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RESUMO

As imunoglobulinas sdo proteinas do soro humanodgspertam maior interesse em sua
utilizacdo devido as inumeras funcdes diagnésteagrapéuticas. Pesquisas nessa area
contemplam assuntos de ambito técnico cientifiemebciando setores carentes no nosso
pais no quesito da saude humana. Nesse contexigsente trabalho teve por finalidade
avaliar o potencial da matriz quitosana/alginatoxdpdo (QAE) com corantes reativos
imobilizados, na purificacdo de IgG humana utildana técnica por cromatografia de
afinidade. Os corantes Cibacron Blue F3GA, Reafeade 5 (Procion HE-4G) e o Reativo
Azul 4 (Procion Blue MX-R) foram imobilizados nasarpiculas de quitosana/alginato
epoxilada e ndo foi observado desprendimentos siessantes nos ensaios cromatograficos.
A matriz de QAE com e sem corantes imobilizadoarfocaracterizados por Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (FMRando verificar os grupos especificos
dos corantes na superficie da matriz. Foi invedtigainfluéncia do tipo de tampéao e pH na
adsorcédo de IgG de alta pureza. Os materiais apageam elevada capacidade de adsorcao
para diferentes sistemas tamponantes: MOPS (acmifolmopropanosulfénico), HEPES
(acido N-2-hidroxietilpiperazino-N’-2-etanosulfoni; MES (4 - acido
morfolinoetanosulfonico) e FS (Fosfato de Sodiad. igotermas de adsorcao foram obtidas
em sistemas em batelada e os dados experimentans kem correlacionados pelos modelos
de Langmuir e Langmuir-Freundlich. O adsorventeéogaina/alginato epoxilado com corante
Reativo Azul 4 imobilizado apresentou quantidadeima de adsorcdo de IgG superior a
180 mg/g, superando os outros materiais. Os trésraghtes apresentaram constantes de
dissociacdo (K e Kp.r) entre 10 e 10° mol/L. Os ensaios cromatogréaficos foram realizados
com IgG de alta pureza e soro humano diluido 1@s/ezrealizaram-se balancos de massas,
analises de eletroforeses e quantificacdo de pestdbtais pelo método de Bradford. Nos
ensaios em leito fixo com soro humano necessitodes@5,0 mL de soro diluido para a
saturacdo do leito e as amostras coletadas dé&efagomatogréficas indicaram a purificacao
de IgG do soro humano através da eletroforesee Ergtrtrés ligantes pseudobiespecificos
(corantes) estudados no presente trabalho, o eo@ibacron Blue F3GA apresentou maior
potencial para purificar IgG do soro humano em sode trés tampdes analisados, devido a

maior seletividade deste por IgG comparado aos detneantes imobilizados.

Palavras chave:Cromatografia, Quitosana, Corantes, ImunoglobsliS®@ro Humano



ABSTRACT

Immunoglobulins are proteins of human serum thaeHharger interest in their use because of
the numerous diagnostics and therapeutic functi®esearches in this area include the
technical scientific issues, benefiting underpagid sectors in our country in the question of
human health. In this context, the present work tea®valuate the potential of matrix
chitosan/alginate epoxylated (QAE) with immobilizegctive dyes, on purification of human
IgG by chromatography affinity. Cibacron Blue F3Q@Reactive Green 5 (Procion H-4G) and
Reactive Blue 4 (Procion Blue MX-R) dyes were imifipbd on chitosan/alginate
epoxylated particles and was not observed detadisnéndyes in chromatography essays.
The matrixes QAE with and without immobilized dyesre characterized b¥ourier
Transform Infrared Spectrosco§*TIR) in order to observe the specific dyes gsoum
matrix surface. The influences of buffer systemss wavestigated such as pH on IgG
adsorption. The adsorbents showed high adsorpapaacity with different buffer systems:
MOPS (4-Morpholinepropanesulfonic acid), HEPES (2N\Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-
ethanesulfonic acid)), MES (4-Morpholineethanesutfcacid) and FS (sodium phosphate).
The adsorption isotherms were obtained in bathesystand experimental data were well
fitted by Langmuir and Langmuir-Freundlich. The matvith reactive blue dye immobilized
showed a maximum IgG adsorption than 180 mg/g,amveing other adsorbents. The three
adsorbents analyzed showed dissociation consténmsafd Ko r) between 10 and 10
mol/L. Fixed bed experiments were performed witihhpurity IgG and human serum diluted
10 times and was performed mass balances, elecomegl analysis and total protein
quantification by Bradford methods. It was necegsds.0 mL of human serum diluted to
saturate the column and the collected samples ateticpurification of human IgG from
human serum, by electrophoresis. Between threedpb@&specifico ligand (dyes) studied in
this work, the Cibacron Blue F3GA present a moreemkal to purified IgG from human
serum diluted in all buffer solution, due to moedestive this one for IgG than the others dyes

immobilized.

Keywords: Chromatography, Chitosan, Dyes, Immunoglobulinanidn Serum
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1 INTRODUCAO

A producdo de hemoderivados pelo fracionamento ldsnmm humano pelo
sistema de precipitacdo do plasma com etanol tée@®inos Estados Unidos na década de
40, (HEMODERIVADOS, 2006). Essa técnica foi desdwida pelo quimico norte
americano Edwin Joseph Cohn e colaboradores (C@HHhl, 1946) apresentando como
produto principal, um concentrado rico em albumifsgpartir dai, diversas empresas norte
americanas comecgaram a produzir albumina pelo mmé&tedCohn.

Na década de 70, surgiu a possibilidade da obteshedmn concentrado essencial
na coagulacdo sanguinea, denominado Fator Vllifigado a partir do plasma humano. Este
produto e os concentrados de fatores de coagutiE@Endentes da vitamina K, ao qual se
inclui o Fator IX, foram importantes para o tratameede pacientes hemofilicos. Contudo, na
década de 80, com o surgimento da Sindrome de bhefio@ncia Adquirida (SIDA) foi
constatado que muitos desses pacientes hemofiticoecaram a ser contaminados em
transfusGes de sangue. Por isso, as industriasrdederivados, j& bem numerosas nos EUA
e na Europa passaram a implantar métodos paravdpatd viral destes hemoderivados
(HEMODERIVADQS, 2006).

No mundo, estima-se que 50 milhdes de litros denpdahumano sdo coletados
para fracionamento, dos quais a albumina do soroaha, os fatores VIII e IX e as
imunoglobulinas sdo os principais produtos exte{&CHARER, 2010).

No século XXI, as imunoglobulinas assumem o papgpgnderante dentre todos
os hemoderivados, transformando o Fator VIII ebarmina quase que em subprodutos do
fracionamento do plasma. Desta forma, os estudopumdicacdo das imunoglobulinas
aumentaram de maneira significante nas industagprdcessamento de plasma humano
(HEMODERIVADOS, 2006 e SOUZA, 2009). Apesar de deslzado, mas a titulo de
informacé&o, no ano de 2003, o mercado mundial deterivados faturou o correspondente
a 8 bilhdes de dodlares, sendo 28% correspondendon@soglobulinas (HAHN, 2004;
HEMODERIVADOS, 2006).

A dependéncia atual do Brasil com os hemoderivaitasem torno de 25,5 ton
em albumina, 8,5 ton de imunoglobulinas e 782 neithde Ul para os fatores VIl e IX. E

apenas a planta piloto HEMOPE, localizada em Reeaifastece o pais com a producdo

Quitosana/alginato epoxilado com corantes imobilizess como potencial fase estacionéria para purifiéac
de 1gG do soro humano



18

exclusiva de albumina. Essa producao atende sor@éntda demanda nacional por albumina
(HEMODERIVADQS, 2006).

Este cenario tende a mudar no Brasil com a criggiplantas industriais no
Instituto Butantan e da Empresa Brasileira de Hemeddos e Biotecnologia
(HEMOBRAS). A HEMOBRAS € uma estatal vinculada amistério da Saude, criada pela
Lei 10.972, de 02/12/2004, com finalidade em dirmiraudependéncia de importacdo dos
hemoderivados. A previsdo para inicio de funciomdmelesta estatal € em 2014 e tera
capacidade para processar 500 mil litros de plagmnano (HEMODERIVADOS, 2006). Ja
no Instituto Butantan (Sao Paulo/SP), hd uma plpildéo em operacdo e outra de maior
escala esta sendo construida pelo Governo do Edea8ao Paulo com investimentos de R$
60 milhdes em uma area total de 10000 para processar 150 mil litros de plasma
anualmente (JINZENJI, 2008).

As imunoglobulinas, dentre todos os hemoderivadean tendo a maior
utilizacdo em todo o mundo com um consymeo capitade 70 g por mil habitantes em paises
como Canadé e EUA (BURNOUF E RADOSEVICH, 2001; HEMERIVADOS, 2006). As
imunoglobulinas possuem quatro classes (IgA, IgB, IgM e IgG) com funcdes especificas.
E as IgG’s s&o indicadas para o tratamento de ideffteéncias congénitas ou adquiridas, em
doencas infecciosas, deficiéncias seletivas deapts e no tratamento de alguns tipos de
cancer, necessitando assim de IgG com alto grgputeza (BURNOUF; RADOSEVICH,
2001 e SOUZA, 2009)

As imunoglobulinas, produtos de alto valor medigipadem ser fracionadas ou
purificadas a partir do soro humano por técnicasmatograficas, como por exemplo,
cromatografia de afinidade e negativa, interac@@d®fdbicas e por troca idnica.

A técnica conhecida por cromatografia de afinidadssencialmente um método
cromatografico que explora o reconhecimento entréigante imobilizado e a molécula a ser
separada (VIJAYALAKSHMI, 1989). E é considerada wiaa técnicas de maior importancia
na recuperacao e purificacdo de proteinas e vemoskastante estudada nessas ultimas
décadas (DENIZLI; FKIN, 2001; OZKARAZEet al, 2004; WU; ZHU; JIA, 2006; YAVUZt
al., 2006).

A cromatografia de afinidade com ligantes imobdiza tem sido empregada
como uma alternativa ao método de Cohn. Os liggrddem ser bioespecificos, tais como as
proteinas A, G e L, e que possuem elevada afinigadelominios especificos da IgG. Ou

utilizam-se os ligantes pseudobioespecificos (mataelatados, ligantes tiofilicos, corantes,
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aminoacidos) que apresentam baixa afinidade papmadsinas do soro e, portanto, tem se
mostrado seletivos para a purificacdo de IgG e ld8Aoro ou plasma humano (BRESOLIN;
SOUZA; BUENO, 2010). A desvantagem dos ligantee$pecificos se deve as drasticas
condi¢cdes necessérias na etapa da dessorcdo kewaos custos. Enquanto que os ligantes
pseudobioespecificos, além de apresentar baixe valoercial, proporcionam consideravel
afinidade por proteinas.

No Brasil ndo existem muitos estudos dedicados rdiqgagdo de anticorpos,
especialmente as IgG’s. O Unico grupo de pesquisa tgm apresentado contribuicao
relevante sobre esse tema € o grupo da profa. @va $Maria Alves Bueno da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Esse grupo trabetima processos de purificacdo de
biomoléculas, especificamente o caso das imunolp@® empregando a técnica de
cromatografia de afinidade com aminas e ions nee&limobilizadas em geis de agarose e,
mais recentemente, a cromatografia negativa (BRESOSOUZA e BUENO, 2010;
SOUZA, BRESOLIN e BUENO, 2010).

Normalmente, as matrizes utilizadas como fasegiestxias para cromatografia
de afinidade sdo resinas comerciais especialmaefgaadas para tal finalidade. Muitas
destas resinas utilizam ligantes bioespecificoslesta forma, elevando o seu custo de
aquisicao. Na literatura especializada séo enatodrdiversos trabalhos que utilizam resinas
comerciais (por exemplo, resinas da cl&seamlineda GE Healthcare) e esferas magnéticas
de diversos metacrilatos (Aldrich), bem como géisse de agarose (Sigma).

Matrizes & base de quitosana podem vir a ser uteanaiiva devido a sua
disponibilidade e facilidade de obtencéo, entreta#o escassos os trabalhos empregando
materiais a base de quitosana visando a purificdeatgG. Zeng e Ruckenstein (1996) e
Ruckenstein e Zeng (1998) reportaram a utilizagdmdmbranas de quitosana com o corante
Cibacron Blue F3GA imobilizado para purificacdo fgeoteinas por cromatografia de
afinidade. Entretanto, ndo ha registros na liteeatisando a utilizacdo deste material para
purificacdo de IgG.

Recentemente, Rodrigues (2010) relatou o uso donaige a base de
quitosana/alginato modificada quimicamente na @dsode BSA e celulase em sistema de
leito fixo. Este autor verificou que o compdsito glgtosana/alginato epoxilado mostrou ser
capaz de adsorver estas biomoléculas com capacidadadsorcdo moderada, quando
comparado com materiais similares, além de boabiedtmle mecanica e quimica e

regenerabilidade.
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Pesquisas nessa area contemplam assuntos de atabitwo cientifico,
beneficiando setores carentes no nosso pais ndajdassaude humana. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi averiguar a capacidémeompdsito quitosana/alginato epoxilado
(QAE) com corantes reativos imobilizados na puaif&o de IgG humana utilizando a técnica
por cromatografia de afinidade.

Para atingir o objetivo proposto, este trabalhoctmduzido nas etapas descritas
abaixo:

- Sintetize e caracterizacdo do composito quitdasgiaato epoxilado (QAE).

- Imobilizacdo dos corantes Cibacron Blue F3GA, tReaVerde 5 e Reativo
Azul 4 ao compdésito QAE.

- Avaliacdo da influéncia do pH dos tampdes fosfdeo sodio (FS), acido
morfolinoetanosulfénico (MES), &cido morfolinoproypsulfonico (MOPS) e é&cido N-2-
hidroxoetilpiperazino-N’-2-etanosulfonico (HEPES) adsorcdo de IgG e HSA de alta pureza
em sistema batelada.

- Obtencéo das isotermas de adsorcao em sisterbatefada

- Determinacgéo da capacidade de adsor¢cdo do cam@@8E com 0s corantes
Cibacron Blue F3GA, Reativo Verde 5 e Reativo Aduimobilizados na adsorcéo das
proteinas IgG e HSA no leito fixo em diferentesesisas tamponantes (FS, MOPS, HEPES).

- Realizacdo dos experimentos cromatograficos camr@ humano em leito fixo
com o adsorvente QAE com corantes imobilizadosn @é verificar pela eletroforese (SDS)
a afinidade destes materiais em adsorver a prolgtha

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas ou gamaglobulinas, presentessisbema humano, sao
responsaveis diretas pela defesa imunologica ddensss sanguineo, atuando no
reconhecimento de antigenos (ROQ&tEl, 2004).

