solugdo
de NaOH gasta na titulacdo e V € o volume de solucgdo titulada com NaOH (L). Os parénteses
com a notagdo ‘amostra’ indicam a solucio salina apds o contato com o criogel e os parénteses
com a notacdo ‘NaCl’ indicam a solu¢do salina antes do contato com o criogel.

A capacidade i6nica total do criogel hidratado (A) foi determinada de acordo com a

equagdo 13:

A= D (13)
ED

Em que: Amé a capacidade i0nica total por massa de criogel desidratado (mol / kg) e ED é o

grau de expansio do criogel (L / kg).

4. Estratégia de captura da avidina e lisozima da clara de ovo

4.1 Preparo da clara de ovo

Para captura da avidina e lisozima da clara de ovo, foram utilizados ovos de galinha.
Primeiramente, a clara foi manualmente separada da gema e filtrada utilizando uma peneira
plastica com diametro de 5,0 cm e malha de 1,0 mm, para remogao da chalaza. Em seguida, as
claras foram homogeneizadas em alta pressio (Homogeneizador Emulsiflex/C5 da
Safetyglass), sendo submetidas a trés ciclos de homogeneiza¢do a uma pressao de 250 Bar.
ApO6s essa etapa, centrifugou-se as claras a 12000 x g por 10 min, a temperatura de 4 ° C.
Recolheu-se o sobrenadante, que foi filtrado a vicuo em membrana de acetato de celulose

(diametro de poro de 1,2 um). O sobrenadante foi diluidas com tampao fosfato de sédio 0,02
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mol-L"! na propor¢io de 1:4 e o pH ajustado para 7,5, pois esse valor encontra-se distante do
ponto isoelétrico (pl) da lisozima (plisozima: 10,7), favorecendo a interagdo da proteina com o

ligante imobilizado no criogel de afinidade.

4.2 Procedimento experimental

Estudo da captura da lisozima

Para a captura da lisozima utilizou-se um criogel ativado com Tris. O processo adsortivo
foi conduzido utilizando-se clara de ovo na diluicdo 1:4 como solu¢do de alimentacdo; utilizou-se
como fase mével tampao fosfato de sédio 0,02 mol / L, pH 7,5 a uma vazao constante de 3 mL /
min. A fase mével foi continuamente monitorada por um detector UV-Vis (280 nm).

Inicialmente a coluna foi equilibrada com 4 volumes de coluna (VC) de tampao fosfato
de sddio, em seguida 30 mL da solugdo de alimentacdo foi bombeada através da coluna. Utilizou-
se 4 VC de tampao nas mesmas condicOes descritas anteriormente, para lavagem da coluna
(retirada do material que nao foi adsorvido), até que a linha de base fosse estabilizada. Para a
dessorcao das proteinas que foram adsorvidas, utilizou-se tampao fosfato de s6dio 0,02 mol / L
acrescido de cloreto de sodio (NaCl) 1M. O eluido foi armazenado para posteriormente ser
analisado em HPLC. O reequilibrio da coluna foi realizado com 4 VC da fase moével, para que o
tampao de eluicdo (fosfato de sédio 0,02 mol / L acrescido de NaCl 1M) fosse removido. Apds o
reequilibrio a coluna estava novamente pronta para uso. A solucdo que passou pela coluna
contendo as proteinas ndo adsorvidas, denominada FMSL, foi armazenada para ser usada como

solucdo de alimentacio na etapa de captura da avidina (segunda etapa do experimento).

Estudo da captura da avidina

Inicialmente equilibrou-se a coluna com 4 VC de tampao fosfato de s6dio 0,02mol / L.
Em seguida, 30 mL da solugdo FMSL, com pH ajustado utilizando solucdo de HCI 1M ou
NaOH 2M (dependendo da necessidade) para os valores de 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0 foram
bombeadas pelo criogel funcionalizado com AMPSA (troca catidnica) para captura daavidina.
Em seguida, a coluna foi lavada com 4 VC de tampao fosfato de sédio 0,02 mol / L para retirada

do material ndo adsorvido. A dessor¢do foi realizada com uma solucao tampao fosfato de sédio
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0,02 mol / L acrescida de NaCl 1 mol / L, com pH ajustado aos valores anteriormente citados.
Finalmente, ap6s a dessor¢do, equilibrou-se a coluna com 4 VC de tampao-fosfato 0,02 mol /
L para uso posterior. Todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente, em triplicata

utilizando-se o sistema Akta-Pure.

