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RESUMO

Moléculas abundantes na natureza, as proteinas podem ser utilizadas para diversas
finalidades, como nas areas da saude, alimenticia, téxtil, cosmética, dentre outras. Com isso, a
industria destes setores tem buscado processos mais eficientes para obtencdo de proteinas na
forma purificada. Nesse contexto, o presente trabalho tem por finalidade investigar o uso das
resinas multimodal Capto MMC, troca i6nica Streamline SP, Streamline DEAE e hidrofobica
Phenyl Sepharose em processos de purificacdo das proteinas dos soros sanguineo humano e
do leite bovino. Para isso foram realizados Planejamentos composto central para obtencao das
condicdes de adsorcéo e eluicdo com a proteina padrdo de Imunoglobulina G (IgG), as quais
foram reproduzidas com amostras de soro do sangue humano. Em paralelo, as condicGes de
adsorcdo e eluicdo da BSA foram obtidas através de novos Planejamentos composto central.
Para ambas as proteinas, 1gG e BSA, foram avaliados os parametros pH, C; (concentracdo do
tampdo) e Cs (concentracdo de NaCl no tampdo). Um pré-tratamento foi realizado nas
amostras de soro do leite bovino para remoc¢do das impurezas e concentragdo das proteinas,
viabilizando sua analise em leito fixo. As amostras de soro do leite bovino foram avaliadas
através de um Planejamento fatorial com repeticdo no ponto central, onde foram verificados
os efeitos dos parametros pHags (pH de adsorcdo) pHey (pH de eluicdo) e tey (tempo de
eluicdo). As condigdes obtidas foram aplicadas nas resinas de troca ibnica Streamline SP e
DEAE em leito expandido e a de interacdo hidrofébica Phenyl Sepharose em leito fixo para
verificar a eficiéncia destas interacdes quando utilizadas separadamente. As proteinas foram
quantificadas por Bradford e sua separacdo analisadas por Eletroforese SDS-PAGE em
condicBes ndo redutoras. Os ensaios com as proteinas 1gG e BSA mostraram que a resina
multimodal Capto MMC apresentou alta capacidade de adsorcéo, obtendo 549,2 e 380,16
mg/g, respectivamente. Os modelos do delineamento se mostraram significativos. Quanto a
eluicdo, embora os modelos do delineamento ndo tenham sido significativos, as condigdes
com melhor desempenho na eluicdo da IgG, quando reproduzidos em amostras de soro
humano obteve excelente resultado, uma vez que conseguiu recuperar na etapa de eluicdo
somente 1gG e HSA, removendo os demais interferentes que se encontram no soro humano.
No que se refere as amostras de soro do leite bovino, os resultados do delineamento apontam
que, nas condicOes trabalhadas, a resina Capto MMC apresenta maior seletividade pelas
proteinas BSA (66 kDa) e o dimero da B-lactoglobulina (30 kDa). Nos ensaios em leito
expandido, verificou-se que nas condicGes trabalhadas, o uso combinado das resinas de troca
idnica Streamline SP e DEAE mostraram seletividade para a proteina B-Lg (18 kDa). Todavia,
a proteina B-Lg (18 kDa) s6 foi obtida isolada quando empregada a sequéncia das resinas
Streamline SP e Phenyl Sepharose. Assim, verificou-se que as interacdes de troca ibnica e
hidrofobica tornaram-se mais eficientes nos processos de purificacdo das proteinas do soro do
leite bovino quando utilizadas separadamente. Porém, nas condicdes trabalhadas, o uso da
resina Capto MMC mostrou seletividade pelas proteinas BSA e o dimero da B-Lg, sendo
capaz de remover interferentes presentes nas matrizes estudadas.

Palavras-chave: Capto MMC. Multimodal. Leito expandido. Proteinas do soro do leite.



ABSTRACT

Proteins are abundant molecules in nature and can be used for several purposes, in fields such
as health, food, textiles, cosmetics, among others. Thus, the industry of these sectors has
sought more efficient processes to obtain proteins in the purified form. In this context, the
present work aims to investigate the use of the Capto MMC multimodal resins, Streamline SP
ion exchange, Streamline DEAE and hydrophobic Phenyl Sepharose in the purification
processes of proteins from human blood and bovine milk serum. Therefore, experimental
designs were carried out to obtain the conditions of adsorption and elution with IgG standard
proteins, which were reproduced in human serum samples. In parallel, the BSA adsorption
and elution conditions were obtained through new experimental designs. In the 1gG and BSA
delineations, the pH, C; and C, parameters were evaluated. A pretreatment was carried out on
bovine milk serum samples to remove impurities and protein concentration, making it
possible to analyze them in fixed bed. Serum samples from bovine milk were evaluated
through a new experimental design, where the effects of pHags, pHeiw and Teyy parameters were
verified. The obtained experimental conditions were applied in the ion exchange resins
Streamline SP and DEAE in expanded bed. The resin with hydrophobic interaction Phenyl
Sepharose was studied in fixed bed to verify the efficiency of these interactions when used
separately. Proteins were quantified by Bradford and their separation analyzed by SDS-PAGE
electrophoresis under non-reducing conditions. Assays with 1gG and BSA proteins showed
that the Capto MMC multimodal resin presented high adsorption capacity, obtaining 549.2
and 380.16 mg-g™, respectively. The design models were significant. As for the elution,
although the design models were not significant, the conditions with better I1gG elution
performance when reproduced in human serum samples obtained excellent results, as it was
able to recover only IgG and HSA in the elution step, removing other contaminants found in
human serum. In the case of bovine milk serum samples, the results showed that, Capto MMC
resin presented high selectivity for BSA proteins (66 kDa) and B-Lg (30 kDa) dimer. In the
expanded bed assays, the combined use of the Streamline SP and DEAE ion exchange resins
showed selectivity for the B-Lg (18 kDa) protein under the conditions worked. However, B-Lg
protein (18 kDa) was only isolated when used in the Streamline SP and Phenyl Sepharose
sequence. Thus, it was found that ion exchange and hydrophobic interactions became more
efficient in the purification processes of bovine milk whey proteins when used separately.
However, the use of Capto MMC resin showed selectivity for proteins BSA and B-Lg dimer,
being able to remove contaminants in the studied matrixes.

Keywords: Capto MMC. Multimodal. Expanded bed. Bovine Milk serum.
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A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata
da amostra de Soro do leite bovino na resina Streamline SP. Adsorc¢éo:
tampao Fosfato de Sodio (40 mM, pH 7,5); Eluicdo: tampdo Fosfato de
Sodio (40 mM, pH 7,5) + NaCl (1 M). LMW: Padrdo de baixa massa
molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino in natura; 01: 1°
ponto do Passante; 02: 2° ponto do Passante; 03: Eluicdo; 04:
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da amostra de Soro do leite bovino na resina Streamline SP. Adsorc¢éo:
tampédo Fosfato de Sddio (40 mM, pH 7,5); Eluicdo: tampdo Fosfato de
Sodio (40 mM, pH com gradiente decrescente de 8,0 - 7,0) + NaCl (1 M).
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Figura 42 —

Figura 43 —

leite bovino in natura; 01: 1° ponto do Passante; 02: 2° ponto do Passante;
03: 1° Ponto da Eluicho; 04: 2° Ponto da Eluicdo; 05:

REJENEIAGAD. ... .cveveetiie ettt et

A) Ensaio cromatogréfico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata
do passante resultante do teste 2 na resina Streamline DEAE. Adsorcéo:
tampdo Fosfato de Sédio (40 mM, pH 7,5); Eluicdo: Tampédo Fosfato de
Sédio (40 mM, pH 7,5) + NaCl (1 M). LMW: Padrdo de baixa massa
molecular; F: fracdo da etapa passante coletada no teste 2; 01: 1° ponto do
Passante; 02: 2° ponto do Passante; 03: 3° Ponto do Passante; 04: Eluicao;
05: 1° Ponto da Regeneracdo; 06: 2° da Regeneracdo; 07: 3° Ponto da

REJENEIAGAD. ... vttt se e naens

A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata
da fracdo eluida no teste 2 na resina Phenyl Sepharose. Adsorcao: tampéo
Fosfato de Sddio (40 mM, pH 7,5) + NaCl (1 M); Eluicédo: tampéo Fosfato
de Sodio (40 mM, pH 7,5). LMW: Padréo de baixa massa molecular; F:
fracdo da etapa de elui¢do coletada no teste 2; 01: Passante; 02: 1° ponto
da Eluicdo; 03: 2° Ponto da Eluicdo; 04: 1° Ponto da Regeneracdo; 05: 2°
Ponto da Regeneracdo; 06: 3° Ponto da Regeneracdo; 07: 4° Ponto da
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1 INTRODUCAO

As proteinas sdo utilizadas em diversos setores, tais como na saude: terapéutica
(acdo antibidtica ou anti-inflamatéria, tratamento de cancer), farmacéutica (sintese de
farmacos), médica (diagndsticos e prognosticos de doencas, acompanhamento de
tratamentos); na industria alimenticia: panificacdo (decomposi¢cdo do amido, estabilidade a
massa), laticinios (coagulacdo do leite, quebra a molécula de lactose); na indudstria téxtil
(algumas proteinas séo utilizadas para alterar as propriedades da fibra). Para muitas dessas
aplicacdes as proteinas precisam de alta pureza e especificidade e baixa antigenicidade, a fim
de evitar reacfes imunoldgicas e estabilidade em condi¢des fisiologicas (MUSSATTO et al.,
2007). Diante deste cenério, as industrias alimenticia e farmacéutica tém buscado alternativas
para suprir essa demanda.

De maneira geral, nas Ultimas décadas as legislacbes tém se tornado mais rigidas
no que diz respeito ao descarte dos residuos industriais, as quais exigem tratamentos para
reducdo da carga organica antes de serem lancados em corpos hidricos ou outros pontos de
descarte. Como exemplo tipico, tem-se a industria de queijos, a qual gera um grande volume
de efluente, o soro do queijo. Estima-se que na producdo de queijos, cerca de 90% do leite
utilizado € convertido em soro. No que se refere a questdo ambiental, embora a composicéo
do soro seja, majoritariamente, constituida de &gua, este ainda apresenta alta Demanda
Quimica Organica (DQO) e Demanda Bioquimica Organica (DBO), a qual esta associada a
presenca de lactose e proteinas. Assim, realizar o tratamento de efluentes significa mais
gastos, e, com isso, a industria vem buscando alternativas para aproveitar o contetdo organico
ainda presente nesses efluentes. A alternativa mais usual tem sido a utilizacdo do soro do leite
bovino em iogurtes, producdo de bebida lactea e na obtencdo das proteinas do soro do leite
bovino na forma de concentrados de proteinas, os conhecidos whey protein (OLIVEIRA,
2009; TSAKALI et al., 2010).

Estima-se que 80% das proteinas do leite sdo as caseinas e 20% proteinas do soro,
sendo que esse percentual pode variar em decorréncia da raca, idade, alimentacdo do animal,
dentre outros interferentes. Das proteinas contidas no soro, a p-lactoglobulina e a-
lactoalbumina encontram-se em maiores quantidades, compreendendo cerca de 70% do total,
Estas proteinas sdo utilizadas na regulagdo do sono e melhora do humor, como agente
antimicrobiano, anti-hipertensivo e antioxidante (ALMEIDA et al., 2015). O potencial de
utilizacdo do soro do leite bovino para a obtencdo de whey protein deve-se ao seu elevado

valor bioldgico, pois suas proteinas sdo consideradas proteinas completas, ou seja, apresentam
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todos os aminodcidos essenciais ao homem. A forma mais utilizada para obtengdo do whey
protein tem sido a separacdo por membranas, porém, além de ser uma técnica cara,
comumente apresenta dois problemas. O primeiro trata-se do acumulo de particulas
indesejaveis na superficie da membrana, propiciando uma reducdo do fluxo de &gua e
aumento da passagem de sais. O segundo é a polarizacdo por concentracdo, a qual ocorre
quando o soluto se acumula proximo da superficie da membrana, ocasionando uma maior
concentracdo deste nessa regido, alterando o fluxo salino, desencadeando uma diferenca da
pressao osmotica, problematizando todo o processo (HABERT et al., 2006).

Outra vertente que vem sendo bastante pesquisada consiste em processos para
obtencdo da Imunoglobulina G (IgG) proveniente do soro do sangue humano em sua forma
purificada. Esta proteina faz parte do sistema imunologico do homem, sendo utilizada para
tratamento de varias doencas, inclusive alguns casos de cancer. De acordo com o relatério do
IBGE (IBGE, 2018), no trimestre de abril a junho de 2018 as importacbes de produtos
farmacéuticos tiveram um aumento significativo. Este cenario vai ao encontro com as
estimativas apresentadas por SALERMO et al. (2018), o qual prevé que gastos globais na area
da sadde atinjam US$ 8,7 trilhdes até 2020, sendo os maiores custos voltados para doengas
crénicas do tipo cardiovasculares, cancer e respiratorias (DELLOITTE, 2017). Atualmente,
para obtencdo da IgG s@o empregados o metodo de Cohn (Cohn et al.,, 1946) e a
cromatografia de afinidade. No entanto sdo técnicas que requerem tempo de operacdao que
podem alterar a atividade protéica, em geral sdo dispendiosas e fazem uso de condigcdes
drésticas (DONG et al., 2016).

Outra alternativa utilizada para purificacdo de proteinas tem sido o uso combinado
de etapas cromatograficas de interacdo de troca idnica e hidrofébica. Porém, geralmente os
processos cromatograficos sdo caros, além do mais, quando se pensa em escala industrial o
processo deve conter o minimo de etapas. Assim, visando a obtencdo de processos de
purificacdo mais eficientes, novas fases estacionarias tem sido sintetizadas, sendo estas com
caracteristicas multimodais ou de modo misto. Nestas, a resina apresenta em seu ligante
grupos funcionais que podem interagir com a molécula alvo por interacdes de troca idnica,
hidrofobica, pontes de hidrogénio, Forcas de Van der Waals, dentre outras. A Capto MMC é
uma resina que tem despertado grande interesse para aplicacdo em bioprocessos,
principalmente para purificagdo de anticorpos mono e policlonais, sendo apontada como um
material com elevada eficiéncia na purificacdo de proteinas provenientes do soro de sangue
humano. Diante disso, o0 presente estudo aborda o uso de resinas de troca ibnica, hidrofébica e

multimodal na captura das proteinas de interesse industrial IgG, BSA, B-lactoglobulina e a-
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lactoalbumina.

A tese encontra-se divida em 6 sec¢Oes. Nesta primeira se¢do foi apresentada a
introducdo, na qual sdo apontadas alguns dos temas abordados na tese, assim também como
0s objetivos geral e especifico. Na segunda secdo é apresentada uma revisdo bibliogréafica
pontuando os temas necessarios para melhor compreensdo do presente estudo. Na terceira
secdo serdo descritas as metodologias empregadas para caracterizacdo, extragéo,
quantificacdo, separacdo e identificacdo das proteinas a partir das matrizes dos soros do
sangue humano e do leite bovino. Na quarta secdo serdo apresentados os resultados obtidos no
trabalho em questdo, bem como uma discussdo dos mesmos a cerca do disponivel na
literatura. A quinta secdo contém as conclusdes especificas adquiridas no trabalho, bem como
uma conclusdo geral dentro do cenario em que se encontra esse estudo. Na sexta secdo sdo

apresentadas as referéncias utilizadas no presente trabalho, seguido do Apéndice.

1.1 Objetivo Geral

Investigar o uso de diferentes resinas para separacdo e/ou purificacdo das
proteinas dos soros de sangue humano e do leite bovino através de processos cromatograficos
em leitos fixo e expandido. Os objetivos especificos foram:

o Determinar as condigcdes de adsorcdo e eluicdo da proteina IgG comercial na
resina multimodal Capto MMC através de um delineamento experimental;

o Aplicar as condicdes de adsorcdo e eluicdo identificadas no delineamento
experimental em amostras de soro de sangue humano para purificacdo da 1gG;

o Determinar as condi¢cfes de adsorcdo e eluicdo da proteina BSA comercial na
resina multimodal Capto MMC através de um delineamento experimental;

o Realizar um pré-tratamento nas amostras de soro do leite bovino, que viabilize
sua utilizacdo em etapas cromatogréaficas em leito fixo;

o Investigar a influéncia dos parametros pH de adsorcdo, pH de elui¢do e tempo
de eluicdo, através de um delineamento experimental, no processo de purificacdo das
proteinas do soro do leite bovino em leito fixo;

o Verificar a eficiéncia das condi¢des identificadas em leito fixo (pH de
adsorcdo, pH de eluigdo e tempo de elui¢do) no processo de purificacdo das proteinas

do soro do leite bovino em leito expandido;
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o Avaliar a eficiéncia de processos cromatograficos em leito expandido
sequenciais com interagdes de troca catidnica e anionica;
o Avaliar a eficiéncia de processos cromatograficos sequenciais com interacfes

de troca catidnica no modo expandido e hidrofébica no modo fixo.



27

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta sessdo traz aspectos tedricos importantes sobre as principais técnicas de
extracdo e purificacdo de proteinas de interesse industrial em matrizes de soro de sangue

humano e do leite bovino.

2.1 Aplicagdo industrial das proteinas

No século XVIII, deu-se inicio a historia das proteinas, ao observarem que a clara
de ovo, 0 sangue e o leite, entre outros componentes, coagulam em altas temperaturas e em
meio acido. A estas substancias denominaram de albumindides (semelhantes ao albumen).
Proteinas e peptideos s@o considerados farmacos ideais porque podem atuar em processos
biologicos e reacdes. Isto é possivel devido a elevada eficiéncia e poténcia, ou seja,
apresentam especificidade e operam mesmo em baixas concentracdes. Atualmente, varias
proteinas sdo utilizadas para diversas finalidades, como acao terapéutica, incluindo anticorpos
monoclonais, enzimas, agentes antimicrobianos, inibidores enzimaticos, vacinas, agentes
imunomoduladores, fatores de crescimento, citocinas e horménios (SILVA et al., 2002; FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2012).

As proteinas apresentam diversas aplicagdes, tais como: acdo antibiotica ou
antiinflamatoria (lisozima, bromelina, hialuronidase e outras); tratamento da leucemia (L-
asparaginase). Para essas finalidades, elas necessitam de alta pureza e especificidade, baixa
antigenicidade, para que ndo ocorram reacfes imunoldgicas, e estabilidade em condicGes
fisiologicas. Ainda podem ser utilizadas na sintese de farmacos (penicilina, por exemplo).
Alguns diagndsticos e progndsticos de doencas, bem como o acompanhamento de
tratamento podem ser conduzidos pelo monitoramento de proteinas, através de exames
clinicos. Como exemplos tém-se: amilase (pancreatite aguda), aspartato-aminotransferase
e transaminase glutamico-oxalacética (infarto, doencas hepaticas e musculares), aldolase
(doencas musculares), creatinacinase e creatina-fosfotransferase (infarto e doencas
musculares), fosfatase acida (cancer da prostata e metastase) e fosfatase alcalina (doencas
hepéticas e dsseas), dentre muitas outras. Outro setor industrial que emprega proteinas é o
alimenticio. Na panificacdo, a enzima alfa-amilase é utilizada para decomposi¢do do amido, a
amilase maltogénica e a xilanase conferem estabilidade a massa, a protease altera a
elasticidade e a textura do glaten. As enzimas glicose isomerase, alfa-amilase, beta-amilase,

pululanase e isoamilase sdo responsaveis pela conversdao do amido em dextrose ou xaropes.
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Na industria de laticinios, a coagulacdo do leite pode ser realizada pela quimosina, a lactase
quebra a molécula de lactose em aglcares glicose e galactose. As lipases, também utilizadas
em outros setores, sdo responsaveis por decompor gorduras (MUSSATTO et al., 2007).

A indGstria farmacéutica abrange empresas nos ramos da pesquisa,
desenvolvimento, manufatura e distribuicdo de medicamentos tanto para uso humano como
animal. No ano de 2015, em meio a crise econbémica e as buscas por reducao de custos, as
vendas globais de produtos farmacéuticos tiveram retracdo. No entanto, estima-se que em
2020 os gastos globais na area da saude atinjam US$ 8,7 trilhes, visto que os casos de
doencas cronicas vém aumentando a cada ano, consequentemente, tem-se aumento do
consumo de medicamentos em geral. Grande parte desses problemas séo associados ao
aumento da urbanizacdo, renda da populacdo, assim também como ao sedentarismo, mudanca
em dietas, aumento da obesidade e ao rapido envelhecimento da populagdo mundial
(SALERMO et al., 2018). Delloitte (2017) prevé que os maiores custos com a saude até 2020
estardo associados as doencas crénicas do tipo cardiovasculares, cancer e respiratorias. O que
estd coerente com os dados obtidos no relatério do IBGE (IBGE, 2018), no trimestre de abril
a junho de 2018, verificou-se uma reducéo explicita nas exportacdes de produtos alimenticios.
No entanto, houve um aumento relevante nas importacdes de produtos farmacéuticos.

Os primeiros relatos da indastria farmacéutica no Brasil datam do periodo de 1890
e 1950. Neste periodo teve-se a expansdo da cultura do café em direcdo ao oeste paulista, 0
gue acarretou na vinda de muitos imigrantes para essa regido. Com isso, foram necessarias
medidas de combate a doencas e infecgbes, uma vez que as condi¢Bes sanitarias dos portos,
corticos e hospedarias que os abrigavam eram insalubres (ORTI1Z, 2003). Desde esse periodo,
as constantes transformacdes que a industria farmacéutica vem passando sdo pautadas no
desenvolvimento da ciéncia, tecnologia, areas de medicina e negocios (TEIXEIRA, 2014).

A ciéncia tem um papel fundamental nos avancos da industrializacdo das
proteinas, atuando junto a industria na descoberta de novos produtos, assim como no estudo
de processos mais eficientes. Diante disso, a seguir serdo apresentadas as principais técnicas

de extracdo e purificacdo de proteinas do soro sangue humano e do soro do leite bovino.
2.2 Técnicas para recuperacao de proteinas
Na maioria dos processos biotecnoldgicos que visam a purificacdo de proteinas, o

conteddo protéico encontra-se imerso no que chamamos de extrato bruto, ou seja, apresenta

uma série de impurezas. Assim, tanto em escala laboratorial, como industrial, faz-se
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necessario executar etapas de recuperacdo dessas proteinas, de maneira que as etapas
seguintes ndo sejam comprometidas com os interferentes ainda presentes no extrato. Como

exemplos, pode-se citar: precipitacdo, dialise e liofilizacdo (PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

2.2.1 Precipitacéo

A precipitacdo é uma técnica bastante empregada no inicio da purificacdo de
proteinas comerciais por ser barata, necessitar de equipamentos simples, poder ser usada em
processos continuos, alem de normalmente garantir a estabilidade (HARRISON et al., 2003).
Consiste em uma etapa primordial em processos de recuperagdo de proteinas, pois auxilia na
concentracdo das mesmas. Isso é possivel devido a reducdo do volume de liquido e reducédo
de interferentes, auxiliando ainda na reducdo de custos e equipamentos para as etapas
posteriores (DORAN, 2012). Grossmann et al. (2018) reportam que a precipitacdo pode ser
realizada de trés maneiras: Precipitacdo isoelétrica, Precipitacdo por adicdo de solventes e
Precipitacdo por adicdo de sais. Ambas estdo fundamentadas nas caracteristicas das proteinas
em relacdo ao seu Ponto Isoelétrico (pl) e, também, na maneira como se comportam quando
na presenca de solventes organicos e sais.

O principio da precipitacdo isoelétrica estd relacionado a solubilizacdo das
proteinas em meio aquoso de acordo com a carga liquida da molécula. Quando no pl, as
proteinas sdo insollveis em agua, uma vez que as interacdes hidrofébicas proteina-proteina
sdo predominantes, desencadeando a precipitacdo das proteinas, sendo denominada
precipitacdo isoelétrica. Quando o pH se afasta do pl de uma proteina, as repulsdes
eletrostéaticas sao favorecidas resultando na solubilizacdo isoelétrica. A aplicacdo desta técnica
vem sendo estudada para uso na extracdo de isolados de proteina a partir de subprodutos de
processamento de alimentos musculares com baixo valor nutritivo (MATAK et al., 2015; SHI
et al., 2017; SHI et al., 2018). De acordo com Avelino (1997) esta técnica tem como principal
desvantagem a possibilidade de ser agente desnaturante de proteina.

A precipitacdo por adicdo de solventes esta fundamentada na reducéo da atividade
de agua na solucdo e, consequentemente, em sua constante dielétrica. A reducdo da constante
dielétrica acarreta a “solubilizacdo” das hidroxilas das moléculas de agua e exposicdo dos
grupos hidrofilicos das proteinas, acarretando na reducdo da densidade da camada de
hidratacdo (SCHMIDELL, 2001). Podem ser utilizados solventes puros, como metanol,
etanol, acetona e acetato de etila, assim também como misturas de etanol:acetona (1:1), por
exemplo (GROSSMANN et al., 2018; MOHAMMED et al., 2018; YE et al., 2018). No
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entanto, o0 uso de solventes pode causar a desnaturagdo das proteinas, sendo necessario o
controle rigoroso da temperatura em torno de 0 °C para reduzir esse risco (BOHORQUEZ,
2014).