Todas as imunoglobulinas sdo compostas de 82 ad@gdfoteinas e de 4 a 18%

de carboidratos. As moléculas de imunoglobulinagufa 1) sdo formadas por uma estrutura
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no formato de “Y” com quatro cadeias polipeptidjcasndo duas leves e duas pesadas,
sempre em pares idénticos (ABBAS; LICHTMAN, 19%3%sas cadeias leves (massa molar
de 25 kDa) e pesadas (massa molar entre 50 a 7Dfidaen ligadas através de ligacdes
covalentes de dissulfeto e por interacdes nédo eoted. As classes e subclasses das
imunoglobulinas se diferenciam pelas cadeias pssaf@uanto que as cadeias leves séo
comuns a todas (HOLdt al, 2003).

Figura 1. Estrutura da imunoglobulina G e seus fragmentoseHat

Carboidrato

FONTE: Penha (2007) com adaptacdes pelo autor

Nas moléculas das imunoglobulinas as cadeias [ev#sm ser do tipo kappa)(
e lambda X) e diferem entre suas estruturas pelas sequiédeiasninoacidos das regides
constantes carboxiterminal (ABBA&t al, 2000). Sado formadas por dois dominios, um
variavel (M) e outro constante (C(VLUG; VAN REMORTEL, 1989). Todos os anticorpos
tém sempre duas cadeias leves idéntaas duas cadeias idénticagABBAS et al, 2000).

As cadeias pesadas tém variacdes em seus pesocula@s e sdo designadas
pelas letras do alfabeto grego, gami délfa @), mu (), delta §) e épsilon §) (ABBAS et
al., 2000). Cada uma dessas letras faz referénaiaaaespecifica classe de imunoglobulinas,
IgG (), IgM (u), IgA (o), IgD (0) e IgE €) (VLUG e VAN REMORTEL, 1989) e
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diferenciam-se pelas funcbes biologicas, antig@niea estruturais da cadeia pesada
(ALBERTS et al, 1997). As cadeias pesadas possuem uma parteelaiNg) e trés partes
constantes G, Gy € Gy3, sendo que as IgM e IgE possuem um dominio caiestarira
(Cha) (ABBAS; LICHTMAN, 1994).

Devido todas as moléculas possuirem no minimo daaeias leves e duas
cadeias pesadas, as moléculas das imunoglobulpraseatam pelo menos dois sitios de
ligacdo de antigenos, sendo formada por um paomhénibs \{; e V. (ABBAS et al, 2000).

As imunoglobulinas do isotipo M (IgM) possuem massalar de 900 kDa e
representam cerca de 10 % do total de imunogladilpresente no soro humano. Possui
estrutura molecular pentamérica, compostas de einmades basicas ligadas entre si pelos
fragmentos Fc (WORDELL1991). Em recém nascidos a IgM € a primeira clatse
anticorpo produzida.

A IgA possui massa molar de 160 kDa e representzacge 10 a 15 % das
imunoglobulinas do soro humano. Apresenta em n@ocentragcdo em secrecdes externas,
tais como saliva, lagrimas, leite materno, dentiteas. Tem como principal funcéo proteger o
organismo contra ataques de microorganismos na na@almucosa e esta normalmente na
forma de dimero (GOODMAN, 1991).

A IgD esta presente em concentracdes muito bai@psgsentando menos de 1 %,
e possui massa molar de 180 kDa. Nao possuem fumg@odefinida e alguns autores a
consideram como uma proteina vestigial de um s&témune primitivo (GOODMAN,
1991). A IgD funcionam como receptores para antigeras superficies dos linfocitos B.

A IgE possui massa molar de 190 kDa, apresentarnaafde manémero e dentre
todas as classes de imunoglobulinas é a que repaesenor percentual, cerca de 0,002 % e
podem estar associadas as reacdes alérgicas (GOQDMAL).

A 1gG apresenta também na forma de mondmero e possisa molar de 150
kDa. Representam entre 75 a 80 % das imunoglolsuknado consideradas os principais
mecanismos de resposta de defesa contra antigenaswunoglobulinas do isotipo G (IgG)
sado compostos por quatro subclasses,ld@,, 1gGs e 1gG (YAVUZ et al, 2006). Sao
indicadas para o tratamento de cancer, doencascio$as, deficiéncia seletivas de
anticorpos, requerendo normalmente grandes qudeBdde IgG com alto grau de pureza
(BURNOUF; RADOSEVICH, 2001). Existem varios métog@sa purificacdo de IgG, sendo
principalmente por precipitacdo e técnicas cromrafazs incluindo troca ibnica, interacdes
hidrofébicas, e afinidade (OZKARAL al, 2004; YAVUZet al, 2006).
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2.2 Técnicas de purificagdo de IgG

2.2.1 Precipitacao por etanol a frio (método de Cat)

Na década de 40, Edwin Joseph Cohn, um quimice-aonericano, chamado
Cohn, desenvolveu um sistema de precipitacdo demalahumano pelo etanol. Por esse
meétodo conseguiam-se fracbes protéicas rica enmatl, muito Gteis nessa época para o
tratamento de hemorragias agudas (HEMODERIVADOS620

O método de precipitacdo por etanol a frio propgsio Cohnet al (1949) é
baseado na mudanca da solubilidade das proteigagarfaveis principais do processo sao:
concentracdo em etanol, pH, forca ibnica e tempexatAtravés da combinacdo destas
variaveis obtém-se precipitados e sobrenadantedesEartado o precipitado e a partir de
sucessivas precipitacbes com etanol no sobrenadanteguem-se fragdes ricas em fator
VIII e IX, além de concentrados de IgG e albumi@®HN et al, 1946, MARTIN, 2006;
SOUZA, 2009).

As imunoglubulininas do isotipo G (IgG) e albumimBssoro humano (HSA) séo
importantes proteinas do plasma humano proporcitmanuitas aplicacdes terapéuticas e
medicinais. Ainda nos dias atuais, tanto IgG con®AHontinuam sendo purificadas pelo
plasma humano pelo procedimento classico de fraoiento industrial do plasma humano
pelo método de Cohn (COH&t al., 1949).

O método de Cohn € uma técnica bem antiga e quedem produto principal
um concentrado rico em albumina. A albumina eraiciemada um produto estratégico devido
ao tratamento imediato de hemorragias agudas. tentoe nos dias atuais as técnicas
cromatograficas aparecem com elevado potencialgptaificacdo de proteinas devido a alta
pureza obtida nas fragdes cromatograficas.

2.2.2 Cromatografia Negativa
A cromatografia negativa se caracteriza pela aésordas impurezas ou

contaminantes pelo adsorvente e o produto de sseré coletado nas fracbes das etapas de
lavagem da coluna cromatografica (SOUZA; BRESOIBNENO, 2010).
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Existem trabalhos na literatura em que utilizarma détnica, pois apresenta a
vantagem de baixo custo, menor contaminacdo daipeotalvo e é considerada de facil
escalonamento para purificacédo de IgG a partiodo s plasma humano (SOUZA, 2009).

Souza, Bresolin e Bueno (2010) estudaram a pugdcae IgG a partir do soro e
plasma humano por cromatografia negativa em dianim@abilizadas em geis de agarose
ativada com CNBr e bisoxirano. Os autores obtiveeamuma Unica etapa, uma recuperagcao
de 69-76 % da proteina IgG carregada nas frac@esetidas para ambas as matrizes. O grau
de pureza obtido foi superior para o gel ativadm tasoxirano. Estes autores mostraram que
0 m-aminohexil-bisoxirano-agarose pode ser um adstevatiernativo para purificar 1gG

humana.

2.2.3 Cromatografia por Afinidade

A cromatografia de afinidade € considerada um noétoein estabelecido para
identificacdo, purificacdo, e separacdo de macréontds (DENIZLI; PISKIN, 2001). Este
método é baseado no reconhecimento molecular; écoial com habilidade especifica de
reconhecimento (ligante) é imobilizada em um swpdrsolavel (matriz), no qual é
usualmente um material polimérico na forma de asferu membrana. A molécula a ser
isolada (analito ou molécula-alvo) € capturadatisalmente pelo ligante imobilizado na
matriz por uma simples passagem da solucdo conmaalécula-alvo através do leito-fixo
sob condi¢bes favoraveis. A molécula-alvo € eldadacoluna pela passagem de um eluente
apropriado sob condicbes favoraveis a dessorcdo, geste do pH ou da forca idnica,
utilizando solventes especificos ou ligantes lia@spetitivos, de modo que a interacéo entre
o ligante e a molécula-alvo é rompida e a moléalta-é recuperada (Figura 2) (WU; ZHU,;
JIA, 2006; DENIZLI; PBKIN, 2001).
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Figura 2. Principio da cromatografia de afinidade
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FONTE: Adaptada pelo autor.

A técnica cromatogréafica por afinidade é essen@atsnum método de adsorgcédo
a qual explora o reconhecimento entre o ligantebiizado e a molécula a ser separada. A
adsorcédo da proteina alvo para o ligante represenpameiro passo para a separacao,
engquanto que a dessorcao ou eluicao representso paguinte (VIJAYALAKSHMI, 1989).
Essa técnica vem sendo aplicada desde o fim dalal@==60 e é considerada a ferramenta
mais poderosa para recuperacgao e purificacdo deane proteinas (WU; ZHU; JJR006;
DENIZLI; PISKIN, 2001).

Uma grande variedade de moléculas funcionais, imibduenzimas, coenzimas,
cofatores, anticorpos, proteinas e acidos nuclgim®em ser utilizados como ligantes na
concepcdo de novos adsorventes (DENIZLISKEN, 2001). Os ligantes bioespecificos,
apesar de amplamente utilizados na purificacaatieoapos devido a sua alta especificidade,
possuem a desvantagem de terem custo elevado, estahilidade e a possibilidade de
desnaturacdo do ligante nas etapas de eluicdo emelegdo da coluna cromatogréfica
(DENIZLI; PISKIN, 2001; YAVUZ et al,, 2006).

Quando a IgG é a proteina de interesse (molécutg;dlgantes bioespecificos
tais como as proteinas A, G e L tem sido investigadevido a sua elevada afinidade por
dominios especificos da IgG. Por outro lado, ligarpseudobioespecificos (ion metalicos
quelatados, ligantes tiofilicos, corantes, amirai@g), podem apresentar uma baixa afinidade
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para as proteinas do soro, e, portanto, tem seadosseletivo para a purificacdo de IgG e
HSA do soro ou plasma humano (VIJAYALAKSHMI, 1989).

Os ligantes pseudobioespecificos, utilizados enmatografia de afinidade,
apresentam a capacidade de se ligar as proteimasngio de interacdes hidrofobicas,
eletrostaticas ou de coordenacdo e vem sendo alaonddliteratura e ja € praticada em larga-
escala (VIJAYALAKSHMI, 1989).

2.3 Corantes Reativos

Esses ligantes pseudobiespecificos, em particslatocantes reativos, surgiram
como opcao aos ligantes bioespecificos por seremécolas de baixo custo, apresentar
disponibilidade comercial e serem facilmente imebhdos principalmente em matrizes
contendo grupo hidroxil. Aléem do fato de serem eapade se ligar a diversos tipos de
proteinas apresentando diferentes niveis de afieigaespecificidade (DENIZLI; BKIN,
2001; YAVUZet al, 2006).

Existe uma variedade de corantes texteis, conh&cidmo corantes reativos, aos
quais tém sido utilizados como ligantes em cronrafagde afinidade para a purificacdo de
proteinas (WONGCHUPLANMNet al, 2009 e; WU; ZHU; JIA, 2006; YAVUZt al, 2006),
uma vez que eles se ligam a diversas proteinasra® fseletiva e reversivel. A maioria dos
corantes reativos utilizados nos sistemas de afil@dtonsiste de um cromaoforo (corantes azo,
antraquinona), ligado a um grupo reativo (normak@marm anel mono ou diclorotriazina)
(DENIZLI; PISKIN, 2001). A Figura 3 apresenta a estrutura dai@roBrilliant Blue RS e
neste exemplo, o grupo reativo € um anel di-cl@oima e o cromo6foro é constituido por um

grupo antraquinona e um anel benzénico sulfonado.
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Figura 3. Estrutura quimica do corante Procion Brillianat8RS.

Croméforo

Grupo Reativo

Fonte: O préprio autor

Embora os corantes sejam de natureza sintética, séle classificados como
ligantes de afinidade porque interagem com ossséttvos de muitas proteinas e enzimas,
mimetizando a estrutura de seus substratos, cefatar agentes ligantes (DENIZLI;SKIN,
2001; YAVUZ et al, 2006). Sob certas condi¢fes, todas as protpmadam ser adsorvidas
em matrizes com corantes imobilizados, o que sanifjue estes ligantes promovem
numerosas oportunidades para outros tipos de @dtesacom outras partes das proteinas.
Entretanto, muitas proteinas se ligam de maneira-esfecifica por uma complexa
combinacéo de interacdes eletrostética, hidrofoligacdes de hidrogénio, e transferéncia de
carga, todas as quais sdo possiveis consideramator@za estrutural dos corantes (DENIZLI,
PISKIN, 2001).

A Tabela 1 apresenta alguns estudos em que foralzadbs corantes
imobilizados para separacdo de enzimas e protdispecificamente para os estudos citados
na Tabela 1, no que se refere a purificacdo dadg@&prantes imobilizados utilizados nestes
trabalhos promoveram uma elevada capacidade decadswariando de acordo com o tipo

de corante e de matriz utilizada, como reportadodpeersos autores (YAVUZ2t al, 2006,
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BAYRAMOGLU; SENEL; ARICA, 2007a, WONGCHUPLANt al, 2009; WU; ZHU; JIA,
2006).

Tabela 1. Estudos relatados na literatura em purificacaermigmas e proteinas com corantes imobilizados em
matrizes diversas.

TIPO DE CORANTES  TIPO DE SUPORTE ADSORBATO REFERENCIA

Cibacron Blue F3GA Membrana de HSA Zeng e Ruckenstein
guitosana (1996)
Cibacron Blue F3GA, Membranas de BSA e HSA  Ruckenstein e Zeng
Procion Red HE-3B e guitosana e quitina (1998)
Procion Blue MX-R
Esferas de Lisozimae  Feyanet al.(2006)
Procion Blue MX-R poli(glicidilmetacrilato- BSA

co-etilenodimeacrilato)

Procion Red HE-3B e Membranas de poli (2- HSAelgG  Bayramoglu, Yacin

Procion 120 hidroxietil metacrilato) humana e Arica (2005)
Procion Green Membranas de poli (2- IgG humana Bayramoglu,
hidroxietil metacrilato) Oktem e Arica
(2007b)
Procion Green H-4G,  Streamliné" (matriza I1gG de coelho  Wongchuphat al.
Procion Brow MX-5Br e base de agarose (2009)
Procion Red HE-3B altamente reticulado

contendo quartzo)

Reactive Gree HE 4BD Esferas de poli  1gG humana e Yavuzet al.(2006)

(hidropropll suas subclasses
metacrilato)

Como exemplos de corantes empregados na cromasogdaf afinidade,
destacam-se o corante Reativo Vermelho 120 (Prdeezh120), corante Reativo Marrom 10
(Procion Brown 10), corante Reativo Verde 5 (PmdBreen H-4G), corante Reativo Azul 4

(Procion Blue MXR) e o Cibacron Blue F3GA (WONGCHLAN et al, 2009; WU, ZHU e
JIA, 2006).
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A estrutura dos corantes Reativos Vermelho 120ydarlO, Verde 5, Azul 4 e
Cibacron Blue F3GA estao representadas nas Figuaa8. O corante Reativo Vermelho 120
(Figura 4) possui seis grupos acidos sulfénicoss seninas secundarias, dois grupos
hidroxilas, além de varios anéis aromaticos (BAYRAGILU; YACIN; ARICA, 2005).