4.3 Determinacio da concentracao da avidina e da lisozima

A quantificag@o da avidina e da lisozima foi realizada de acordo com Liao et al. (2001),
utilizando-se uma coluna de fase reversa (C18 Shim-pack GIST/GISS Series, 250 x 4,6 mm,
Shimadzu), através de um gradiente de acetonitrila e TFA 0,1% (4cido trifluoroacético) como
fase mével, acoplada ao sistema Akta Pure, com detector UV-Vis e comprimento de onda de
280nm. O procedimento foi realizado a uma vazao de 0,5 mL/ min, a temperatura ambiente (25
° C). Uma curva de calibracdo foi preparada utilizando-se solu¢des de lisozima e outra
utilizando solucdes de avidina, em diferentes concentragdes, a fim de determinar-se a
concentracdo de cada uma das proteinas estudadas nos eluidos coletados. O gradiente utilizado

para quantificacio das proteinas esta apresentado na Tabela 5:

Tabela 5: Programacdo do gradiente da fase movel utilizado para elui¢do das proteinas

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

Fonte: LIAO et al., 2001.

4.4 Determinacio da concentracao total de proteinas

O conteudo total de proteinas foi determinado espectrofotometricamente, de acordo com

o método de Bradford (1976). A absorbancia foi determinada utilizando-se um
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espectrofotometro (Modelo Libra S70, Biochrom, Cambridge, Inglaterra) em comprimento de
onda de 595 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 10 mm e volume
nominal de 1,0 mL. A curva de calibracdo foi elaborada com solu¢des de BSA (albumina do

soro bovino) a diferentes concentragdes.

4.5 Determinacio da atividade enzimatica da lisozima

A atividade enzimdtica da lisozima nos eluidos da coluna de afinidade (criogel ativado
com TRIS) foi determinada pelo método de Shugar (1952), através da utilizacdo de um kit
comercial, Lysozyme Activity Kit (cdigo LY0100) da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

Uma solugdo de Micrococcus lysodeikticus de aproximadamente 0,1% m/v foi
preparada em solvente oferecido no Kit. Pipetou-se 800 puL dessa solu¢do e em seguida
acrescentou-se 30 pL. das amostras dos diferentes eluidos contendo as lisozimas, o que também
foi realizado para as amostras da alimentacdo. O branco foi constituido de 30 puL. do solvente
oferecido no Kit. A absorbancia foi monitorada em espectrofotdmetro a medida que decrescia,
por um tempo de 5 min em comprimento de onda de 450 nm, para que se obtivesse a velocidade

linear méxima (AA4so/min). A atividade enzimética (U / mL) foi calculada por meio da equagao

14:

(4Ass0 /min)amostra — (4Asso/min)branco (14)

Ativ. = 0,001x0,03 x (df)

Em que df é o fator de diluicao.
Uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de

produzir um decréscimo de 0,001 na densidade 6ptica por minuto.

4.6 Recuperacao e fator de purificacao

Para a verificacao da eficiéncia do processo de purificagdo das proteinas estudadas, foi
determinada a recuperacao (Rp) dos eluidos contendo avidina e lisozima adsorvidas ao criogel

de troca idnica e de afinidade respectivamente. A recuperacdo (Rp) de cada proteina foi
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calculada como razdo entre a massa de proteina que entrou no leito e a massa recuperada na

eluicdo, por meio da equagdo 15

x100= _______ x100 (15)

Em que: myper € a massa de avidina ou lisozima que percolou a coluna (mg), m.., é a massa de
avidina ou lisozima recuperada na elui¢do, Cp é a concentracdo de avidina ou lisozima na
solucdo de entrada (mg-mL™!) e Vper é o volume de solugio de alimentagio que percolou o leito
(mL).

A determinac¢do do grau de pureza da avidina e da lisozima foi realizada com relacdo as

proteinas totais, por meio da equacao 16:

mprot (av ou lz) 16
Pprot (%) = —————x 100 (16)

Mprot total

Em que: myis € a massa de lisozima extraida (mg) € mpror oral € @ massa de proteina total obtida
na extragdo (mg).

O fator de purificacio (Fp) também foi determinado em termos de massa (Fp,m), sendo
dado como a razdo entre a pureza da avidina ou da lisozima no eluido e a pureza de avidina ou
lisozima na solucdo de alimentacdo (equagdo 17). Também determinou-se em termos de
atividade (somente para a lisozima, Fp aii), sendo a razdo entre a atividade da lisozima no eluido

e a atividade especifica na alimentacdo (equagdo 18):

F . Pproteina,elu (17)
Pm = p———
proteina,ali
F _ Aesp lisozima,elu (18)
P,ali - A

esplisozima,ali
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4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese descontinua (SDS-PAGE) foi realizada usando um sistema de
eletroforese vertical (BioRad, CA, USA) a uma tensdo de 100 V. O gel de empilhamento foi
sintetizado a concentracdo de 4% de poiliacrilamida em tampao Tris-HCI (1,0 mol / L, pH6,8)
e o gel de separacdo a concentracdo del2% de poiliacrilamida em tampao Tris-HCI (1,5 mol
L, pH 8,9).