A precipitacdo por adi¢do de sais € a técnica mais empregada para precipitacdo de
proteinas por varios motivos, dentre eles: ndo causa desnaturagdo, baixo custo dos sais e
facilidade de escalonamento da bancada para escala industrial (MAHN e ISMAIL 2011; SHA
et al., 2014; MARIAM et al., 2015; PURWANTO 2016; YANG et al., 2017). Esta técnica
fundamenta-se na Série de Hofmeister (Figura 1). Nesse caso, a precipitacdo das proteinas
ocorre devido aos efeitos salting-out ou salting-in, os quais estdo relacionados aos efeitos das
concentracdes de sais na solubilidade das proteinas. O efeito salting-in promove uma maior
solubilidade das proteinas quando se tem o aumento da concentragdo do sal. J& no efeito
salting-out ocasiona-se uma reducdo da solubilidade das proteinas com o aumento da
concentracdo do sal. A reducdo da solubilidade das proteinas ocorre devido a competi¢cdo com
0s ions salinos pelas moléculas de agua (LADISCH, 2001; PRINGELS et al., 2018). Esta
técnica tem como principal desvantagem a necessidade de uma etapa subsequente para

remocdo dos sais presentes no precipitado (LIMA, 2006).

Figura 1 - Efeito dos ions da série de Hofmeister.

Incremento do efeito salting-out

Anions: PO, SO,2, CH,COO, Cl, Br, NOy, ClO,-, I-, SCN-
Cations: NH,*, Rb", K™, Na*, Li", MG?*, Ca’’, Ba?"

Incremento do efeito salting-in

Fonte: Pessoa Jr. e Kilikian (2005).

As caracteristicas desejaveis de um sal para ser empregado na etapa de
precipitacdo sdo: elevada solubilidade, propiciar o0 aumento da tensdo superficial do solvente
em gue se encontram as proteinas, reduzir a hidratacdo das zonas hidr6fobas e aumentar a
interacdo entre os grupos hidrofilicos das proteinas. Citrato de sddio, sulfato de sodio e sulfato
de amdnio sdo os sais mais utilizados. O sulfato de amdnio é bastante utilizado devido a sua

alta solubilidade em agua (aproximadamente 4 M), a qual se mantém praticamente constante



31

na faixa de temperatura de 0 a 30 °C e acgdo estabilizante sobre as proteinas (SCHMIDELL,
2001; HARRISON et al., 2003; PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

Mahn e Ismail (2011) utilizaram a precipitacdo com sulfato de aménio (40%) para
melhorar a concentrar proteinas que se encontram em baixas concentragdes no plasma
sanguineo e, posteriormente, detecta-las por 2D-PAGE. Mariam et al. (2015) utilizaram a
mesma concentragdo de sulfato de amonio para concentrar a IgG policlonal e remover a
Albumina presente no soro do coelho. Nesta etapa foi possivel concentrar a 1gG a 7,8 mg/mL
e remover cerca de 72% da Albumina. Além disso, ao submeter amostras precipitadas a
cromatografia em coluna SepFast™ MM AH-1 verificaram uma reducdo no nimero de
proteinas agregadas.

Sha et al. (2014) empregaram a precipitacdo com sulfato de aménio para separar
componentes presentes em amostras de gelatina de peixe. Para isso foram avaliadas as
concentracdes de 20, 25, 30, 35, e 40% de sulfato de amdnio. Assim, verificaram que a
gelatina de melhor forca de gel foi obtida com a menor saturacdo de sulfato de aménio (20%).
Este comportamento foi associado a relacdo da solubilidade das proteinas com sua massa
molecular, uma vez que proteinas com maior quantidade de grupos polares formam pontes de
hidrogénio com agua, ou seja, moléculas com menor massa molecular apresenta maior
solubilidade. Sendo assim, proteinas com maior massa molecular precipitam com uma menor
saturacao.

Yang et al. (2017) avaliaram a precipitacio com sulfato de amdnio nas
concentragdes de 10, 30, 50 e 90% como uma das etapas no processo de extracdo da
Limonina a partir da casca de pomelo. Nestes ensaios, 0s melhores resultados foram obtidos
ao utilizarem a concentracdo de 90%.

Pringels et al. (2018) verificaram que a combinacdo da precipitacdo com sulfato
de aménio (40%) e cromatografia de afinidade com proteina A mostrou-se bastante eficiente,
podendo ser comparado a Kits comerciais empregados para diagnéstico de proteinas
remanescentes na conformacdo nativa em amostras de plasma de rato. O uso dessa
combinacdo permitiu a identificacdo de até 40 proteinas de baixa e média concentracdo no

plasma.

2.2.2 Diélise

A didlise consiste em um processo de separacdo por membranas (PSM) que

permite a particdo de moléculas com tamanhos diferentes devido a uma forca motriz, a qual



32

pode ser um potencial quimico (diferenca de pressdo, concentracdo ou temperatura) ou
potencial elétrico (membranas carregadas) (DORAN, 2012). Para isso, as membranas
apresentam porosidades/malhas definidas, de maneira que qualquer molécula com massa
molecular que lhe confira dimenséo inferior ao da malha pode atravessar a membrana
livremente (CASTRO et al., 2008; COSTA, 2014; TANG et al., 2015). A diélise é bastante
utilizada para separacdo de moléculas com massa molar superior a 5000 Da, sendo aplicadas,
por exemplo, para reducdo ou remocdo da forca i6nica e impurezas (PUHL, 2008; WANG et
al., 2016; GASPERSIC et al., 2016), como também para a separacdo de proteinas (TANG et
al., 2015).

As membranas utilizadas nos PSM sdo obtidas a partir de materiais poliméricos
ou inorganicos, sendo que as Ultimas apresentam custo bem mais elevado devido a maior vida
atil e facilidade de limpeza. Morfologicamente, as membranas podem ser classificadas em
isotropicas (simétricas) ou anisotropicas (assimétricas). As membranas isotropicas apresentam
a mesma morfologia em toda sua espessura, enquanto as membranas anisotropicas sdo
compostas por duas estruturas, a pele, regido fina e fechada (porosa ou ndo) e o suporte
(camada porosa) que auxilia na resisténcia mecénica a pele. Se o material utilizado para
obtencdo da pele for o mesmo do suporte essa membrana € dita como integral, e quando
diferem chama-se composta. Além disso, as membranas ainda podem ser densas ou porosas,
diferindo nas caracteristicas morfoldgicas ao longo de sua espessura (HABERT et al., 2006).

Doran (2012) relata a importancia do coeficiente de retencdo (R), parametro que
avalia a eficiéncia de uma membrana. Quando moléculas de tamanho e massa molecular
superiores ao da malha séo totalmente retidos temos uma membrana ideal. Porém, sabe-se que
pode haver moléculas alvo tanto no retentado como no permeado, pois 0s poros das
membranas ndo apresentam o mesmo didmetro, ou seja, o cut-off é imperfeito. Assim, calcula-

se o coeficiente de retencdo (R) através da Equacdo 01:

R=EL_; % (01)
Cr Cr

em que: Cr é a concentracdo do soluto no retentado e Cp € a concentracdo no permeado.

O fenbmeno de separacdo das espécies através de membranas s6 ocorre na
presenca de um gradiente, que pode ser de pressdo, concentracdo, potencial quimico ou
elétrico. No processo da dialise, onde sdo empregadas membranas porosas, a separacao ocorre
por diferenca de concentracdo das espécies, as quais se difundem no meio (HABERT et al.,
2006).

Geralmente, em solucBes contendo células ou proteinas, ocorre o fenémeno de
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concentracdo por polarizacdo. Este fenbmeno corresponde ao acimulo do retentado préximo a
superficie da membrana em forma de camada. Como consequéncia desse acimulo tem-se 0
entupimento dos poros, acarretando no decréscimo do fluxo, o que influencia na eficiéncia da
membrana na separacdo do soluto. A turbuléncia induzida, aumento do fluxo e o fluxo
cruzado sdo ferramentas empregadas para solucionar esse problema, no entanto o mais
indicado é que o material seja pré-filtrado antes do PSM (LADISCH, 2001; DORAN, 2012).

Processos com dialise apresentam varias vantagens como, praticidade, uso de
temperaturas moderadas, reducdo do estresse fisico e quimico da amostra, facilidade no scale-
up, e dependendo da amostra e das condicdes trabalhadas, a purificacdo da amostra pode ser
obtida em uma Unica etapa. A membrana de dialise é o elemento principal desse processo,
pois ela deve garantir boa difusdo entre os compostos de baixa massa molecular e sua
estrutura, permitindo a eficiéncia da separacio (ZUNIGA, 2003; LIMA, 2014).

Em 2008, Castro et al. (2008) apontavam a dialise como uma técnica a se manter
em uso, uma vez que é facilmente adaptavel a estrutura e rotina dos laboratorios, contribuindo
na obtencdo de respostas em pesquisas cientificas. Wang et al. (2016) utilizaram tubos de
didlise para remocdo do sal e outras pequenas impurezas moleculares no processo de
desproteinizacdo do polissacarideo Lycium Barbarum (LBP — do inglés “lycium barbarum
polysaccharide”). Gabrielczyk e Jordening (2017) empregaram tubos de dialise, em conjunto
com resinas de troca ibnica, como etapa no processo de redobragem da enzima
frutosiltransferase (FTF, EC 2.4.1.162) produzida por Bacillus subtilis (NCIMB 11871).

2.2.3. Liofilizacéo

A liofilizacdo consiste em um processo de secagem que ocorre a temperatura e
pressdo controladas. Inicialmente o material é congelado e reduz-se a pressdo da camara
abaixo da pressdo de vapor. Dessa maneira, ocorre a sublimacdo da agua presente no produto
e, no final do processo, tém-se as propriedades quimicas e organolépticas do substrato
liofilizado praticamente inalteradas. Com isso, garante-se a estabilidade no armazenamento do
produto, o qual pode ser reconstituido posteriormente. Processos de concentracdo ou
desidratacdo de substratos que apresentem sensibilidade térmica podem ser realizados
mediante liofilizacdo, como produtos farmacéuticos, materiais bioldgicos e produtos quimicos
(HARRISON et al., 2003; RIBEIRO, 2012; CORREA, 2013; BEZERRA, 2014; PAULA,
2015).

Doran (2012) descreve a liofilizacdo como um processo dividido em trés etapas.
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Sdo elas:

I.  Congelamento: etapa em que o material deve ser totalmente congelado empregando
temperatura de -40 a -80 °C por cerca de 2 h. Esta etapa é extremamente importante, pois
determina a microestrutura do material, consequentemente, a qualidade do produto final;

Il.  Secagem primaria: neste estagio a pressdo € reduzida até ficar abaixo do ponto triplo
da agua (ponto em que a agua se encontra nas formas solida, liquida e vapor) e calor €
fornecido ao material, ocorrendo assim a sublimacdo. Em sistemas cristalinos, durante a
secagem primaria ocorre remocao de cerca de 95% do contetido de &dgua no sélido;

I1l. Secagem secundaria: esta etapa inicia-se ap0s todos os cristais de gelo terem sido
removidos por sublimacdo. Assim, o calor fornecido ao material remove toda &gua residual
ainda presente no sélido. Esta etapa € mais importante para sistemas amorfos onde a agua ndo
é totalmente removida na secagem primaria.

A liofilizacdo € comumente empregada na secagem de produtos que devem
manter a viabilidade bioldgica mesmo no estado sélido. Um exemplo basico séo as proteinas,
as quais sdo facilmente desnaturadas quando submetidas a agitacdo e aquecimento. Alguns
aditivos, agucares, aminoacidos e tensoativos podem ser utilizados para evitar a inativacéo das
mesmas (PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

Pessoa Jr. e Kilikian (2005) também ponderam alguns parametros que devem ser
controlados durante a liofilizacdo. Sao eles: temperatura das placas de transferéncia de calor,
pressdo na camara e no condensador, tempos de resfriamento e congelamento e ciclos de
secagem. Dessa maneira, apesar de cada material a ser liofilizado apresentar suas

peculiaridades, alguns procedimentos sao regras gerais, como:

o O material deve permanecer em solido durante todo o processo;

o A pressdo da camara de secagem deve permanecer reduzida em todo o processo;

o Evitar aumento de temperatura para ndo cessar a sublimacéo;

o Manter a temperatura do condensador de maneira que a pressao de sublimacao do gelo

esteja bem inferior a da pressdo total na cAmera de secagem.

Harrison et al. (2003) relata sobre a importancia do controle da temperatura
durante o processo, indicando que a temperatura do material ndo pode ultrapassar suas
temperaturas eutética e de transicdo vitrea. A temperatura eutética consiste na temperatura
abaixo da qual todo o material se encontra no estado sélido. A temperatura de transicao vitrea,
existente apenas em sistemas amorfos, é aquela em que hd mudanga na viscosidade do

sistema, ou seja, tem presenga de liquido.
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Tattini Jr. (2004) avaliou o efeito da taxa de congelamento nos comportamentos
fisico-quimico e estrutural da BSA e BSA:Metoxi-Polietilenoglicol durante a liofilizacéo.
Neste trabalho foi observado que o congelamento rapido manteve a estrutura conformacional
da BSA, porém, aumentou o tempo de secagem primaria quando comparado o tempo de
congelamento lento. Nos ensaios com a BSA modificada com Metoxi-Polietilenoglicol, foi
verificada menores alteracdes estruturais e das caracteristicas fisico-quimicas, assim também

como um aumento na temperatura de transicéo vitrea.

2.3 Técnicas para purificacao de proteinas

As proteinas podem apresentar muitas fungdes em nosso organismo. Porém, aqui
serdo pontuadas duas delas. Sdo elas: atividade nutritiva devido ao seu contetdo de
aminodcidos; e atividade funcional, sendo esta responsavel por vérias reacdes metabdlicas.
Com isso, tem-se a necessidade de obté-las na forma ativa, pois quando a proteina é
desnaturada perde sua atividade funcional. Assim, industrias como a farmacéutica, alimenticia
e téxtil, vém buscando processos cada vez mais eficientes para purificacdo de proteinas, pois
elas podem ter diversas aplicacdes, como emulsificante na industria alimenticia, para
tratamento de doencas como céncer, dentre outras fungdes.

Os processos mais utilizados para separacdo e recuperacdo de proteinas de
matrizes como soro do leite bovino, sdo: PSM, Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) e
Cromatografia. Em matrizes como as proteinas do soro de sangue humano sdo empregados
métodos como o de Cohn e Cromatografia de afinidade.

Os PSM sdo classificados em Micro (MF), Ultra (UF) e Nanofiltracdo (NF). Estes
processos baseiam-se na utilizacdo das membranas atuando como barreira que separa a
lactose, gordura e componentes indesejados, das proteinas. Esse processo ocorre por diferenca
da forma e tamanho das particulas. Esta técnica é bastante utilizada pelo fato de ndo alterar a
proteina, pois ocorre a temperatura ambiente, sem que ocorra mudanca de fase (SAUFI e
FEE, 2013).

Porém, além de ser uma técnica cara, apresenta dois principais problemas.
Primeiramente tém-se o fouling, o qual consiste no acimulo de particulas indesejaveis na
superficie da membrana, propiciando uma reducdo do fluxo de agua e aumento da passagem
de sais. A segunda problematica se trata da polarizacdo por concentragdo, a qual ocorre
quando o soluto se acumula préximo da superficie da membrana, ocasionando uma maior

concentracdo deste nessa regido, alterando o fluxo salino, desencadeando uma diferenca da
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pressdao osmatica, problematizando todo o processo. Relatos destes problemas podem ser
encontrados em trabalhos realizados por REZAEI et al. (2011) e GALANAKIS et al. (2014).

O SAB consiste em um processo de purificagdo das proteinas baseado na particdo
desses compostos em dois solventes imisciveis. Geralmente utilizam-se dois polimeros ou um
polimero e um sal. Kalaivani e Regupathi (2015) obtiveram étimos percentuais (em torno de
90%) de recuperacéo ao utilizarem o SAB para purificacdo das proteinas B-Lactoglobulina (B-
Lg) e a-Lactoalbumina (a-La). Verificaram o comportamento de distribuigdo das proteinas no
sistema, observando uma maior afinidade da a-La com o polimero (Polietilenoglicol) e da f -
Lactoglobulina com o sal (citrato de trisddio). Outros trabalhos para purificacdo da
lactoferrina (Costa et al., 2015), Albumina do Soro Bovino (BSA), lisozima e mioglobina
(Bezold et al., 2015) ressaltam o potencial de purificacdo ao utilizar o SAB. Bezold et al
(2015) também relatam outra técnica recentemente aplicada para purificacdo de proteinas, a
qual utiliza liquidos i6bnicos em SAB. Estes liquidos consistem em sais que permanecem na
forma liquida a temperaturas inferiores a 100 °C. Apresentam caracteristicas particulares,
alem de ter alta capacidade de solvatacdo. Sua aplicacdo em SAB deve-se muito a sua
capacidade de manter ou até mesmo aumentar a estabilidade das proteinas (SANTOS et al.,
2015; TAHA et al., 2015). No entanto, esta técnica apresenta algumas desvantagens como
elevados custos para sua obtencdo, complexidade na sintese, uma vez que € obtido através de
varias etapas e do uso de reagentes quimicos, podendo ser toxico, em alguns casos
(CARVALHO, 2017).

2.3.1 Cromatografia

A Cromatografia consiste em uma técnica bastante difundida em processos de
separacdo e purificacdo de biomoléculas. Sua utilizacdo parte do principio de que uma ou
mais moléculas alvo presentes em uma fase movel (liquido ou gas) séo adsorvidas por uma
fase estacionaria (sélida ou liquida) e, posteriormente, eluidas. A natureza das fases movel e
estacionaria sdo fatores determinantes para a classificacdo da cromatografia, segundo o
mecanismo de retencdo do soluto na fase estacionaria. A que mais tem se destacado ao longo
dos anos no cenario de purificacdo das proteinas sdo as Cromatografias de Troca I6nica, de
Interacdo Hidrofobica e de Afinidade (NASCIMENTO et al., 2014).

2.3.1.1 Cromatografia de Troca Idnica
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A interacdo de troca idnica é uma das mais utilizadas em cromatografia, pois
oferece alta resolucdo e separagdo de grupos com elevada capacidade de carga. Esta técnica
baseia-se na captura da molécula alvo por diferenca de cargas, utilizando como principais
ferramentas: pl da molécula, pH e forca i6nica do meio e tipo de ligante do adsorvente. Para
isso, ocorre troca reversivel dos ions da molécula alvo presente na fase mével com os ions
ativos da superficie sdlida. O adsorvente pode ser de carater anidnico ou catidnico, e o
composto em estudo € o fator que determina qual a natureza do adsorvente. O trocador idnico
ligado a matriz ainda pode ser classificado em forte, médio ou fraco. Esta classificagdo refere-
se a influéncia do pH no grau de dissociacdo e capacidade, e ndo a interacdo adsorvente-
proteina. Ou seja, um trocador forte encontra-se completamente ionizado em uma ampla faixa
de pH. Os trocadores médio e fraco sdo influenciados pelo pH (SCHMIDELL, 2001,
PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

Geralmente, os parametros forca idnica, pH de adsorcdo e eluicdo s@o avaliados
individualmente no intuito de se obter as melhores condi¢cbes de retencdo, resolucdo e
recuperacdo dos compostos em analise. Em processos industriais de purificacdo e separacdo
de moléculas € muito comum utilizar multiplas colunas, em que cada uma delas apresenta um
adsorvente diferente. A interacdo de troca i6nica, na maioria das vezes, € utilizada na etapa
inicial dos processos por promover maior separacdo (PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

As resinas de troca idnica mais utilizadas resultam da polimerizacdo do
poliestireno ou copolimerizacdo estireno-divinilbenzeno, uma vez que estes compostos
conferem maior durabilidade, alta capacidade e estabilidade ao material. Assim, a
classificagdo dessas resinas estd relacionada aos grupos funcionais fixados na matriz
polimérica, 0s quais podem estar carregados positivamente ou negativamente, levando a
resinas aniénicas ou catiénicas, respectivamente (FERREIRA, 2017).

H& uma grande variedade de adsorventes de troca idnica altamente porosos
disponiveis no mercado, muitos deles voltados para a separacdo e purificacdo de
biomoléculas. Como exemplos, podem ser citadas as resinas Fastline SP, Streamline Q XL,
Streamline DEAE, SP Sepharose, Sepharose 4B, aplicadas para captura de moléculas como a
lactoferrina do soro do leite, imunoglobulina G (IgG), C- ficocianina, dentre outras (SAUFI e
FEE, 2013; DU et al., 2014; MORAES et al., 2015).

Kumar e Rathore (2014) propuseram 0 uso resina de uma resina de troca idnia
Capto Impress SP em conjunto com a de interacdo hidrofobica Sartobind Phenyl membrane
para remogdo de agregados de anticorpos monoclonais (mAb). Através dessa combinacdo foi

possivel a remocdo completa das espécies de mAb e recuperagdo do produto proposto maior
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que 95%. Além disso, os autores ainda sugerem que esse processo possa ser aplicado para
remocdo de todos os fragmentos de anticorpos.

Mao et al. (2017) utilizaram a precipitacdo com sulfato de amonio e a resina de
troca idnica, DEAE-Sepharose Fast Flow, para isolar e verificar a capacidade antigénica das
proteinas o-La e B-Lg a partir do soro do leite. Verificaram que a metodologia utilizada
apresenta boa reprodutibilidade, baixo custo e facil operagdo, uma vez que as antigenicidades
das proteinas isoladas foram semelhantes as das proteinas padrdes.

2.3.1.2 Cromatografia de Interagdo Hidrofdbica

A utilizacdo da interacdo hidrofobica consiste em uma técnica simples, a qual se
baseia na associacdo de grupos alifaticos ou de outras estruturas apolares quando presentes em
meio aquoso. A presenca de sais no meio aquoso favorece a interacdo hidrofobica (IH),
promovendo o efeito salting-out, em que o sal interage com a molécula de agua, aumentando
a hidrofobicidade da molécula, facilitando assim a interacdo da molécula com a fase
estacionaria. Alguns fatores como tipo de ligante, grau de substituicdo, pH, temperatura, tipo e
concentracdo do sal, exercem grande influéncia no desempenho do processo cromatografico
baseado na interagdo hidrofébica, podendo aumentar ou ndo a capacidade de adsorcdo da
resina utilizada no processo. Em processos industriais de purificacdo e separacdo de
moléculas a interacdo hidrofobica é na maioria das vezes utilizada como etapa complementar,
Ou seja, apos outra etapa cromatografica, como a de troca iénica, por exemplo (PESSOA Jr. e
KILIKIAN, 2005).

Quanto aos tipos de ligantes, tem-se que os de cadeia alquila sdo tidos como
hidrofobicos “puros”, enquanto os de cadeia arila sdo considerados hidrofobicos “mistos”,
podendo interagir pelas interacdes hidrofobicas e aromaticas. Quanto maior a cadeia de
hidrocarboneto do ligante, maior serd sua hidrofobicidade, consequentemente, menor sera a
concentracdo de sal utilizada na etapa de adsorcdo. No que diz respeito ao tipo de sal, tem-se
que sua utilizacdo esta fundamentada na Série de Hofmeister, ja apresentada no item 2.2.1
(PESSOA Jr. e KILIKIAN 2005).

Adsorventes como Butyl Sepharose, Octyl Sepharose e Phenyl Sepharose sdo
exemplos de materiais utilizados para purificagdo de enzimas lipoliticas, antibi6ticos
monoclonais, nisina, lipases, dentre outros (KUMAR e RATHORE, 2014; JOZALA et al.,
2015; CHOIl et al., 2016; MANOEL et al., 2015).

Santos et al. (2011) utilizaram a resina HiPrep Octyl Sepharose FF para
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recuperacdo e fracionamento de proteinas a partir de um concentrado protéico de soro do leite
(80% p/p). Ao aplicarem um gradiente salino decrescente na etapa de eluicdo foi possivel
recuperar 42,5% da B-Lg com 99,6% de pureza. Além disso, 0s resultados apontaram como
proteina mais hidrofobica a a-La e a Lactoferrina como menos hidrofobica.

Desde o inicio dos anos 2010, pesquisadores tém se utilizado de outra modalidade
cromatogréafica ja conhecida, porém ainda pouco utilizada, denominada Cromatografia de
Modo Misto (CMM).

2.3.1.3 Cromatografia de Modo Misto (CMM)

A CMM consiste em combinar em uma mesma matriz pontes de hidrogénio,
forgcas de Van Der Waals, interagdes de troca ionica, hidrofobica e de afinidade entre a fase
estacionaria e o soluto na matéria-prima, visando a separacdo e/ ou purificacdo mais eficiente
de moléculas (GAO et al., 2013). Hanke e Ottens (2014) relatam o grande interesse obtido
pela CMM, o qual estd associado ao seu bom desempenho na adsorcdo e purificacdo de
proteinas. Um dos fatores determinantes para a utilizacdo da CMM é o ligante funcional.
Recentemente, tém-se desenvolvido diversos ligantes CMM com composi¢do de baixa massa
molecular. Uma classe de ligantes que tém chamado bastante atencdo é a de compostos
poliméricos, pois oferecem sitios de ligacdo tridimensionais de proteinas, aumentando
eficazmente a capacidade de adsorcdo. Comparando a CMM com a Cromatografia de
Interacdo Hidrofébica (CIH) tradicional, a CMM proporciona melhor seletividade, assim
também como apresenta recuperacao do eluente com eluicdo por ajuste do pH e concentracao
de sal (LIU et al., 2014).