Wongchuphanet al. (2009) estudaram a purificagdo de 1gG de coelho po
cromatografia de afinidade em uma resfteeamlinecom os corantes Reativos Marrom 10,
Vermelho 120 e Verde 5, além do Cibacron Blue F3@Abilizados. A resinétreamline
com o corante Reativo Verde 5 apresentou melh@®sltados para adsorcdo de IgG de
coelho. Esses autores também apresentaram resuliedea resina com Reativo Verde 5
imobilizado, em solucdo de IgG e BSA, e constataga®m 64 % das proteinas adsorvidas
foram IgG de coelho. Essa resiB&reamlineé uma linha de adsorventes aplicados para

cromatografia de adsor¢céo em leito expandido.

Figura 4. Estrutura molecular do corante Reativo Vermelh® 12

NaO S

SONa
NaO,5_  N= N@ @,N N SosNa
i =
=

NaO,S Cl ci SO,Na

FONTE: O préprio autor

A Figura 5 apresenta o Reativo Marrom 10, a quabmsiderado um corante
triazina possuindo dois grupos acidos (carboxileosulfonico) e dois grupos amina
secundéria, além de um grupo hidroxila e um iotat@eo de cromo (11).
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Figura 5. Estrutura molecular do corante Reativo marrom 10

Cr
l/‘ I"'l,
O OH |
CLt f
N~
N” N7
1
SO; NH “N7 ~Cl

FONTE: O préprio autor

A Figura 6 mostra o Reativo Verde 5 a qual € tambémexemplo de corante
triazina possuindo sete grupos acidos sulféniaés, grupos de amina secundaria, além do
ion quelato de cobre (Il). Este corante imobilizato membranas foram estudados para
adsorcéo de IgG de acordo com a literatura (BAYRABLO; SENEL; ARICA, 2007a;
WONGCHUPLANet al, 2009).

Figura 6. Estrutura molecular do corante Reativo Verde 5

SO H
HO3S Cu Ptcy SO_H

HNArN—< ;NNT(

Ptcy - Phthalocyanine moiety Aryl

FONTE: O préprio autor.

Bayramoglu, Oktem e Arica (2007b) utilizaram o ReatVerde 5 imobilizado
em membranas de poli (2-hidroxietil metacrilatoHEMA) e verificaram o aumento da
guantidade adsorvida de de IgG em torno de 75 vezesrior ao adsorvente sem corante
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imobilizado. Os autores afirmaram que o corantecévialentemente imobilizado através de
uma reacdo de substituicdo nucleofilica entre paioro da molécula do corante-ligante
com o grupo hidroxila das membranas do pHEMA endg@es alcalinas.

Yavuz et al. (2006) avaliaram a afinidade das subclasses deefg&nsaios de
adsorcdo com Reativo Verde HE 4BD imobilizado esferas de poli (hidropropil
metacrilato) (poliHPMA). Estes autores relatarane guadsorcédo de IgG aumentou de 0,5
mg/g (poliHPMA sem corante) para 71 mg/g (poliHPM#m Reativo Verde imobilizado) e
que a quantidade de lgdoi superior as demais subclasses. Foi tambémiadeala
capacidade deste adsorvente com corante imobiliapde 10 ciclos de adsorcdo-dessorcao
sendo verificado uma reducdo na capacidade deciddsem torno de 11 % da quantidade
adsorvida de IgG do primeiro ciclo.

O corante Reativo Azul 4 (Figura 7) € um corarigezima aromatico e que contém
0s grupos acidos sulfénico e carboxilico, além de thidroxila e dois grupos de amina

secundarias.

Figura 7. Estrutura molecular do corante Reativo Azul 4.

O NH, O
S—OH
0

FONTE: O pr6prio autor

Wu, Zhu e Jia (2006) testaram particulas de potimdglicidiimetacrilato-
etilenodimetacrilato) acrescidos de grupos epoxiddsindos da epicloridrina, com Reativo
Azul 4 imobilizados nas superficies dessas padscpbra adsorcéo de proteinas. Os autores
verificaram uma répida adsor¢éo, por afinidadejsteima e BSA, em torno de 10 min em

colunas cromatogréficas. Esses autores buscaraficanuisozima de avos de galinha.
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Cibacron Blue F3GA é um corante monoclorotriazenague contém trés grupos
de acido sulfénico e quatro grupos aminas secuasjadie acordo com a Figura 8. A forte
ligacdo do Cibacron Blue F3GA com as proteinasrecprincipalmente com os sitios de
ligacdo para substratos, coenzimas e outros gqupdsdticos (DENIZLI; DENIZLI; ARICA,
1999). A literatura relata que Cibacron Blue F3G# nem nenhum efeito adverso sobre os
sistemas bioquimicos (DENIZLI; DENIZLI; ARICA, 199ARICA; ALAEDDINOGLU,
HASIRCI, 1995; GALAEV; GARG; MATTIASSON, 1994; LABRU; KARAGUNI,;
CLONIS, 1995).

Zeng e Ruckenstein (1996) utilizaram membranas wi®sana com o corante
Cibacron Blue F3GA imobilizado para adsorcdo de HE#$tes autores verificaram que a
adsorcdo de HSA com a matriz e Cibacron Blue F3@dbilizado no valor de 8,88 mg/ém

engquanto que a matriz sem corante teve valor derdgig.

Figura 8. Estrutura molecular do corante Cibacron Blue F3GA

O NH,

Cl

Py SO,H
g
O HN NH \N)—NH

SO_.H

3
FONTE: O proprio autor

Odabasi e Denizli (2004) relataram que o corantba€on Blue F3GA
imobilizado nas esferas de poli (2-hidroetil mdtaty) apresentaram resultados bem
superiores para a quantidade adsorvida de HSA quamdparado a matriz sem corante. Os
autores verificaram que a dessorcdo de HSA foiadi@y em torno de 98 % da HSA

adsorvida.
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2.4. Quitosana

Polissacarideos, como a celulose, amido, quitiignéna, representam a uma
imensa familia de polimeros naturais. E diversasjpisadores tém voltado pesquisas em
polimeros naturais a partir de recursos natura®RAFEWSKA, 2008; HOVENet al.,2007).
Vérios polissacarideos comerciais possuem pH aeidteutro, mas a quitosana, um derivado
da quitina, apresenta um pH basico atribuido aepgs dos grupos aminas nas unidades
repetidas. Propriedades tais como biodegradabdidathaixa toxicidade e boa
biocompatibilidade, além do carater basico, fazeysted polimero, favoravel para uso em
varios setores industriais, tais como em formulagaemacéuticas e bioprodutos (ILLUM e
al., 2001; HOVENEet al.,2007; FENGet al.,2009). A quitosana € um produto natural e de
baixo custo podendo ser obtido pelos residuos prentes do exoesqueleto (carapagas) de
crustaceos. Esses residuos sao rejeitos da irmdgesqueira e pode ser encontrado em grande
quantidade na regido nordeste.

A quitosana possui muitas aplicagdes tecnologicasi#izada, por exemplo, no
tratamento de efluentes industriais devido a sgdidade de interagir com as particulas
coloidais e devido, também, & presenca de grupo®am suas cadeias, 0 que confere a esse
polimero um potencial de coagulacdo maior que acdagulantes usuais. Quitosana também
€ aplicada na area médica, na forma de um fio fimgompativel e resistente usado para
suturas cirurgicas (RODRIGUES, 2010). A quitosaamaktém é utilizada para a adsorcdo de
proteinas de interesse industrial, como por exemaldlbumina (RODRIGUES, 2010;
CARTER; HO, 1994; TORRES; BEPPU; SANTANA, 2007).

Como apresentado pela Figura 9, a quitosana teigrupo amino primario e dois
grupos hidroxilas livres para cada unidade &£ quitosana tem massa molar variando entre
3.800 e 2.000.000 Da e desacetilacdo de 66 a 9BA®,(1997). Entre as caracteristicas
importantes da quitosana que influenciam as prdades de formulacdes estdo tamanhos de

particula, densidade, viscosidade, grau de dekagdie massa molar (SINHA al, 2004).
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Figura 9. Estrutura quimica da quitosana
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FONTE: Rodrigues (2010)

Devido as suas propriedades quimicas, fisicas lédidas, a quitosana e seus
derivados tém aplicacbes em diversas areas da tiied(es agricultura. Além de ser
biocompativel e biodegradavel, a quitosana possugmpo amino livre reativo que oferece
possibilidades de modificagbes, para obtencdo deades com novas propriedades e
possibilidade de aplicagdes (LOPES e ARODI, 2007).

Apesar de matrizes a base de quitosana possuimgmatpara estudos na area de
purificacdo de proteinas, poucos trabalhos témrsidiizados.

No estudo realizado por Rodrigues (2010), foi regalir o emprego do compdsito
quitosana/alginato quimicamente modificado pel&ng&o de grupamentos epoxidos em sua
estrutura, sob a forma de particulas, na adsorgiidedo fixo da enzima celulase de
Aspergillus niger Este composito mostrou ser capaz de adsorveziama&mom capacidade de
adsorcéo de 11 mg/g, boa estabilidade e regendeatsl

Torres, Beppu e Santana (2007) utilizaram esfemgutosana modificadas
quimicamente por trés rotas distintas, com glutigidlo, com epicloridrina e via acetilacao.
Os autores investigaram a influéncia destes tré@sriags na adsorcdo das proteinas BSA e
lisozima e para isso levantaram dados de isoteomassses adsorventes. O adsorvente com
quitosana modificada com glutaraldeido apresentamtidades adsortivas de BSA e lisozima
superior aos demais, no valor de 9,24 e 4,03 megpgectivamente para BSA e lisozima.

Apesar de poucos trabalhos relacionados a cronai@grde afinidade
empregando matrizes a base de quitosana, estaahatarbom potencial para imobilizacao
de ligantes pseudobiespecificos propiciando baadteelos na adsorcéo de proteinas (ZENG;
RUCKENSTEIN, 1996; RUCKENSTEIN; ZENG, 1998). Zeng Ruckentein (1998)
estudaram a adsorcdo de albumina de soro humana) (elRle soro bovino (BSA) em

membranas de quitosana e quitina com Cibacron Beativo Vermelho e Reativo Azul
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MXR imobilizados. Esses autores verificaram queagssnembranas com corantes
imobilizados foram quimicamente e mecanicamentéves e 0s adsorventes com corantes
imobilizados apresentaram quantidade adsorvida p#samina superior a matriz sem
corantes. A capacidade de adsor¢cdo de HSA nessatram@as seguiram a seguinte
sequéncia: Cibacron Blue F3GA > Procion Blue MX-Rmcion Red HE-3B, ambos para as

membranas de quitina e quitosana.

2.5 Alginato de Sédio

O Alginato € um polissacarideo extraido de aguasnhes, principalmente das
algas marrons, podendo ser usado para imobilizag&gnologias de microencapsulamento
(FUNDUENANU et al, 1999; VELTEN; LAUE; SCHREZENMEIR, 1999). Caradsticas
gue o alginato possui na alga sao: a facilidadereleenir a dessecacdo, manter a integridade
celular e prover forca mecéanica a célula (McLACHLAMNIB5; KENNEDY; GRITHS;
ATKINS, 1984).

Quimicamente & um polissacarideo aniénico formamampndémeros de acidp
D-manurénico (M) e acidar-L-glucurdnico (G), ligados de forma linear por dgpes
glicosidicas (1- 4) (ZHANG; CHENG; YING, 2006).

Ao longo dos ultimos anos, as industrias médicémraacéuticas tém mostrado
um interesse crescente em biopolimeros, tais canadgimatos. A raz&o para este aumento do
interesse € a sua utilidade em aplicacbes espegifiona vez que melhora o tratamento
eficiente do refluxo no esdfago, cria inimeras aforpara o tratamento de feridas
dermatolégicas (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008)O alginato oferece
vantagens em relagcdo a polimeros sintéticos, urmaque formam hidrogeis em pH e
temperatura, relativamente moderada. Normalmergealginatos sdo considerados como
atoxico, biocompativel, biodegradavel, mais baeatbsponiveis em abundéancia na natureza.
Todas estas vantagens fazem dos alginatos, materiaio Uteis para aplicacdes biomédicas
e para a encapsulacéo de células (SREEJAYAN RA@Y)19
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2.6 Imobilizagdo de corantes

Os meétodos de imobilizagcdo do ligante ao suportem@driz normalmente
necessitam de varias etapas intermediarias (DENIERLSKIN, 2001). Para a escolha e as
condi¢cdes do método de imobilizagdo, tanto o tipartriz como o ligante a ser escolhido
sao fundamentais. A ligacdo entre a matriz e otegalevera se manter estavel durante as
etapas de adsorcao e eluicdo para possiveis delomutilizacdo desse adsorvente (DENIZLI;
PISKIN, 2001).

Muitos corantes reativos sdo imobilizados na mator reagfes diretas entre 0s
grupos reativos, principalmente os grupos hidrexismbre a matriz e as moléculas do corante
(através de atomos de cloro ou flior) em grupdsialeina. Ja os corantes nao reativos podem
ser imobilizados a matriz por meio dos processoatidacao habituais, e esse esses estudos
tem sido bordados na literatura (CLONé&®al.,1987).

A imobilizacdo direta dos reativos em matrizes gassuem grupos hidroxila é
considerada um método simples, barato e seguro TBWRet al, 1988; CLONIS, 1986). A
imobilizacdo é realizada em condi¢cdes alcalinas qudostituicdo nucleofilica de grupos
hidroxilas com o cloro das moléculas dos corargatvos. Nucledfilos sdo gerados pelo pH
elevado, o que promove a ionizacdo dos grupos idsoda matriz. Nota-se que o pH
elevado (geralmente acima de 12) pode provocairallsie dos compostos cloro-triazinas nas
solugdes aquosas, por isso valores de pH muit@@dsvdeve ser evitado. Para imobilizar os
corantes reativos aos grupos hidroxilas da mataze-se deixar em contato a matriz com a
solucéo de corante (0,2%), entre os valores degptDch 11 (DENIZLI; PISKIN, 2001).