Aliquotas de 100 uL das amostras dos eluidos do criogel de cada criogel (afinidade e
troca cationica) foram misturadas com 500 pL de solucdo tampao desnaturante (glicerol, Tris-
HCI), SDS (dodecil sulfato de sédio), B-mercaptoetanol e azul de bromofenol)), levadas ao
banho termostético a temperatura de 90 ° C por 10 minutos para desnaturacdo das amostras.
Volumes de 40 uL foram aplicados no gel de separacido, sendo a eletroforese conduzida a 100V.
ApOs a corrida, as proteinas foram fixadas ao gel utilizando-se uma solug¢do de metanol e 4cido
acético (proporcao de 1:4) por 12 h. Apds a fixacdo utilizou-se solucdo corante contendo
Comassie Blue (G 250) dissolvido em uma mistura de 50% de etanol e 2% de acido acético,
durante 24 h. A descoloragcdao foi realizada durante a noite (overnight) com uma solucio

contendo metanol e dcido acético, proporcao de 1:2.

5. Resultados e Discussao

5.1 Avaliacao das caracteristicas do criogel

Capacidade de inchamento (S) e grau de expansado (ED)

Para o presente trabalho os valores de capacidade de inchamento foram de 15,15 + 0,82

kg/kg e 19,56 + 1,24 kg/kg (criogéis de afinidade e de troca catidnica, respectivamente). Os

valores aqui encontrados indicam a quantidade de d4gua necessdria para hidratar completamente
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1 Kg de criogel, trata-se da medida do quanto essa matriz pode expandir-se (CARVALHO et
al., 2014). Esses valores estdo proximos ao encontrado por Paganoto (2014) e por Verissimo et
al. (2017) que também utilizaram criogéis de poliacrilamida, onde obtiveram 13,73 kg / kg e
14,55 kg / kg.

J4 o grau de expansdo (ED) encontrado foi de 18,34 +£2,99 L / kg (afinidade) e 21,05 +
0,41 L/ kg (troca catidnica). O AGE (alil glicidil éter) foi adicionado em diferentes quantidades
na formulagdo dos criogéis de afinidade (1 mL) e de troca catidnica (0,25 mL), esse composto
apresenta caracteristica hidrofébica, tendendo a repelir a 4gua que estaria presente nos poros.
A presenga dessa dgua nos poros € que permite-nos mensurar 0 quanto a matriz consegue
expandir-se, dessa forma a utilizacio de uma maior quantidade de AGE na formulacido do
criogel de afinidade impactou em menor valor de ED do que no criogel de troca catidnica devido
a essa hidrofobicidade conferida a matriz. Ao repelir a 4gua dos poros a expansdo da matriz foi
“limitada”, o que ndo deixou de ocorrer no criogel de troca catidnica, porém em menor
intensidade, visto que, a quantidade do mondmero (AGE) utilizada foi quatro vezes menor que
na matriz de afinidade. Para o criogel de afinidade o valor de ED estd proximo ao encontrado
por Mdl (2016), em seu trabalho utilizando um criogel ativado da mesma forma que nesse
trabalho. O valor encontrado para 0 mesmo pardmetro no trabalho desenvolvido por Gongalves

et al. (2016) foi de 25,12 L / kg quando utilizaram um criogel de poliacrilamida.

Porosidade

A porosidade de um criogel pode ser definida, de forma geral, como a capacidade que
ele tem de armazenar fluidos em seus espagos interiores (PLIEVA et al., 2004a e 2004b). O
método utilizado para determinagdo da porosidade dos criogéis foi baseado em FURUSAWA
et al. (1976). Na figura 6 estdo representados os dados experimentais do tempo de residéncia
em funcdo de (L/U), obtidos utilizando-se pulsos de acetona e d4gua como fase modvel para o
criogel ativado com AMPSA e para o criogel ativado com Tris. A porosidade do leito (criogel
ativado com AMPSA) foi de aproximadamente 0,9069, e para o criogel ativado com Tris de
0,7935. Tais valores indicam que a 4gua livre, aquela que estd dentro de todos os poros,
encontra-se em aproximadamente 91% e 79% da massa dessas matrizes. A porosidade da
coluna de troca i0nica foi maior que a da coluna de afinidade devido a quantidade de AGE (alil
glicidil éter) utilizado. O AGE aumenta a polimerizacdo durante o processo de sintese do

criogel. Assim, o fato de ter sido utilizada em quantidade quatro vezes maior no criogel de
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afinidade (ImL) do que no de troca catidnica (0,25mL) pode ter acarretado em maior
polimerizacdo, possivelmente, a “rede” de mondmeros do mondlito apresentou-se mais
entrelagada, o que acarretou em menor porosidade na coluna de afinidade. Aliado a essa
possibilidade, a polimerizacdo por enxertia do AMPSA nesse trabalho ndo apresentou-se alta
(34,15%), mesmo que as moléculas desse composto apresentem grande tamanho, a
polimerizacao das moléculas na superficie do criogel nao foi capaz de promover uma reducao
significativa sobre a porosidade da coluna. O mesmo pode ser observado no trabalho de Yao et
al., 2007, quando trabalharam com criogel ativado com AMPSA para troca catidnica, obtendo
porosidade de 85% para o mondlito.