Estudos utilizando a CMM com moléculas de peptideos, 1gG, BSA, DNA de
plasmideo tém sido reportados, porém, a maioria deles sdo voltados para ensaios de separacao
e purificacdo de anticorpos mono e policlonais (BERNARDI et al., 2013; DU et al.; 2014;
LIU et al., 2014; MATOS et al., 2014; SHEN et al., 2013; ZHANG et al.,2015).

Yu et al. (2015) atentam para a importancia da compreensdo de caracteristicas da
proteina como orientacdo e ligacdo sobre as superficies a um nivel molecular. Para que essas
interacdes ocorram, é necessario conhecer a natureza da molécula a ser purificada, para fazer
a escolha correta do adsorvente. Muitos processos promovem a separacdo de proteinas
utilizando apenas um tipo de interagdo ou combinacdes deles, como troca ibnica, hidrofébica
ou de afinidade. Na cromatografia de modo misto um Unico adsorvente pode separar as

moléculas através do conjunto dessas interacdes. Geralmente, para isso, faz-se necessario o
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uso de gradientes na etapa de eluicdo, seja salino ou pH, por exemplo, onde a variacdo das
condicOes favorece a todas as interag0es presentes na resina.

Relatos mostram que, ao comparar resinas de troca ibnica com as de modo misto,
a ultima desempenha uma forte afinidade sobre as proteinas, apresentando diferentes perfis de
eluicdo, permitindo assim a possibilidade de separar os oligdmeros de proteinas solUveis. A
eficiéncia das resinas de modo misto é influenciada pelo pH e concentracdo de sal. O aumento
do pH reduz significativamente a capacidade de adsorcdo devido ao enfraquecimento das
interacOes eletrostaticas entre a proteina e a resina (DU et al., 2014; HIRANO et al., 2014).
No entanto, o efeito do pH é contraposto com o efeito salting-out, uma vez que a presenca de
sais no meio aumenta a exposi¢do dos grupos hidrofobicos das proteinas (PESSOA Jr. e
KILIKIAN, 2005).

Resinas como HEA HyperCel™, PPA HyperCel™ Capto MMC foram inseridas
no mercado a partir de 2010 e tem despertado grande interesse na aplicacdo em bioprocessos,
principalmente para purificagdo de proteinas e anticorpos mono e policlonais, pois apresenta
elevada capacidade de adsorcdo. Até entdo, os trabalhos que tém sido relatados utilizando
essas resinas sao em amostras padrdes. A Figura 2 mostra a estrutura da resina Capto MMC, a
qual é composta por um grupo carboxila que confere as caracteristicas de troca idnica e um
grupo fenil caracterizando as interagdes hidrofobicas. Além disso, as hidroxilas contribuem
com as pontes de hidrogénio e o enxofre com as ligac@es tiofilicas. Vale ressaltar que estas
interacdes podem atuar de maneira independente ou ndo, porém as condicdes do processo,
bem como as caracteristicas da molécula alvo, sdo os fatores que determinam a importancia
relativa das interacfes (KALEAS et al., 2010; BALASUNDARAM et al., 2013; JOUCLA et
al., 2013; GE HEALTHCARE, 2013; BHAMBURE et al., 2014; GOSPODAREK et al.,
2014; HIRANO et al., 2014; WOLFE et al., 2014; PEZZINI et al., 2015).

Figura 2 - Estrutura do adsorvente Capto MMC.

0
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Fonte: GE Healthcare, 2013.
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Ao analisarem as interacbes das proteinas BSA, lisozima e IgG em resinas
multimodais com ligantes catidnicos e anidnicos pelo método PCA (do inglés, Principal
Components Analysis), Johansson et al. (2003) puderam entender quais propriedades dos
ligantes sdo similares ou se correlacionam e quais resultam em maiores quantidades
adsorvidas. Assim, verificou-se que os ligantes contendo aminas priméarias e secundarias
apresentaram maiores quantidades adsorvidas que as aminas terciarias ou quaternarias. Isto
pode estar associado a disponibilidade de ligacdes de hidrogénio em sistemas com aminas
primarias ou secundarias. Quando analisadas as caracteristicas de hidrofobicidade, verificou-
se que os ligantes aromaticos resultaram em recuperacgdes significativamente menores do que
os ligantes alifaticos, possivelmente devido a uma maior hidrofobicidade.

Ao se trabalhar com resinas multimodais, as etapas de adsorcdo e eluicdo de
proteinas se ddo de maneira muito mais complexa que nas resinas unicamente de troca ionica
ou de interacdo hidrofébica. Muitas vezes faz-se necessario alterar o pH do meio para se ter a
eluicdo da proteina, ocasionada pela repulséo eletrostatica entre a proteina e o ligante. Quando
em altas concentragdes salinas, as interacdes entre proteina e ligante se ddo majoritariamente
por interacbes hidrofobicas e por interacGes eletrostaticas quando em baixa forga idnica
(KALLBERG et al., 2012).

Ao estudarem a retencdo de proteinas na coluna WAX por interacbes de modo
misto, Liu et al. (2009) verificaram que quando a concentracdo de sal aumenta gradualmente,
a orientacdo das moléculas de proteina em direcdo a fase estacionaria e a natureza das forcas
de interacdo mudam simultaneamente, o que pode estar associado a teoria de deslocamento
estequiomeétrico. Além disso, identificou-se a existéncia de uma curva de eluicdo em forma de
“U” na separacgdo de proteinas, a qual esta relacionada com a concentracdo de sal. Quando a
eluicdo ocorre no modo gradiente linear, o sal é o deslocador em baixas concentracdes salinas
e nesse caso, 0 processo de separacdo é realizado pelas interacdes eletrostaticas. Porém, em
altas concentrag6es salinas, a agua € o deslocador e a separacdo ocorre através das interacoes
hidrofdbicas.

Chung et al. (2010) estudaram a interacdo de variantes de proteinas expressas pela
E. coli nas resinas de troca idnica (Sulfopropyl Sepharose Fast Flow) e multimodal (Capto
MMC). Puderam ver que as proteinas apresentaram maior retencdo na resina multimodal,
quando comparada a de troca ibnica convencional. Além disso, a ordem de saida das proteinas
na etapa de eluicdo foi diferente para as duas resinas.

Lima et al. (2016) avaliaram o uso da resina Capto MMC para recuperacdo e

purificagdo da [-galactosidase a partir da fermentacdo do Kluyvermyces lactis cultivado em
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soro do leite bovino. O processo utilizado (Fermentagdo, Rompimento das células,
Precipitacdo, Dialise e Cromatografia) levou a recuperacdo de 41% da concentracdo total e
48,2% da atividade enzimética da p-galactosidase.

Chu et al. (2018) utilizaram a resina multimodal HEA Hypercel para remocgéo
seletiva das formas de Metionina oxidada, reduzida e fMet provenientes de fator de
estimulagdo de coldnias de granulécitos humanos recombinantes (GCSF — do inglés:
Granulocyte Colony Stimulating Factor). Os resultados apontaram potencial aplicacdo desse
processo para remogdo das variantes mencionadas, bem como a depuracdo de impurezas

relacionadas a células hospedeiras.

2.4 Adsorcéo

Na maioria dos modos cromatograficos, o fendmeno que rege a separacdo e/ou
purificacdo das moléculas alvo é a adsorcdo, a qual se baseia na transferéncia de massa dos
compostos presentes em uma fase fluida (liquida ou gasosa) para a superficie de um sélido.
Essa transferéncia € viabilizada através das interacbes entre o adsorbato (soluto) e o
adsorvente. A intensidade dessas interacfes determina a natureza da adsorcao: A fisissorcao
ou adsorcao fisica ocorre quando as interagdes existentes sdo associadas as forcas de Van der
Waals; A quimissor¢do ou adsorcdo quimica ocorre quando existe troca ou partilha de elétrons
entre as moléculas de adsorbato e adsorvente (NASCIMENTO et al., 2014).

Curbelo (2002) aponta varios fatores que influenciam a eficiéncia da adsorc¢éo,
tais como: naturezas do adsorbato e do adsorvente, tamanho da particula, pH, concentracédo
salina, temperatura, dentre outros. Com isso, 0 conhecimento sobre a matriz a ser separada é
de fundamental importancia para poder alcancar um processo de adsorcéo eficiente.

Modelos matematicos tém sido amplamente utilizados pela comunidade cientifica
no intuito de facilitar a interpretacdo dos dados obtidos na adsorcdo, sendo capazes de
predizer o comportamento dos dados experimentais a partir de isotermas de adsorcdo. O
modelo de isoterma de adsor¢do ndo-linear mais difundido é o proposto por Langmuir, visto
que sdo capazes de predizer a capacidade maxima de adsorcdo, bem como descrever o
comportamento dos dados experimentais.

Para a utilizacdo da Isoterma de Langmuir sdo realizadas algumas consideracdes
(LANGMUIR, 1916):

o As moléculas de adsorbato sdo adsorvidas em um ndmero fixo e finito de sitios ativos

do adsorvente;
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o Cada sitio € ocupado unicamente por uma molécula;
o A energia de adsor¢do dos sitios ativos é a mesma;
o Né&o existem interagdes entre uma molécula adsorvida em determinado sitio ativo com

as adsorvidas nos sitios vizinhos.

Partindo destas consideragdes, a equagdo que descreve a concentracdo adsorvida
(9*) em equilibrio com a concentracdo desta mesma espécie na fase fluida (Ceq) é descrita
pela Equacédo 02:

k— qmax'k'ceq

1 +k-Cey (02)
sendo: g a concentracdo de soluto na fase adsorvida (mg/g ou mg/mL); gm a concentracéo
maxima de soluto adsorvida na fase solida (mg/g); ceq & concentragéo de equilibrio na fase
liguida (mg/mL); k a constante de dissociacdo de Langmuir (mL/qg).

As colunas cromatogréaficas podem ser operadas em dois modos: leito fixo e leito
expandido. O processo de Adsorcdo em Leito Fixo consiste basicamente no escoamento de
um fluido, previamente clarificado, através de uma coluna, em que as particulas do adsorvente
encontram-se empacotadas de forma fixa e compacta. A etapa de clarificacdo prévia €
imprescindivel, caso contrario podera ocorrer o entupimento do leito impedindo o escoamento
do fluido pela coluna. Na maioria das vezes, opta-se por utilizar a centrifugacdo para
sedimentacdo das particulas sélidas, no caso do soro do leite, ou células em suspensdo, em
casos de caldos fermentados (PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

O empacotamento da coluna em leito fixo é um passo muito importante, pois o
leito ndo deve ficar muito compacto, para que ndo bloqueie a passagem do fluido, nem t&o
frouxo, pois seria uma fonte de dispersao axial. Geralmente, colunas com diametro maiores

que 20 mm podem apresentar esse ultimo problema (LIMA, 2014).

2.4.1 Adsorcéo em Leito Expandido (ALE)

A adsorcdo em leito expandido consiste em um processo de biosseparacdo em
coluna, que se distingue das demais técnicas quando se considera a robustez do processo,
flexibilidade e economia, pois é capaz de condensar operagbes como clarificacdo,

concentracdo e purificacdo inicial da matéria-prima em uma Unica etapa, reduzindo o tempo e
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0s custos para tratamentos em larga escala nas industrias de alimentos e produtos lacteos, por
exemplo, como também para separagdo e purificacdo de moléculas em caldos fermentados
com células em suspensdo. Isto é possivel porque o processo em leito expandido é operado
com as particulas adsorventes suspensas, ou fluidizadas, com maiores porosidade do leito e
velocidade do fluido de alimentacéo, evitando assim o bloqueio do leito (Figura 3). Porém, a
complexidade das interacbes dos adsorventes com as moléculas adsorvidas dificultam o
processo de eluicdo (ASGARI et al., 2014; KALEAS et al., 2010; DU et al., 2014; PAUL et
al., 2014; SOUSA Jr et al., 2015).

Figura 3 — Etapas de operagéo do sistema de leito expandido.

Leito Equilibrio  Alimentagdo Lavagem Eluicdo Regeqeraqéo
Sedimentado (Expandido) (Expandido) (Expandido)  (Fixo) (Fixo)

Fonte: Amersham Biosciences (2001).

Assim, visando a operacdo em leito expandido, o grupo Pharmacia Biotech,
langcou em 1993 as resinas Streamline. Estas apresentam maior estabilidade na expansdo do
leito quando empregadas altas velocidades (McCormick, 1993; Padilha, 2013). As resinas
Streamline sdo constituidas por agarose reticulada, quartzo cristalino no seu nicleo e dextrana
ligada. Isso permite que elas apresentem tamanhos médios de particulas de 200 pm,
densidades de 1,2 g/L e Grau de Expansdo (GE) de 2 — 3 em velocidade de 400 cm/h (GE
HEALTHCARE, 2006). A Tabela 1 ilustra variedades destas resinas e seus respectivos grupos

ligantes.
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Tabela 1 - Grupos dos ligantes das resinas Streamline.

Anidnicas Ligantes
Amdnio Quaternéario (Q) -0-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH3-N + (CH3)3
Aminoetil Quaternario (QAE) -O-CH2-CH3-N + (C;Hs)2-CH,-CHOH-CH3
Dietilaminoetil (DEAE) -O-CH2-CH3-N + H(CH,CHjs);
Catibnicas Ligantes
Metil Sulfonado (S) -0-CH;-CHOH-CH,-0O-CH,-CHOH-CH,S04
Sulfopropil (SP) -0-CH;-CHOH-CH,-0-CH,-CH,-CH,S03
Carboximetil (CM) -O-CH,-COO

Fonte: Autoria propria.

Du et al. (2014) realizaram um processo combinado com duas etapas de leito
expandido para purificagdo da Lactoferrina e da IgG a partir de soro do leite doce cru. Para
isso, foram utilizadas resinas de troca catibnica (Fastline SP) e de modo misto (Streamline
Direct CST-1), em sequéncia. Por meio dessa sequéncia foi possivel obter a Lactoferrina na
primeira etapa utilizando a Fastiline SP e a 1gG na segunda etapa com a Streamline Direct
CST-1.

Fernandes et al. (2014) estudaram a eficiéncia das resinas de troca ibnica
Streamline™ DEAE, Streamline™ Q XL, Streamline™ SP e Streamline™ SP XL na captura da
enzima peroxidase a partir do farelo do arroz. Entre as resinas avaliadas, a que apresentou
melhores resultados foi a Streamline™ SP ao se trabalhar no pH 5,0 com os tampdes fosfato
de sodio e citrato de sddio e no pH 4,5 com o tampao acetato de sodio, todos na concentracéo
de 25 mM. Além disso, pode-se constatar que processos mais acidos, mais demorados,
induzem a desnaturacdo da peroxidase.

Elpidio (2016) sintetizou um material com nicleo composto de esferas de zirconia
estabilizadas com itria e recobertas por uma matriz insoltvel de agarose visando sua aplicacao
em processos de adsorcdo em leito expandido. A BSA foi utilizada para avaliar sua capacidade
de adsorcdo. Os ensaios apontaram que o material sintetizado apresenta potencial de aplicacéo
em leito expandido e apresentou uma capacidade dindmica 7,83 mg de BSA/mL de

adsorvente.

2.5 Soro de sangue humano

O soro e plasma humano sdo obtidos a partir do sangue apds a centrifugacéo.
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Quando essa etapa se da na auséncia de anticoagulante e se tem o consumo do fibrinogénio é
obtido o soro. Todavia, quando a centrifugagdo ocorre na presenca de anticoagulante obtém-se
0 plasma. Dessa maneira, a presenca de fibrinogénio é o fator determinante na diferenciacdo
entre 0 soro e 0 plasma do sangue humano (BURNOUF e RADOSEVICH, 2001; BURNOUF,
2007; GONDIM, 2017).

No que diz respeito a composicao do soro de sangue humano, Wright et al, (2018)
relatam que pode variar, mas normalmente consiste em Albumina do Soro Humano (HSA - do
inglés, Human Serum Albumin) (34 — 70 mg/mL), Imunoglobulinas (Ig’s) (5 — 20 mg/mL),
Transferrina (3 — 7 mg/mL), Anti-a-1 tripsina (2 — 4 mg/mL) e Lipoproteinas sericas (1 — 10
mg/mL).

A grande importancia da purificacdo das proteinas do soro de sangue humano
deve-se ao fato de que elas s@o responsaveis pelo transporte de varias substancias no
organismo do homem, regulacdo da pressdo oncotica, coagulagdo do sangue e sdo utilizadas
para diagnosticos e tratamentos de varias doencas. Oliveira (2016) relata que cerca de 40-50%
do mercado mundial de proteinas plasmaticas ¢ compreendido pelas 1G’s. A seguir sdo
abordadas as principais proteinas do soro de sangue humano. Séo elas: Imunoglobulina G e
HSA.

2.5.1. Imunoglobulina G (IgG)

As Ig’s (IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) compreendem cerca de 12% do total das
proteinas presentes no soro de sangue humano. Destas, 75% corresponde a 1gG, as quais séo
divididas nas subclasses I, II, III e IV. As IgG’s sdo as principais responsaveis pelo sistema
imunologico, sendo comumente chamadas de anticorpos e utilizadas em tratamento de
doencas infecciosas e imunodeficientes, assim como o cancer (BURNOUF e RADOSEVICH,
2001; BURNOUF, 2007; GONDIM, 2017).

As IgG’s sdo constituidas por cerca de 82 a 96% de proteinas e 4 a 18% de
carboidratos. Encontram-se dispostos na molécula de IgG em um formato semelhante a um
“Y” formando 4 cadeias polipeptidicas ligadas por ligacGes covalentes de dissulfeto e
interacbes ndo covalentes. A Figura 4 ilustra o perfil apresentado pelas moléculas das Ig’s,
onde pode ser observado cadeias polipetidicas compostas por duas cadeias leves (L) de massa
molar 25 kDa e duas pesadas de massa molar 50 a 70 kDa (H). Os dominios Vi e V_, sitios de

ligagdo do antigeno, correspondem aos dominios variaveis das cadeias pesadas e leves,
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respectivamente. Os dominios CL e CH correspondem as regides constantes nas moléculas de
Ig’s (ABBAS e LICHTMAN, 1994; GONDIM, 2017).

Figura 4 - Estrutura espacial da Imunoglobulina G.

Fonte: Adaptado de Padlan (1994).
O método comumente empregado para purificacdo das fracdes do plasma humano

é método de Cohn (Cohn et al., 1946), o qual fundamenta-se na precipitacdo das proteinas
através de multi estagios de centrifugacdo do plasma com diferentes concentracdes de etanol a
frio. Este método tem como vantagens a facilidade para ampliacdo de escala e modo de
operacdo relativamente simples. Porém, o fato do fracionamento ocorrer em varias etapas
requer mais tempo de operacdo, e as etapas de centrifugacdo ocasionam perda da atividade
proteica (DONG et al., 2016).

2.5.2 Albumina Sérica

A Albumina sérica é a proteina mais abundante no plasma do homem, coelho,
assim também como no soro do leite bovino. Sua sintese ocorre no figado, inicialmente na
forma de preproalbumina. Com a remocéo do peptideo sinal tem-se a proalbumina, sendo esta
também modificada através da remogdo de seis residuos de propeptideos no novo terminal N.
Por fim, a Albumina € langada na circulagdo sanguinea. Uma vez que sdo sintetizadas no
figado, sua reducdo no plasma pode ser indicativa de algum problema hepatico ou renal,
sendo este sinalizado quando a albumina passa para a urina. A Albumina desempenha
importantes fun¢es no organismo do homem, tais como manutengdo da pressdo osmotica e

do pH do sangue, transporte de &cidos graxos, sequestro de radicais livres de oxigénio, sendo
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ainda responsavel por inativar metabdlitos lipofilicos toxicos, como a bilirrubina (GOES
Filho, 2005; GUIZADO, 2008).

As Albuminas sdo conhecidas por apresentarem poucos residuos de triptofano e
metionina e um grande numero de cistina e aminoacidos carregados, acido aspartico e
glutdmico, lisina e arginina. Enquanto a HSA apresenta um residuo de triptofano, a Albumina
do Soro Bovino (BSA - do inglés Bovine Serum Albumin) contém dois residuos. Ambas
contém um residuo de cisteina em sua estrutura (GOES Filho, 2005; GUIZADO, 2008).
Partindo desse principio, no presente trabalho foi utilizada como proteina modelo das
albuminas a BSA.

De acordo com Schveitzer (2006), a estrutura priméaria da Albumina é formada por
uma Unica cadeia de aminoacidos. A sua estrutura secundaria é composta, em cerca de 67%,
por a-hélice de 6 voltas e 17 pontes de dissulfeto. A estrutura terciaria € composta por trés

dominios (Figura 5), formando uma estrutura globular. Séo eles:

Figura 5 - Estrutura espacial da HSA.

Fonte: Schveitzer (2006).

o Dominio | (azul escuro) — compreende aos residuos de aminoacidos de 1 a 191 e
consiste na regido onde ocorrem maiores interacdes com Hg®*, Au®, 4cidos graxos, triptofano,

warfarina, corantes e compostos com anéis aliciclicos;
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o Dominio 1l (azul claro) - compreende aos residuos de aminodcidos de 192 a 379 e
consiste na regido onde cocorrem maiores interagdes com a bilirrubina, digitoxina, acidos
graxos de cadeias curtas, corantes e outras drogas;

. Dominio Il (verde) — compreende aos residuos de aminoacidos de 380 & 580 e
consiste na regido onde cocorrem maiores interagdes com &cidos graxos de cadeias curtas e
constitui o maior sitio de ligacdo de drogas.

Silva (2015) relata sobre os diferentes isomeros conformacionais da BSA
formados em diferentes valores de pH. A forma “N” denominada como normal é encontrada
em pH neutro; A forma “B”' ocorre em pH basico acima de 8,0; A forma “F” ocorre quando
submetido a uma mudanga brusca para pH inferior a 4,0; A forma “E” compreende sua versao
expandida com pH inferior a 3,5. Durante a transicdo N-F, tem-se um acréscimo significativo
na viscosidade intrinseca, menor solubilidade e uma redugéo significativa no teor helicoidal,
caracterizados pela forma F. Com o auxilio da microscopia eletronica, € possivel observar a
molécula de BSA como uma série de bolas e cordas quando em faixas de pH inferior a 4,0,
em que ocorre a transi¢do F-E. Quando a BSA se encontra na forma ‘“N”, sua estrutura é mais
compacta, diferente da forma “F”, na qual se encontra parcialmente aberta (MICHNIK et al.,
2005; GAO et al., 2007; BABCOCK e BRANCALEON, 2013).

2.6 Soro do Leite Bovino

O soro do leite consiste em uma por¢do aquosa de cor amarela esverdeada,
decorrente da producdo de queijos, composta em sua grande parte por agua e, em menores
quantidades, por lactose, proteinas, minerais, vitaminas e gorduras. A Tabela 2 apresenta a
composicdo quimica média dos dois tipos de soro do leite, porém vale ressaltar que essa
composicdo pode variar de acordo com a procedéncia, raca, alimentacdo do animal, idade,
dentre outros fatores. O soro doce € proveniente da coagulacdo da caseina utilizando a enzima
renina resultante da producdo de queijos duros (Reino e Provolone), semi-duros (comté e
Emmental) ou macios (Brie e Camembert). Sua aplicacdo na indUstria alimenticia esta voltada
para encorpar produtos da panificacdo, sorvetes e sobremesas lacteas. Outra variedade é o
soro acido, decorrente da precipitacdo da caseina com acidos cloridrico ou latico, resultante de
queijos frescos como ricota e requeijao. Pode ser aplicado na inddstria de alimentos como
emulsificante, para realcar o sabor de molhos e reter 4gua (BALDASSO et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2012; CARDOSO, 2014; ZHAO et al., 2014; GANJU e GOGATE, 2017).
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Tabela 2 - Composicao quimica do soro do leite dos tipos doce e &cido.

Tipo de soro
Componentes i,
Soro doce Soro Acido
Agua (%) 93,0-94,0 94,0 - 95,0
Matéria seca (%) 50-6,0 50-6,0
Lactose (%) 45-50 3,8-43
Lipideos (%) 0,3 0,1
Acido lactico (%) Tragos >0,8
Proteinas totais (%) 08-1,0 08-1,0
Proteinas do soro (%) 0,6 — 0,65 0,6 — 0,65
Acido citrico (%) 0,1 0,1
Minerais (%) 0,5-0,7 0,5-0,7
pH 6,2— 6,4 4,6-5,0
Acidez Titulavel (°D) 11,5 -

Fonte: Oliveira (2009) e Tsakali et al (2010).

A industria tem buscado maneiras de aproveitar o potencial nutritivo ainda
presente no soro do leite, devido ao grande volume gerado na producéo de queijos e, também,
ao impacto ambiental que pode gerar, caso seja descartado sem tratamento prévio. Na
industria alimenticia, seu potencial em reter 4&gua, bem como o seu poder emulsificante, tem
sido aproveitado através da sua inser¢cdo em produtos da panificacdo, iogurtes, sorvetes,
sobremesas lacteas. Uma vertente que ganhou destaque nos ultimos anos foi a utilizagdo das
proteinas do soro do leite como suplementos alimentares, pois estas sdo tidas como proteinas
completas, ou seja, apresentam todos 0s aminoacidos essenciais ao homem (BALDASSO et
al., 2011; ALVES et al., 2014).