Denizli e Piskin (2001) relatam que a fim de remogealquer corante nao
covalentemente ligado a matriz, apos a imobilizai@corantes, os adsorventes séo tratados
primeiro com agua destilada e em seguida com asrgeg solugdes: NaCl (1 a 2 M), uréia 6
M em NaOH 0,5 M, uréia 8 M, dimetilsulfoxido, BSA & 10 mg/cr), etilenoglicol, etanol
20 % em agua. E recomendado que o adsorventeste§aéo em solucéo de tampéo de pH 8

a 9 em solugéo de azida de sddio (0,02%) para c@Ts® desses materiais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

A acrilamida, bis-acrilamida e o dodecil sulfatosfelio (SDS) foram obtidos da
BioRad (EUA). Os corantes Reativo Azul 4 e Reatavde 5, Epicloridrina (99%), MOPS
(acido  morfolinopropanosulfénico), HEPES (acido Ji@roxietilpiperazino-N’-2-
etanosulfénico), MES (a4cido morfolinoetanosulfonjcélbumina de Soro Humano (HSA) e
IgG humana, usada como marcador em eletroforess ensaios em batelada e leito fixo e 0
soro tipo AB de plasma humano foram obtidos da &igidrich (EUA). O corante Cibacron
Blue F3GA foi obtido da Polysciences (EUA). O malmade alta massa molar contendo as
seguintes proteinas: miosina 212 Klgmacroglobulina 170 KDap-galactosidadee 116
KDa, transferrina 76 KDa e desidrogenase glutam8KDa, foi adquirido da GE Healthcore
(EUA). A quitosana em po utilizada foi da PolymBrgsil) e a Albumina de Soro Bovino foi
obtida da INLAB (Brasil). Os outros reagentes méitios foram todos de grau analitico e para

a preparacao de todas as solucdes utilizou-seaaudtgapura Mili-Q (Millipore, EUA).

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo do composito quitosana/alginato exilado (QAE)

O procedimento de preparacdo do compésito de aumidosbaseou-se na
metodologia de Fangkangwanwong, Yorksan e Chiradtaar{2006) adaptada por Adriaab
al. (2008) com a adicao de alginato. O material fleapprado em duas etapas, sendo a
primeira etapa para a formacéo do gel de quitoakyaéto, e a segunda etapa caracterizada
pela modificacédo quimica.

Inicialmente, 10 g de quitosana foram dissolvidos4®0 mL de solugéo de &cido
acético 5% (v/v) e mantidos sob agitagdo mecameaNAL, Brasil, modelo TE-165) até

total solubilizag&o, por aproximadamente 40 min. $aguida, foram adicionados 40 mL de
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metanol e 4 mL de anidrido acético. Apds 1 h, foetitionados 10 g de alginato de sdodio
2,5% (m/v) ao sistema e mantido sob agitacédo porBlsta solugéo foi adicionada a 3,6 L de
solucédo de NaOH 0,1 M para a formacdo do gel eidmsbb agitacdo moderada por 4h,
sendo depois lavado com agua destilada, pararreteacesso de NaOH.

Mostra-se na Figura 10 mostra o procedimento patengdo do compdsito a base
de quitosana Para cada 10 g de gel obtido, foramiomddos 100 mL de N-N-
dimetilformamida e mantido por 30 min a 60°C emtoedermostatizado sob agitacao
constante. Em seguida, foram adicionados 0,8 gQ@d Hissolvido em 3 mL de isopropanol
e, ao final, 10 mL de epicloridrina. Em seguidastesna foi mantido sob agitacdo a 60°C por
12 h..

Figura 10. Procedimento de preparagdo do compdsito de qoddmlginato epoxilado proposto por
Fangkangwanwong, Yorksan e Chirachanchai (200§)tada por Adrianet al. (2008) com adicéo de alginato.

¥
Quitosana Acido acético 5% Gel de NN
Quitosana l Dimetilformamida
Metanol e -
Anidrido Acetico 30 min a 60 °C em Reator
] Termostatizado
Alginato de Sodio l
v KOH, Isopropanol e
NaOH 0,1 M Epicloridrina
* |
Lavagem com agua Sistema mantido pr
destilada agitacao branda por 12h
a60°C

FONTE: Rodrigues (2010) adaptada pelo autor
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3.2.2 Procedimento de imobilizagéo dos corantes:6zicron Blue F3GA, Reativo Azul 4 e

Reativo Verde 5

Os corantes Cibacron Blue F3GA, Reativo Azul 4 Reativo Verde 5 foram
imobilizados no compdsito de quitosana/alginatoxéado, de acordo com o procedimento
descrito por Ruckenstein e Zeng (1998) com modifiea.

Primeiramente, foram adicionados 1,0 g do compd@KE em 100 mL da
solucdo de corante (5 mg/ mL) a temperatura de36pot 1 h sob agitacdo constante de 200
rpm. Em seguida, adicionou-se 5 mL da solu¢cdo aqdesNaCl (20 % m/m) mantendo a
agitacao constante e temperatura 60 °C, a fim slegasar a adsor¢cdo do corante. Apos 30
min adicionou-se 2 mL da solu¢gdo aquosa deCRa (25 % m/m) com o objetivo de
aumentar o pH para 10,5 e acelerar a reacdo quémicao corante e o compaosito QAE. Esta
solucao foi mantida durante 4 h a temperatura d&C6@\pos o término desta etapa, lavou-se
0 compaosito com o corante imobilizado com aguailddst quente, metanol, NaCl 2M, Uréia
6M, Tween 80 1 %, agua destilada, tampao de emsdiiwalmente com solucdo de HSA.
Estas lavagens sdo necessarias para retirar corfrattamente ligados a superficie do
adsorvente e desta forma impedir futuras contarGemgos ensaios de adsorgao.

Os compositos resultantes apos a etapa de imadibzéoram QAEa, QAEc,
QAEv, respectivamente Reativo Azul, Cibacron BluiReativo Verde imobilizados na matriz
de Quitosana/Alginato Epoxilado (QAE).

3.2.3 Caracterizacéo dos adsorventes por FTIR

Os espectros de FTIR da quitosana, do alginatadi®,sdos corantes Reativos
Azul 4 e Verde 5 e Cibacron Blue F3GA, além do cositp QAE e dos adsorventes QAEa,
QAEc e QAEv foram obtidos com o espectrobmetro FTBHEPECTRUM 2000
PERKIN-ELMER. A resolucdo foi de 1 ¢l com regido espectral 4000 a 400
cm’ e 10 varreduras. As amostras secas (aproximadentehtg) foram misturadas com KBr
(0,19) e prensado em forma de pastilha. O procedonde preparo das pastilhas de KBr foi

realizado de acordo com o manual de preparo da 8BIEU do Brasil.
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3.2.4 Ensaios em batelada

Os ensaios de adsorcao foram realizados em dupleat um sistema de agitacéo
rotatorio (TECNAL, modelo TE-165), conforme Figutd, de forma a simular um tanque
agitado, a temperatura de 22 (+2°C) e 18 rpm. Para tanto, foram adicionados 15 mg do
adsorvente em tubos de acrilico juntamente com 3ekolucdo da proteina estudada em

tampao.

Figura 11. Sistema de agitacao rotatério

FONTE: O proprio autor

3.2.4.1 Estudo do efeito do pH na adsorcao de pratas

Utilizaram-se os tampdes FS, MES, MOPS e HEPESfooga ibnica de 25 mM
para encontrar o pH que fornece as melhores gaaesdadsorvidas, sempre respeitando a
faixa indicada de pH de cada um desses tampdedst@ma permaneceu sob agitacédo
constante durante o periodo de, no minimo, 90 #infinal deste periodo de tempo, as
amostras foram coletadas e centrifugadas em midnditea refrigerada (CT-15000R
CIENTEC) por 10 min com rotacéo igual a 10@08, em seguida, a absorbancia foi lida para
cada amostra. Os valores de absorbancia foram imogepara concentracao a partir de uma
curva analitica previamente obtida para cada umtalopdes. A quantidade de proteina de
alta pureza adsorvida foi calculada por meio de hatanco de massa, sendo a equacao

descrita a seguir:

(1)

CI* — VSOL (Co 'CEQ)
m

ads
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em que q* € a quantidade de proteina adsorvida por granadsiervente (mg/g)C., € a

7

concentracdo de proteina na fase liquida (mg/mL) exnilibrio com q , C, é a
concentragéo inicial de proteina na fase liquidg/ifmh), m,,. € a massa seca de adsorvente

(9) e V4, € o0 volume da solugdo (ml) disponivel para o contatn o adsorvente.

3.2.4.2 Isotermas de adsorcao

As isotermas de adsorcao foram obtidas, em duglieapartir dos experimentos
realizados no sistema de agitador rotatorio (Figitp Para cada 3,0 mL da solucdo da
proteina deixou-se em contato com 15 mg do adstnamn tubos de acrilico sob agitacéao
constante de 18 rpm por 3,0 h. As concentracégsrateinas utilizadas nos experimentos
variaram de 1 a 10 mg/mL. Apds o periodo necesgania atingir o equilibrio, as amostras
foram coletadas, filtradas e o sobrenadante faribegado a 1000@ e em seguida foi lida a
absorbancia para cada amostra. Com o valor dasbaélpetas, encontraram-se os valores de
concentracdo com a partir da curva de calibracértEistica previamente estabelecida.

As isotermas mais utilizadas atualmente para descoeequilibrio sélido-liquido
das proteinas sao as de Langmuir e Langmuir-Frielndissas isotermas tém permitido uma
correta descricdo dos dados experimentais de leqgoilem varios estudos envolvendo
solucbes diluidas de um componente fortemente ddsorem um adsorvente puro
(GUIOCHON et al, 1994). Os modelos de Langmuir e Langmuir-Fraahddescritos pelas
Equacbes 2 e 3, respectivamente, foram utilizadoa pjustar aos dados experimentais
usando o método iterativo Levenberg-Marquardt (&t Origin0 6.0, Microcal, USA).

q= queq
Ko *+Ceq 2
- dnm (Ceq)n
K DLF + (Ceq)n (3)
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em queqn € a capacidade méxima de proteinas adsorvidas, @ Kb e Kp s sdo as
constantes de dissociacéo, e de dissociacdo aparespectivamente, expressas em mol/L ou
M, a qual indica a afinidade entre proteina e adste, en € a constante de Langmuir-
Freundlich, a qual indica a cooperatividade egefwesente no sistema de adsorgcéo. De
acordo com Sharma e Agarwal (2002), citado por &qd609), quando n=1, ndo existe
cooperativa entre as proteinas, ou os sitios slpéndentes e para n > 1 e n < 1 indicam,
respectivamente, cooperatividade positiva e negaissociada ao sistema.

3.2.5 Ensaios em leito fixo

Os ensaios em leito fixo foram realizados com defmas IgG de alta pureza e
com a solucdo diluida do soro humano e realizowsbalanco de massa para cada
experimento. O sistema utilizado (Figura 12) pamalizacdo dos experimentos
cromatograficos foi composto por uma bomba petista(Watson Marlow, Modelo Q 400),
uma coluna cromatografica (C 10/10 da GE Healthchigura 13), empacotada com as
particulas de quitosana/alginato epoxiladas corantes imobilizados, um coletor de fragbes
(Buchi, Modelo C-660) e um espectrofotdmetro (Tesimotific Biomat 3).

Figura 12. Sistema cromatografico para ensaios de adsorcgwatdeinas por cromatografia de afinidade em
leito fixo. Reservatério de alimentacéo (1), Borpeaistaltica (2), Coluna cromatografica (3), Colate fracdes
(4) e Espectofotdometro (5).

FONTE: O proprio autor
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Figura 13. Coluna para ensaios cromatograficos (C 10/10 daHEalthcare) empacotada com esferas do
adsorvente quitosana/alginato epoxilado com CilveBtae F3GA imobilizado.

FONTE: O proprio autor

3.2.5.1 Ensaios com IgG e Soro Humano (SH)

Os experimentos cromatograficos realizados conoteimas IgG de alta pureza
apresentaram as seguintes condi¢des: volume denllOd@e 1gG, concentracdo 1,0 mg/mL,
vazao 0,8 mL/min e massa de adsorvente de 0,50pgpmionando um leito com 1,5 cm de
altura. A solucéo de IgG foi preparada nos tamp@&IVIOPS e HEPES com forca ibnica de
25 mM no pH de maior adsor¢céao de cada tampao.

Os ensaios com soro humano diluido 10 vezes (ctracéo® em torno de 5,0
mg/mL de proteinas totais) foram preparadas nopdamFS, MOPS e HEPES 25 mM. As
condicOes desses ensaios diferem dos realizadoslgl@napenas no volume (15,0 mL) e
concentracao (5,0 mg/mL).

As etapas do processo cromatografico estdo desetfii@ixo e sdo ilustradas na
Figura 14. Para estes ensaios, 0 tempo de coledacpda amostra foi de 2 min e o tempo
total de realizagéo desses experimentos foram @dtee90 min.

Injecéo (I): apds a coluna ser devidamente equilibrada com&andp adsorcdo, ocorreu a
passagem da solucéo de IgG (1,0 mg/mL) preparadaesmo tampéo. O tempo desta etapa

foi de 8 min.
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Lavagem (L): apdés o término da injecdo de alimentacdo, a cdlinavada com o mesmo
tampéo de adsorcao, até que todas as proteinaadeérvidas foram eliminadas da coluna,

aproximadamente 20 min.

Eluicdo (E): as proteinas foram eluidas através da passageamgdo de eluicdo ao qual foi
composto por NaCl 1,0 M acrescido ao tampao dergise teve duracao de 30 min.

Regeneracdo (R):para o reaproveitamento do adsorvente e regemerdgacoluna foi
passado na coluna o tampé&o de adsorcéo para cpitakuer proteina que nao fora eluida. E
a duracdo desta etapa foi de no minimo 10 min.

Figura 14. Esquema ilustrativos indicando cada etapa do emaadsor¢cado/dessorcdo em leito fixo com QAE
com corantes imobilizados

Conc. de proteinas (mg/mL)

Tempo (min)

FONTE: O autor

3.2.5.2 Determinacao de proteinas totais

As concentracbes de proteinas totais nas fracdematograficas foram
determinadas de acordo com a metodologia de BhBRADFORD, 1976) e utilizou-se
albumina de soro bovino (BSA) para a construcacutiza analitica para este método.