O resultado encontrado nesse trabalho para o criogel de troca idnica (90,62%) estd de
acordo com valores encontrados por FONTAN (2013), PLIEVA (2004a e 2004b). Ja para o
criogel de afinidade o valor foi um pouco menor do que o encontrado por MOL (2016), mas
préximo ao obtido por PAGANOTO (2014) e ao encontrado por outros autores que trabalharam
com criogéis de poiliacrilamida (ARDVISSON et al., 2002; Yao et al., 2006a e 2006b;
DAINIAK, 2006), que apresentaram valores variando entre 70 e 85%.
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Figura 6: Dados experimentais para (L/U) / s versus tr (®) para pulsos de acetona, utilizando-

se o método dos momentos. Criogel de troca idnica (—), criogel de afinidade (- - -).
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Distribuicao do tempo de residéncia, dispersao axial e altura equivalente a pratos tedricos

Agua foi utilizada como fase mével para determinacgio das curvas de distribuicio do
tempo de residéncia (DTR), quando se utilizou pulsos de acetona na coluna. A DTR foi
determinada variando-se a velocidade superficial da fase mével, utilizando-se vazdes de 1 a 7
mL / min. As curvas correspondentes a DTR podem ser observadas na Figura 7.

Avaliando-se os perfis das curvas para os dois criogéis, nota-se que a medida em que a
velocidade superficial aumenta, os picos se tornam mais estreitos. O grau de mistura no
escoamento através do leito monolitico € representado pela dispersdo axial. Através da
observacdo das curvas de DTR (Figura 7) pode-se observar que quanto menor a vazao maior a
largura da base do pico. Quanto menor a largura da base do pico, mais simétricas sdo as curvas,
significando que houve um menor grau de mistura durante o escoamento da fase movel que

percolou o leito. Percebe-se ainda que as curvas obtidas foram simétricas, o que pode ser
atribuido a homogeneidade na estrutura dos poros e tamanho uniforme dos mesmos. De acordo
com Yao et al. (2006a), a assimetria nas curvas de DTR esta diretamente relacionada a uma
estrutura porosa nao homogénea ou a falta de uniformidade na distribui¢do dos poros que sdo

formados no criogel durante o processo de produgdo, acarretando em uma mistura e dispersao
intensas dentro da coluna.
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Figura 7: Curvas de DTR para pulsos de acetona em (A) criogel ativado com AMPSA e (B)
criogel ativado com Tris, utilizando dgua como fase modvel a diferentes velocidades de
escoamento.

Os coeficientes de dispersdo axial (Dax) em fungdo da velocidade superficial da fase
movel correspondente as duas colunas de criogel sdo apresentados na Figura 8. Para a coluna
de troca i6nica os valores de Dax variaram de 0,0128 e 0,5958 cm*/min e para a de afinidade
entre 0,0954 e 0,739 cm?/min. Observa-se que 4 medida que velocidade superficial do liquido
aumenta, o coeficiente de dispersdo axial também aumenta. Esse mesmo comportamento foi
reportado por Yao et al. (2006a). Os valores para o Dax (bem como sua variagao) foram baixos,
indicando que o grau de mistura na coluna no momento em que a fase mével percolava o leito
ndo foi intenso, o que € desejavel. Os resultados desse trabalho estdo similares aos obtidos por

Fontan (2013), Mol (2016), Yao et al. (2006a e 2006b) para criogéis sintetizados a partir de
acrilamida e bis-acrilamida.
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Figura 8: Coeficientes de dispersdo axial (Dax) para criogéis de poiliacrilamida, (e) criogel
ativado com AMPSA e (0) criogel ativado com Tris, utilizando apulsos de cetona a diferentes

velocidades superficiais de escoamento.

A altura equivalente a pratos tedricos (AETP) foi outro parametro calculado para as
diferentes velocidades de escoamento da fase mével. A AETP refere-se a altura equivalente a
um estégio de equilibrio em uma coluna cromatogréfica. E como se a coluna fosse dividida em
“estagios”, cada estagio corresponde a uma determinada regido da coluna onde existe um
equilibrio entre a concentracdo de soluto na fase mével e a concentracdo de soluto na fase
estaciondria, sendo a altura do estdgio equivalente a uma AETP. Esse pardmetro € um indicativo
do qudo eficiente pode ser a coluna cromatografica. Quanto menor o valor encontrado para a
AETP mais eficiente serd a mesma. Os valores encontrados foram préximos entre si, variando
entre 0,122 e 0,168 cm para o criogel ativado com AMPSA e entre 0,100 e 0,148 cm para o
criogel ativado com Tris, como pode ser observado na Figura 9. Tais valores indicam que a
velocidade de escoamento da fase mdvel exerce um efeito pequeno sobre a AETP. Os valores
encontrados para o criogel ativado com TRIS foram menores que os encontrados por Mdl et al.
(2017), quando trabalharam com um criogel de afinidade para purificacao da lisozima (variaram
entre 0,370 e 0,454 cm), mas maiores que os encontrados por Verissimo et al. (2017). Para o

criogel de troca catidnica os resultados do parametro no presente trabalho foram maiores que
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os reportados por Machado et al. (2015), que obtiveram os valores de HETP entre 0,08 e 0,13
cm e que os encontrados por Per¢in et al. (2015) (valores de AETP entre 0,4 e 0,6 mm), quando
trabalharam com criogéis de troca cationica.