Cerca de 20 a 30% das proteinas presentes no leite bovino correspondem as
proteinas do soro do leite, predominando a B-Lg, a-La e BSA, as quais compreendem em
torno de 70% das proteinas do soro do leite (ALMEIDA et al., 2015). O conteddo de
proteinas presentes no soro do leite bovino e seus aminoacidos sdo apresentados nas Tabelas 3

e 4, a sequir.



Tabela 3 - Contetdo protéico do soro do leite bovino.

Proteinas Concentracéo (g/ L)
I. Lactosoro 5-7
B-lactoglobulinas 2-4
a-lactalbuminas 0,6-17
Albumina sérica 0,2-04
Imunoglobulinas 05-1.8

I1. Proteinas da membrana do glébulo de gordura

Proteinas da zona A Proteinas da zona C
Proteinas da zona B Proteinas da zona D

I11. Proteinas em menores quantidades

Transferrina sérica Ceruloplasmina
Lactoferrina Inibidor de tripsina

Microglobulina - 2 Cininogéneo

Glicoproteinas - M1 Proteina de ligacao ao folato

Glicoproteina acida - al ou

Glicoproteinas - M2 -
oxosonuroide

Proteina de ligacdo a
vitamina B12

Fonte: Aditivos e Ingredientes (2013).
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Tabela 4 - Aminoécidos presentes nas proteinas majoritarias do soro do leite.

Amino&cidos BSA B-Lg a-La
Aspartato/ 41 11/5 9/ 12
Asparagina

Treonina 34 8 7
Serina 28 7 7
Glutamato/ 599 16/ 9 8/ 5
Glutamina
Prolina 28 8 2
Glicina 16 3 6
Alanina 46 14 3
L/ Cys SH 0 1 0
Cisteina 35 4 8
Valina 36 10 6
Metionina 4 4 1
Isoleucina 14 10 8
Leucina 61 22 13
Tirosina 19 4 4
Fenilalanina 27 4 4
Lisina 59 15 12
Histidina 17 2 3
Arginina 23 3 1
Triptofano 2 2 4
Asx 13 0 0
Total 582 162 123

Fonte: Schveitzer (2006); Oliveira (2009).

Atualmente, o whey protein encontra-se disponivel no mercado em trés formas:
Whey Protein Concentrado (WPC) — como o proprio nome sugere, 0 soro & apenas

concentrado, apresentando cerca de 80% de proteinas e percentuais de lactose e gordura;
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Whey Protein Isolado (WPI) — para obtencdo deste produto o soro passa por etapas de
purificacdo e isolamento das proteinas; Whey Protein Hidrolisado (WPH) — neste, as proteinas
isoladas sofrem uma etapa de hidrolise para a liberacdo dos aminoacidos, consistindo em uma
forma mais facil de obtencdo dos aminoacidos. As demandas pelos produtos apresentados sdo
em grande parte por atletas, os quais buscam suplementos proteicos para melhorar o
rendimento em suas atividades, bem como para compor alimentos voltados para criangas e
adultos que apresenta problemas de intolerancia a lactose (SANTOS et al., 2012; ADITIVOS
e INGREDIENTES, 2013; PA’EE et al., 2015).

2.6.1 a-Lactoalbumina

A a-La e a f-Lg sdo moléculas globulares, porém a primeira € um pouco menor,
sendo constituida por 123 aminoacidos, perfazendo uma massa molecular de 14,2 kDa e seu
ponto isoelétrico encontra-se na faixa de 4,2 — 5,1. Dentre suas funcionalidades, podem ser
citadas sua atuacdo na biossintese da lactose na glandula maméria lactante, bem como a
capacidade de ligacdo de sitios da sua molécula a minerais como o célcio e o zinco, o que
contribui positivamente para sua absorcdo e para que a proteina ndo desnature em baixas
temperaturas. Algumas pesquisas tém apontado beneficios, como regulacdo do sono e melhora
do humor, bem como sua agdo antimicrobiana contra as bactérias patogénicas Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. A Figura 6 ilustra a estrutura da a-La, a
qual é composta basicamente por 2 dominios. O maior composto por 4 a-hélices: hélice A na
cor azul escuro; hélice B na cor azul claro; hélice C na cor amarelo; hélice C na cor laranja. O
segundo dominio apresenta folha B (na cor verde), os quais encontram-se ligados ao calcio
(bolas na cor roxa). As bolas amarelas indicam os atomos de enxofre das ligacBes de
dissulfeto (JAHNKE e PETERSEN (2012); ADITIVOS e INGREDIENTES, 2013; GENG et
al., 2015; LAM e NICKERSON, 2015; ZHAO et al., 2015).
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Figura 6 - Estrutura tridimensional da a-lactoalbumina.

Fonte: Jshnke & Petersen (2012).

2.6.2 p-Lactoglobulina

Apresentando uma massa molecular de 18,4 kDa, a B-Lg (Figura 7) € uma
proteina globular constituida por 162 aminoacidos, sendo a maioria aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAA), com ponto isoelétrico de 5,2. Pertencente a familia lipocalina, a qual tem
como caracteristica a disposi¢ao de folhas [ antiparalelas de fragdes da sua molécula. Estas
disposicoes se arranjam assemelhando-se a um calice ou barril achatado, os quais podem se
ligar e transportar outras moléculas, como vitaminas e sais minerais, no seu interior.
Responsavel por algumas propriedades bioativas ¢ funcionais, a -Lg vem a ser encontrada no
leite de varias espécies mamiferas, exceto no homem. Ainda é associada por desencadear
reacdes alérgicas em alguns individuos, promovendo uma demanda por whey protein sem f3-
Lg. Porém, atua como agente anti-hipertensivo, antioxidante, antimicrobiano, além de ser
responsavel por atividades hipoglicémicas. Além disso, sua forma hidrolisada pode ter
aplicacdo na industria alimenticia (CHEISON, et al.,, 2012; ZHANG et al.,, 2014;
KALAIVANI e REGUPATHI, 2015; LEEB et al., 2015; LOCH et al., 2015).
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Figura 7 - Estrutura tridimensional da B-lactoglobulina.

Cys106-Cys119

Fonte: Ikeguchi (2014).

A B-Lg, assim como a maioria das proteinas, é termolabil, porém sabe-se que as
proteinas BSA, lactoferrina e 1gG apresentam maior sensibilidade ao emprego de temperatura
elevadas. Quando o soro do leite € submetido a algum tratamento térmico na auséncia de
caseinas, as proteinas tendem a se aglomerar. Adicionalmente, quando o leite é aquecido
acima de 80 °C, prontamente a B-Lg e a k-caseina formam ligacGes covalentes. Assim, no
processamento de alimentos com base protéica empregando uso de temperaturas é importante
ter conhecimento sobre a solubilidade e estabilidade ao calor das proteinas (MCSWEENEY et
al., 2004; OUTINEN et al., 2010).

2.7 Planejamento Experimental

Ao dar-se inicio a uma pesquisa, alguns gquestionamentos devem ser realizados
para melhor conducdo dos experimentos: “Quais variaveis sdo importantes neste estudo?”,
“Quais os niveis das variaveis serdo trabalhados?”, “Qual a sequéncia de estudo?”, “O que
sera o fator resposta?”, “Como otimizar o experimento com o minimo de andlises possiveis?”
(ZAMORA et al., 2005).

Barros Neto et al (2001) exemplificam a problematica de muitas pesquisas, onde é
necessario investigar muitos parametros a0 mesmo tempo o0 que acarreta em uma grande
quantidade de experimentos. Como ferramenta para auxiliar nessa questdo é apresentado o

uso do Delineamento experimental, o qual é fundamentado em principios estatisticos,
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permitindo assim, que o pesquisador possa extrair 0 maximo de dados possiveis realizando o
minimo de experimentos.

Sousa (2015) relata a importéancia de se estudar a influéncia dos parametros e suas
interacbes na obtencdo dos melhores resultados em pesquisas cientificas, uma vez que ao
investigar a variacdo de apenas um parametro o pesquisador pode ser induzido ao erro. Assim,
algumas ferramentas estatisticas sdo bastante empregadas para melhor organizacdo,
otimizacdo dos gastos e tempo, e também para melhor analise dos resultados.

Os delineamentos mais comuns s&o os fatoriais, podendo ser representados por b,
onde “b” corresponde aos niveis avaliados e “k” ao nimero de variaveis independentes. O
Delineamento Composto Central (DCC) foi introduzido por Box e Wilson (1951) como
evolucdo do delineamento 3. Comp&em-se por trés partes: cubica (fatorial), axial (o) e central
(MENDONGCA, 2012). A parte fatorial compreende a analise simultanea de todos os

parametros em estudo, ny,, = b*. A parte axial é definida por n,, = 2k, onde todos os niveis
sdo nulos, exceto em a (ou —a), sendo @ = {/ngq.. Os pontos centrais sdo utilizados para
medir 0 erro puro e estabilizar a variancia da resposta. Para isso sdo realizados 3 a 5

repeticdes quando a estiver proximo de vk (BARROS NETO et al., 2001).

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), uma das ferramentas mais
difundidas nas pesquisas, constitui-se de duas etapas: modelagem e deslocamento, as quais
sdo realizadas inGmeras vezes até encontrar uma regido 6tima onde se encontra os melhores
resultados para a variavel resposta. A MSR tem como principal vantagem o fato de seus
resultados serem resistentes aos impactos quando em condi¢des ndo ideais, simplicidade
analitica, reducdo de custos e tempo e a aquisi¢ao de curvas “iso-resposta”, permitindo a
obtencdo do mesmo resultado em combinacdes diferentes entre 0s niveis das variaveis
independentes (BARROS Neto et al., 2001; PERAZIO, 2012; MENDONCGCA, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste topico serdo apresentadas as amostras e metodologias empregadas nos
processos de separacdo e/ou purificacdo de proteinas de interesse industrial nas matrizes de
soro do sangue humano e soro do leite bovino. Todas elas encontram-se pontuadas nas
seguintes secgoes:

3.1  Amostras;

3.2 Ensaios de purificacdo da IgG do soro do sangue humano;

3.3 Levantamento de dados fundamentais da BSA nos modos batelada e leito fixo;
3.4 Purificagdo das proteinas do soro do leite bovino em leito fixo;

3.5  Purificacdo das proteinas do soro do leite bovino em leito expandido.

3.1 Amostras

No presente estudo foram utilizadas como amostras as proteinas puras 1gG
humana, adquirida da Sigma Aldrich (USA), BSA, obtida da INLAB (BRASIL) e amostras de
soro do sangue humano, tambem da Sigma Aldrich (USA).

O soro do leite bovino do tipo doce utilizado para esse trabalho, proveniente da
producdo de queijo coalho, foi adquirido em uma fazenda agricola localizada no municipio de
Pentecoste a 89 Km de Fortaleza. As amostras foram coletadas em frascos plasticos,
devidamente higienizados, transportadas sob refrigeracdo (4 — 8 °C) e armazenadas em freezer
a -18 °C. Antes de serem utilizadas em experimentos, essas amostras foram caracterizadas
para conhecimento de sua composicdo e assim identificar quais técnicas a serem empregadas

para pré-tratamento.

3.1.1 Caracterizacao do Soro do Leite Bovino

A caracterizacdo fisico-quimica do soro do leite bovino foi realizada no
Laboratorio de Fisico-Quimica dos Alimentos (LFQA) da Fundacdo Nucleo de Tecnologia do
Estado do Ceard (NUTEC). Os parametros avaliados foram: Umidade, Lactose, Cinzas,
Proteinas, Gordura e Acidez. A metodologia utilizada foi a descrita pelo Instituto Adolf Lutz
(1AL, 2005) para leite e derivados.
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3.1.1.1 Umidade

As cépsulas de porcelana foram secas em estufa a 105 °C durante 1 h, esfriadas
em dessecador e pesadas. Pesaram-se 5 g da amostra homogeneizada, que foram
acondicionadas nas capsulas e levadas a estufa durante 2 horas, a temperatura de 85 °C. Em
seguida foram resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente e pesadas. Repetiram-se
as operacdes de aquecimento (30 minutos na estufa) e resfriamento até peso constante. Por

fim, o teor de umidade foi calculado pela Equacéo 03:

100N_ g 03)
P 100g

sendo: N a massa de umidade em gramas (perda de massa em g); P a massa da amostra em

gramas.

3.1.1.2 Lactose

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 10 mL da amostra de soro do leite
bovino, 50 mL de &gua destilada, 2 mL de solucdo de sulfato de zinco 30% e 2 mL de solugéo
de ferrocianeto de potassio 15%. Agitou-se a mistura e deixou-a sedimentando por 5 min. Na
sequéncia, o volume de 100 mL foi completado com agua destilada e, novamente, agitado
para ser filtrado em papel de filtro. Em outro recipiente foi preparada uma mistura com 10 mL
de cada uma das solucdes de Fehling e 40 mL de agua destilada, aquecendo-as em chapa
aquecedora até ebulicdo. Com o auxilio de uma bureta o filtrado foi adicionado gota a gota a
solucdo em ebulicdo, agitando sempre, utilizando garra de madeira, até a mudanca de
coloracdo de azul para incolor. O teor de glicidios redutores expressos em lactose foi obtido
pela Equacédo 04:

Glicideos redutores em lactose = w (04)

sendo: V corresponde ao volume de diluicdo da amostra (100 mL); 0,068 é a massa em
gramas de lactose que corresponde a 10 mL da solucdo de Fehling; L é o volume de amostra;

v € 0 volume de filtrado gasto na titulag&o.
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3.1.1.3 Cinzas

A anélise do teor de cinzas consiste em um método gravimétrico da amostra antes
e depois de aguecimento em mufla. Para isso, 20 mL da amostra de soro do leite bovino foram
transferidos para um cadinho, previamente aquecido em mufla a 550 + 10 °C por 2 h,
resfriado em dessecador e pesado. ApoOs evaporacdo da amostra em banho-maria até secagem,
a amostra foi carbonizada em chapa aquecedora e incinerada em mufla a 550 £ 10 °C por 4 h,
sendo em seguida resfriada em dessecador e pesada. Por fim, o teor de cinzas foi calculado
pela Equacéo 05:

100-P
A

Sendo: P correspondente ao peso em gramas de residuo apos incineracdo; A compreende ao

Teor de cinzas (%) = (05)

volume de amostra utilizado.

3.1.1.4 Proteinas

Para determinacdo de proteinas foi empregado o método de Kjeldahl (AOAC,
1995), o qual se divide em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo. Para a digestdo foi
pesado 0,2 g da amostra em papel filtro livre de nitrogénio (N), o qual foi transferido para o
tubo de Kjeldahl seguido de 10 g de uma mistura catalitica e 30 mL de &cido sulfdrico. Em
uma capela essa mistura foi agitada e levada para uma chapa aquecedora a 450 °C até o
contetdo do baldo adquirir uma coloracéo transparente esverdeada.

Para a etapa de destilacdo foram adicionados 200 mL de &gua destilada ao tubo de
Kjeldahl para dissolver a amostra sendo, em seguida, resfriada em banho de gelo. Apds
esfriar, foi acrescentado aproximadamente 1,0 g de zinco em pé e, imediatamente, apds o
zinco, adicionaram-se 100 mL de NaOH 40%. No bico do condensador, foi colocado um
Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de solucdo de acido sulfdrico (0,1 N) com 05 gotas
do indicador vermelho de metila. Esperou-se a destilacdo até obter um volume em torno de
250 mL com uma cor vermelha, de forma a garantir que toda a ambnia da amostra seja
condensada. Por fim, a solucdo de acido sulfarico foi titulada com solucdo de Hidroxido de
Sodio (0,1 N). A Equacdo 06 expressa o calculo para obtencdo do percentual de proteinas
totais.

V-£:0,0014-6,38-100
P

Proteinas totais (%) = (06)
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sendo: V o volume gasto de hidroxido de sédio (0,1 N); f o fator da solucéo de &cido sulfarico
(0,1 N); 0,0014 o miliequivalente grama de Nitrogénio; 6,38 o fator de conversdo para
produtos lacteos de Nitrogénio em proteina; P o0 peso da amostra.

3.1.1.5 Gordura

O método empregado para determinar o teor de gordura foi de Gerber (BRASIL,
2006), o qual fundamenta-se na adi¢do de acido sulfirico e alcool isoamilico para quebra da
emulsdo do leite, promovendo a separac¢ao da gordura da parte aquosa.

Para isso, 10 mL de &cido sulfurico foram adicionados ao butirdmetro. Em
sequida, lentamente foram acrescentados 11 mL da amostra do soro do leite bovino e,
posteriormente, 1 mL de alcool isoamilico. Depois de limpar o gargalo do butirémetro, o
mesmo foi arrolhado e, com o auxilio de luvas, agitou-se a mistura. Por fim, as amostras
foram centrifugadas a 1200 £ 100 rpm por 15 minutos. Apds esse periodo, a camada de
gordura foi manuseada para a escala do lactobutirdmetro, em que o valor obtido na escala

corresponde ao porcentual de gordura na amostra.

3.1.1.6 Acidez

A acidez consiste em um parametro mais qualitativo, indicando a “idade” do soro
e seu estado de conservacdo. Quanto mais velho o soro, a tendéncia é que se torne mais acido,
pois 0S microrganismos presentes tendem a utilizar a lactose como alimento, acidificando o
meio.

Assim, foram adicionadas 5 gotas de Fenolftaleina ao volume de 10 mL do soro
do leite bovino, sendo titulado com solucéo de Hidréxido de Sédio (0,1 M) em seguida, até o
aparecimento da cor résea. Para o calculo da acidez, expressa em acido lactico, foi utilizada a
Equacéo 07:

V-£0,9
A

sendo: V o volume utilizado da solucdo de Hidréxido de Sodio; f o fator de corre¢do da

Acido Lactico (%) (m/v) = (07)

solucdo de Hidréxido de Sodio; A o volume de amostra utilizado; 0,9 o fator de conversédo

para acido lactico.
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3.2 Ensaios de purificagdo da 1gG do soro do sangue humano
Nesta secdo encontram-se descritos o levantamento das condigcdes de adsorgéo e
eluicdo da proteina pura IgG e aplicacdo destas condi¢cbes em amostra de soro do sangue

humano na sequéncia ilustrada no fluxograma da Figura 8, a seguir.

Figura 8 - Fluxograma experimental para os ensaios de purificacdo da IgG.

» Adsorcéo * Cromatografia
» Cinética * Eletroforese
» Isoterma
» Eluigdo
L A ., A

Fonte: Autoria propria.

3.2.1 Delineamento Experimental para estudos de adsor¢do da IgG

Para os ensaios de adsor¢do da 1gG em batelada foi empregada a resina de modo
misto Capto MMC da GE Healthcare. Como reagentes foram utilizados Fosfato de Sddio
Monobésico Monohidratado, Fosfato de Sodio Dibasico Heptahidratado e Cloreto de Sédio,
os quais foram adquiridos da Vetec. Acetato de Sodio Anidro e Acido Acético Glacial foram
adquiridos da Dinamica e Synth, respectivamente.

Para obtencdo da condicdo Otima de adsorcdo foi realizado um planejamento
experimental composto central onde se utilizou como solugdo tampéo o Fosfato de Sodio nas
concentracdes definidas pelo planejamento experimental. As variaveis estudadas foram: pH,
concentracdo do tampéo (C;) e concentracdo de NaCl (Csy). Na Tabela 5 sdo apresentados os
parametros e os niveis estudados para a etapa de adsor¢do. Todos os niveis avaliados foram
definidos de acordo com as faixas recomendadas pelo fabricante para a resina Capto MMC,

assim também como o pl da IgG.
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Tabela 5 — Parametros e niveis do planejamento composto central na etapa de adsor¢do da

IgG na resina Capto MMC.

Niveis
Parametros
- -1 0 +1 +a
pH 6,00 6,20 6,75 7,20 7,50
Ci (mM) 20,00 36,00 60,00 84,00 100,00
Csa (M) 0,00 0,20 0,50 0,80 1,00

Fonte: Autoria propria.

Os ensaios de adsorcdo da proteina 1gG foram realizados em um sistema com
agitador rotativo com movimento em 360 ° de tubos (TECNAL, modelo TE-165), ilustrado na
Figura 9, a 30 rpm e temperatura de 23 °C.

Figura 9 - Sistema de agitacdo rotatério empregado para os ensaios de adsor¢do em batelada.

Fonte: Adaptado de Gondim (2012).

Nos ensaios de adsor¢do foram utilizados um volume de 3 mL da solucdo da 1gG,
na concentracdo de 1 mg/ml, o qual foi mantido em contato com 10 mg do adsorvente por 1,5
h, periodo este, determinado preliminarmente atravésde uma cinética de adsor¢do. Apos esse
tempo, uma aliquota de 2 mL foi coletada em tubos conicos para microcentrifugacdo a 10000

rpm por 10 min. Na sequéncia foi realizada leitura em espectrofotbmetro da absorbancia no
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comprimento de onda de 280 nm. Como resposta obteve-se a quantidade adsorvida da IgG
através da Equacdo 08:

*— VSol(CO_Ceq)

Mads

(08)

sendo: g* a quantidade adsorvida do soluto por grama de adsorvente (mg/g); Ceq a
concentracdo de proteina na fase liquida (mg/mL) no equilibrio; Coy a concentracéo inicial de
proteina na fase liquida (mg/mL); mags @ massa de adsorvente (g); Vsoi 0 Volume da solugédo

(mL) de proteina em contato com o adsorvente.

3.2.1.1 Cinética de Adsorcao

Encontrada a condicdo 6tima de adsorcédo dentre as condigdes do delineamento
experimental fizeram-se testes em batelada para verificar o tempo de equilibrio na cinética de
adsorcdo da lgG. Para isso, mediram-se curvas de adsorcdo em trés concentracoes iniciais de
IgG (1,0; 2,0 e 3,0 mg/mL) durante o tempo de 1 a 240 min.

Os dados cinéticos foram modelados pelo modelo de difusdo paralelo ilustrado na
Equacdo 09 (Liu et al., 2006), onde considera-se que as difusdes no poro e na superficie
ocorrem de modo paralelo:

e (2) + Dy 2t = ¢,D,, (24 4+ 229) 1 pp,, (240 4 2200) (g

Sendo D, e Ds os coeficientes de difusdo no poro e na superficie no modelo de difuséo

paralelo, respectivamente.

As condicdes de contorno encontram-se ilustradas nas Equacfes 10 e 11:

0
r=0; C‘ =0 (10)
_ . aCi
r = R; EPDPE + D, D = k¢(cp — ¢;) (11)
A Equacdo 12 descreve 0 balan(;o de massa na fase liquida:
acb _ (3vk )
=~ ) (& = clr=r (12)

A condicdo inicial encontra-se ilustrada na Equacédo 13:

t=0; ¢, = ¢y (13)
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sendo: Cy, a concentracdo global de proteinas na fase liquida, ki 0 coeficiente de transferéncia
de massa através do filme liquido, R o raio da particula, v o volume do adsorvente e V o
volume de liquido.

O ki e a Dag foram estimados de acordo com Geankoplis (2003) (Equacdes 14 e 15) e

usados como valores de entrada no modelo:
2 1

ke =222 4 031 (S2-) * (*252)° (1)

Sendo Dag € a difusividade molecular, d é o didmetro da particula, p é a viscosidade da

solucdo, p é a densidade da particula, Ap € a diferenca entre a densidade da particula e da
solucdo e g é a gravidade.

D,p =94 -10715 —— (15)

U(MA)%
Em que Ma é a massa molecular da proteina e T é a temperatura absoluta.
Para resolucdo do modelo foi utilizado o simulador comercial gPROMS (versao
3.2). Os sistemas matematicos foram compostos por sistemas de equacOes diferenciais e
algébricas parciais. Quanto ao dominio radial, este foi discretizado através de um método de
colocacgéo ortogonal de terceira ordem em elementos finitos. Os parametros de transferéncia
de massa do sistema de batelada (D, e Ds) foram estimados por meio de um pacote de

otimizacdo utilizando o método heterocedastico.
3.2.1.2 Isoterma de Adsorcéo

O estudo do efeito da concentracdo inicial da proteina 1gG também foi realizado
na melhor condi¢cdo de adsorcdo por 3 h de contato a uma temperatura de 23 °C. Para
realizacdo dos ensaios foram avaliadas as concentrac@es iniciais 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e
6,0 mg/mL. O ajuste da isoterma foi conduzido pelo modelo da equacdo de Langmuir descrita

pela Equacdo 02 descrita na secdo 2.4.
3.2.2 Delineamento Experimental para estudos de Eluicdo da IgG
Um novo planejamento experimental composto central foi realizado no intuito de

obter a melhor condigéo de eluicdo em coluna de leito fixo, uma vez que ao se realizar elui¢éo

em batelada as interacGes entre proteina e adsorvente tornam o processo mais lento (Almeida,
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2003) podendo levar o processo ao equilibrio e ndo atingir a recuperacao total da proteina. Na
Tabela 6 sdo apresentados os pardmetros e 0s niveis estudados para cada parametro, onde 0s
mesmos foram definidos de acordo com as caracteristicas da resina Capto MMC e da proteina
IgG. Como tampdo, utilizou-se tampdo Acetato de Sddio com faixas de pH mais &cidas para
favorecer a eluicdo da IgG.

Tabela 6 — Parametros e niveis do planejamento composto central na etapa de eluicdo da 1gG
na resina Capto MMC.