Primeiramente, preparou-se o reagente de Bradfssbldendo-se 0,1 g de

Coomassie Brilliant Blue em 50 mL de etanol e a sstucdo em agitacdo, adicionou-se 100
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mL de acido fosforico 85 % e deixou em agitacdo pdr para em seguida completar o
volume para 1,0 L com agua ultrapura (Mili-Q). Eegsida, deixou a solugdo sob agitacéo
(minimo de 6 h) e filtrou-se o reagente em frasmwmedo com papel aluminio. O reagente de
Bradford foi conservado em geladeira. Posteriormefuti utilizada a proteina BSA para a
obtencao da curva de calibragao.

Todas as amostras obtidas dos ensaios com soronbuimi@am analisadas por
Bradford. Para cada 0,1 mL de amostra deixou-seamato com 1,0 mL do reagente de
Bradford por 10 min, aproximadamente, em cubetaspldsticos em ambiente que
proporcionasse auséncia de luz. ApGs esse persdeituras das amostras foram realizadas
em espectrofotbmetro no comprimento de onda denB8®5Em seguida, encontraram-se 0s
valores de concentracdo de proteinas totais conurea cde calibracdo anteriormente

estabelecida.

3.2.5.3 Eletrofose (SDS-PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilansida condi¢cbes desnaturantes e
nao redutoras (SDS-PAGE) foi utilizada para analsaseletividade dos adsorventes em
purificar IgG. As fracbes protéicas obtidas napa&tade lavagem, eluicdo e regeneracédo das
fracOes cromatograficas foram estudadas. As asdiisam realizadas no equipamento Mini
Protean Ill (BioRad, EUA) utilizando o gel de paligamida (30% de acrilamida e 2,7% de
bisacrilamida), conforme protocolo apresentado lpmemmli (1970), na concentragdo de
7,5%. As fracBes cromatograficas de cada etapanfauecidas, juntamente com o tampao
de desnaturacédo, a 100 ° C por 10 min e aliguaas0da 15 pL de cada amostra foram
aplicadas aos géis. Os geis foram submetidos avattemgem de 180 V, em cubas verticais e

a coloracao foi realizada com nitrato de pratafaome Morrissey (1981).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparagéao e caracterizagédo dos adsorventes

Diversos autores reportam a facilidade de coramésgivos em se aderir
facilmente a superficie dos adsorventes a basalitiessgna. Em contrapartida, a dessorcao
desses corantes normalmente é realizada em cosditésticas (forca i6nica) de eluicdo
(GHOSH e BHATTACHARYYA, 2002; RAPOSO; DE LA RUBIA é0ORJA, 2009;
HAMEED; MAHMOUD; AHMAD, 2008; ALMEIDA et al, 2009), devido a forte ligacao ou
elevado grau de irreversibilidade. Este fato matiaoutilizacao dos corantes Cibacron Blue
F3GA, Reativo Azul 4 e Reativo Verde 5 imobilizades estrutura do compdsito
quitosana/alginato epoxilado (QAE), para a purgfica de 1gG do soro humano. Esses
corantes sado 0os mais utilizados na literatura cligante-corante para adsorcdo de proteinas
em diversas matrizes.

A quitosana possui grupos reativos (-CHl e —NH) que podem ser facilmente
modificados. Devido a essa caracteristica, foi ipessnodificar quimicamente a estrutura do
compdésito quitosana/alginato com a adicdo do gepaxido, proveniente da epicloridrina e
posterior imobilizacdo dos corantes.

A Figura 15 apresenta o compdsito sem corantes ilimandns (Figura 15a) e
QAE com os corantes imobilizados: Cibacron Blue A3Gigura 15b), Reativo Verde 5
(Figura 15c) e Reativo Azul 4 (Figura 15d).

Verificou-se que apos a lavagem do material cona @gstilada quente, metanol,
NaCl 2M, Uréia 6M, Tween 80 1 %, e com o tampfesadsor¢cdo, ndo ocorreu mais
desprendimento do corante de sua superficie, esimfep que o0 material teve boa
imobilizacdo dos mesmos. Essas lavagens foram s@@s visto que apos a imobilizacao

ainda existem corantes fracamente fixados a sepedésse compaosito.
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Figura 15. Adsorvente a base de quitosana/alginato epox{lape QAE com os corantes Cibacron Blue F3GA
(b), Reativo Verde 5 (c) e Reativo Azul 4 (d) imdaidos .

AUTOR: O autor

4.1.1 Caracterizacdo dos adsorventes por Espectrogia de Infravermelho (Fourier
Transform Infrared — FTIR)

A espectrometria na regido do infravermelho é ugmnita de fundamental
importadncia na caracterizacdo de diversos mategaigtravés desta andlise € possivel
identificar os grupos funcionais de um composto dai um composto modificado. O
compasito de quitosana/alginato epoxilado (QAEXftialhadamente estudado por Rodrigues
(2010) na adsorcéo de celulase e BSA. O autor watsdroa estabilidade e regenerabilidade
do adsorvente QAE com boa capacidade de adsorpéoreo de 11 mg/g.

A adicdo do alginato tem por finalidade fornecestutura da quitosana natural
maior resisténcia mecanica e melhorar as propredah adsor¢do com o0s corantes. A
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modificacdo quimica no gel de quitosana/alginatasmnada pela adicdo de epicloridrina
fornece grupos epoxido, além dos ja existentes @@mrupos hidroxi, amino e carboxilicos
presentes a estrutura do compésito QAE. A adicdalgmato e dos grupos epoxi sao
importantes no aumento da resisténcia mecanicanpa@sito final e reatvidade, tornando a
matriz de quitosana mais rigida e propicia a inwdgbio dos corantes Cibacron Blue F3GA,
Reativo Verde 5 e Reativo Azul 4. A resisténcia ameta € uma caracteristica desejavel para
um adsorvente, pois permite que o mesmo possdikesdo sob pressdo, mesmo que baixa,
em sistemas de cromatografia liquida. No trabath&ddrigues (2010) o autor verificou, por
andlise de FTIR, que apds a incorporacdo dos grapogidos ocorreu uma reducdo das
bandas dos grupos amino provavelmente devido dvetssigacdes desses com a molécula
do epoxido.

A Figura 16 apresenta os espectros do compédsito @AGura 16a), do
compésito QAE com Cibacron imobilizado (Figura J)6ebdo corante Cibacron Blue F3GA
(Figura 16c). Observa-se uma banda larga em tar8560-3400 cih, possivelmente devido
a ligacbes de hidrogénio a alcool (OH) e as ami@asspectro da Figura 16b apresenta nessa
mesma banda uma intensindade elevada provavelrdent#o a maior interacdo de grupos
hidroxila ap6s a imobilizagdo do corante a esteutdo compoésito de quitosana/alginato
epoxilado. A banda de 2930 émcorresponde ao estiramento de —OH e pode sercagffi
tanto no espectro de QAE como no QAEc. De acordo kawrieet al (2007) a quitosana
possui duas fortes vibracdes a 1645 e 1584 entais vibragbes foram atribuidas como a
amida | e amida Il. As vibracdes nesse mesmo (645 cnt) no espectro QAEc teve uma
diminuicdo em sua intensidade, se compararmos cespectro do composito QAE. Lawrie
et al (2007) também relata que as deformacOes dasc@dsade aminas normalmente

provocam grandes bandas entre 1638-1535 cm
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Figura 16. Espectros de QAE (a), QAEc (b) e Cibacron Blue £3§
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Na Figura 16, as bandas 1645, 1475 e 1084' @wrrespondem a amida
secundaria (amida 1), as vibracdes de N-H (devidmma e amida Il) e o pico caracteristico
de -CH-OH em alcool primério, respectivamente, como regulr na literatura por outros
materiais a base de quitosana/alginatoefldl.,2005; LAWRIEet al, 2007; Llet al.,2008;
HONARY; MALEKI; KARAMI, 2009; MALESU; SAHOO; NAYAK, 2011). Para o corante
Cibacron Blue F3GA (Figura 16c) verificou-se a bamte absorcdo na regido entre 1600-
1450 cni* caracteristicos do anel de benzeno. E observaursebanda pequena perto de
1240 cnt originada provavelmente pelos grupos &cidos siagiédnda molécula do corante.
As bandas originadas perto de 800’csdio resultados das vibragées dos grupos de aminas
primaria e secundaria da molécula do corante.

A Figura 17c apresenta o espectros do composito Q&E Reativo Verde
imobilizado a sua estrutura. A banda 576'ampresenta os grupos sulfénicos presente na
estrutura do Reativo Verde 5. A intensidade na &dahtdl crit do QAEv (Figura 17b)
representa o alongamento simétrico de S=0 ao duainésuperior ao encontrado no espectro
do corante Reativo Verde 5 (Figura 17c). As regiéas bandas de 1600-1230 trém
muitas bandas caracteristicas do Reativo Verdegdinbém sdo encontradas no compdsito
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QAEv (Figura 16b). Para o corante Reativo Verdd-igura 17b) verificou-se a banda de

absorcado na regido entre 1600-1450" caracteristicos do anel de benzeno.

Figura 17. Espectros de QAE (a), Reativo Verde 5 (b) e QAfrv
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Os espectros com QAEa e com o corante Reativo A&adtdo apresentados na
Figura 18 (b e c). Os grupos caracteristicos detmmzeno tipicos dos corantes normalmente
aparecem entre as bandas 1600-1450.cinbanda 1475 cih possui intensidade e pico
semelhante a encontrada na mesma banda do especwoante Reativo Azul 4 (Figura 18c).
A banda (Figura 18b) apresentada em 1080 apresenta um pico caracteristico de alta
intensidade em relacdo ao composito QAE (Figurd. 18a
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Figura 18. Espectros de QAE (a), QAEa (b) e Reativo Azul)4 (c
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4.2 Ensaios de adsorcdo em tanque agitado
4.2.1. Efeito da natureza do tampéo e do pH na adsdo de IgG

A faixa de pH estuda na adsorcao de IgG foi enBe&@,2. E para esse estudo foi
utilizado os tampdes fosfato de sddio (FS), Acidarfelinopropanosulfénico (MOPS), Acido
N-2-Hidroxietilpiperazino-N’-2- Etanosulfénico (HES) e Acido Morfolinoetanosulfénico
(MES). De acordo com o fabricante (SIGMA-ALDRICH) faixas de pH uteis sdo 6,5 - 7,9
(MOPS), 6,8 — 8,2 (HEPES) e 5,5 — 6,7 (MES). PaF& @ faixa ideal esta entre 5,8 — 8,0. E
importante salientar que ao utilizar um sistemapt@mante fora desse intervalo especifico,
possivelmente o sistema ndo se mantenha a pH ntmsidentre os tampdes que foram
estudados, o HEPES possui maior pKa (7,5) a 2®AGuanto o MES (6,1) possui 0 menor
(SIGMA-ALDRICH).

Para encontrar o pH em que ocorre a maior cong@arde IgG adsorvida,

deixou-se a solucdo da proteina IgG (1,0 mg/mL) eomtato com o compdsito
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guitosana/alginato epoxilado (QAE) com corantes hilirmados. Variou-se 0 sistema
tamponante (FS, HEPES, MOPS e MES) com forca iaec25 mM para os trés adsorventes
(QAEc, QAEV e QAEa), respeitando a faixa limite gqaela tampéo pode assumir. A Figura
19 apresenta os resultados para o tampao FS 29-niMerificado que a maxima quantidade
adsorvida de IgG ocorreu no pH 6,0 para os tréantes imobilizados ao compdsito QAE.

Figura 19. Efeito da adsorcao de IgG com a variacéo do pHaempdo FS 25 mM (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) para
0 QAEc, QAEa e QAEv.
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O adsorvente quitosana/alginato epoxilado com Reatferde imobilizado
(QAEvV) obteve maior quantidade adsorvida (56,3 mgjgando comparado ao adsorvente
guitosana/alginato epoxilado com Reativo Azul eaCibn imobilizados (QAEv e QAEc,
respectivamente), pois esses apresentaram vald3 3 mg/g e 52,6 mg/g, respectivamente.

Yavuz et al. (2006) encontraram a maxima adsorcédo de IgG (/) no pH
7,0 em tampéo fosfato 25mM, com as esferas do padirthidroxipropil metacrilato) com
corante Reativo Verde HE 4BD imobilizado. Essesrastinvestigaram a adsorcao de IgG na
faixa de pH de 4,0-8,0 com concentragéao inicia demg/ml e verificaram que a capacidade
de adsorcédo decai significativamente quanto madk & alcalino for o pH do tampé&o. Esta
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mudanca pode ser induzida pelo efeito da repult&ostatica entre 0s grupos de cargas
opostas. De acordo com Bresolin (2010), devido ssbtlasses, IgGIgG,, 1gG; e 19G, da
proteina IgG, o ponto isoelétrico (pl) para essatgina € variavel, entre 6,3 a 9,0, sendo
diretamente influenciado por cada uma dessas ssedaCada subclasse de IgG possui uma
faixa de pl especifico e provavelmente isso infbiema falta de uniformidade, em relagéo a
variacdo da quantidade adsorvida com o aumentaido p

Os resultados obtidos neste tampao (FS) estdo amor@ncia com os
encontrados na literatura. O pH étimo do tampadok6,0, valor proximo ao encontrado por
Yavuzet al(2006) e igual ao obtido por Bayramoglu, Oktem E#&(2007b). E esses autores
relatam que em valores de pH alcalinos a quantidddervida decai consideravelmente.

A Figura 20 mostra os valores de adsorcdo utiliaamdampdo HEPES com o
composito quitosana/alginato com os corantes Giba(@AEC), Reativo Verde (QAEvV) e
Reativo Azul (QAEa) imobilizados.

Figura 20. Efeito da adsorcéo de IgG com a variacdo do pHaempdo HEPES (6,8; 7,5 e 8,2) para 0s materiais
QAECc, QAEa e QAEv.
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Como mostrado na Figura 20, os melhores resulgaal@sadsor¢céao de IgG com o
QAEa foram obtidos no pH 6,8. Os adsorventes QAEQAEV apresentaram valores
similares de adsorcdo de IgG nos valores de pHe6/%b. Para este tampédo (HEPES) o
adsorvente QAEc apresentou valores superiorespem tle 76,5 mg/g, enquanto que com
QAEa e QAEv foram de 68,2 e 72,6 mg/g, respectivaene

De acordo com a Figura 21 foi possivel observaraqpel 6,5 do tampao MOPS
apresentou 0os maiores valores para adsorcao deal@® adsorvente QAEa e QAEvV. Porém,
para o QAEc os valores de pH 6,5 e 7,0 apresentaaores proximos na mesma ordem para
guantidade de IgG adsorvida. O adsorvente QAEavebtalor de 73,3 mg/g, enquanto que o
QAEc e QAEV obtiveram, 61,2 e 58,5 mg/g, respentsate no pH 6,5.