De modo geral, os valores desse trabalho encontram-se baixos, indicando que os
criogéis (de afinidade e troca catidnica) apresentam baixa dispersdo axial, o que é compativel
com o relato de Plieva et al. (2004b), que diz que o transporte em colunas de criogel estd

relacionado especialmente ao fluxo convectivo e ndo ao difusivo.
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Figura 9: AETP em funcdo das diferentes velocidade superficiais da fase mével para (@) criogel

ativado com AMPSA e (o) criogel ativado com Tris.

Permeabilidade ao escoamento

A permeabilidade ao escoamento de um meio expressa a capacidade que ele possui em
deixar-se atravessar por fluidos. Esse parametro esta relacionado a resisténcia da coluna frente
ao escoamento dos fluidos através dela. Na Figura 10 estdo apresentados os resultados
experimentais referentes a queda de pressao hidrostdtica em fun¢do da velocidade superficial

de escoamento.
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Para o criogel de troca catidnica o valor de Ky encontrado foi de 2,0 x 10™"* m* e para o
criogel de afinidade o valor foi de 3,34 x 10> m?. O valor desse pardmetro indica que quanto
maior o valor calculado, menor a resisténcia ao fluxo. Yao et al, (2007) trabalhando com
criogéis de troca catidnica encontraram valores de 0,96 x 10" e 0,47 x 10 quando utilizou
solu¢des de AMPSA a concentracdo de 1M e 2 M respectivamente, enquanto que Carvalho et
al., (2014) encontraram um Ky de 4,70 x 10™"°. Mdl et al. (2017) e Alcantara et al. (2017)
encontraram o valor de Ky igual a 5,9 x 10'13, trabalhando com criogéis de afinidade. Os valores
encontrados no presente trabalho encontram-se similares aos reportados na literatura.

A estrutura com grande nimero de poros bem como os grandes poros interconectados
sdo fatores que contribuem diretamente para a baixa resisténcia ao fluxo, o que possibilita que
criogéis supermacroporosos sejam utilizados como fase estaciondria em técnicas
cromatograficas, podendo-se ainda empregar altas vazdes sem que elevados valores de pressao
sejam atingidos. O tamanho elevado dos poros e a interconectividade dos mesmos favorece para
que a transferéncia de massa ocorra principalmente por conveccao. A resisténcia a transferéncia
de massa € praticamente negligencidvel, devido ao fluxo predominantemente convectivo da

solugdo através dos poros (DERAZSHAMSHIR et al., 2008).
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Figura 10: Dados experimentais da variacdo de (-AP) / L em fun¢ao da velocidade superficial

de escoamento da fase movel para (- -) criogel de troca idnica (—) criogel de afinidade.

Grau, densidade e rendimento do processo de enxertia do criogel ativado com AMPSA

A Figura 11 apresenta imagens da matriz de criogel desidratada e hidratada, sendo
possivel observar que o criogel hidratado apresenta uma expansio de volume quando
comparado ao desidratado. Essas matrizes possuem a capacidade de serem hidratadas e
desidratadas sem que percam suas propriedades originais. As matrizes produzidas
apresentaram-se com coloragdo esbranquicada, homogéneas e ao serem hidratadas o aspecto

esponjoso pdde ser observado.

Figura 11: Imagem do criogel desidratado (A) e criogel hidratado (B). Fonte: Autoria
propria.

O grau de enxertia (G) para o criogel utilizado nesse trabalho foi de 34,15%, sendo
similar ao encontrado por Fontan (2013) e bem préximo ao encontrado por outros autores,
sendo respectivamente 34% e 37% (HANORA et al., 2006; SAVINA et al., 2006). Para a
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densidade de enxertia (D) encontrou-se um valor de 1,65 x 10~ mol / kg, valor préximo a 1,48
x 107 mol / kg reportado por Fontan (2013). Esses valores encontram-se um pouco distintos
dos encontrados por Savina et al. (2005a), que foram entre 4 x 10> mol / kg e 9 x 10 mol / kg.
Porém, vale ressaltar que os valores associados a esse pardmetro dependem diretamente de
alguns fatores, tais como a temperatura e o tempo de polimeriza¢do para que a enxertia ocorra,
além da concentracao de mondmeros e de iniciador (SAVINA et al., 2005a; 2005b).