Niveis
Parametros
- -1 0 +1 +q
pH 3,60 410 4,60 5,20 5,60
Ci (mM) 20,00 56,40 110,00 163,60 200,00
Csa (M) 0,00 0,20 0,50 0,80 1,00

Fonte: Autoria propria.

Os ensaios para a eluicdo se deram em um sistema cromatografico (Figura 10)
composto por uma bomba peristaltica (\WATSON MARLOW), uma coluna de vidro (GE - 10
cm x 10mm) e um coletor de fracbes (BUCHI C-660).

Figura 10 - Sistema operacional em leito fixo composto por: 01: Alimentacdo; 02: Bomba

peristaltica; 03: Coluna; 04: Coletor de fraces.

Fonte: Autoria propria.
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Assim, um volume de 10 mL da IgG, preparada na melhor condi¢do de adsorcéo
obtida no planejamento anterior, na concentragdo de 1,0 mg/mL foi percolada na coluna
contendo 1,0 g de adsorvente na vazdo determinada previamente de 0,8 mL/min. As etapas
cromatogréficas foram constituidas por: Alimentacao; Lavagem; Eluicdo, onde foram testadas
as condicOes do delineamento experimental; Regeneracdo com NaOH (1,0 M); Reequilibrio.
Amostras foram coletadas em todos os experimentos e analisadas quanto a concentracdo de
IgG por espectrofotometria com leitura de absorbancia no comprimento de onda de 280 nm.

Apds a obtencdo dos dados, utilizou-se o software OringinPro 8 (OriginLab
Corporation) para tratamento dos dados. Para os dados referentes aos planejamentos
experimentais fez-se uso do software Statistica 7 (Statsoft). Como resposta foi obtida o
percentual de recuperacdo da IgG, onde relaciona as concentracdes inicial e final de 1gG,
como mostra a Equagdo 16:

Ci-Ce

Recuperacao (%) = ( ) 100 (16)

1

onde: C; corresponde a concentracao inicial e Cs a concentragéo final.
3.2.3 Soro de Sangue Humano

Uma vez definidas as condi¢fes de adsor¢édo e eluicdo com a proteina comercial
modelo, estas foram utilizadas para o estudo com amostras de soro de sangue humano na
concentracdo total de proteinas de 5 mg/mL. Foi utilizado o mesmo sistema cromatogréafico
ilustrado na secdo anterior (3.2.2). As fracGes foram coletadas na saida da coluna e o teor de
proteinas totais foi quantificado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Inicialmente, foi preparado o reagente de Bradford diluindo-se 0,1 g de Coomassie
Brilliant Blue em 50 mL de etanol sob agitacdo. Posteriormente, foram adicionados 100 mL de
acido fosforico 85%, deixando-o0 em agitacao por 2 h. No final desse periodo o volume da solugédo
foi aferido para 1,0 L com &gua ultrapura. Na sequéncia, a solu¢do ficou sob agitacdo overnight
(minimo de 6 h), filtrando-se o reagente no final e conservando-o em geladeira. Vale ressaltar que
todos os frascos utilizados para preparo do reagente de Bradford foram cobertos com papel
aluminio. Apds preparo do reagente, foi realizada a curva de calibragcdo com a proteina BSA para
quantificacdo das amostras dos ensaios de adsorcdo. Para quantificacdo foram realizadas leituras
das amostras iniciais (utilizada como alimentacdo) e finais (amostras coletadas nas etapas da
corrida cromatografica). Assim, para cada 20 puL de amostra utilizou-se 1,0 mL do reagente de

Bradford, o qual foi mantido em contato por 10 min em cubetas de poliestireno na auséncia de
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luz. Por fim, foram realizadas as leituras das amostras em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 595 nm.

Ensaios de eletroforese SDS-PAGE em condic¢des desnaturantes e ndo redutoras
com géis de poliacrilamida 7,5% foram utilizados para verificar a separacdo e/ou purificacdo
da 1gG, de acordo com a metodologia proposta por Laemmli (1970). As amostras analisadas
foram aquecidas a 100 °C por 10 min e uma aliquota de 10 puL de cada fragdo foram aplicadas aos
géis. A corrida eletroforética ocorreu a uma voltagem de 150 V em cubas verticais e a revelacdo

dos géis se deu com o corante comassie brilhante blue.
3.3 Levantamento de dados fundamentais da BSA nos modos batelada e leito fixo

Nesta secdo encontram-se descritas as metodologias utilizadas para obtencao das
condicbes de adsorcdo e eluicdo para a proteina BSA pura, na sequéncia experimental

ilustrada na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma experimental para os ensaios de adsor¢éo e eluicdo da BSA na resina
Capto MMC.

Cinética

Adsorcao

BSA Isoterma

Eluicao

Fonte: Autoria propria.

3.3.1 Delineamento Experimental para estudos de Adsorcdo da BSA

Para composicdo dos tampdes foram utilizados Fosfato de Sédio Monobasico
Monohidratado, Fosfato de Sodio Dibasico Heptahidratado e Cloreto de Sédio provenientes
da Vetec. Acetato de Sodio Anidro e Acido Acético Glacial foram adquiridos da Dindmica e
Synth, respectivamente. A resina foi empregada nesse estudo foi a Capto MMC adquirida da
GE Healthcare.
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Para obtencdo das condicfes Otimas de adsorcdo para BSA utilizando a Capto
MMC como adsorvente foi realizado um Delineamento Experimental Composto Central,
onde foi verificada a influéncia dos parametros: pH, C; e Cg. As faixas e 0s niveis para cada
parametro encontram-se descritas na Tabela 7. Os niveis avaliados foram determinados, assim
como para a 1gG, de acordo com as especificaces do fabricante para a resina Capto MMC e
pl da BSA. Esta etapa foi conduzida em um sistema com agitador rotativo com movimento
em 360 ° de tubos (TECNAL, modelo TE-165) a 30 rpm e temperatura de 23 °C. A

metodologia empregada nesta etapa encontra-se descrita na se¢ao 3.2.1.

Tabela 7 — Parametros e niveis do planejamento composto central na etapa de adsorcdo da
BSA na resina Capto MMC.

Niveis
Parametros
-a -1 0 +1 +q
pH 4,60 4,80 5,00 5,20 5,40
Ci (mM) 26,40 40,00 60,00 80,00 93,60
Csa (M) 0,20 0,50 0,90 1,30 1,60

Fonte: Autoria propria.

3.3.1.1 Cinética de Adsorc¢ao

Uma vez obtida as condicGes 6timas de adsorcdo da BSA na resina Capto MMC,
estas foram aplicadas nos ensaios de cinética, as quais foram realizadas nas concentracdes de
1,0; 2,0 e 3,0 mg/mL. Para a realizacdo destes ensaios seguiu-se a mesma metodologia
descrita na secdo 3.2.1.1, diferindo apenas no tempo de contato de 3 h, o qual foi determinado
previamente.

Assim como nos ensaios com a proteina 1gG, os dados cinéticos obtidos para a
BSA foram modelados pelo modelo de difusdo paralelo. A descricdo do modelo adotado
encontra-se também descrita na secdo 3.2.1.1, bem como as equacbes dos pardmetros

estimados, Dag € k.
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3.2.1.2 Isoterma de adsorcao

Os dados referentes a isoterma de adsorcdo da BSA foram realizados através de
ensaios em batelada nas melhores condicbes de adsorcédo encontradas. A metodologia que se
seguiu encontra-se descrita na secdo 3.2.1.2. As concentragdes iniciais de BSA variaram de
0,5a 7,0 mg/mL. 3 mL de cada solu¢do foram mantidas em contato em 10 mg do adsorvente
por 2 h a uma temperatura de 23 °C. O ajuste da isoterma de adsor¢do se deu pelo modelo da
equacédo de Langmuir (Equacgéo 02) descrita na se¢do 2.4.

3.3.2 Delineamento Experimental para estudos de Eluicdo da BSA

Para a obtencdo da condicdo Otima de eluicdo foi elaborado um novo
Delineamento Experimental Composto Central tendo como variaveis: pH, C; e Cs. Na Tabela
8 encontram-se 0s niveis e as faixas avaliadas para cada parametro. Os ensaios para a etapa de
eluicdo foram conduzidos em um sistema cromatografico composto por uma bomba
peristaltica (Watson Marlow, Reino Unido), uma coluna de vidro C 10/10 (10 cm x 10 mm),
adquirida junto a GE Healthcare (USA), empacotada com 250 mg do adsorvente Capto MMC
seco e um coletor de fracbes (Buchi, Brasil). A metodologia empregada nesta etapa €

semelhante a descrita na secdo 3.2.2.

Tabela 8 — Parametros e niveis do planejamento composto central na etapa de eluicdo da BSA

na resina Capto MMC.

Niveis
Parametros
-a -1 0 +1 + a0
pH 6,00 6,60 7,50 8,40 9,00
Cit (mM) 20,00 26,00 35,00 44,00 50,00
Csa (M) 0,50 0,70 1,00 1,30 1,50

Fonte: Autoria prépria.

Como resposta foi obtida o percentual de recuperacdo da BSA, onde relaciona as

concentracgdes inicial e final de BSA, como mostra a Equacdo 16 descrita na se¢do 3.2.2.
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3.4 Purificacdo das proteinas do soro do leite bovino em leito fixo

Nesta secdo serdo descritas as técnicas de extracdo e purificacdo de proteinas
utilizadas nas amostras de soro do leite bovino na sequéncia experimental ilustrada na Figura
12.

Figura 12 - Fluxograma experimental dos ensaios de purificagdo das proteinas do soro do leite
bovino em leito fixo com na resina Capto MMC.

* Precipitacdo
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» Dialise
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» Cromatografia
» Eletroforese

Fonte: Autoria propria.

3.4.1 Tratamento do Soro do Leite Bovino

Para purificacdo das proteinas, ou de qualquer outro constituinte do soro do leite
bovino, por métodos cromatograficos em leito fixo tém-se a necessidade de tratamentos
prévios. Caso contrario, o0 material particulado presente na amostra podera causar entupimento
do leito empacotado, inviabilizando o processo. A seguir encontra-se descrito a metodologia
adotada para tratamento do soro do leite bovino, a qual viabilizou seu uso em processos

cromatograficos em leito fixo.
3.4.1.1 Precipitacéo do Soro do Leite Bovino
Na literatura pode-se verificar que a maioria dos estudos emprega sulfato de

amoénio 80% para precipitacdo de proteinas. Porém, em um estudo realizado por Mao et al.,

(2017) foi avaliada a concentracdo de sulfato de aménio para precipitacdo das proteinas a-La
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¢ P-Lg. Neste estudo pode-se verificar que a concentracdo de 50% apresenta Otimas
concentragdes das proteinas a-La e B-Lg, no entanto, tém a presenca de interferentes. Com o
aumento da concentragdo de sulfato de aménio para 60%, os interferentes foram eliminados,
todavia, as concentragdes das proteinas a-La e B-Lg foram reduziram a niveis que ndo seria
vantajoso. Dessa maneira, realizou-se a precipitacdo das proteinas com sulfato de amonio 50 e

80% a fim de verificar o que melhor se aplica ao nosso estudo.

3.4.1.2 Dialise

Apds a precipitagdo com sulfato de amdnio faz-se necessério a dessalinizacdo da
amostra. Para isso, foi realizada a etapa de dialise utilizando sacos de dialise (10 kDa, 21 mm
x 30 cm) adquiridos da Sigma-Aldrich (USA).

Assim, foram adicionados 30 mL da amostra precipitada com sulfato de amdnio
em cada saco de dialise, os quais permaneceram imersos em 4 L de &gua deionizada por 2 h
sob refrigeracdo. Apos esse periodo, a agua foi substituida mais uma vez, ficando overnight
sob refrigeracdo. A condutividade da &gua foi monitorada através de um condutivimetro
portatil da PHtek (Brasil), de maneira que as amostras s6 foram retiradas dos sacos quando a

condutividade encontrava-se nula.

3.4.1.3 Liofilizacéo

Durante a etapa de dialise ocorre 0 processo de osmose, ou seja, a transferéncia do
sal e da agua deionizada através da membrana. Com isso, tem-se 0 aumento do volume de
amostra dentro do saco de dialise o que acarreta na diluicdo da amostra. Assim, faz-se
necessario a concentracdo da amostra. Ao se trabalhar com proteinas ndo é apropriado o
emprego de altas temperaturas, pois acarretaria na desnaturacdo da mesma. Assim, as
amostras foram concentradas através da liofilizacdo. As amostras foram congeladas em
freezer a — 18 °C e submetidas a baixa pressdo, condicdes que acarretam na sublimacdo da
agua presente na amostra.

A liofilizacdo das amostras foi realizada no Laboratério de Fisico-Quimica dos
Alimentos (LFQA) da Fundacdo Nucleo de Tecnologia do Estado do Ceara (NUTEC) no

liofilizador adquirido junto a Liobras (Brasil).
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3.4.2 Ensaios Cromatogréaficos em leito fixo

As condicbes operacionais utilizadas nos ensaios cromatograficos foram
determinadas através de um delineamento experimental 2 mais 3 pontos centrais. Os
parametros avaliados foram: pH de adsorc¢éo (pHads), pH de eluicéo (pHew) € tempo de eluicdo
(te). As faixas de pH das etapas de adsorcéo e eluicdo foram determinadas de acordo com o
pl das principais proteinas presentes no soro do leite bovino (a-La, B-Lg e BSA). Quanto ao
tempo, tomou-se como base o tempo de elui¢do utilizado nos ensaios de eluicdo com BSA
pura. As faixas e 0s niveis avaliados para cada parametro encontram-se ilustradas na Tabela 9.

Tabela 9 — Pardmetros e niveis avaliados para 0s ensaios cromatograficos com soro do leite

bovino na resina Capto MMC.

Niveis
Parametros
-1 0 +1
PHads 4,40 4,80 5,20
PHelu 6,00 6,75 7,50
tery (Min) 15,00 20,00 25,00

Fonte: Autoria propria.

Os ensaios cromatogréaficos foram realizados no equipamento para cromatografia
Contichrom adquirido da Knauer (Alemanha), ilustrado na Figura 13. Este equipamento é
composto por um conjunto de bombas peristalticas que transportam as solucdes até a coluna, a
qual estd conectada a um detector UV-VIS. A resposta do detector é transformada em um
cromatograma. Este sistema difere do utilizado nos ensaios com proteinas puras (ilustrado na
Figura 10), por ser um sistema automatico, permite o monitoramento da condutividade, assim
também como a realizacdo de gradientes na etapa de elui¢do, ferramenta muito importante em
ensaios de purificacdo de proteinas. O sistema de coleta de fragdes também se da de maneira

automatica.
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Figura 13 - Sistema FPLC — Contichrom (do inglés Fast Protein Liquid Chromatografic).

Fonte: Autoria propria.

A coluna C10/10 obtida da GE Healthcare (USA) empacotada com 250 mg de
Capto MMC adquirida também da GE Healthcare (USA) foi equilibrada por 40 min com
tampdo Acetato de Sodio 40 mM, no pH de adsorcdo respectivo de cada ensaio.
Posteriormente, foram realizadas as etapas de alimentacdo, lavagem, eluicdo, regeneracdo e
re-equilibrio. Vale ressaltar que na etapa de eluicdo foi realizado um gradiente linear
decrescente salino de 1 — 0,2 M com NaCl. Em todos os ensaios foram aplicados com 1 mL de
soro do leite bovino em fase mdvel com vazdo constante de 0,8 mL/min e comprimento de
onda de 280 nm.

Nos ensaios que apresentaram separacdo de picos na etapa de elui¢do, os pontos
referentes aos picos foram analisados por Eletroforese SDS-PAGE em condi¢cBes nao
redutoras com géis de poliacrilamida para verificar a separacédo e/ou purificacdo das proteinas.
Dessa maneira, foram preparados geis de separacdo 12% e concentracdo 5%, os quais foram
revelados com nitrato de prata de acordo com a metodologia descrita por MORRISSEY
(1981).

3.5 Purificacdo das proteinas do soro do leite bovino em leito expandido
Os ensaios em leito expandido foram conduzidos no Laboratério de Engenharia

Bioquimica do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rio Grande

do Norte. A Figura 14 ilustra o fluxograma experimental dos ensaios em leito expandido.
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Figura 14 - Fluxograma experimental dos ensaios em leito expandido com amostras de soro

do leite bovino.
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Fonte: Autoria propria.

3.5.1 Coluna

Para os ensaios em leito expandido foi utilizada uma coluna de vidro com
didmetro de 2,64 cm e altura de 30,00 cm, a qual foi projetada e confeccionada na
Universidade Federal do Rio Grande do Norte especificamente para ensaios em leito
expandido. Na base da coluna encontra-se um distribuidor de vazao e a expansdo do leito

pOde ser ajustavel através do pistdo mével que passa pelo interior da coluna.

3.5.2 Resinas

As resinas do grupo Streamline comp6em um grupo de resinas confeccionadas
para uso em leito expandido. Estas sdo compostas por uma matriz de agarose acrescida de
quartzo cristalino em seu nucleo, conferindo-lhe condicdes de fluidizacdo. A Phenyl
Sepharose apresenta matriz a base somente de agarose reticulada.

Para os ensaios em leito expandido foram utilizadas as resinas de troca i6nica
Streamline SP (catidnica) e Streamline DEAE (anibnica) em condi¢des de leito expandido e a
Phenyl Sepharose (hidrofébica) em condicdes de leito fixo. Para isso, foi mantida a mesma
proporcao dos volumes de alimentacdo e leito empacotado empregados nos ensaios em leito

fixo. Os grupos funcionais das resinas avaliadas encontram-se destacados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Grupos funcionais das resinas Streamline SP, Streamline DEAE e Phenyl

Sepharose.
Trocador Grupo Funcional
Sulfopropil (SP)  -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CH,-CH,SO3
DEAE -O-CHy-CH3-N + H(CH2CHs),
Phenyl Sepharose -O-CH;-CH(OH)-CH,-O-CgHs

Fonte: Autoria propria.
3.5.3 Grau de Expanséo do leito

O Grau de Expansdo (GE) do leito consiste em um importante parametro para
estudo da hidrodindmica dos processos em leito expandido, uma vez que ele define a
expansdo, bem como a estabilidade do leito. E um parametro que expressa a razdo entre a
altura do leito expandido (H) e a altura inicial (Ho) para uma determinada velocidade, como

expressa a Equacédo 17.

_H
GE =+ (17)

Para determinacdo do GE foi utilizado tampéo fosfato 40 mM pH 7,5 e como
resina modelo, a Streamline SP, visto que as resisas Streamline SP e DEAE apresentam
densidades semelhantes. Com Hy de 5,2 cm, avaliou-se os perfis de expansao e a estabilidade

da resina em trés velocidades superficiais (252; 296 e 362 cm/h).
3.5.4 Condicbes Cromatogréficas

Para os ensaios em leito expandido utilizando as resinas Streamline SP foram
testadas as condicdes operacionais de adsorcdo e eluicdo obtidas nos ensaios em leito fixo
com a resina Capto MMC. As condicGes de adsorcdo e eluicdo obtidas nos ensaios em leito
fixo com a resina Capto MMC foram reproduzidas nos ensaios em leito expandido com a
resina Streamline SP (primeira estratégia). Na segunda estratégia, foram avaliadas as
condicdes reportadas por Cavalcanti (2010). Além delas, em uma terceira condicdo realizou-
se um gradiente linear decrescente de pH na etapa de eluicdo. Estes compreendem os trés
primeiros testes descritos na Tabela 11. Uma vez realizados os trés testes iniciais, a melhor
condicdo foi empregada para testes sequenciais, em que as fragdes de passante (alimentacdo e

lavagem) e de eluigdo foram coletadas para serem alimentadas em novos processos em leito
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expandido utilizando a Streamline DEAE e em leito fixo com a Phenyl Sepharose,

respectivamente. As condicOes utilizadas para estes ensaios (4° e 5° respectivamente)

encontram-se descritas na Tabela 11.

Tabela 11 - Condicbes cromatogréficas avaliadas para as resinas Streamline SP, Streamline

DEAE e Phenyl Sepharose.

Resina Estratégia Etapa Condicao
. Adsorcao Tampéo Acetato (40 mM pH 5,2)
Eluicho  Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5) + NaCl 1 M
, Adsorcao Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5)
Sp Eluicho  Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5) + NaCl 1 M
Adsorcao Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5)
Tampéo Fosfato (40 mM pH 8,0) + NaCl 1 M
3 Eluicho  Tampdo Fosfato (40 mM pH 7,5) +NaCl 1 M
Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,0) + NaCl 1 M
Adsorcao Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5)
DEAE 4
Eluicho  Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5) + NaCl 1 M
Adsorcdo  Tampao Fosfato (40 mM pH 7,5) + NaCl 1 M
Phenyl > Eluicdo Tampéo Fosfato (40 mM pH 7,5)

Fonte: Autoria propria.

Os volumes de solugdes, utilizadas nas etapas de alimentacdo, lavagem e

regeneracao nos ensaios em leito expandido, foram proporcionais a quantidades utilizadas em

leito fixo realizados com a resina Capto MMC. Para todos os ensaios, as fraces de cada etapa

foram coletadas em tempos de 1 min e o teor de proteinas quantificados pelo método de

Bradford (Bradford, 1976). A recuperacdo das proteinas foi estimada através de balanco de

massa. Por fim, para verificar a separacdo das proteinas nos ensaios foram realizadas

eletroforeses SDS-PAGE em condi¢cGes ndo redutoras com géis de poliacrilamida na

concentracdo de 12%, os quais foram revelados com nitrato de prata (MORRISSEY, 1981).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos no presente estudo, bem

como uma analise critica a cerca do contetdo disponivel na literatura.
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4.1 Caracterizagao do Soro do Leite Bovino

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo das amostras de soro do leite bovino de
acordo com os parametros sugeridos para produtos derivados lacteos. Essa etapa tem sua
grande importancia devido ao fato que a composicdo do soro do leite pode ser influenciada
por uma serie de fatores intrinseca ao animal, tais como idade e sua alimentagdo, assim
também como ao processo de obtencdo do soro e armazenamento, como tipo de coagulacdo
da caseina, temperatura de armazenamento. A Tabela 12 mostra os resultados referentes as

analises fisico-quimicas realizadas nas amostras de soro do leite bovino.

Tabela 12 - Caracterizagéo fisico-quimica do soro do leite bovino in natura.

Parametros Valores
Umidade (%) 92,68 + 0,04
Lactose (%) 4,59 + 0,00
Cinzas (%) 0,88 £ 0,04
Proteinas (%) 0,70 £ 0,03
Gordura (%) 0,60 = 0,00
Acidez * (%) 0,11 + 0,00

*Expressa em &cido latico.

Fonte: Autoria prépria.

De acordo com os valores obtidos pode-se verificar que todos 0s parametros estdo
de acordo com os encontrados na literatura (PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008;
ALMEIDA et al., 2013). No que se refere ao teor de proteinas, embora possa ser influenciado
pela idade e alimentacdo do animal, dentre outros fatores, o valor presente na amostra a ser
utilizada nos experimentos que se seguem foi bem proximo de 0,9% de proteinas, como
obtido na literatura (VENTUROSO et al., 2007). Além disso, pode-se verificar os principais
interferentes a serem considerados no processo de extracao e purificacdo das proteinas do soro

do leite.

4.2 Ensaios de purificacdo da IgG do soro do sangue humano

Nesta se¢do encontram-se as metodologias empregadas nos ensaios de purificagcao

da 1gG humana. Inicialmente foram realizados delineamentos experimentais para obtencéo
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das condicOes de adsorgéo e eluicdo. Posteriormente, as condi¢bes experimentais encontradas

foram aplicadas em amostras de soro do sangue humano.

4.2.1 Delineamento Experimental para estudos de Adsorcéo da 1gG

A Tabela 13 apresenta os valores de quantidade de proteina adsorvida para cada
condicdo do planejamento experimental composto central na etapa de adsor¢édo da IgG pura.
Os ensaios de 1 a 8 compreendem ao delineamento fatorial, 9 a 14 séo os pontos axiais e 0s

ensaios de 15 a 17 sdo 0s pontos centrais.

Tabela 13 - Quantidade adsorvida para os ensaios do planejamento experimental composto

central na etapa de adsorcdo da IgG pura na resina Capto MMC.

Ensaios| pH |C; (mM)|Csa (M) |q (mg/g)
1 -1,00 -1,00 -1,00 116,91
2 -1,00  -1,00 +1,00 58,67
3 -1,00 +1,00 -1,00 116,06
4 -1,00 +1,00 +1,00 102,06
5 +1,00 -1,00 -1,00 67,20
6
7
8
9

+1,00 -1,00 +1,00 96,14
+1,00 +1,00 -1,00 80,97
+1,00 +1,00 +1,00 82,49
-1,68 0,00 0,00 122,27
10 +1,68 0,00 0,00 73,53
11 0,00 -1,68 0,00 77,13
12 0,00 +1,68 0,00 83,89
13 0,00 0,00 -1,68 223,28
14 0,00 0,00 +1,68 103,20
15 0,00 0,00 0,00 80,05
16 0,00 0,00 0,00 73,11

17 0,00 0,00 0,00 84,68
Fonte: Autoria propria.
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De acordo com a Tabela 13 o ensaio 13 (6,75; 60,00 mM; 0,00 M) foi o que
apresentou maior quantidade de 1gG adsorvida, a qual obteve 223,281 mg/g. Dos ensaios 11
ao 17 o pH manteve-se constante, variando somente a C; e Cs. A0 observar somente a
variacdo de C; percebe-se que o valor de g manteve-se entre 73 a 85 mg/g de IgG adsorvida.
No entanto, a variagdo de Cg, 0 valor de g aumentou para 223,28 mg/g na auséncia de sal para
103,20 mg/g a 1 M de NaCl. Apds obtencdo destes dados fez-se os tratamentos estatisticos
para verificar a influéncia das variaveis no estudo, ilustrado na Figura 15, a qual apresenta o

Diagrama de Pareto obtido no software Statistica.