Figura 21. Efeito da adsorcéo de IgG com a variacdo do pkbhempdo MOPS (6,5; 7,2 e 7,9) para o adsorvente
com QAEc, QAEa e QAEv.
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Os melhores resultados para o tampdo MES (Figuygp@@ adsorcao de 1gG
foram obtidos no pH 6,7 para os 3 corantes, contages para o QAEa. Este material
apresentou valor de 67,7 mg/g. Nesse pH a quastiddsorvida de IgG com QAEc e QAEv

foram de 49,89 e 51,73 mg/ g, respectivamente.
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De acordo com a Figura 22 apenas o final da fagxaHipara o tamp&o MES (5,5
— 6,7) esta dentro da faixa de pl da IgG (6,3-8,@pyovavelmente por isso esses resultados

foram inferiores aos apresentados com os tamp8eRIMCHEPES no pH de maior adsorcgéo.

Figura 22. Efeito da adsorcéo de IgG com a variacdo do pHaempdo MES (5,5; 6,1 e 6,7) para o adsorvente
com QAEc, QAEa e QAEv.
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Ao compararmos os resultados apresentados até emmnverificou-se que a
adsorcéo de IgG nos trés adsorventes em tampéo $HBEPEsentou resultados superiores
para todos os trés materiais. De acordo com SQ@9Y), o pKa dos tampdes MOPS e MES
apresentam carga liquida negativa, enquanto quempdo HEPES é o Unico com carga
liquida zero. E isso facilmente pode, para os taspgdOPS e MES, ser um agravante na
adsorcao de proteinas, visto que ions do tamp&enpastar competindo com as proteinas
por os sitios positivos do adsorvente.

Wongchupharet al (2009) estudaram a resina comer&tkamlinecom Reativo
Verde 5 imobilizado e avaliaram a adsorcao porigdite de IgG de coelho. Foi estudada a
adsorcao em solugdo de IgG e BSA em tampao fogfatncontraram a maxima adsorcéo de
IgG no pH 6,0. Ao analisarem a adsor¢ao em pH §,8utores encontraram boa quantidade
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adsorvida de IgG e menor quantidade adsorvida d&. B resultados apresentados por
Wongchuphanet al (2009) foram similares aos obtidos nesse trabghois a maxima
adsorcéao de IgG em tampao FS (Figura 19) foi n&GfiHe o pH 7,0 apresentou resultados
também consideraveis na adsorgéo de IgG.

Cada tampéo estudado apresentou um valor de pld démtro da faixa estudada,
conforme mostrado na Tabela 2. Os tampbdes HEPE®I3OMES apresentaram pH dentro
da faixa esperada para adsorcao de IgG e o tangpapresentou melhores resultados no pH
6,0 que ndo esta dentro da faixa, porém préximioe-Sa que a maxima adsorcao de proteinas
ocorre geralmente no seu pl, onde as cargas stiperfila proteina sdo neutras. No entanto,
dependendo do adsorvente, o pH de melhor adsooglwgser diferente do pl da proteina, se
0 adsorvente estiver carregado positivamente oativagnente (BAYRAMOGLU; OKTEM,;
ARICA, 2007b; RODRIGUES, 2010). O pH do plasma homasta entre 7,4 e 7,5 e 0s
melhores resultados de adsorcao de IgG foram posan pH do plasma.

Tabela 2.Resultados de maiores quantidade adsorvidas dedgsB ideal para cada tampéo.

Tampéao 25 mM
Adsorvente FS HEPES MOPS MES
pH g(mg/g) pH q(mg/g) pH qg(mg/g) pH q(mgy/g)
QAEc 6,0 4334 68 7656 65 6221 6,7 49,89
QAEa 60 5262 68 6818 65 7333 6,7 67,69
QAEvV 60 5633 68 7258 65 5848 6,7 51,73

Como apresentado na Tabela 2 observou-se que Gd®amBPES apresentou
resultados superiores para QAEc e QAEv quando cadpaaos outros tampdes. O material
QAEa apresentou alta capacidade de adsorcdo dadg@&mpdes MOPS, HEPES e MES,

porém o tampao MOPS foi o que revelou a maior gdsade 19G.

4.2.2 Isotermas de adsorcéo

Para obtencdo dos resultados em batelada com hg@ feecessarias 3,0 h para
atingir o equilibrio de adsorcao. Para esses essfiam utilizados os tampdes FS (pH 6,0),
MOPS (pH 6,5) e HEPES (pH 6,8) no pH que obtevanasores valores de quantidade

adsorvida. Nos experimentos a seguir, o tampéo k&sfoi utilizado devido aos valores
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inferiores obtidos para as quantidades adsorvigaggy@ nos adsorventes em relacdo aos
tampbes MOPS e HEPES. Outro motivo bastante rdievim por esse tampao (MES)

apresentar faixa de pH (5,5 e 6,7) que compreepeleaa uma parte da faixa do pl (entre 6,3
e 9,0) da IgG. O tampao FS foi escolhido devidoestpes econdmicas e por ter apresentado

capacidade de adsor¢do proxima aos demais tampdes.
4.2.2.1 Isoterma de IgG com o adsorvente QAEc

As Figuras 23 (a, b e ¢) mostram as isotermas slerg@b de IgG no adsorvente
quitosana/alginato epoxilado com Cibacron imobizdQAEc) nos tampdes FS (pH 6,0),
MOPS (pH 6,5 e HEPES (pH 6,8) e os ajustes arpdds modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich aos dados experimentais.

De acordo com a Figura 23a podemos observar qusotarma é do tipo
retangular. Foi verificado pela Figura 23a que osdelos se ajustaram aos dados
experimentais com destaque ao ajuste de LangmeumBtich. As constantes de dissociacdo
(Kb e Kor) para ambos os modelos foram na ordem d& m@l/L representando um
adsorvente (QAEc) classificado como de média auhéd de acordo com Vijayalakshmi
(1989). O valor de K (1,2 x 10° mol/L) foi inferior a K, (3,2 x 10°). Outro importante
parametro para comparacdo entre os modelos)Qi @ qual indica a proximidade dos dados
para com o ajuste. O modelo de Langmuir-Freundieste valor (13,13) bem inferior ao
obtido por Langmuir (73,45) mostrando que o ajyste Langmui-Freundlich forneceu
resultados superiores. A quantidade maxima adsofeidl09,2 e 99,1 mg/g, respectivamente
para os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich.

As Figuras 23b e 23c mostraram quantidades adsandd 1gG proximas de 100
mg/g. Os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundisgh ajustaram bem aos dados
experimentais. De acordo com a Tabela 3 a adsaledgG com o adsorvente QAEC nos
tampdes MOPS e HEPES apresentaram valores;d® Ko na mesma ordem de grandeza
de 10° mol/L.
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Figura 23. Isoterma de adsor¢cdo de IgG para o adsorvente (jutadas pelos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich com os tampdes FS (a), MOP% (HEPES (c).

120
90 -

&t

oo

E 60

= i

O Expenmental
30 - Langmuir
-+ Langmuir-Freundlich
0 _I.I T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Ceq (mg/mL)
150
1 b

1251 2
1001
2
e 75
= ]

o0 O Experimental
—— Langmuir
251 g e Langmuir-Freundlich
0_ I“ T T T T

Ceq (mg/mL)

Quitosana/alginato epoxilado com corantes imobilizess como potencial fase estacionéria para purifiéac
de 1gG do soro humano



59

150
' C

125 ()

100-

757

q (mg/g)

O  Experimental
Langmuir
-~ Langmuir-Freundlich

o 2 4 6 8 10
Ceq (mg/mL)

Dentre as trés isotermas de adsorcéo de IgG contQAiSoterma no tampao FS
destaca-se devido a elevada adsorcdo em baixaentagdes de IgG no meio. As
quantidades adsorvidas, para essas trés isotefamas) proximas. Os modelos de ajuste
proporcionaram o0s parametros de adsorcdo mostrado3abela 3. As constantes de
dissociacdo (K e Kpr) sdo uma medida da estabilidade do complexo fooneadre a
proteina e o adsorvente sob especificadas condig@esrimentais. A constante de
dissociacdo € um parametro que avalia a forcagagdbp entre o adsorvente e a proteina e
guanto menor essa constante maior a facilidadeagesseina ser dessorvida na eluicdo. De
acordo com a Tabela 3, todas as trés isotermageadntn parametros depke Ko g na ordem
de 10° mol/L e estes valores indicaram boa afinidaded$marente com IgG.

Wongchupharet al (2009) ajustaram os modelos de Langmuir, Freandé
Langmuir-Freundlich aos dados experimentais parsorgdo de IgG de coelho com
adsorvente Streamling com Reativo Verde imobilizado. O modelo de Langmé&o
proporcionou bons resultados e os autores justiincatais resultados devido ao fato deste
modelo ser restrito para sistemas homogéneos decads Em contrapartida as isotermas de
Freundlich e Langmuir-Freundlich foram bem ajustadaara sistemas heterogéneos.
Wongchupharet al (2009) encontraram na isoterma de Langmuir-Frigeind melhor ajuste
dos parédmetros estimados e a quantidade maximdsde;ao foi de 49,3 mg/g.
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Tabela 3 Paradmetros encontrados pelo modelo de Langrustaaja aos dados experimentais com o adsorvente Q@dstampdes FS (pH 6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES
(6,8) a temperatura de 22 °C.

Cibacron Blue

Cibacron Blue

Cibacron Blue

(FS 25mM) (MOPS 25mM) (HEPES 25mM)
Parametros _ . n
_ Langmuir- _ Langmuir- ) Langmuir-
Langmuir ) Langmuir ) Langmuir )
Freundlich Freundlich Freundlich
On(Mmg/g) | 109.2+6,3| 99,1+ 1,6 105,9+ 6,4 | 114,3+ 32,0 92,3+ 9,0 85,4+ 15,0
Ko (x1°M) | 3,20+ 1,2 - 7,48+ 1,65 - 6,92+ 2,59 -
KoLr(x10°M) ; 1,2+ 0,7 ] 8,47+ 4,35 - 5,88+ 2,95
n - 4 86+ 3,29 - 0,84+ 0,42 - 1,22+ 0,63
R® 0,952 0,993 0,965 0,966 0,912 0,913
X 73,45 13,13 37,53 42.60 72,17 81,59
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4.2.2.2 Isoterma de 1gG com o adsorvente QAEv

As Figuras 24 (a, b e c) apresentam as isotermasistrcdo com o adsorvente
guitosana/alginato epoxilado com Reativo Verde 8hitizado (QAEV) nos tampdes FS (pH
6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES (pH 6,8).

A isoterma da Figura 24a apresentou quantidadenadaode IgG elevada em
concentracdes baixas indicando uma isoterma fagbrbem caracteristica das isotermas de
Langmuir. As quantidades adsorvidas de IgG forabxipras para os dois modelos de ajuste
e de acordo com a Tabela 4, os valores foram de816©29,6 mg/g por Langmuir e
Langmuir-Freundlich, respectivamente. Tais resoladxperimentais proporcionaram bom
R?, proximo da unidade, ¥, entre 11 e 15. As constantes de dissociacdo foeaordem de

10°® mol/L indicando boa afinidade deste adsorventa pam a proteina IgG.

Figura 24. Isoterma de adsorcdo de IgG para o adsorvente (FStadas pelos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich com os tampdes FS (a), MOP® (HEPES (c).
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A Figura 24b apresenta os resultados da adsorcdgGleo QAEv em tampéao
MOPS e neste verificou-se 0s maiores valores pa@ntmlade adsorvida de I1gG, em
comparagao com as isotermas com 0 mesmo adso(@hiEy) nos tampdes FS (Figura 24b)
e HEPES (Figura 24c). As quantidades méximas aids@foram superior a 130 mg/g e as
constantes de dissociacdo foram superiores asasbtidm HEPES e FS. O ajuste
proporcionou um Rpréximo da unidade ¥, entre 20 e 25.

De acordo com a Tabela 4 os valores de quantidddenada de IgG no
adsorvente QAEv em tampao HEPES foram inferioresdas isotermas com FS e MOPS. As
quantidades maximas de adsorcédo de IgG no QAEaepdo HEPES foram de 92,80 e 85,4
mg/g, respectivamente por Langmuir e Langmuir-Fdéah. O ajuste para essa isoterma
apresentou tanto ‘Rcomo x° inferiores em comparagdo com as demais com 0 mesmo
adsorvente. As constantes de dissociacdo foramrdemode 18 mol/L comprovando a
potencial afinidade deste adsorvente com IgG.

Dentre os trés tampdes estudados com o QAEv, adtadss com o tampéo
MOPS apresentaram elevados valores para quantidagiena de adsorcédo e baixos valores
de X% Porém, através da Figura 24b n&o foi verificadm usoterma do tipo favoravel, na
forma retangular. E desta maneira ndo ficou evaargstabilidade na quantidade maxima de

adsorcao.
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Tabela 4.Pardmetros encontrados pelo modelo de Langmuitagjaisos dados experimentais com o adsorvente @é&tampdes FS (pH 6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES
(6,8) a temperatura de 22 °C.

Reativo Verde

Reativo Verde

Reativo Verde

(FS 25mM) (MOPS 25mM) (HEPES 25 mM)

Parametros , - .
) Langmuir- _ Langmuir- ) Langmuir-

Langmuir _ Langmuir _ Langmuir )
Freundlich Freundlich Freundlich
gm (Mg/g) | 102,8+2,8 | 99,6+ 5,12 | 133,5+ 6,61 | 138,3+ 25,60 92,80 85,4+ 4,12

Ko (x1OPM) | 1,902 0,39 - 10,5+ 1,58 - 2,24+ 0,8 -

KoLr(x10°M) ; 1,6+ 0,70 ; 11,1+ 3,60 - 2,45+ 1,30
n - 1,35+ 0,73 - 0,945+ 0,26 . 0,14+ 0,12

R® 0,994 0,994 0,990 0,990 0,957 0,971
X2 11,85 14,51 20,24 25,03 53,76 45,57
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4.2.2.3 Isoterma de IgG com o adsorvente QAEa

As Figuras 25 (a, b e c) apresentam os resultaqoerienentais na adsorcao de
IgG de alta pureza com o adsorvente quitosana#étgiepoxilado com Reativo Azul
imobilizado (QAEa) nos tampdes FS (pH 6,0), MOPS §5) e HEPES (pH 6,8).

Dentre os trés tampdes (FS, MOPS e HEPES) estudadofAEa observou-se
elevadas quantidades adsorvidas para os tampdesHESPES, com valores acima de 180
mg/g. A constante de dissociacdo do adsorvente (@rkEaampédo FS foi a maior entre os
tampdes e apresentou valores dg & ordem de grandeza de™lfepresentando média
afinidade. Essa afinidade pode ser constatada tanpleéa Figura 25a, visto que a isoterma
nao foi tipo retangular.