Com relagdo ao rendimento da enxertia (E), encontrou-se um valor de 4%, sendo
proximo ao encontrado por SAVINA et al. (2006), porém inferior ao reportado em outros
trabalhos (SAVINA et al, 2005 a; 2005b), que foi entre 25 e 35%. No presente trabalho uma
provavel explicacdo para que o rendimento da enxertia tenha sido baixo esta relacionado a
quantidade da solu¢do de AMPSA utilizado, possivelmente a quantidade foi excessiva, o que
impactou em baixo valor de E.

Por fim, a capacidade i6nica de ligag¢do do criogel foi de 582,74 x 10~ molnas / kgcriogel
seco, Proximo ao encontrado no trabalho de Fontan (2013). Tal parametro estd associado ao

potencial mdximo que a matriz possui em trocar cations.

Estudo da captura da lisozima

A Tabela 6 apresenta os resultados referentes a parametros associados ao processo

de purificagdo da lisozima, utilizando um criogel ativado com TRIS:

Tabela 6: Resultados médios obtidos para purificacdo da lisozima da clara de ovo por

cromatografia de afinidade.

Amostra Volume  Proteina Atividade Atividade  Fatorde Rendimento
Amostra Total Total Especifica Purificacao (%)
(mL) (mg) ) (U/mg)
Clara de Ovo 30 246,72 228000 924,12 1 100
Eluido 6 3,92 69920 17951,06 19,42 30,07

O fator de purificagdo refere-se a quantidade de vezes em que a proteina foi purificada

com relagdo a mesma proteina presente na solucdo de alimentagdo (clara de ovo 1:4, pH 7.5).
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A clara de ovo é uma matriz que contém grande nimero e diversidade de proteinas. Esse
fato pode ser um agravante quando se trata de processos de purificacdo, fazendo com que o
mesmo seja laborioso, massivo e desafiador.

Nesse trabalho a pureza encontrada para a lisozima foi de 90%, sendo consideradauma
pureza alta, e foi calculada pela razdo entre a massa de lisozima (mg) e a proteina total
multiplicando-se o resultado por 100 em cada eluido. Para determinagcdo desse parametro
Verissimo et al. (2017) utilizaram criogéis de afinidade para purificacdo da lisozima, obtendo
pureza superior a 79%, Mdl et al. (2017) encontraram uma pureza de 87% para a mesma
proteina, ambos os trabalhos utilizando o TRIS como ligante. O TRIS foi o ligante utilizado
no presente trabalho, pois é um ligante que interage especificamente com a lisozima.

Na Figura 12 encontram-se os cromatogramas referentes a clara de ovo diluida 10 vezes

(12A) bem como de amostra deum dos eluidos da coluna de afinidade (12B).
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Figura 12: Perfil cromatografico da (A) Clara alimentacio (onde o pico correspondente a

lisozima esta indicado pela seta), (B) eluido da coluna ativada com Tris.

Ao observar-se os cromatogramas (Figura 12A e B) pode-se confirmar que o objetivo
de purificar a lisozima presente na clara de ovo foi alcangado, pois o pico correspondente a
lisozima € unico no cromatograma referente a amostra eluida da coluna de criogel ativadacom
TRIS (Figura 12B), sendo possivel também a observacdo do tempo de residéncia (Tr) da
lisozima (Figura 12B).

Através da SDS-PAGE (Figura 13) também foi possivel avaliar-se a pureza de cada um

dos eluidos coletados da coluna de afinidade. Ao observar-se a banda que corresponde ao
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padrdao de lisozima (banda A) e compard-la com as bandas correspondentes aos eluidos da
coluna de afinidade (bandas de C1 a C6), nota-se que a banda correspondente a lisozima é

evidenciada e aparece praticamente tnica ao longo do gel de eletroforese.

Lis

Figura 13: Gel de poliacrilamida 12%: (A) padrao de lisozima (B) clara de ovo diluida

10 vezes, eluidos coletados (pH 7,5) da coluna ativada com Tris (C1 a C6).

Estudo da captura da avidina

Nos experimentos para captura da avidina avaliou-se o efeito da variacdo do pH, através
da utilizacdo de solugdes de clara de ovo em valores de pH 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0, sendo a
concentracdo média de proteinas totais para essa faixa de pH de 7,52 mg/mL. A concentracio
média de foi de 0,023 mg/mL. Na Tabela 7 estdo expressos os resultados referentes ao

rendimento e ao fator de purificacdo da avidina avaliada nesse estudo.
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Tabela 7: Resultados médios obtidos para purificagdao da avidina da clara de ovo através da

cromatografia de troca catidnica.

pH 7,0 8,0 9,0 10,0
Rendimento 36,05+ 3,3 41,6 +1,3 37,8 +1,21 46,8 £ 3,5
Fator de 2,45 2,2 2,55 2,1
Purificacao

Diante dos resultados pode-se observar que o maior rendimento para a captura da
avidina foi obtido em pH 10,0. Durance (1987) utilizou a cromatografia de troca i6nica para
purificacdo da avidina e da lisozima. Nesse trabalho, apesar da obtencdo de um alto rendimento
para a avidina (72%) a pureza alcancada foi baixa, apenas 4,4%. Nesse trabalho o rendimento
foi menor que no trabalho citado, porém, a pureza alcancada foi de 21,58%. Outros autores,
trabalhando com a mesma proteina obtiveram rendimento de 17% (FRANKEL-CONRAT et
al., 1952), 38% (DHYSE, 1954) e 39% (RHODES et al., 1958).