Figura 15 - Diagrama de Pareto para a etapa de adsorcéo da IgG.

Fonte: Autoria propria.

De acordo com o Diagrama de Pareto, verificou-se que a Cs € 0 pH foram as
variaveis que exerceram maior influéncia no modelo ao atuarem sozinhas, assim também
quando avaliadas em conjunto (1Lby3L). Visto que a resina utilizada € de carater multimodal,
este comportamento pode estar relacionado a predominancia das interacdes de troca idnica na
captura da IgG pela Capto MMC, uma vez que a melhor condicdo foi obtida sem a presenca
de NaCl (0 M). A captura de proteinas por troca idnica é favorecida pelo pH de estudo, o qual
indica a carga predominante nas moléculas (+ ou -) que irdo interagir com os sitios ativos da
resina. Além disso, quando se tem a presenca de sais no meio, 0s ions de sais dissociados
tendem a competir com as proteinas pelos sitios ativos da resina, ou seja, a interacao por troca
ibnica é favorecida na auséncia de NaCl.

Dessa maneira, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) para confirmar a
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significancia do modelo empregado. A Tabela 14 ilustra os dados da ANOVA obtida para os
ensaios de adsor¢édo da IgG na resina Capto MMC, os quais serdo utilizados para verificar se o
modelo é significativo e/ou preditivo.

Tabela 14 - Anélise de variancia (ANOVA) para o0 erro puro do planejamento composto

central na etapa de adsorcdo da IgG na resina Capto MMC.

Fonte de Soma Graus de Média Ftab
Variacdo  Quadrética Liberdade Quadratica ' ‘"*  (95%)
Regresséo 13098,59 4 3274,65

Residuo 9266,01 12 772,17 4.24 3,26
Falta de

ajuste 6562,09 ° 1312,42 38,67 19,30
Erro puro 67,88 2 33,94

Total SS 22364,60 16

Fonte: Autoria propria.

De acordo com a Tabela 14 verificou-se que o modelo quadrético foi significativo
para o valor de g, uma vez que Fyin2 = 4,24 € maior que Fip (95%) = 3,26. Coeficiente de
correlacdo obtido foi o valor de 0,70, ou seja, 0 modelo s6 consegue explicar a variacao de
70% dos dados. No entanto, o modelo ndo € preditivo, visto que F,;, = 38,67 € maior que Fp
(95%) = 19,30. Um modelo é considerado significativo quando ele é capaz de descrever o
processo e preditivo quando o modelo prediz o resultado a partir dos valores dos parametros
sem precisar realizar o experimento (MAGALHAES, 2014). O modelo obtido, representado
pela Equacdo 18 mostrou um coeficiente de correlagdo (R?) de 0,704 para um nivel de
confianca de 95%, ou seja, esse modelo consegue explicar cerca de 70% dos dados em torno

da média.
q = 6160,65. ,° —4517,26¢,, — 1364,5,, + 1056,18,4xc,, (18)
As Figuras 16 A, B e C ilustram as Superficies de Resposta do modelo

apresentado.
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Figura 16- Relacdo das variaveis na etapa de adsorcdo da IgG: A) pH x C; com Cgy no ponto

central (0,5 M); B) pH X Csy com Cgy no ponto central (0,5); C) C; x Csy com pH no ponto
central (6,75).
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Fonte: Autoria propria.

Avaliando-se as Superficies de Resposta pode-se verificar que o0s melhores
resultados foram obtidos ao se trabalhar nas menores faixas de pH e Cg. A variavel
independente C; foi a que teve menor influéncia, como pode ser visto na Figura 16 A (pH x
Cy). Uma maneira de ver sua influéncia com maior definicdo € aumentando a faixa de estudo
desta variavel.

Estes resultados encontram-se coerentes com 0s propostos na literatura, visto que
para a maioria das biomoléculas, a melhor condicéo de adsorgdo € proxima ao seu respectivo
pl, sendo que o pl da IgG encontra-se na faixa de 6,3 a 9,0 (Tan et al., 2008). Joucla et al.,
(2013) ao realizarem a etapa de adsorcdo para IgG em tampao Citrato na concentracao de 0,1
M diluido para 2 mS/cm, pH 5,0 conseguiram reter cerca de 70% de IgG na resina de troca
ibnica Capto S.

4.2.1.1 Cinética de Adsorc¢ao

Os ensaios de cinética foram realizados na condicdo de méaxima adsorcédo
fornecida pelo delineamento experimental (6,75; 60 mM; 0 M) nas concentracfes de 1, 2 e 3
mg/mL de 1gG pura. Para estudo da difusividade a partir destes dados foi empregado o

modelo de difusdo paralelo. A Tabela 15 ilustra os dados de entrada do modelo.
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Tabela 15 — Parametros matematicos inseridos no modelo.

Parametros Capto MMC
Porosidade da particula, g, *0,55
Densidade da particula, D4, (g/cm®) 1,5
Diametro de particula, d (um) 3,75-10°
Coeficiente de difusio molecular, Dag (cm?/min) — IgG 3,39-10®
Coeficiente de transferéncia de massa no filme, ks (cm/min) — 19G 0,19

*Fonte: Lima (2014).

As curvas e os ajustes do modelo de difusdo paralelo para os ensaios estdo
explicitadas nas Figuras 17 A, B e C. Pode-se verificar que, para as trés concentracGes
estudadas, o tempo de equilibrio foi atingido em 180 minutos e que este nao foi afetado pela

concentracéo inicial.

Figura 17 - Perfis cinéticos de adsorcdo da IgG nas concentragdes de A) 1 mg/mL, B) 2
mg/mL e C) 3 mg/mL preparada em tampéo fosfato 60 mM, pH 6,75, utilizando a Capto

MMC como resina.
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Fonte: Autoria propria.
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De acordo com os valores de D, e Ds estimados verifica-se a predominancia da
difusividade no poro, uma vez que os valores de D, variaram de 1,95-10° a 1,67-10°
cm®-min™, enquanto os valores de D, variaram de 7,92:10° a 1,7-10® cm?min™. Com o
aumento da concentracdo a difusividade tende a diminuir, o que pode estar relacionado ao
tamanho dos poros da resina Capto MMC. Zhu e Carta (2016) encontraram comportamento
semelhante ao investigarem cinéticas de adsorcdo de Lisozima e mAb nas resinas Nuvia
cPrime e Capto MMC. Ensaios de Microscopia eletrdnica indicaram poros com raios que
variaram de 10 a 400 nm para a Nuvia cPrime. A Capto MMC possui raio médio de 32 nm.
Constataram a presenca do que chamaram de impedimento difusional, que foi relacionado ao

tamanho da molécula do mAb. Quanto maior a concentragdo de mAb menor foi a difusividade
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na resina Capto MMC e vice-versa. Além disso, puderam observar uma taxa de transferéncia

de massa mais lenta quando comparada a Nuvia cPrime.

4.2.1.2 Isoterma de Adsorgao

Uma vez definido o tempo de equilibrio de 180 min, a isoterma de adsorcao foi
construida com solucdes de 1gG nas concentracdes de 0,5 a 6,0 mg/mL, preparadas em
tampdao fosfato (60 mM, pH 6,75). A Figura 18 ilustra o perfil da isoterma e o ajuste do

modelo de Langmuir.

Figura 18 - Isoterma de adsor¢do com solugdes de 1gG partindo das concentracgdes iniciais de
0,5 a 6,0 mg/mL preparadas em tampao fosfato (60 mM, pH 6,75) a 23 °C e ajuste do modelo
de Langmuir (linha vermelha).

600

C,, (mg/mL)

Fonte: Autoria prépria.

O perfil da isoterma revela que o material possui alta capacidade de adsorcéo, o
que pode estar relacionado ao fato de as interacdes entre o material e a proteina serem de
diferentes naturezas (troca ibnica, interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio). O perfil
obtido apresentou comportamento favoravel, indicando que grandes quantidades adsorvidas podem ser
obtidas com baixas concentracdes de 1gG na solucdo. Registra-se a alta capacidade méaxima de
adsorcéo, qm = 549,24 mg/g. Yan et al. (2016) avaliando a capacidade de adsorcéo da 19gG na
resina multimodal Nuvia cPrime obteve gy 193,29 mg/g. Zhu e Carta (2016) ao verificarem a

capacidade da capto MMC para a lisozima obteve gn 130 mg/g. Com relagcdo a resina
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multimodal W-ABI (combinagéo de triptofano e 5-amino-benzimidazole), Tong et al. (2016)
obtiveram gn 70,4 mg/g da 1gG, confirmando a alta capacidade de adsorcdo de 1gG da resina
Capto MMC. Os parametros relativos ao ajuste dos dados experimentais com o modelo de

Langmuir estdo descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Parametros de ajuste do modelo de Langmuir para a isoterma de adsorcao da 1gG
na resina Capto MMC a 23 °C.

Om K
(mg/g) | (mL/mg)

R? X2

549,20 4,97 0,99 529,01

Fonte: Autoria propria.

A constante de dissociacdo, K, indica a forca de ligacdo entre a proteina e o
adsorvente. Assim, quanto menor o valor de K, mais facilmente a proteina sera recuperada na
etapa de eluicdo. Assim, verificou-se uma alta forca de ligagédo entre a IgG e a Capto MMC, K
= 4,97 mL/mg. Wongchuphan et al. (2009) ao avaliarem a adsor¢do de 1gG do coelho na
resina Streamline imobilizada com corantes reativos (Reativos Marrom 10, Vermelho 120 e
Verde 5, além do Cibacron Blue F3GA) obtiveram K = 0,9 mL/mg associado a uma alta
afinidade do reativo verde pela 1gG. Quanto ao coeficiente de determinagéo, R? obteve-se
bons resultados, uma vez que ficou bem proximo da unidade, indicando bom ajuste do
modelo aos dados experimentais. No que se refere ao pardmetro Qui-quadrado (X?), sabe-se

gue quanto menor o seu valor maior o ajuste do modelo aos dados experimentais (HO, 2004).

4.2.2 Delineamento Experimental para estudos de Eluicdo da IgG

A Tabela 17 apresenta os percentuais de recuperacao da IgG na etapa de eluicao

obtidos no estudo em leito fixo utilizando a resina Capto MMC.



Tabela 17 - Percentuais de recuperacao na etapa de eluicdo da IgG na resina Capto MMC.

Ensaios| pH |Ci(mM)|Csa (M) Recliperagao
19G (%)
1 -1,00 -1,00 -1,00 10,20
2 -1,00  -1,00 +1,00 44,96
3 -1,00 +1,00 -1,00 7,51
4 -1,00 +1,00 +1,00 40,25
5 +1,00 -1,00 -1,00 46,96
6 +1,00 -1,00  +1,00 30,97
7 +1,00 +1,00 -1,00 5,34
8 +1,00 +1,00 +1,00 22,85
9 -1,68 0,00 0,00 8,79
10 +1,68 0,00 0,00 18,08
11 0,00 -1,68 0,00 14,24
12 0,00 +1,68 0,00 5,14
13 0,00 0,00 -1,68 0,26
14 0,00 0,00 +1,68 14,52
15 0,00 0,00 0,00 8,28
16 0,00 0,00 0,00 6,80
17 0,00 0,00 0,00 7,81

Fonte: Autoria prépria.
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Os dados supracitados foram tratados estatisticamente gerando o Diagrama de

Pareto ilustrado na Figura 19. Nele pode-se observar que todas as variaveis e suas interaces

foram significativas ao nivel de 95% de significancia. Além disso, verificou-se, assim como

na etapa de eluicdo, a Cg, foi a varidvel mais significativa. Este comportamento pode ser um

indicativo de que a IgG interage com a Capto MMC, preferencialmente, por troca ibnica

através do grupo carboxilico presente em seu ligante.
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Figura 19 - Diagrama de Pareto para a etapa de elui¢do da IgG.

p=0.05

Fonte: Autoria prépria.

A partir das varidveis significativas, foi realizada a analise de variancia,

apresentada na Tabela 18, a seguir.

Tabela 18 - Analise de variancia (ANOVA) para o erro puro do planejamento composto

central na etapa de eluicdo da I1gG na resina Capto MMC.

Fonte de Soma Graus de Média = Fiab Fiab Fiab

Variacdo  Quadratica Liberdade Quadratica ' '"**  (95%)  (90%) (75%)

Regressao 2507,42 9 278,60

Residuo 980,98 7 140,14 1.99 3,68 272 169
Falta de ajuste ~ 1178,58 5 235,72

Erro puro 114 5 0.57 412,16 19,30 9,29 3,28

Total SS 3488,40 16

Fonte: Autoria propria.

O valor obtido para o R? foi de 0,66, indicando que o modelo consegue explicar
somente 66% da variabilidade na resposta. De acordo com o teste de F, verificou-se que o
modelo foi significativo ao nivel de 75% de significancia, gerando a equacdo do modelo
descrita na Equacdo 19
Recuperagio IgG (%) = pH? 4 C.2 + Cyq)” + pH — Cp + Cyqp — pHXCyqp + CoxCsqy  (19)
Com o R? obtido, 0 modelo ndo pode ser usado para fins preditivos. No entanto,

apesar de ndo conseguir gerar um ajustado modelo matematico, os graficos de superficie de
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respostas foram plotados no intuito de verificar se h4 uma tendéncia nos dados. As Figuras 20

A, B e C apresentam os graficos de Superficies de Respostas para os ensaios de eluicdo da
I9G.

Figura 20 - Relagdo das varidveis na etapa de elui¢do da 1gG: A) pH x C; com Cg no ponto

central (0,5 M); B) pH x Csy com Cgy no ponto central (0,5); C) C; x Csy com pH no ponto
central (6,75).
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Fonte: Autoria prépria.

As superficies de respostas indicam que as melhores condi¢fes foram obtidas nas
extremidades das faixas avaliadas, indicando que para encontrar a melhor condicdo seja

necessario expandir mais os niveis. No entanto, verifica-se que se aumentar o pH da etapa de
eluicdo, estara se aproximando do pl da 1gG, o que favorecera a adsor¢do. Quanto as C; e Cga,
vale ressaltar que as faixas avaliadas foram as indicadas pelo fabricante da resina. Extrapolar
essa faixa pode comprometer a capacidade da Capto MMC e a faixa tamponante do tampao.

Como ilustrado no Diagrama de Pareto, todas as variaveis estudadas foram significativas,
sendo a Csy a mais significativa, seguida pela interacdo entre o pH com a Csa.

De acordo com as figuras supracitadas e os valores mostrados na tabela anterior
verifica-se que o ensaio 5 foi 0 que obteve maior percentual de recuperacdo da IgG (46,96%),
o qual foi operado com pH 5,2, C; 56,4 mM e Cgsy 0,2 M. Esta condi¢do se aproxima,

razoavelmente, da encontrada por Zhang et al. (2015), os quais realizaram a eluicdo da IgG
usando tampdo MES no pH 5,0 a 25 mM e 0,6 M de Citrato de Sodio.

Os tratamentos estatisticos mostraram que das variaveis estudadas nas etapas de
adsorcéo e eluicdo da 1gG a Cgy foi a mais significativa, onde a melhor condicéo de adsorcao
se deu na auséncia de sal e a de elui¢do ocorreu nas maiores concentracdes de sal, fato este

que pode estar associado & predominancia das interagGes de troca ibnica entre a 1gG e a Capto
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MMC. Joucla et al. (2013) observaram o0 mesmo comportamento da IgG humana em Capto
MMC, em que o0 aumento ou decréscimo da concentracdo de sal teve grande influéncia na
eluicdo da 1gG. Mariam et al. (2015) realizaram a elui¢do da IgG por meio de um gradiente de
aumento do pH e da condutividade do tampdo. Isso ocorre devido a competicdo dos ions
salinos pelos sitios ativos do adsorvente, desencadeando na expulsdo das proteinas na etapa de
eluicdo.

Dessa maneira, embora o delineamento experimental ndo tenha sido validado,
foram testadas vérias condicGes, dentre as quais, a do ensaio 5 foi a que apresentou melhor
desempenho. Com isso, foram analisadas amostras de soro de sangue humano para verificar a
purificacdo da IgG, utilizando as seguintes condi¢des: Adsor¢éo - Tampdo fosfato (60 mM, no
pH 6,75) sem NaCl (Csal 0 M); Eluicdo — Tampdo fosfato (56,4 mM, pH 5,2) e Cs 0,2 M.

4.2.3 Soro de Sangue Humano

Uma vez obtidas as condi¢fes 6timas de adsor¢édo (pH 6,75; C; 60 mM; Cg 0.0
M) e eluicdo (pH 5,2, C; 56,4 mM e Csy 0,2 M) com solugbes padrdes de 1gG, estas foram
reproduzidas com amostra de soro humano. As Figuras 21 A e 21 B ilustram o perfil
cromatografico obtido para a amostra de soro humano e o ensaio de eletroforese,
respectivamente. Em ambas as figuras pode-se verificar que no pico 02, correspondente a
etapa de eluicdo, houve a separacdo das proteinas 1gG e HSA dos demais constituintes
presentes no soro do sangue humano. Contudo, nesse pico houve coeluicdo das proteinas IgG
e HSA, o que pode estar associado ao modo de eluicdo utilizado, visto que no modo isocratico
trabalha-se somente em uma condicdo fixa de concentracdo salina e/ou pH. Como o
adsorvente Capto MMC apresenta em seu grupo ligante diferentes tipos de interaces, talvez
0 ideal seja realizar a eluicdo no modo gradiente, como realizado por BALASUNDARAM et
al. (2013), BHAMBURE et al. (2013) e LINDNER et al. (2014). No entanto, o perfil de
eletroforese mostra que a partir de uma amostra, que contem varias proteinas, foi possivel
remover IgG e HSA, restando apenas essas proteinas na etapa de eluicdo. Isto sugere que estas
condicBes podem ser empregadas como etapa de pré-purificacdo da 1gG, assim também como
0 uso do gradiente na etapa de eluicdo pode ser estudado para otimizar separar completamente
a lgG da HSA.
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Figura 21 — A) Perfil cromatogréfico e B) eletroforese revelada com Comassie Blue da
amostra de soro de sangue humano na concentracdo de 5 mg/mL a uma vazéao de 0,8 mL/min.
CondicgOes operacionais: Adsor¢do: Tampao fosfato (60 mM pH 6,75); Eluigdo: Tampao
acetato (56,4 mM, pH 5,2) + NaCl 0,2 M. Etapas cromatograficas: |: Alimentacdo; I1:
Lavagem; I11: Eluicdo; 1V: Regeneracdo; V: Reequilibrio. Pontos coletados: 01: Adsorcao;
02: Eluicdo; 03: Regeneracdo. Pontos do gel de eletroforese: HMW: Padréo de alta massa
molecular; F: amostra de soro de sangue humano; 01: Adsor¢do; 02: Eluigdo; 03:
Regeneracdo; HSA: Albumina do soro humano; IgG: Imunoglobulina do tipo G.
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Fonte: Autoria prépria.
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4.3 Levantamento de dados fundamentais da BSA nos modos batelada e leito fixo

Nesta secdo sdo apresentados os dados referentes aos ensaios das condicOes de

adsorcdo e eluicdo para a proteina BSA na resina Capto MMC.

4.3.1 Delineamento Experimental para estudos de Adsor¢éo da BSA

A Tabela 19 apresenta as condicOes e quantidades adsorvidas do delineamento
experimental para a etapa de adsorcdo da BSA utilizando a resina Capto MMC no modo
batelada. Estes ensaios tém como objetivos avaliar a influéncia dos parametros pH, C; e Cgy
na adsorgdo da BSA na resina Capto MMC e assim identificar as melhores condigcdes de
adsorcao.
Tabela 19 - Quantidades adsorvidas das condi¢fes do delineamento experimental para a etapa

de adsorcdo de BSA na resina Capto MMC.
Ensaio| pH |Ci(mMM)|Csa (M) |q (Mg/g)

1 -1,00 -1,00 -1,00 138,03
2 -1,00 -1,00 +1,00 116,55
3 -1,00 +1,00 -1,00 61,42
4 -1,00 +1,00 +1,00 27,16
5 +100 -1,00 -1,00 140,26
6 +1,00 -1,00 +1,00 143,51
7 +1,00 +1,00 -1,00 99,72
8 +100 +1,00 +1,00 4520
9 -1,68 0,00 0,00 126,28
10 +1,68 0,00 0,00 9,73

11 0,00 -1,68 0,00 117,56
12 0,00 +1,68 0,00 116,14
13 0,00 0,00 -1,68 137,63
14 0,00 0,00 +1,68 104,39
15 0,00 0,00 0,00 103,17
16 0,00 0,00 0,00 115,53

17 0,00 0,00 0,00 118,17

Fonte: Autoria prépria.
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Os dados supracitados foram analisados estatisticamente gerando o Diagrama de
Pareto, ilustrado na Figura 22.

Figura 22 - Diagrama de Pareto para o estudo de adsorcéo da BSA em Capto MMC.

Fonte: Autoria propria.

De acordo com o Diagrama de pareto verificou-se que as variaveis C;, pH e Cgy
foram significativas. Assim, para verificar a significancia e predicdo do modelo, foi realizada

a analise de variancia destes dados, apresentada na Tabela 20.

Tabela 20 - Analise de variancia (ANOVA) para o erro puro do planejamento composto

central na etapa de adsorcdo da BSA na resina Capto MMC.

Fonte de Soma Graus de Media = Ftab Ftab

Variagéo Quadratica Liberdade  Quadratica VINE(95%%)  (90%)
Regressao 13109,62 4 3277,40
Residuo 13322,28 12 1110,19 295 326 248
Falta de ajuste  11639,18 5 2327,84

36,30 19,30 9,29

Erro puro 128,26 2 64,13
Total 26431,90 16

Fonte: Autoria prépria.

De acordo com a Tabela 20 verificou-se que o modelo quadréatico foi significativo
para o valor de g para o nivel de significancia de 90%, uma vez que Fy;»> = 2,95 é maior que
Frab (90%) = 2,48. Uma vez que o modelo se mostrou significativo, sua representacdo se deu

pela Equagdo 20. O coeficiente de correlagdo (R?) obtido foi 0,55 para um nivel de confianca
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de 90%, ou seja, esse modelo consegue explicar cerca de 55% dos dados em torno da média.

q = —2878,75,," — 1360,87,, — 6938,04, — 1931,97.__ (20)
Adicionalmente, o teste F apontou que modelo ndo € preditivo, visto que Fyjxn =

36,30 é maior que Fp para os dois niveis de significancia avaliados (90 e 95%). Uma vez que

0 modelo se mostrou significativo, os gréaficos de superficie de respostas foram gerados, 0s
quais estdo ilustrados nas Figuras 23 A, B e C.

Figura 23 - Superficie de resposta para as variaveis: A) pH e C; com Cg (0,9 M) no ponto
central; B) pH e Cg com C; no ponto central (60,00 mM); C) C; e Csx com pH no ponto
central (5,00) para adsorc¢do da BSA com fixa no ponto central.

>
W
@)

2Thon SN

q (mg/g)
oo
7 ey e e e e 0

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que os ensaios 1 (pH 4,8; C;
40mM; Cgy 0,5 M), 5 (pH 5,2; C; 40 mM; Cs 0,5 M) e 6 (pH 5,2; C; 40 mM; Cgy 1,3 M)
foram os que apresentaram maiores quantidades de BSA adsorvidas. Uma vez que estes
resultados apresentaram quantidades adsorvidas bem proximas, 138,03, 140,26 e 143,51
mg/g, para 0s ensaios 1, 5 e 6, respectivamente, optou-se por trabalhar na condi¢do do ensaio
1, a qual corresponde ao ponto isoelétrico da BSA. Na literatura existem varios trabalhos com
outras resinas que relatam maiores quantidades adsorvidas de BSA quando se trabalha em seu
pl (VIEIRA et al., 2004; BAKI e NALAN, 2002; ZHAO et al., 2003; TORRES, 2006), o que
pode estar associado ao fato de que no ponto isoelétrico as cargas se anulam e as interacdes
proteina-proteina se reduzem, favorecendo entdo as interacdes proteina-resina.

De acordo com as figuras acima, verificou-se que as maiores quantidades
adsorvidas foram obtidas ao se trabalhar nas menores faixas de pH, comportamento
semelhante aos obtidos por CHU et al. (2018). No que se refere as variaveis C; € Csy, quando

ambas foram analisadas com o pH (Figuras 23 A e B) os melhores resultados foram
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alcancados quando trabalhado nas faixas mediana e maior (60,00 a 93,40 mM para C;e 0,9 a
1,6 M para Cgy). Porém, avaliando a Figura 23 C (C; X Csa), as zonas de melhores resultados
ficaram bem definidas, correspondendo aos maiores niveis. Nogueira (2016) obteve
quantidades adsorvidas similares quando utilizou SBA 15 para adsorcdo da BSA em solucao
tampao de acetato de sodio pH 4,8 com adicdo de NaCl em diferentes concentracdes.