De acordo com a Tabela 5 verificou-se que o adataveom QAEa em tampao
FS apresentou e Kpor na ordem de IDe R proximos da unidade. Os valores xfe
apresentados proporcionam valores altos para QAEBIEPES, no valor de 56,67 e 43,85
para Langmuir e Langmuir-Freundlich, respectivameBkim todos os resultados com QAEa

nos trés tampdes os Rram proximo da unidade.

Figura 25. Isoterma de adsorcdo de IgG para o adsorvente ustadas pelos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich com os tampdes FS (a), MOP® (HEPES (c).
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Tabela 5.Pardmetros encontrados pelo modelo de Langmuitadim®0s dados experimentais com o adsorvente QésEtampdes FS (pH 6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES

(6,8) a temperatura de 22 °C.

Reativo Azul 4

Reativo Azul 4

Reativo Azul 4

(FS 25mM) (MOPS 25mM) (HEPES 25mM)
Parametros _ . n
_ Langmuir- _ Langmuir- ) Langmuir-
Langmuir ) Langmuir ) Langmuir )
Freundlich Freundlich Freundlich
On(mg/g) | 182,9+6,8 | 199,+33,4| 108,5+3,0 | 130,4+ 14,8 | 192,8+7,8 228,44+
Ko x1°M) | 12,7+ 15 - 2,83+ 0,4 - 4,18+ 0,63 -
KoLr(x10°M) ; 14,0+ 3,2 ; 5,3+ 1,6 - 6,48+ 2,53
n - 0,87+ 0,2 - 0,59+ 0,13 - 0,71+ 0,38
R® 0,993 0,993 0,984 0,994 0,986 0,991
X2 24,0 26,31 22,73 10,15 56,67 43,85
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4.3 Ensaios em leito fixo com a proteina IgG de alpureza

Os ensaios em leito fixo, com cada um dos matesasetizados, foram
realizados com a proteinas IgG nos sistemas tampngFS pH 6,0, MOPS pH 6,5 e
HEPES 6,8). O volume de injecdo foi de 10,0 mL amwncentracdo de proteinas de 1,0
mg/mL e na eluicéo foi utilizado NaCl 1,0 M acrelecao tampao de adsor¢cdo. Em todos os
ensaios foram realizados balancos de massa, bem @auantificacdo de proteinas para as
etapas de alimentacgé&o, lavagem, eluicéo e regémerac

Rukenstein e Zeng (1998) relataram que para imgediquer desprendimento de
corante durante a adsorcao e eluicdo, o adsoreentecorantes imobilizados deveriam ser
colocados em contato com uma solucédo de HSA (2/thbjgpara que os corantes fracamente
ligados fossem removidos. Devido a essas observagiderdadas por Rukenstein e Zeng
(1998), todas as corridas no leito fixo iniciararmgiramente com a alimentacdo da proteina
HSA para retiradas de corantes que por venturaaaesdivesse fracamente ligados ao

compésito com corantes imobilizados mesmo aposassivas lavagens realizadas.

4.3.1 Ensaios com IgG e o adsorvente QAEc

A Figura 26 apresenta os resultados para a injged®,0 mL de IgG na coluna
empacotada com QAEc. Os ensaios com os trés tanguidgsmaram a capacidade do
adsorvente QAEc em adsorver 1gG, j& que na etapduitsio foram observados picos com
elevada concentracdo de IgG. A gquantidade adsodedé&yG com adsorvente QAEC nos
tampdes FS, MOPS e HEPES foram 10,62, 10,92, 10¢86, respectivamente

O percentual de IgG adsorvida no leito com QAEs tampdes FS, MOPS e

HEPES foi superior a 50 % da massa injetada.
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Figura 26. Efeito da variacdo dos tampdes FS (pH 6,0), MQ#H86,5) e HEPES (pH 6,8) na adsor¢éo de 1gG
com QAEc. Condic¢des: Vazéo de 0,8 ml/min, conceéwvale 1gG de 1,0 mg/mL.
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A Tabela 6 mostra o balanco de massa em todasapaseho leito fixo com o
adsorvente QAEc nos tampdes FS, MOPS e HEPES eRticado menor percentual de IgG
retida no QAEc, no valor de 51,8 %, para o tamp&cefpara os tampdes HEPES e MOPS
foram 54,8 e 59,4 %. Por esses valores constatquese adsorvente no tampao HEPES teve

afinidade por IgG superior aos outros tampdes. E£sesultados confirmam o que foi

discutido anteriormente no estudo do pH (Tabela 2).
De acordo com a Tabela 6 todos os balancos realzads experimentos

cromatograficos com a proteina IgG e o adsorveR&EdQnos trés tampdes apresentaram

erros dentro do esperado.
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Tabela 6.Balanco de massa de IgG na coluna com QAEc obtidmjecéo (I) e nas etapas de lavagem (L),
alimentagdo (A), eluicdo (E) e regeneragéo (R) osrtampdes FS, MOPS e HEPES e forga ibnica de 2%mM
o total de proteinas recuperadas (REC).

TAMPAO 25mM

ETAPAS FS MOPS HEPES
PT° ERRO %° PT ERRO %° PT ERRO %°
(mg)  (mg) (mg)  (mg) (mg) (mg)
| 1004 0,3 100 9,21 0,04 100 8,91 0,014 100
A 1,0 04 95 101 010 11,0 1,1 0,18 123
L 4,1 04 406 246 006 266 274 025 308
E 5,2 05 51,8 505 014 548 529 0,085 594
R 01 001 08 042 0,09 45 0,04 0,007 0,4
REC 10,4 102,7 8,94 96,9 9,2 103

4 Proteina Total a 280 nm
® percentual de massa obtida em cada etapa

4.3.2 Ensaios com IgG e o adsorvente QAEvV

A Figura 27 mostra o cromatograma de IgG ao loragatapas de alimentacao,
lavagem, eluicdo e regeneracdo com os trés tangsbedados com o adsorvente QAEv. A
quantidade adsorvida de IgG ao se utilizar os taspd, MOPS e HEPES foram de 12,18,
17,10 e 16,44 mg/g, respectivamente. Logo, verfise maior afinidade da IgG ao utilizar os
tampdes MOPS e HEPES com o adsorvente QAEv, egareo tampao FS. Tal afirmagéo
se deve aos elevados valores de quantidade deinatadsorvidas para QAEv com os

tampdes MOPS e HEPES.
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Figura 27. Efeito da variacdo dos tampdes FS (pH 6,0), MQH#86,5) e HEPES (pH 6,8) na adsor¢éo de I1gG
com QAEv. Condicdes: Vazédo de 0,8 ml/min, concedimade 1gG de 1,0 mg/mL.
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A Tabela 7 apresenta o balanco de massa parasatmpdes estudados com
QAEv. Destaca-se a diferenca do percentual da wiaaiet adsorvida existente na etapa da
eluicdo entre os tampdes MOPS e HEPES com relag&&avisto que tanto MOPS quanto
HEPES apresentaram percentual de IgG adsorvidaitooeimpacotado com QAEv superior a
85%, enquanto que o FS ndo atingiu 60%. Tais et estdo de acordo com estudo
realizado anteriormente ao se verificar a influénbo tampé&o e pH na adsorcao de IgG, a
qual ja indicava maior capacidade adsorvtiva pasatampdes MOPS e HEPES. Foi
observado elevada desempenho dos tampfes HEPESRS MGnm o adsorvente QAEv
indicando ser um tampao potencialmente interesgaate se realizar ensaios com 0 Soro
humano. Nas etapas de lavagem destacou-se a bas@enpga de 1gG nos cromatogramas

resultado da alta adsorcao de IgG.
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Tabela 7.Balanco de massa de IgG na coluna com QAEv obtdajecéo (1) e nas etapas de lavagem (L),
alimentagdo (A), eluicdo (E) e regeneracao (R) ostampdes FS, MOPS e HEPES e forga ibnica de 282 mM
o total de proteinas recuperadas (REC).

TAMPAO 25mM

FS MOPS HEPES
ETAPAS PT® ERRO %° PT® ERRO %° PT® ERRO %"
(mg)  (mg) (mg)  (mg) (mg)  (mg)

| 103 040 100 96 046 100 912 1,02 100

A 1,2 028 116 011 0O 12 018 003 20

L 315 062 303 082 006 86 069 020 76

E 59 016 573 836 068 874 800 047 877

R 016 002 16 020 004 20 022 006 24

REC 104 100,8 9,49 99,2 9,09 99,7

 Proteina Total a 280 nm
® percentual de massa obtida em cada etapa

4.3.3 Ensaios com IgG e o adsorvente QAEa

A Figura 28 apresenta o cromatograma da concenti@edgG pelo tempo nos
tampdes FS (pH 6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES (pH&8) o adsorvente QAEa. De acordo
com o pico da elui¢do, constatou-se que tambénreacalessorcéo da proteina IgG no leito
com QAEa, sendo o tampdo HEPES com maior quantiddservida de 17,56 mg/g, valor
este superior aos obtidos com tampao FS (13,86)radViPPS (16,56 mg/g).

A Tabela 8 mostra os resultados do adsorvente QWEdrés tampdes estudados
e novamente ficou evidente a afinidade dos tamp&#2ES e MOPS em relacdo ao FS.

Ao compararmos os resultados mostrados do adsereemh os trés corantes
imobilizados no compdsito em tampao FS apresentpdlas Tabelas 6, 7 e 8 verificou-se
gue ocorreu aumento tanto na quantidade adsonedig@ como no percentual que foi

adsorvido no leito do adsorvente QAEa em relacaQAac e QAEv.
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Figura 28. Efeito da variacdo dos tampfes FS (pH 6,0), MQ#H66,5) e HEPES (pH 6,8) na adsor¢éo de 1gG
com QAEa. Condi¢bes: Vazéo de 0,8 ml/min, conceatae IgG de 1,0 mg/mL.
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Foi observado alto percentual de IgG adsorvida Q@#&a superior a 65 % para
os trés tampdes. E para os tampdes MOPS e HEPESaentuais foram de 85,8 e 90,0 % de
IgG adsorvida para uma injecao de 10,0 mL e 1,0magle concentragao.

Os resultados apresentados (Tabelas 6 a 8) cordsdrantes imobilizados ao
compdésito quitosana/alginato epoxilado nos tamp8asdados, verificou-se que o QAEC teve
valores inferiores para a adsorcdo de IgG em todommpoes. O QAEa apresentou maior
guantidade adsorvida de IgG ao comparar com 0 GARAEV. Os ensaios em coluna dos
trés materiais em tampédo HEPES apresentaram negpaciclade de adsorcdo em relagéo ao
FS, tendo apenas valores inferiores quando seliabaom o adsorvente QAEvV no tampao
MOPS.
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Tabela 8.Balango de massa de IgG na coluna com QAEa ohtdajecdo (I) e nas etapas de lavagem (L),
alimentagdo (A), eluicdo (E) e regeneragéo (R) osrtampdes FS, MOPS e HEPES e forga ibnica de 2%mM
o total de proteinas recuperadas (REC).

TAMPAO 25mM

ETAPAS FS MOPS HEPES

PT® ERRO %° PT? ERRO %° PT? ERRO %P’
(mg) (mg) (mg)  (mg) (mg) (mg)

| 102 015 100 9,16 0,15 100 9,56 0,071 100

A 066 011 65 014 004 04 0,09 0,028 0,94

L 256 025 251 063 021 69 039 011 41

E 6,78 039 658 786 023 858 860 0,021 90

R 014 008 14 042 0063 46 0116 0,063 1,7

REC 101 98,8 9,05 97,7 9,24 96,7

4 Proteina Total a 280 nm
® percentual de massa obtida em cada etapa

4.4 Ensaios em leito fixo com Soro Humano (SH)

Apds os ensaios com as proteinas IgG de alta paelsto fixo com os corantes
imobilizados ao compoésito QAE, buscou-se averiguaal potencial desses trés materiais na
purificacédo de IgG a partir do soro humano.

A fim de determinar o volume de saturacao do lertgpacotado com esferas dos
trés adsorventes estudados variou-se o volumejelgaio Os resultados com Soro Humano
diluido em FS (pH 6,0) com os volumes de injecad,8ee 10 mL mostraram a néo saturacéo
do leito (resultados em anexo). Porém, com a injegil5,0 mL (Figuras 29) de SH diluido
verificou-se a saturacao, visto que a concentragdsaida atingiu a concentracao inicial com
o0s trés adsorventes.

Através das analises realizadas pela metodologBraford, ainda ndo se pode
afirmar quais proteinas estdo sendo adsorvidagiteo Mas observa-se claramente que o
adsorvente tem potencial em adsorver proteinafy gse foi comprovado anteriormente
pelas isotermas de adsorcao que a IgG fora adsoceith elevada quantidade adsorvida nos

trés adsorventes. Precisam-se comprovar quais imasteque esses adsorventes estédo
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conseguindo reter no leito. Para tal analise foraatizados eletroforeses para todas essas
corridas com soro humano nos tampéao estudados.

A partir desses resultados procurou-se verificacapacidade de adsorcao
dindmica dos trés adsorventes (QAEc, QAEv e QARaperificar IgG nos tampdes FS (pH
6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES (pH 6,8).

4.4.1 Ensaios em leito fixo com FS 25 mM

A Figura 29 apresenta a curva loeakthroughpara o a injecdo de 15,0 mL de
soro humano (SH) diluido 10 vezes em tampéo FScoksentracdes iniciais foram 5,56,
5,01, 4,73 mg/mL, respectivamente, para 0S ensa@s mesmas condicdes com oS
adsorventes QAEc, QAEv e QAEa.

Figura 29. Perfil da concentracao de proteinas totais emafuiip tempo de ensaio com os adsorventes QAEc,
QAEv e QAEa com soro humano (15,0 mL) diluido 1@esem tampdo MOPS pH 6,5. As etapas dos ensaios
foram: Injecao (I), Lavagem (L), Eluicdo (E) e Regmcéao (R)
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De acordo com a Figura 29 pode-se verificar umaglepico durante a etapa de
lavagem, evidenciando as proteinas do soro que foi@wmn adsorvidas nas trés fases
estacionarias estudadas. Nas etapas da eluicdo gsar&tés adsorvente verificou-se
guantidades de proteinas adsorvidas superioresogaaalsorventes QAEv e QAEa. Para o
ensaio com QAEc em FS 25 mM verificou-se 2,19 mgdagroteinas totais adsorvidas no
leito. Essa quantidade de proteinas adsorvidaggepiou o percentual de 2,57 % da massa
de proteinas injetadas do soro humano.