Trabalhos desenvolvidos para purificacao da avidina encontram-se em nimero bastante
limitado na literatura (DIDERICH et al., 2013). Esse fato pode ser justificado pela baixa
concentracdo da mesma na clara de ovo, como também pela presenca de diversas outras
proteinas que se encontram em concentracao maior, o que pode ocasionar impedimento estérico
dificultando a adsor¢d@o da avidina no suporte. Estudos utilizando colunas de afinidade relatam
que a vida util do suporte bem como o alto valor do ligante imobilizado na coluna limitam muito
a utilizagcdo da técnica para purificacdo da avidina (CUATRECASAS e WILCHECK, 1968;
HENEY e ORR, 1981). J4 os que utilizaram a troca cationica relatam que o intuito de purificar
a avidina foi alcangado, porém, nas fracdes de avidina havia a presenca da lisozima, devido a
similaridade do ponto isoelétrico entre as duas proteinas (lisozima 10,7 e avidina 10-10,5) (LI-
CHAN et al., 1986). Esse conjunto de fatores dificulta o processo de purificacao da avidina.

O fator de purificacdo nos d4 uma ideia sobre quantas vezes a proteina obtida (apds o

processo de purifica¢do) estd mais pura com relacdo a mesma proteina presente na solucao de
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alimentacdo. Nas amostras eluidas da coluna de troca catidnica a avidina encontra-se cerca de
2,5 vezes mais pura do que a presente na clara de ovo “in natuta”.

A Figura 14 representa os perfis cromatograficos referentes a clara de ovo sem lisozima
(FMSL) utilizada como alimenta¢do (14A), onde o pico referente a avidina encontra-se

indicado por uma seta e (14B). O Tr da avidina pode ser observado através dessas figuras, sendo

cerca de 90 minutos.
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Figura 14: Perfil cromatografico (A) Clara da alimentacdo (FMSL) e (B) eluido proveniente

da coluna de troca catidonica. As setas indicam o pico referente a avidina.

No cromatograma referente ao eluido da coluna de troca catidnica (Figura 14B), nota-
se a presenga de um outro pico mais evidente que o da avidina. Através da realizacdo de SDS-
PAGE pode-se concluir esse pico trata-se da ovalbumina, sendo essa uma proteina majoritaria
na clara do ovo, representando cerca de 54% do total de proteinas (MINE e KOVACS-NOLAN,
2004).

A confirmacdo da presenga da avidina de sua pureza nos eluidos e na clara de ovo

também foi possivel através da realizacdo de uma SDS-PAGE, mostrada na Figura 15 (B).
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Figura 15: Gel de poiliacrilamida 12%, (A): Padrao de avidina, (B) Padrao de lisozima; (C)
Clara de ovo 10x diluida; (D1 a D4) eluidos da coluna de troca catidnica (em pH: 7,0; 8,0; 9,0

e 10,0 respectivamente); (E) Padrdo de ovalbumina; (F) Padriao de conalbumina.

As bandas presentes no gel mostram a presencga da avidina na segunda linha, da base
para o topo do gel (Figura 15). Nota-se ainda a presenca de outra banda (primeira linha da base
para o topo do gel), referente a lisozima. Provavelmente a lisozima foi eluida junto com a
avidina, visto que a lisozima é o principal contaminante nas fracdes de avidina, devido a
similaridade nas propriedades de carga das proteinas, e ainda, devido a maior quantidade de
lisozima do que de avidina presente na clara de ovo (DURANCE, 1987). Uma terceira banda,
da base para o topo do gel, é correspondente a ovalbumina, proteina presente na clara de ovo
com uma concentracdo de cerca de 54%, sendo a mais abundante dentre todas que compdem o
albiumen (MINE e KOVACS-NOLAN, 2004).

Possivelmente a quantidade de TRIS imobilizado na coluna ndo foi suficiente para capturar a
quantidade total de lisozima presente na clara utilizada como alimenta¢do, mesmo o composto
sendo um ligante especifico para a proteina. No caso da ovalbumina, como dito anteriormente,
¢ uma proteina que estd presente em abundancia na clara do ovo, o que ndo acontece com a
avidina. Pode ter ocorrido impedimento estérico devido a alta concentragdo, impossibilitando

que a avidina conseguisse acessar os sitios de ligacdo da matriz, ou ainda, a presenca de outras
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proteinas em grande quantidade, mesmo que essas proteinas estejam carregadas negativamente
pode gerar competicao por espacos dentro do criogel. Dessa forma, apds a etapa de captura da
lisozima a clara poderia ter sido submetida a algum tipo de processo que auxiliasse na
diminui¢dao da quantidade de ovalbumina antes de ser usada como alimentacdo na coluna de
troca catidnica (FMSL).