4.3.1.1 Cinética de adsorcao

Os ensaios de cinética foram realizados na condi¢do Otima de adsorcdo obtida
pelo delineamento experimental (4,8; 40 mM; 0,5 M). A Tabela 21 ilustra os dados de entrada
do modelo.

Tabela 21 — Parametros matematicos inseridos no modelo.

Parametros Capto MMC
Porosidade da particula, g, *0,55
Densidade da particula, D4, (g/cm®) 1,5
Diametro de particula, d (um) 3,75-10°
Coeficiente de difusdo molecular, Dag (cm?/min) — BSA 3,39-10°
Coeficiente de transferéncia de massa no filme, k¢ (cm/min) — BSA 0,19

*Fonte: Lima (2014).

As Figuras 24 A, B e C ilustram as curvas cineticas para as concentragdes de 1, 2
e 3 mg/mL da BSA. Avaliando o perfil cinético de adsorcdo para a BSA verificou-se que o
tempo de equilibrio foi atingido em 120 min, e que esse tempo ndo foi afetado pela

concentracdo inicial da proteina, visto que tiveram 0 mesmo comportamento.

Figura 24 — Perfis cinéticos de adsorcdo da BSA nas concentracdes de A) 1 mg/mL, B) 2
mg/mL e C) 3 mg/mL preparada em tampdo Acetato (40 mM, pH 4,8) + NaCl 0,5 M,

utilizando a Capto MMC como resina.
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Fonte: Autoria propria.
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De acordo com os valores de D, e Ds estimados para as cineticas de adsorcéo da
BSA na resina Capto MMC, verifica-se a predominancia da difusividade no poro, uma vez
que os valores de D, variaram de 1,33-10" a 3,69-10° cm”*min™ e os valores de Ds foram
nulos. Assim como para a IgG, com o aumento da concentragdo a difusividade tende a
diminuir, o que pode estar relacionado ao tamanho dos poros da resina Capto MMC. No
entanto, apesar dos resultados obtidos para a IgG mostrarem a predominancia da difusividade
no poro, verificou-se que tem-se difusdo na superficie, diferente do que ocorre para a BSA, a
qual ocorre somente no poro. Este comportamento pode estar relacionado ao modelo
estrutural dessas proteinas. Enquanto a BSA tem um formato mais globular a 1gG tem sua
estrutura semelhante a um “Y”, o que pode dificultar o acesso aos poros. Dessa maneira, em
solugdes contendo a mistura dessas proteinas haverd competicdo para acesso aos poros, que
em termos estruturais € favoravel a BSA. Li et al. (2016), ao investigarem o efeito da
mudanca de pH na estrutura da BSA, verificaram que a mudanca de pH de 7,0 a 4,7 ndo
alterou significativamente seu tamanho molecular médio. No entanto, a mudanca de pH de 4,7
para 3,0 aumentou a largura da estrutura, ou seja, 0 aumento de carga positiva desdobrou a
BSA. Isto € um indicativo que os residuos de amino&cidos presentes na superficie da BSA sdo
de carater &cidos. Em pH mais acido a estrutura da BSA é desdobrada, assim, 0os aminoacidos

carregados negativamente sdo expostos, ficando acessiveis a ionizacao.
4.3.1.2 Isoterma de adsor¢ao

O tempo de equilibrio obtido na cinética foi utilizado para obtencdo da isoterma.
A Figura 25 ilustra o perfil adquirido, bem como o ajuste do modelo de Langmuir. De acordo
com os resultados, verificou-se que a isoterma obtida apresentou comportamento favoravel,
indicando que grandes quantidades adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentracdes
de BSA na solucdo. Além disso, observa-se que nas concentracbes de 1,5 e 2,0 mg/mL ja

ocorre a saturacdo do adsorvente.
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Figura 25 - Isoterma de adsorcdo da BSA partindo das concentracgdes iniciais de 0,5 a 7,0
mg/mL, preparadas em tampdo acetato de sodio 40 mM, pH 4,8 + NaCl 0,5 M e ajuste do
modelo de Langmuir (linha vermelha).

450

400 .
350
300+
250
200
150+

0o 1 2 3 4 5 6 7

Ceq(mg/mL)

q (mg/g)

Fonte: Autoria propria.

Os dados gerados no ajuste encontram-se na Tabela 22. A capacidade maxima de
adsorcdo (gm) obtida foi 380,16 mg/g, valor inferior ao obtido para a 1gG, o que
possivelmente estar associado ao fato da difusdo da BSA ocorrer somente nos poros, enquanto
a 1gG ocorre nos poros e na superficie. Porém, o valor de gy, foi superior ao encontrado por
Chu et al. (2018). Estes obtiveram g, = 125,5 mg/g para a HSA utilizando a resina Capto
MMC em tampdo acetato de sodio (20 mM, pH 4,4) + NaCl 0,2 M. Esse diferencial no valor
de gm pode estar relacionado com a forca ibnica, a qual é superior no presente trabalho. A
presenca de sal na solucdo expde os aminoacidos hidrofobicos da molécula de proteina,

aumentando a interagdo com o grupo fenil do ligante.

Tabela 22 - Parametros de ajuste do modelo de Langmuir para a isoterma de adsor¢do da BSA

na resina Capto MMC.

Om K
(mg/g) | (mL/mg)

R? X2

380,16 46,12 0,98 11,39

Fonte: Autoria propria.

A constante de dissociacdo, K, indica a forca de ligacdo entre a proteina e o

adsorvente. Na Tabela 22, verifica-se que o valor obtido (46,12 mL/mg) foi quase 10 vezes
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superior ao encontrado para a proteina 1gG, o que justifica sua presenca em todas as etapas na
purificacdo da 1IgG em amostras do soro do sangue humano. O fato da interagdo entre a BSAe
a Capto MMC ser maior que a da IgG e perdurar em todas as etapas pode estar associado a
sua difusdo que se da nos poros, diferente da IgG que ocorre também na superficie do
adsorvente. Dessa maneira, as condi¢des de eluicdo necessitam ser investigadas para que se
consiga remover as moléculas de BSA dos poros. No que se refere ao coeficiente de
determinagdo (R?), verificou-se bom ajuste, visto que se aproxima da unidade. Quanto ao Qui-
quadrado (X?), o valor obtido foi bem inferior ao obtido para a IgG, indicando melhor ajuste

do modelo aos dados experimentais.

4.3.2 Delineamento Experimental para estudos de Eluicdo da BSA
A Tabela 23 apresenta os percentuais de recuperacdo da BSA obtidos no estudo
em leito fixo e a anélise de variancia, respectivamente.

Tabela 23 - Percentuais de recuperagéo na etapa de eluicdo da BSA na resina Capto MMC.

Ensaio| pH |C;(mM)|Csa (M)|Recuperagéo (%)

1 -1,00 -1,00 -1,00 100,01
2 -1,00 -1,00 +1,00 95,55
3 -1,00 +1,00 -1,00 94,43
4 -1,00 +1,00 +1,00 94,43
5 +100 -1,00 -1,00 87,50
6 +1,00 -1,00 +1,00 89,55
7 +1,00 +1,00 -1,00 96,46
8 +1,00 +1,00 +1,00 91,58
9 -1,68 0,00 0,00 83,74
10 +1,68 0,00 0,00 86,90
11 0,00 -1,68 0,00 100,00
12 0,00 +1,68 0,00 90,51
13 0,00 0,00 -1,68 100,00
14 0,00 0,00 +1,68 98,83
15 0,00 0,00 0,00 99,99
16 0,00 0,00 0,00 100,01

Fonte: Autoria propria.
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Os dados apresentados na Tabela 23 foram analisados estatisticamente gerando o
Diagrama e Pareto, ilustrado na Figura 26.

Figura 26- Diagrama de Pareto para a etapa de eluicdo da BSA.

Fonte: Autoria propria.

De acordo com o Diagrama de pareto verificou-se que todas as variaveis foram
significativas, exceto a Cs; quando analisada pelo modelo quadratico. Assim, para verificar a
significancia e predicdo do modelo, foi realizada a analise de variancia destes dados,

apresentada na Tabela 24.

Tabela 24 - Analise de variancia (ANOVA) para o erro puro do planejamento composto

central na etapa de eluicdo da BSA na resina Capto MMC.

Fonte de Soma Graus de Média = Ftab Ftab Ftab
Variacdo Quadratica Liberdade Quadratica "  (95%) (90%) (75%)
Regressdo 325,45 8 40,68

Residuo 120,71 7 17,24 2,36 3,73 2,75 1,70
Faltade 455, 5 18.70

ajuste

£ 93495,07 230,20 57,24 8,82
rro 0,00 1 0,00

puro

Total 446,16 15

Fonte: Autoria propria.



98

De acordo com a Tabela 24 verificou-se que o modelo quadratico foi significativo
para o percentual de recuperacdo de BSA ao nivel de significAncia de 75%, uma vez que Fyix2
= 2,36 € maior que Fup (75%) = 1,70, gerando a equacdo do modelo descrita na equacao 21.
Recuperacio BSA (%) = —pH?*—C,?> — pH — C; — Csq; + pHxC, + pHxCsq; — CixCsq (21)

O coeficiente de correlacdo (R?) obtido foi 0,79, ou seja, esse modelo consegue
explicar 79% dos dados em torno da média. No entanto, embora o modelo ndo tenha se
mostrado significativo, as Superficies de respostas foram gerados no intuito de melhor

compreender este comportamento, os quais estao ilustrados nas Figuras 27 A, B e C.

Figura 27 - Relacdo das variaveis A) pH e C;, com a Csy no ponto central (1 M); B) pH e Cg,

com a C; no ponto central (35 mM); C) C; e Csa, com 0 pH no ponto central (7,5), para o

percentual de recuperacdo da BSA na etapa de eluicéo.
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Fonte: Autoria propria.

Os perfis de superficies de resposta indicam que os melhores resultados foram
obtidos quando o pH encontra-se na regido proxima ao ponto central e nos menores valores de
Ct. No que se refere a Cg, Nd0 houve uma faixa que se destacasse. Com isso, verificou-se que
a condicdo que obteve melhor desempenho no planejamento é representada pelo ensaio 1 (pH
6,6, C; 26,0 mM, Cgy 0,7 M).

O Diagrama de Pareto, ilustrado na Figura 26 confirma os resultados apresentados
nas superficies de respostas, onde se verifica que a Cs quando avaliada sozinha ndo foi
significativa, ou seja, exerce pouca influéncia na etapa de eluicdo da BSA. Porém, a interacdo
da variavel Csy com as demais (pH e Cy) séo significativas. Esta analise ilustra a importancia
da andlise estatistica, por ela permitir a avaliagio ndo somente dos parametros
individualmente, mas das interagcfes dos mesmos. Hirano et al. (2015) verificaram que o

aumento da concentragdo de NaCl enfraquece a eluicdo da BSA na resina Capto MMC devido
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a competicdo do préprio efeito salting-out que ocorre com o NaCl. O aumento da
concentracdo de NaCl ocasiona uma reducdo da solubilidade das proteinas, uma vez que 0s
fons do sal interagem com 0s grupos idnicos da proteina, acarretando na expocisdo de seus
grupos hidrofdbicos, o que favorece a interacdo hidrofobica entre a proteinas e a resina. No
caso da etapa de eluigdo, a solubilidade da proteina deve ser favorecida.

Diferente do ocorrido com a 1gG, onde as melhores condicdes de eluicdo foram
encontradas nas regides extremas dos graficos de superficie de resposta, para a BSA as
melhores condicGes foram obtidas nas regies intermediarias. Porém, possivelmente, o
modelo ndo foi significativo devido ao comportamento apresentado pela BSA quando na
presenca de NaCl. De acordo com Sang et al., (2011), a BSA é uma proteina denominada “soft”,
ou seja, de baixa estabilidade interna. Com isso, independente da interacdo, ela tende a adsorver
em toda a superficie, 0 que esta associado a um ganho de entropia conformacional. Pessoa Jr. e
Kilikian (2005) tambem afirmam que mesmo a proteina apresentando carga global negativa
ou positiva, ainda pode ocorrer adsor¢do por um trocador com carga ndo esperada. Em se
tratando de um adsorvente multimodal, como a Capto MMC, esse efeito tende a se

intensificar.

4.4 Purificacéo das proteinas do Soro do Leite Bovino em leito fixo

Nesta secdo encontram-se descritos os resultados obtidos para os ensaios de
recuperacdo e purificacdo de proteinas de interesse industrial provenientes de amostras de

soro do leite bovino.

4.4.1 Tratamento do Soro do Leite Bovino

A Figura 28 ilustra a etapa de precipitacdo do soro do leite bovino com sulfato de
amdnio nas concentracGes de 50 e 80%. Como pode ser verificado, a precipitacdo com 80%
garante uma maior separacdo das fases devido a maior concentracdo de sulfato de aménio,
arrastando assim maior quantidade de interferentes. Posterior a precipitacdo, as amostras
foram dialisadas para remocdo do sulfato de aménio. Apds a precipitacdo foram coletados os
volumes de 360 e 260 mL das amostras precipitadas com 50 e 80%, respectivamente. No final
da dialise foram obtidos os volumes de 564 e 499 mL para as amostras de 50 e 80%,

respectivamente.
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Figura 28 - Precipitagdo de 500 mL da amostra de soro do leite bovino com sulfato de amdnio
a 50 (A) e 80% (B).

Fonte: Autoria prépria.

As Figuras 29 A e 29 B ilustram os perfis de proteinas das amostras de soro do
leite bovino apds a etapa de precipitacdo com sulfato de amdnio 50 e 80%. Foram preparadas

variando a proporcao amostra:tampao de amostra para um volume final de 30 pL.

Figura 29 - Eletroforese das amostras de soro do leite bovino precipitadas com sulfato de
aménio A) 50% e B) 80% e dialisadas em membrana de dialise 10 kDa (25 mm X 30 cm).
LMW: Padrdo de baixa massa molecular; 01: 10:20; 02: 15:15; 03: 20:10; 04: 25:5; BSA:

Albumina do Soro Bovino.

45 kDa
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Fonte: Autoria prépria.

Os perfis das eletroforeses das amostras dialisadas mostram que a precipitacao
com sulfato de aménio 80% precipitou mais proteinas, uma vez que se tem mais bandas de
proteinas na faixa superior a 66 kDa, quando comparada a precipitacdo com sulfato de amonio
50%. Lima et al. (2008) explicam essa diferenca no arraste de proteinas nas concentrac@es de
sulfato de amonio a 50 e 80% pelo efeito salting-out. Solucdes de proteinas contendo até
certas concentracdes de sal favorecem as interacdes das cargas das proteinas com os ions
salinos dissociados, reduzindo as interagdes proteina-proteina, 0 que promove maior
solubilidade das proteinas no meio aquoso. Com o aumento da forga idnica, ocorre 0 processo
inverso. Tem-se uma menor solubilidade das proteinas no meio aquoso devido ao aumento das
interacdes proteina-proteina. Este é ocasionado devido a exposi¢do dos grupos hidrofébicos
das proteinas, desencadeando na precipitacdo das mesmas.

Apoés didlise, as amostras foram concentradas por liofilizacdo e entdo
ressuspendidas para um volume final de 15 mL no tampdo correspondente aos ensaios
indicados no delineamento experimental. O teor de proteinas das amostras de soro do leite
bovino foi determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976), onde foram obtidos os
valores médios de 0,32 e 0,45 mg/mL para as amostras de 50 e 80%, respectivamente. Através
dos resultados verificou-se que a precipitagdo com sulfato de aménio 80% conseguiu
precipitar quase 30% de proteinas a mais que a precipitacdo com sulfato de aménio 50%.

Assim, optou-se por trabalhar com a precipitacdo de 80% para 0s ensaios posteriores.
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Foram calculados os balancos de massa para todos os ensaios e obtido o

percentual de proteinas recuperado na etapa de eluicdo, o qual foi utilizado como variavel

resposta para analise do delineamento experimental. A Tabela 25 ilustra 0s percentuais de

proteinas recuperadas.

Tabela 25 - Percentuais de recuperacdo das proteinas na etapa de eluicdo das amostras de soro

do leite bovino na resina Capto MMC.

Ensaio | pHads | PHew | teiw (Min) | Recuperacéo (%)
01 -1,00 -1,00 -1,00 9,43
02 -1,00 -1,00 +1,00 25,02
03 -1,00 +1,00 -1,00 18,84
04 -1,00 +1,00 +1,00 1,32
05 +1,00 -1,00 -1,00 64,78
06 +1,00 -1,00 +1,00 56,66
07 +1,00 +1,00 -1,00 2,07
08 +1,00 +1,00 +1,00 40,13
09 0,00 0,00 0,00 43,38
10 0,00 0,00 0,00 47,56
11 0,00 0,00 0,00 45,37

Fonte: Autoria propria.

Estes dados foram analisados estatisticamente, obtendo o Diagrama de pareto,

ilustrado na Figura 30.
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Figura 30 - Diagrama de Pareto para o estudo de separacdo das proteinas do soro bovino em

leito fixo utilizando a resina Capto MMC.

Fonte: Autoria propria.

O Diagrama de Pareto mostra que das variaveis analisadas somente a ineracéo
enre 0 pHey € 0 tey Nd0 foi significativo, como pode ser verificado na diferenca do percentual
de proteinas recuperado de 64,78 e 56,66% para 0s ensaios 5 e 6, respectivamente, onde a
Unica diferenca foi do tgy (15 e 25 min, respectivamente). Dessa maneira, no intuito de
verificar a significancia e predi¢cdo do modelo empregado, foi realizada a analise de variancia,

descrita na Tabela 26.

Tabela 26 - Analise de variancia (ANOVA) para o erro puro do planejamento composto

central para os ensaios cromatograficos com soro de leite bovino na resina Capto MMC.

Fonte de Soma Graus de Média = Ftab Ftab Ftab
Variacdo  Quadratica Liberdade Quadratica ‘"2 (95%) (90%)  (75%)
Regressao 3331,77 5 666,35
2,17 5,05 3,45 1,89
Residuo 1535,13 5 307,03
j 1505,03 2 752,52
Falta de ajuste 172,14 19,00 9,00 3,00
Erro puro 8,74 2 4,37
Total 4866,90 10

Fonte: Autoria prépria.

De acordo com a Tabela 26 verificou-se que o modelo quadréatico foi significativo

para o valor de g somente ao nivel de significancia de 75%, uma vez que F,i4, = 2 € maior
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que Fuap (75%) = 1,89, gerando a equacdo do modelo descrita na equacéo 22.
Recuperagio (%) = 1485,94pH 4 — 1093,48pH,p,, + 98,07t 4y, — 527,31pH g5 XPH gy + 126,96pH,gXt o1y, (22)
O coeficiente de correlacdo (R?) obtido foi 0,69 para um nivel de confianca de
75%, ou seja, esse modelo consegue explicar cerca de 69% dos dados em torno da média.
Assim, como obtido para os testes de eluicdo nas proteinas IgG e BSA, ndo foi possivel
atingir significancia no nivel de 95% quando envolvia recuperacdo na etapa de eluicdo,
apontando para a necessidade de analise mais contundente dos pardmetros que possam
influencia-la. Embora o modelo ndo tenha se mostrado significativo, os graficos de superficie

de respostas foram gerados no intuito de melhor compreender os resultados obtidos, os quais
estéo ilustrados nas Figuras 31 A, B e C.

Figura 31 - Relacdo dos parametros: A) pHags € pHew cOM 0 Tgyy fixo no ponto central (20
min); B) pHags € Tew (Min) com o pHey, fixo no ponto central (6,75); C) pHew € Tew (Min) com

0 pHags fixo no ponto central (4,8) no percentual de recuperacdo de proteina na etapa de
eluicao.

vy}
O

Recuperagio (%)

Recuperacio (%)
Laled e dtn
m%&%‘&cmom@

Recuperagdo (o)

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os graficos de superficie de respostas ilustrados acima verificou-se
que os melhores resultados foram obtidos nas maiores faixas de pHags € Tey € NS menores
faixas de pHeu. Avaliando os dados do delineamento, verificou-se que as condi¢cdes do ensaio
5 (pHags 5,2, pHew 6,0 € Tew 15 min) e 6 (pHags 5,2, pHew 6,0 € tey 25 min) foram as que
tiveram maiores percentuais de recuperacdo das proteinas na etapa de eluicdo. Porém, ao se
avaliar os ensaios de eletroforese verifica-se que 0 ensaio 8 (pPHads 5,2, pHewy 7,5 € tey 25 min)
recuperou um namero maior de proteinas. Assim, dependendo das proteinas alvo essa

condicdo pode ser utilizada.

As Figuras 32, 33, 34, 35 e 36 ilustram os perfis cromatograficos e as
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eletroforeses dos ensaios 2, 5, 6, 8 e 9, 0s quais apresentaram separacao na etapa de eluicao.

Figura 32 — A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino precipitada com sulfato de aménio 80%, dialisada em
membrana de 10 kDa (25 mm X 30 cm) e liofilizada na concentracdo de 0,45 mg/mL.
Condigdes do ensaio 2: pH de adsorcao 4,4; pH de eluicdo 6,0; tempo de eluicdo de 25 min.
Etapas cromatogréaficas: I: Equilibrio; Il: Alimentacdo; Ill: Lavagem; IV: Elui¢do; V:
Regeneracdo; VI: Reequilibrio. Pontos dos géis de eletroforese: LMW: Padrdo de baixa
massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino ap6s precipitagdo com sulfato de
amoénio 80%, dialise e liofilizacdo; 01: Lavagem; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° ponto
Eluicdo; 04: 1° ponto da Regeneracdo; 05: 2° ponto da Regeneracdo; BSA: Padrdo de
Albumina do Soro Bovino.
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14,4 kDa —

‘p‘ MMB

Fonte: Autoria Prépria.

De acordo com as Figuras 32 A e 32 B, pode-se observar a presenca de dois picos
na etapa de eluicdo. Esta separacdo, possivelmente, foi favorecida pelo uso do gradiente
salino decrescente, onde as proteinas com carater menos hidrofébico saem no primeiro pico,
seguidas das proteinas com carater mais hidrofobico no segundo pico. As bandas de proteinas
presentes nos pontos 01 (lavagem) e 02 (1° ponto da eluicdo) sdo associados aos
Glicomacropeptideos (9,2 kDa) e a BSA (66kDa). J& no ponto 03 (2° ponto da eluicdo) foi
possivel observar a presenca de um pico com carater mais alargado. Santos Neto (2010
explica que este comportamento pode estar associado a coeluicdo de proteinas, uma vez que
tém-se a presenca de 06 bandas de proteinas, as quais compreendem a faixa de massa molar
que vai de 14 a superior a 97 kDa. As duas bandas superiores a 97 kDa possivelmente sdo as
Ig’s (> 146 kDa). As bandas abaixo de 97 kDa, séo associadas as proteinas BSA (66 kDa), o
dimero da B-Lg (36 kDa) e a-La (14,4 kDa). No entanto, na etapa de regeneracdo (ponto 04)
ainda foi possivel ver a presenca das proteinas BSA (66 kDa) e ao dimero da pB-Lg (36 kDa).
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Figura 33 — A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino precipitada com sulfato de aménio 80%, dialisada em
membrana de 10 kDa (25 mm X 30 cm) e liofilizada na concentracdo de 0,45 mg/mL.
Condigdes ensaio 5: pH de adsorcdo 5,2; pH de eluicdo 6,0; tempo de eluicdo de 15 min.
Etapas cromatogréaficas: 1: Equilibrio; Il: Alimentacdo; Ill: Lavagem; IV: Eluicdo; V:
Regeneracdo; VI: Reequilibrio. Pontos dos géis de eletroforese: LMW: Padrdo de baixa
massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino ap6s precipitagdo com sulfato de
amoénio 80%, dialise e liofilizacdo; 01: Lavagem; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° ponto
Eluicdo; 04: Regeneracdo; BSA: Albumina do Soro Bovino.

300 — - i | 200
1
Iy :||: " \Y; LV VI
1 ]
2504 11 -~ :
p 101 03 " I I —_
11 1 = 1 | -4 150 E
[ 1 1 1 o
2004 1 l N & 1 | s
=) LR : : £
< 11 1 = | 1 ~—
11 1 ®
E 1504 ! = n ! ! 1100 ©
wn 11 I m 1 1 %
2 I : : S
< 100- Pl e "=, . ! ! =
' " 04 ] ©
SRR S R -
504 ' ¢ . v . ! O
L L | . "
0__llllll:.|i,!l-.-';-_l " m SN .','ﬂlﬂ:;lll._-h_ll* 0
0 15 30 45 60

97kDa -

66 kDa —

45 kDa —

30 kDa —

20 kDa —

14,4 kDa —

N SV |

Fonte: Autoria Propria.




108

De acordo com as Figuras 33 A e 33 B, pode-se observar separacdo de picos na
etapa de eluicdo. Esta separagéo, possivelmente, foi favorecida pelo uso do gradiente salino
decrescente, onde as proteinas com carater menos hidrofébico saem no primeiro pico,
seguidas das proteinas com carater mais hidrofébico no segundo pico. Os pontos 01
(lavagem) e 02 (1° ponto da elui¢do) sdo associados aos Glicomacropeptideos (9,2 kDa). No
ponto 03 (2° ponto da eluicdo) foi possivel observar a presenca de 05 bandas de proteinas
compreendendo a faixa de massa molar que vai de 14 a superior a 97 kDa. As duas bandas
superiores a 97 kDa possivelmente séo as Ig’s (> 146 kDa), seguidas da BSA (66 kDa), o
dimero da B-Lg (36 kDa) e a-La (14,4 kDa). Diferente do que foi observado no cromatograma
do ensaio 2 (Figura 32 A), mesmo havendo coeluicdo de proteinas no segundo pico da elui¢do
(ponto 03), 0 mesmo apresentou uma resolu¢do menos assimetrica, o0 que pode estar associado
ao tempo empregado na etapa de eluicdo, que foi de 15 min, 10 min mais curto que o do
ensaio 2. Na etapa de regeneracao (ponto 04) nédo foi possivel ver nenhuma banda de proteina.
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Figura 34 — A) Ensaio cromatogréfico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino precipitada com sulfato de aménio 80%, dialisada em
membrana de 10 kDa (25 mm X 30 cm) e liofilizada na concentracdo de 0,45 mg/mL.
Condigdes do ensaio 06: pH de adsor¢éo 5,2; pH de eluigéo 6,0; tempo de eluicdo de 25 min.
Etapas cromatogréaficas: 1: Equilibrio; Il: Alimentacdo; Ill: Lavagem; IV: Eluicdo; V:
Regeneracdo; VI: Reequilibrio. Pontos dos géis de eletroforese: LMW: Padrdo de baixa
massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino ap6s precipitacdo com sulfato de
amoénio 80%, dialise e liofilizacdo; 01: Lavagem; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° ponto
Eluicdo; 04: Regeneracdo; BSA: Albumina do Soro Bovino.
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Analisando as Figuras 34 (A e B) referentes ao ensaio 06, pode-se observar
separacdo de picos na etapa de eluicdo. Os pontos 01 (lavagem) e 02 (1° ponto da eluicéo)
podem ser associados aos Glicomacropeptideos (9,2 kDa). No ponto 03 (2° ponto da eluicao)
foi possivel observar a presenca de 06 bandas de proteinas compreendendo a faixa de massa
molar que vai de 14 a superior a 97 kDa. As duas bandas superiores a 97 kDa possivelmente
sdo as Ig’s (> 146 kDa), seguidas da BSA (66 kDa) e do dimero da B-Lg (36 kDa). A banda
seguinte, possivelmente corresponda a B-Lg (18 kDa), visto que ela estd bem préxima da faixa
de 20 kDa. Por fim, tem-se a-La (14,4 kDa). J4 a etapa de regeneracdo, ponto 04, apresenta
duas bandas protéicas, as quais compreendem, possivelmente, a BSA (66 kDa) e a B-Lg (18
kDa) devido a proximidade da faixa de 20 kDa.



111

Figura 35 — A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino precipitada com sulfato de aménio 80%, dialisada em
membrana de 10 kDa (25 mm X 30 cm) e liofilizada na concentracdo de 0,45 mg/mL.
Condigdes do ensaio 08: pH de adsor¢éo 5,2; pH de elui¢do 7,5; tempo de eluicdo de 25 min.
Etapas cromatogréaficas: 1: Equilibrio; Il: Alimentacdo; Ill: Lavagem; IV: Eluicdo; V:
Regeneracdo; VI: Reequilibrio. Pontos dos géis de eletroforese: LMW: Padrdo de baixa
massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino ap6s precipitagdo com sulfato de
amoénio 80%, dialise e liofilizacdo; 01: Lavagem; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° ponto
Eluicdo; 04: 1° ponto da Regeneracdo; 05: 2° ponto da Regeneracéo; BSA: Albumina do Soro

Bovino.
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com o cromatograma do ensaio 08, verificou-se que foi obtido o
mesmo perfil apresentado nos cromatogramas anterioresorém, com melhor simetria e
resolucdo. No ponto 01, correspondente a lavagem, foi possivel ver a presenca de 03 bandas
de proteinas, compreendendo, possivelmente as proteinas BSA (66 kDa), ao fragmento da
proteina do globulo de gordura do leite, a Butirofilina (56 kDa) e ao dimero da f-Lg (18 kDa).
No ponto 02 (1° ponto da eluigdo) tem-se as proteinas BSA (66 kDa) ¢ o dimero da B-Lg (18
kDa), semelhante ao ensaio anterior (Figura 35), porém, com bandas mais definidas,
apontando que o pH 7,5 foi mais eficiente na etapa de eluicdo quando comparado ao pH 6,0.
Isto pode estar associado ao fato de que no pH 7,5 tem um maior afastamento dos pI’s das
proteinas eluidas, com isso, as interacbes de troca ibnica irdo atuar juntamente com as
hidrofobicas na eluicdo das proteinas. Ao se avaliar o ponto 03 (2° ponto da elui¢do), foi
possivel observar a presenca de uma banda de proteina na faixa superior a 97 kDa,
possivelmente correspondendo as Ig’s (> 146 kDa), BSA (66 kDa), Butirofilina (56 kDa) e a-
La (14,4 kDa). Na etapa de regeneracdo, pontos 04 e 05, ainda foi possivel verificar tracos de
BSA (66 kDa).
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Figura 36 — A) Ensaio cromatogréfico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino precipitada com sulfato de amoénio 80%, dialisada em
membrana de 10 kDa (25 mm X 30 cm) e liofilizada na concentragcdo de 0,45 mg/mL.
Condigdes do ensaio 09: pH de adsor¢éo 4.8; pH de eluicdo 6,75; tempo de eluigdo de 20 min.
Etapas cromatogréaficas: 1: Equilibrio; Il: Alimentacdo; Ill: Lavagem; IV: Eluicdo; V:
Regeneracdo; VI: Reequilibrio. Pontos dos géis de eletroforese: LMW: Padrdo de baixa
massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino ap6s precipitacdo com sulfato de
amoénio 80%, dialise e liofilizacdo; 01: Lavagem; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° ponto
Eluicdo; 04: Regeneracdo; BSA: Albumina do Soro Bovino.
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Assim como nos perfis anteriores, no ensaio 09 tem-se a presenca de dois picos na
etapa de eluicdo. No ponto 01 (lavagem) ndo se teve presenca de bandas protéicas. No 1° pico
da eluicdo (ponto 02) tem-se a presenga de 03 bandas de proteinas, onde a de maior massa
molar possivelmente esta relacionada as Ig’s (> 146 kDa), a Butirofilina (56 kDa), e por
altimo, tem-se o dimero da B-Lg (18 kDa). Ao se avaliar o 2° pico da elui¢do (ponto 03), foi
possivel observar a presenca duas bandas de proteina na faixa superior a 97 kDa que
correspondem as Ig’s (> 146 kDa). Nas faixas de 30 e 56 kDa tem-se a Butirofilina (56 kDa) e
o dimero da B-Lg (18 kDa). Por fim, verificou a presenca de a-La (14,4 kDa). Assim como
no ensaio 2 (Figura 32), o segundo pico da eluicdo teve carater alargado, estendendo-se até o
final da eluicdo. Nestes dois ensaios (2 e 9) os pHs de eluicdo empregados séo 6,00 e 6,75,
respectivamente, faixa de pH que compreende os pI’s da Ig’s. Assim, no decorrer da etapa de
eluicdo, ao diminuir a forga idnica, nessa faixa de pH, as interacdes de troca idnica podem ser
favorecidas, dificultando a eluicdo das proteinas. A etapa de regeneracdo (ponto 04) ainda
apresentou tracos de todas as proteinas presentes no 2° pico da eluicdo (ponto 03), exceto a
banda das Ig’s.

Dessa maneira, verificou-se que, nas condi¢cdes analisadas, as proteinas adsorvidas
pela Capto MMC foram as mesmas em todos os ensaios, compreendendo as Ig’s (> 146 kDa),
BSA (66 kDa), Butirofilina (56 kDa), dimero da B-Lg (30 kDa), B-Lg (18 kDa) ¢ a-La (14,4
kDa). Os perfis apresentados nestes experimentos assemelham-se aos encontrados por
Cavalcanti (2010) ao avaliar a purificagdo das proteinas a-La e B-Lg usando resinas de troca
idnica, e também por Cheison et al (2011) ao avaliarem a temperatura e pH para obtencao da

a-La nativa com baixo residual de B-Lg ou na forma totalmente purificada.

4.5 Purificacéo das proteinas do soro do leite bovino em leito expandido

Para os ensaios em leito expandido, foi avaliado o desempenho da resina
multimodal Capto MMC em leito expandido, visto que a mesma apresenta densidade de 1,08
g/cm®. Porém, ao iniciar o processo verificou-se a que a densidade apresentada pela Capto
MMC néo é suficiente para sua aplicacdo em ALE, uma vez que a mesma se dispersou ao
longo do leito e ndo foi possivel identificar a altura expandida, como pode ser ilustrada na
Figura 37. Dessa maneira, os ensaios em ALE foram conduzidos com as resinas Streamline
SP e Streamline DEAE.
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Figura 37 - Perfil da Capto MMC em sistema de fluidizagéo.

Fonte: Autoria prépria.

4.5.1 Grau de Expanséo do Leito

Antes de iniciar os experimentos com leito expandido, foi determinado o GE,
relacdo entre a altura inicial e final do leito a uma velocidade especifica. Este parametro
determina o qudo préximo esta o leito expandido do empacotado, determina a estabilidade do
leito, de maneira a evitar o uso de velocidades que promova a dispersao do leito. A Figura 38
ilustra o perfil de expansdo para a resina Streamline SP em tampao Fosfato de Sddio (40 mM
pH 7,5).
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Figura 38 - Perfil do Grau de Expansdo para a resina Streamline SP em tampéo fosfato 40

mM pH 7,5 em fun¢éo da velocidade de fluxo. Ho = 5,2 cm.
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com a Figura 38, verifica-se que a expansao do leito se deu de maneira
linear a velocidade. As velocidades utilizadas configuraram uma expansao do leito na ordem
de 2,08 a 2,96, encontrando-se na faixa indicada pelo fabricante (Pharmacia) que é 2 a 3 na
velocidade de 300 cm/h (Pharmacia, 1993). Assim, optou-se por trabalhar na velocidade de
252 cm/h, pois a mesma conferiu 0 grau de expansédo ja indicado pelo fabricante e garantiu
maior estabilidade do leito fluidizado. Cavalcanti (2010) ao avaliar a expansdo da resina
Streamline SP utilizando tampéo Tris (50 mM, pH 7,5) com Hy = 5,0 cm e V = 300 cm/h
obteve um GE = 1,52, 0 que configura um leito com GE menor do que o obtido no presente
trabalho. Nas condi¢es utilizadas neste trabalho, foi possivel obter boa estabilidade do leito e

maior GE trabalhando com uma velocidade menor do que a referenciada.
4.5.2 Condicdes Cromatograficas
4.5.2.1 Estratégia 1
As Figuras 39 A e 39 B ilustram os perfis cromatografico e de eletroforese obtidos
com a amostra de soro do leite bovino na resina Streamline SP. Neste ensaio foram utilizadas

as condicgdes obtidas no delineamento experimental realizado para amostra de soro do leite

bovino tratado (precipitagdo/dialise/liofilizagdo) na resina Capto MMC em leito fixo.
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Figura 39 — A) Ensaio cromatogréfico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino na resina Streamline SP. Adsorcéo: tampéo acetato 40 mM
pH 5,2; Eluicdo: Tampé&o fosfato (40 mM, pH 7,5) com gradiente decrescente de NaCl (1 — 0
M). LMW: Padréo de baixa massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino in
natura; 01: Passante; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° ponto Eluicdo; 04: 1° ponto da

Regeneracéo; 05: 2° ponto da Regeneracao.
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Na corrida cromatogréfica é possivel verificar dois picos na etapa de elui¢do (02 e
03). Em ambos tem-se a presenga da a-La e tragos da B-Lg na faixas de 14,4 kDa e 18 kDa,
respectivamente. Nestes mesmos picos ainda existem trés bandas de proteinas na faixa acima
de 66 kDa que podem ser tracos das proteinas Lactoferrina (78 kDa), Transferrina (80 kDa) e
Lactoperoxidase (89 kDa). Na etapa de regeneracdo, além das proteinas citadas na etapa
anterior, tem-se a presen¢a de Butirofilina (56 kDa), BSA (66 kDa), IG’s (> 146 kDa).

Através do célculo de balango de massa obteve-se que as condi¢des de elui¢do do
teste 1 foram capazes de recuperar 15,78% das proteinas adsorvidas. Além disso, constatou-se
que na etapa de eluicdo verificou-se maior seletividade pela proteina a-La (14,4 kDa).

4.5.2.2 Estrategia 2

As Figuras 40 A e 40 B ilustram os perfis cromatograficos e de eletroforese
obtidos com a amostra de soro do leite bovino na resina Streamline SP. Neste ensaio, foram
reproduzidas as melhores condicGes encontradas por Cavalcanti (2010) ao utilizar resinas de
troca idnica Streamline SP e Streamline DEAE e Streamline Phenyl para purificacdo das
proteinas o-La e B-Lg em leito expandido. Neste ensaio, embora prolongado, constatou-se a
presenca somente de um pico na etapa de eluicdo (03). Neste, foi possivel verificar maior
seletividade da resina Streamline SP pela proteina B-Lg (18 kDa) e tracos da Butirofilina (56
kDa). Na regeneragdo (04), ainda ¢é possivel ver tragos da f-Lg (18 kDa). Através do calculo
de balanco de massa obteve-se que as condi¢des de eluicdo do teste 2, recuperou 30,67% das
proteinas adsorvidas. Em pH7,5 as proteinas BSA, B-Lg e a-La encontram-se carregadas

negativamente, aumentando sua interacdo com a resina Streamline SP.
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Figura 40 — A) Ensaio cromatogréfico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino na resina Streamline SP. Adsor¢do: tampdo Fosfato de Sddio
(40 mM, pH 7,5); Eluicdo: tampéo Fosfato de Sodio (40 mM, pH 7,5) + NaCl (1 M). LMW:
Padréo de baixa massa molecular; F: amostra de soro de soro do leite bovino in natura; 01: 1°
ponto do Passante; 02: 2° ponto do Passante; 03: Eluicdo; 04: Regeneracéo.
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4.5.2.3 Estratégia 3

Neste ensaio foi realizado um gradiente decrescente de pH na etapa de eluicéo
com concentracdo de NaCl constante de 1 M, buscando avaliar a separacdo e/ou purificagdo
das proteinas do soro do leite bovino em leito expandido. As Figuras 41 A e 41 B ilustram os
perfis cromatografico e de eletroforese obtidos com a amostra de soro do leite bovino na
resina Streamline SP.

Figura 41 — A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da
amostra de Soro do leite bovino na resina Streamline SP. Adsor¢do: tampao Fosfato de Sddio
(40 mM, pH 7,5); Eluigédo: tampéo Fosfato de Sdadio (40 mM, pH com gradiente decrescente
de 8,0 - 7,0) + NaCl (1 M). LMW: Padréo de baixa massa molecular; F: amostra de soro de
soro do leite bovino in natura; 01: 1° ponto do Passante; 02: 2° ponto do Passante; 03: 1°

Ponto da Elui¢éo; 04: 2° Ponto da Elui¢éo; 05: Regeneracao.
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Neste ensaio, atraves da eletroforese, foi possivel verificar que o gradiente
empregado na etapa de eluicdo ndo foi suficiente para separar as proteinas do soro do leite
bovino. Pessoa Jr. e Kilikian (2005) afirmam que mesmo a proteina apresentando carga global
negativa, ou seja, estando em pH acima do seu pl, ainda pode ocorrer adsor¢do por um
trocador com carga ndo esperada (no caso, positiva), fendbmeno conhecido como efeito
Donnan. Isso vai depender da localizagdo dos grupos com cargas presentes na superficie da
proteina. Em todos os pontos analisados, estdo presentes as mesmas proteinas. Sao elas: a-La
(14,4 kDa), B-Lg (18 kDa), Butirofilina (56 kDa), BSA (66 kDa) e uma banda que pode estar
associada a proteina Lactoperoxidase (89 kDa). Assim, para estas condigcdes, o calculo do
balanco de massa apontou 9,63% como percentual de recuperacdo na eluicdo em relacdo ao

que foi adsorvido.

4.5.2.4 Estratégia 4

Uma vez analisadas as trés condigcdes supracitadas, optou-se por realizar dois
testes com sequéncia de etapas cromatograficas, utilizando as condigdes do teste 2 como etapa
inicial. A fracdo passante proveniente do teste 2 foi utilizada como alimentacdo da segunda
etapa na resina Streamline DEAE. Enquanto a fragéo da eluicdo do teste 2 foi a alimentagéo
da resina Phenyl Sepharose. Sequéncias cromatograficas sdo bastante empregadas em

processos para purificacdo de proteinas, uma vez que matrizes, como soro do leite bovino,
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apresentam proteinas com diferentes caracteristicas. Dependendo das condigdes, algumas
apresentam-se com cargas positivas ou negativas, ou com caracteristicas hidrofobicas. As
Figuras 42 A e 42 B ilustram os perfis cromatograficos e de eletroforese obtidos com a injecdo
do passante na resina Streamline DEAE.

Figura 42 — A) Ensaio cromatogréafico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata do
passante resultante do teste 2 na resina Streamline DEAE. Adsorcao: tampao Fosfato de Sddio
(40 mM, pH 7,5); Eluicdo: Tampdo Fosfato de Sédio (40 mM, pH 7,5) + NaCl (1 M). LMW:
Padrdo de baixa massa molecular; F: fracdo da etapa passante coletada no teste 2; 01: 1°
ponto do Passante; 02: 2° ponto do Passante; 03: 3° Ponto do Passante; 04: Elui¢do; 05: 1°
Ponto da Regeneracdo; 06: 2° da Regeneracao; 07: 3° Ponto da Regeneracao.
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Analisando o perfil cromatografico, verifica-se a presenca de pico na etapa de
eluicdo (04), onde se tem a presenga das proteinas a-La (14,4 kDa), B-Lg (18 kDa), uma
banda proximo de 97 kDa que pode esta associada as proteinas Lactoperoxidase (89 kDa),
Lactoferrina (78 kDa) e Transferrina (80 kDa), e por ultimo, uma banda acima de 97 kDa que
se refere as Ig’s (> 146 kDa). Para as condicOes utilizadas, o célculo do balango de massa

mostrou 10% como percentual de recuperacédo na eluicéo.

4.5.2.5 Teste 5

A Fracdo eluida no teste 2 foi injetada na resina hidrofobica Phenyl Sepharose,
visto que a mesma apresenta NaCl na concentracdo de 1 M. Esta condi¢cdo permite que os ions
salinos se associem com as moléculas de agua na solucdo, ao invés da proteina, a qual
expdem seus grupos hidrofobicos para interagir com os sitios ativos da resina. Os perfis
cromatografico e de eletroforese encontram-se ilustrados nas Figuras 43 A e 43 B. Vale
ressaltar que este ensaio foi conduzido em leito fixo, uma vez que essa resina nao é apropriada

para aplicacdo em leito expandido.
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Figura 43 — A) Ensaio cromatografico e B) eletroforese revelada com nitrato de prata da

fracdo eluida no teste 2 na resina Phenyl Sepharose. Adsor¢do: tampdo Fosfato de Sodio (40
mM, pH 7,5) + NaCl (1 M); Eluicdo: tampdo Fosfato de Sodio (40 mM, pH 7,5). LMW:
Padrdo de baixa massa molecular; F: fragdo da etapa de eluicdo coletada no teste 2; 0O1:

Passante; 02: 1° ponto da Eluicdo; 03: 2° Ponto da Eluigdo; 04: 1° Ponto da Regeneracdo; 05:

2° Ponto da Regeneracdo; 06: 3° Ponto da Regeneracao; 07: 4° Ponto da Regeneracao.
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Através do perfil cromatografico verifica-se a presenca de dois picos na etapa de
eluicdo (02 e 03). O ensaio de eletroforese mostra no pico 02 a presenca da B-Lg (18 kDa) e
uma banda préxima de 97 kDa que pode esta associada as proteinas Lactoperoxidase (89
kDa), Lactoferrina (78 kDa) e Transferrina (80 kDa). No entanto, no pico 03 é possivel
verificar somente a presenga da B-Lg (18 kDa). O balango de massa aponta 68% como
percentual de recuperacdo na etapa de eluicdo nestas condigdes. Com este resultado,
verificou-se que, nas condi¢des utilizadas, o uso das interacdes de troca i6nica e hidrofobica,
através das resinas Streamline SP e Phenyl Sepharose, foram mais eficientes no processo de
purificacdo da B-Lg (18 kDa), aléem de mostrar maior seletividade quando comparado a resina
multimodal Capto MMC. Rosa (2015) explica que a cromatografia de troca iénica raramente
é utilizada como Unica etapa para purificacdo de proteinas devido a sua baixa especificidade,
uma vez gque possuem cargas. Assim, uma etapa com interacdo hidrofobica é capaz de auxiliar
na purificacdo das moléculas com caracteristicas hidrofobicas. Ao investigar a purificacdo das
proteinas do soro do leite utilizando as resinas Streamline SP, Streamline DEAE e Streamline
Phenyl, Cavalcanti (2010) verificou na etapa de eluicdo, para todas as resinas, a presenca das
proteinas: BSA (66 kDa), Lactoferrina (76 kDa), Lactoperoxidade (89 kDa), dimero da f-
lactoglobulina (30 kDa), B-Lg (18,3 kKDa) e a a-La (14 KDa).



126

5 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados verificou-se que, nas condi¢des obtidas pelos
delineamentos experimentais, a resina multimodal Capto MMC apresentou alta capacidade de
adsorcdo para as proteinas IgG e BSA, onde os modelos do delineamento mostraram-se
significativos no niveis de significancia a partir de 90%. Para os ensaios de eluicdo de ambas
as proteinas, os modelos do delineamento foram significativos ao nivel de significancia
de75%, devido as diferentes formas de interacdo das proteinas com a resina Capto MMC.
Quando as melhores condig¢des obtidas nos delineamentos foram reproduzidas em amostras de
soro de sangue humano apresentaram 6timo desempenho, recuperando somente 1gG e HSA na
etapa de eluicao.

No que se refere ao tratamento realizado nas amostras de soro do leite bovino para
0s ensaios em leito fixo, os ensaios cromatograficos e suas eletroforeses mostram que o
tratamento utilizado conseguiu recuperar um teor de 0,7% de proteinas, o qual apresentou
perfil de proteinas condizente ao reportado na literatura.

Assim como nos ensaios de eluicao da IgG e BSA, o delineamento experimental
realizado para as amostras de soro do leite bovino ndo se mostrou significativo, o que pode
estd associado as multiplas interacdes envolvidas. Porém, o ensaio com melhor desempenho
apresentou um percentual de recuperacdo na etapa de eluicdo de 40,13%, além de maior
seletividade pelas proteinas BSA (66 kDa) e o dimero da B-Lg (30 kDa). Dessa maneira,
podem ser utilizadas como etapa de pré-purificacdo para obtencao destas proteinas.

Quanto aos ensaios realizados em leito expandido com as resinas de troca idnica
Streamline SP e Streamline DEAE, verificou-se que, apesar de seu uso em ALE, as condic6es
cromatograficas utilizadas ndo viabilizaram a separacdo e/ou purificacdo de proteinas do soro
do leite bovino, o que pode estd associado as caracteristicas dos aminoacidos presentes na
superficie das proteinas (hidrofébicos e com cargas). No entanto, 0 uso destas duas resinas de
maneira combinada mostraram maior seletividade para a proteina f-Lg (18 kDa).

O uso combinado das resinas Streamline SP e Phenyl Sepharose foram eficientes
para obtengdo da proteina B-Lg (18 kDa) isolada das demais. 1sso sugere que o uso das
interacdes de troca ibnica e hidrofobica torna-se mais eficiente nos processos de purificacdo
quando utilizadas separada e sequencialmente.

Diante do apresentado, conclui-se que o emprego da resina multimodal Capto

MMC tornou-se muito eficiente nas etapas de adsorcdo. No entanto, na elui¢do é necessaria
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uma investigagdo mais abrangente de pardmetros como pH, forga idnica e uso de gradientes
de pH e salino. As condicGes encontradas no presente trabalho se mostraram eficientes na
separacgdo da IgG a partir do soro humano, assim também como na obtencéo da p-Lg na forma
isolada a partir do soro do leite bovino.

5.1 Discussao Geral

Diante do contetdo apresentado, verifica-se uma abordagem completa do uso de
técnicas cromatogréaficas para captura de proteinas a partir de amostras complexas (soros do
sangue humano e do leite bovino). Através dos delineamentos experimentais realizados, foi
possivel o controle dos parametros pH, C; e Cg, constatando o potencial do uso da resina
multimodal Capto MMC como etapa de pré purificacdo das proteinas do soro do sangue
humano (HSA e IgG) e soro do leite bovino (BSA e dimero da B-Lg).

A obtencdo da B-Lg e BSA na forma purificada, a partir do soro do leite bovino,
foi possibilitada através do uso das técnicas nos leitos expandido e fixo com a combinacdo das
resinas Streamline SP e Phenyl Sepharose, respectivamente, ressaltando a eficiéncia e
importancia dessa técnica.

Dessa maneira, como trabalhos futuros para a captura de proteinas com resinas
multimodais podem ser apontados:

1. Estudo de outros sais adicionados nos tampdes como sulfato de amonio e ureia;

2. Estudo de gradientes de eluicdo, como: pH e salino.
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