A Tabela 8 apresenta a concentracio e a pureza média da avidina em funcao do pH.

Tabela 8: Resultados da concentracdo e pureza médias obtidos para purificacdo da avidina da
clara de ovo através da cromatografia de troca catidnica.
pH 7,0 8,0 9,0 10,0
Concentracdo 0,032 £0,0006 0,034 + 0,009 0,034 + 0,006 0,043 + 0,004
(mg / mL)
Pureza (%) 16,23 13,95 21,58 15,48

Observando-se os resultados, nota-se que a medida que o pH aumenta tem-se pouca
varia¢ao no aumento na concentracao da avidina, a exce¢do do pH 8,0 e 9,0, onde ndo houve
variacdo. Em pH 10,0 foi onde houve maior concentragdo da avidina. Possivelmente, nesse pH
a avidina apresentou-se com uma estrutura que favoreceu uma maior adsorcao da proteina ao
suporte, portanto acarretou em maior concentracdo da mesma. Porém, para confirmagdo dessa
ocorréncia, faz-se necessdrio a realizacdo de andlises adicionais da estrutura da avidina. Um
estudo sobre a influéncia do pH sobre estrutura cristalina da proteina poderia levar a elucidacao
do comportamento da proteina em uma faixa de pH estabelecida. Vetter; Miron e Wilcheck
(2018) tentaram purificar avidina através da utilizacdao do HABA algumas vezes, sem sucesso.
O éxito do trabalho foi alcan¢ado quando as estruturas de raios-X do complexo HABA-avidina
foram elucidadas.

Dentre os valores de pH estudados, a avidina apresentou maior pureza em pH 9,0. Tal
resultado difere do reportado por Durance (1987), que avaliou a purificacdo da avidina foi em
diferentes valores de pH (5,0, 7,5, 8,0 e 9,0), sendo encontrada maior pureza a pH 8,0 (3,8%),
seguida de 3,3% quando testada em pH 9,0. No presente, trabalho a pureza alcangada foi, no
minimo, 3,5 vezes maior que a encontrada no trabalho desenvolvido por Durance (1987),
quando se compara por exemplo, a pureza da avidina em pH 8,0; ja quando se compara em pH

9,0, a pureza da avidina obtida foi cerca de 6,5 vezes maior.
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Uma proposta para otimizacdo do grau de pureza da avidina seria a utilizacdo do
hidroxiazobenzeno-2'-carboxilico (HABA) para dessor¢do da proteina, pois a mesma apresenta
alta afinidade por esse composto. Em seu trabalho, Rao et al. (2003) utilizaram o HABA para
dessorcdo da avidina, e relataram que devido a essa alta afinidade pela avidina, a proteina foi a
unica a ser dessorvida da matriz. Dessa forma, a utilizacdo de um solvente com maior
seletividade poderia elevar o grau de pureza nos processos de purificacdo da avidina.

Nesse trabalho a pureza da avidina purificada também foi superior a encontrada por
Melamed e Green (1963), que utilizaram trés etapas para purifica¢do da avidina, sendo a pureza
da proteina de apenas 1%. J4 Dhyse (1954) e Fraenkel-Conrat et al. (1952), trabalhando com a
mesma proteina alcancaram respectivamente 10% e em média 15% de pureza, quando

trabalharam com purificagdo da avidina.
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6. Conclusoes

No presente trabalho foi desenvolvido um novo protocolo para purificagao da lisozima
e da avidina presentes na clara de ovo, permitindo que fossem alcancados rendimento e pureza
superiores a maioria dos trabalhos relatados na literatura para a mesma proteina, considerando-
se o fato de que na clara de ovo ndo diluida a avidina encontra-se em concentragdo infima. Além
disso, o protocolo utilizado nesse trabalho utilizou um nimero de etapas reduzido, bem como
reagentes de baixo custo (que conferiram funcionaliza¢do a matriz), o que viabiliza a utilizagcdo
do mesmo para purificagdo da proteina, caracterizando-o como uma técnica rapida e de baixo
custo. A lisozima foi purificada satisfatoriamente através da utilizacdo do criogel
funcionalizado com o TRIS, evidenciando que o ligante € realmente especifico para essa
proteina. Através da utilizacdo da cromatografia de afinidade, alcancou-se pureza média de
90% com um rendimento de 30,07%. O grau de pureza médio da avidina para os diferentes
valores de pH foi maior quando se trabalhou em pH 9,0, sendo de 21,58% e a maior
concentracdo média de 0,043 mg/mL, quando se trabalhou em pH 10,0. O fator de purificacao

foi em média 2,33 e, sua recuperacao média da proteina foi em torno de 46,8%.
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