Foi observado pela eletroforese do ensaio com oreglste QAEc (Figura 30a)
gue parte da IgG e a maior parte de HSA e dasptateinas do SH encontravam-se na
etapa da lavagem, indicando uma afinidade do adstavQAEc com IgG. E na etapa da
eluicdo foi observado que houve adsorcdo de IgG,nemior quantidade, e de HSA,
correspondendo a cerca de 2,61% da massa totaljelzio. E possivel verificar que as
fracOes de eluicdo (E) tiveram um enriquecimentotemos de 1gG. E importante destacar
que na etapa da regeneracédo (R) ndo apareceu reempnot@ina, demonstrando que todas as
proteinas do SH foram dessorvidas.

Foi observado pela Tabela 9 na corrida com QAEwal a concentracao inicial
do SH diluido foi de 5,01 mg/mL, que a quantidadeptbteinas totais adsorvidas foram de
3,74 mg, representando 4,98 % da massa injetada.daantidade de proteinas adsorvidas foi
superior a obtida com QAEc nas mesmas condi¢cdetetfoforese deste ensaio (Figura 30b)
mostra que além de IgG e HSA adsorvidas aparedeagos da proteina transferrina. Logo, a
guantidade de proteinas totais, mesmo possuindaregalsuperiores aos obtidos com o
adsorvente QAEc, nao foi interessante devido aoeapaento da transferrina na eluicéo.
Portanto, QAEv aparentou ter menor afinidade p@ kgpm relacdo ao QAEc, mesmo

obtendo valor superior em quantidades totais dejmras.
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Figura 30. Eletroforeses das amostras com SH diluido 10 vemesampdo FS 25 mM com os adsorvenntes
QAEc(a), QAEv(b), QAEa(c): Indicador de peso mdlBM), injecdo (15,0 mL), lavagem (L), eluicdo (E),
regeneracéo (R), indicador de IgG com alto graputeza (1gG).
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Avaliando o ensaio com SH e QAEa, nas mesmas dieslique os anteriores,
também se observou a presenca da proteina tranafera eletroforese apresentada pela
Figura 30c, e néo foi evidenciado tal proteinan@farrina) no ensaio com QAEc (Figura
30a). Na corrida com QAEa a quantidade adsorvidardeeinas totais foram de 5,12 mg.
Essa quantidade de proteinas adsorvidas foi swpasoobtidas com os outros dois
adsorventes nessas mesmas condi¢coes. Apesaradiuastidade possuir valores superiores
aos outros adsorventes, foi identificado a presedgaso de IgG na eluicdo, mas também de
transferrina e HSA.
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A Tabela 9 apresenta os balancos realizados par&éssensaios com 0s
adsorventes estudados. O percentual de massamentcao variou de 68,8 mg (QAEc) a
81, 88 mg (QAEa). A partir dos dados apresentadoBabela 9, verificou-se que em todos os
ensaios com SH a etapa da regeneracdo nao apressgtoficativo aparecimento de
proteinas, constatando que todas as proteinas fdesworvidas na eluicdo com NaCl
acrescido ao tampao FS 25 mM.

Partindo do mesmo volume de injecdo de 15,0 mL HeeB FS 25 mM,
apresentados na Tabela 9, o QAEa apresentou maicerppual de utilizagdo do leito para
adsorcdo de proteinas, porém com afinidade pararifgdor em relagdo ao QAEc, como
discutido anteriormente. Desta forma, o QAEc aprese maior afinidade em adsorver a
proteina IgG do soro humano, visto que possuiu memsenca de HSA e auséncia de outras
proteinas na eletroforese. Desta forma o QAEc fsioevente que apresentou melhores
resultados para possivel purificagdo de IgG.

Tabela 9.Balanco de massa na coluna com QAEc, QAEv e QABatapas de lavagem (L), alimentacdo (A),
eluicdo (E) e regeneracao (R) obtida na injecadg}5,0 mL do soro humano diluido 10 vezes em danks
25 mM e pH 6,5 e a quantidade de proteinas recdgeI@EC).

Soro Humano em FS 25mM

ETAPAS QAEc QAEv QAEa
PT? (mg) %" PT? (mg) %" PT? (mg) %°
| 83,42 100,0 75,14 100,0 70,95 100,0
A 56,53 67,80 48,64 64,70 41,89 59,04
L 24,75 29,70 23,27 31,0 24,05 33,90
E 2,14 2,57 3,71 4,94 4,99 7,04
R 0,05 0,06 0,03 0,04 0,13 0,18
REC 83,47 100,13 75,65 100,7 71,06 100,16

2 Proteina Total quantificada por Bradford, 1976
® percentual de massa obtida em cada etapa
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4.4.2 Ensaios em leito fixo com MOPS 25 mM

As concentracgao iniciais foram, 4,56, 5,46 e 4,99mh, respectivamente para 0s
adsorventes QAEc, QAEv e QAEa. A massa de injetjdeeatada variou de 68 a 82 mg de
proteinas totais para 0 mesmo volume de injecda.fl@era 30 foi observado picos na etapa
da eluicdo, em torno de 60 min, caracterizandoraimas do soro humano adsorvidas no
leito fixo com as fases estacionarias (QAEc, QAEQAEa). A maior quantidade de
proteinas totais adsorvidas foi para o adsorveAieW{6,77 mg/mL) quando comparado com
0 QAEc (3,32 mg/mL) e QAEa (3,62 mg/mL). Vale rdisgsaque a corrida com QAEv
iniciou-se com maior concentracdo na injecdo do EHitretanto, o pico da eluicdo
proporcionado com QAEv foi bem superior aos outoss adsorventes com o mesmo
tampao.

Figura 31. Perfil da concentracao de proteinas totais emafuigip tempo de ensaio com os adsorventes QAEc,

QAEv e QAEa com soro humano (15,0 mL) diluido 1@esem tampdo MOPS pH 6,5. As etapas dos ensaios
foram: Injecéo (I), Lavagem (L), Eluicéo (E) e Regmcao (R).
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A Figura 32 apresenta os resultados da analisatajia referente aos ensaios

com soro humano diluido em tamp&o MOPS (pH 6,5) asrtés adsorventes (QAEc, QAEvV

Quitosana/alginato epoxilado com corantes imobilizess como potencial fase estacionéria para purifiéac
de 1gG do soro humano



80

e QAEa). As bandas (Figura 32) foram denominadasedainte forma: indicador de massa
molar (PM), injecao (1), lavagem (L), eluicdo (Eggeneracéo (R) e padrao de IgG (IgG). Os
nameros indicativos 1, 2 e 3 que acompanham agdasa(L) e eluicdo (E) denotam,
respectivamente, Cibacron (1), Reativo Verde (Reativo Azul (3).

Foram analisadas apenas as amostras que apresemaiar concentracado de
cada uma das etapas. E para cada etapa analisouaseamostra com a mistura das amostras
de maior concentracdo. Verificou-se pela eletraf®rda Figura 32 a presenca de diversas
proteinas na etapa da lavagem, (L., L3), fato normal, devido ao soro conter inimeras
proteinas de concentragdo variavel. E possiveficarique na dessorcéo ;(EE,, Es) foi
possivel observar que IgG estava aparecendo cativeepureza, visto que nao foi observado
nenhuma outra contaminacdo (proteina). Novamerdegtapa da regeneracdo, nao foi
evidenciado pela eletroforese nenhuma contamind€do. adsorvente foi reutilizado em

sucessivos ensaios sem perda significativa da ickgacde adsorgao.

Figura 32. Eletroforese das amostras com SH diluido 10 vemetampao MOPS 25 mM com os adsorvenntes
QAECc(1), QAEV(2), QAEa(3): Indicador de peso molBM), injecdo (15,0 mL), lavagem (L), eluicdo (E),
regeneracao (R), indicador de IgG com alto graputeza (IgG).
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A Tabela 10 apresenta os valores encontrados atrdeébalanco de massa
ocorrido com os trés adsorventes em tampao MOPS6(pH A concentracdo de proteinas
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totais foi analisada por Bradford e as concentm@deiais foram em torno de 5,0 mg/mL.
Estes ensaios proporcionaram uma quantidade irdeigdroteinas totais (PT) entre 68,45 e
74,88 mg, de acordo com a Tabela 10. Todos os ¢gmdate massa foram satisfatorios, visto
que apresentaram variacdo relativamente baixa. Onaehte QAEv apresentou melhores
resultados para adsorcdo de proteinas do SH eeapyascerca de 6,66 mg de proteinas
adsorvidas, representando 8,13 % da massa injeaaléanentacdo. Para os adsorvente QAEc
e QAEv a quantidade de proteinas adsorvidas foraxirpas e no valor de 3,19 e 3,62 mg,
respectivamente para QAEc e QAEv.

Tabela 10.Balan¢co de massa na coluna com QAEc, QAEvV e QARatapas de lavagem (L), alimentacéo (A),
eluicdo (E) e regeneracdo (R) obtida na injecaal€l)15,0 mL do soro humano diluido 10 vezes em &mp
MOPS 25 mM e pH 6,5 e a quantidade de proteinapesadas (REC).

Soro Humano em tampao MOPS 25mM

ETAPAS QAEC QAEv QAEa
PT?(mg) %" PT? (mg) %" PT? (mg) %"

| 68,45 100,0 81,88 100,0 74,88 100,0
A 47,94 70,0 39,86 48,7 45,82 61,19
L 16,22 23,69 35,89 43,83 23,28 31,09
E 3,16 4,62 6,66 8,13 3,20 4,28
R 0,13 0,18 0,11 0,14 0,42 0,56

REC 67,45 98,49 82,52 100,8 72,72 97,12

2 Proteina Total quantificada por Bradford, 1976
® percentual de massa obtida em cada etapa

4.4.3 Ensaios em leito fixo com HEPES 25 mM

A Figura 33 apresenta as corridas com os trés aelses em tampédo HEPES (pH
6,8) e 0 tempo decorrido para cada etapa. As ctrac@es iniciais do soro diluido foram
5,18, 4,56 e 4,72 mg/ mL com os adsorventes QAREWe QAEa, respectivamente. As
quantidades de proteinas adsorvidas foram préoxipaaa os trés materiais, porém com
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destaque maior para o QAEv. Este adsorvente apoespito de maior concentracao de 0,84
mg/mL, enquanto que o QAEc e QAEa apresentaramdacmaior concentracao de 0,61 e
0,70 mg/mL, respectivamente.

A eletroforese apresentada pela Figura 34 mogtrasenca de IgG nas amostras
das elui¢cbes para o Cibacron e para o Reativo \eréieca bem evidente a presenca de 1gG
com o adsorvente QAEc {E enquanto que aparece fracamente com o QAEv. rtarge
salientar a ndo presenca de outras proteinas dchsarano. Na regeneracao foi novamente
observado a auséncia total de proteinas e ou coaares. Para este material, bem como
para 0os outros dois materiais, foi constatado amaesaracteristica favoravel quanto a
reutilizacéo do leito sem perdas na capacidadelsiargao.

Figura 33. Perfil da concentracdo de proteinas totais emafunp tempo de ensaio com o adsorvente QAECc,

QAEvV e QAEa e soro humano (15,0 mL) diluido 10 geem tampdo HEPES pH 6,8. As etapas dos ensaios
foram: Injecao (I), Lavagem (L), Eluicéo (E) e Regmcao (R).
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Figura 34. Eletroforese das amostras com SH diluido 10 vemesampdo HEPES 25 mM com os adsorventes
QAECc(1), QAEV(2), QAEa(3): Indicador de peso molBM), injecdo (15,0 mL), lavagem (L), eluicdo (E),
regeneracéo (R), indicador de IgG com alto graputeza (1gG).
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A Tabela 11 apresenta o balango de massa com tsdwés adsorventes e soro
humano diluido em tampédo HEPES (pH 6,8). As madsasjecdo na alimentacao foram de
77,69, 70,86 e 68,45 mg, para os adsorventes QRBEV e QAEa, respectivamente. Os
maiores percentuais de proteinas totais aparecenetapas de alimentacdo e lavagem. O
percentual de proteinas adsorvidas no leito foramilsses para os trés adsorventes. O
balanco de massa para todos os materiais forasfasatios, visto que foram proximos de
100 %. As explicacbes mais realistas para entemdéerenca entre a massa inicial e a final
seriam as eventuais perdas (minimas) de amosuiaa, dificuldade em manter uma vazéo

plenamente constante.
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Tabela 11.Balan¢o de massa na coluna com QAEc, QAEv e QARatapas de lavagem (L), alimentacéo (A),
eluicdo (E) e regeneracao (R) obtida na injecaal€l15,0 mL do soro humano diluido 10 vezes em damp
HEPES 25 mM e pH 6,5 e a quantidade de proteinapeeadas (REC).

Soro Humano em tampao HEPES 25mM

ETAPAS QAEC QAEv QAEa
PT? (mg) %" PT? (mg) %°  PT?(mg) %"
| 77,69 100,0 70,86 100,0 68,45 100,0
A 46,53 59,89 45,71 64,52 37,06 54,14
L 28,46 36,63 21,39 30,19 25,98 37,95
E 3,32 4,28 3,41 4,82 3,46 5,06
R 0,21 0,27 0,22 0,31 0,10 0,15
REC 78,52 101,07 70,73 99,84 66,6 97,30

2 Proteina Total quantificada por Bradford, 1976
® percentual de massa obtida em cada etapa

5. CONCLUSOES

Os corantes foram imobilizados satisfatoriamenteasopdsito quitosana/alginato
epoxilado nao foi evidenciado desprendimento doantes.

Os tampdes que apresentaram melhores resultadasapaorcdo de IgG em
batelada para os trés materiais foram o MOPS (pHe6o HEPES (pH 6,8).

Os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich sestajam aos dados
experimentais com boa aproximacdo. As quantidadésinmas de IgG adsorvida foram
préximas a 100 mg de IgG/g de adsorvente paraéesrateriais com os tampdes estudados.
Com destaque para os resultados com QAEa nos tarkileES e MOPS que apresentaram
quantidade adsortivas superiores a 180 mg/g.

Nos ensaios em leito fixo com IgG de alta purezabservado o potencial dos
trés adsorvente em adsorver IgG. E os melhoredtades de adsor¢cdo de IgG foram em

tampao HEPES apresentando percentual de IgG retidtsse estacionéria acima de 80 % da
massa injetada.
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Para os ensaios com soro humano diluido nos tamp8esvIOPS e HEPES
verificou-se que:
- A saturacdo do leito ocorreu com a injecdo d@ b8, de soro humano diluido dez vezes
(concentragdo proxima de 5,0 mg/mL);
- Os trés materiais apresentaram potencial paraganrigG do soro humano e foi observado
quantidades de proteinas totais adsorvidas supeai@ os tampdes MOPS e HEPES. As
eletroforeses indicaram a presenca de fracOesvetssinte puras de IgG humana para os
tampdes MOPS e HEPES.

Através desse estudo com os trés materiais adgesviemobilizados com corantes
reativos pode-se utilizar esses adsorventes giatiets satisfatoriamente para a purificacdo de

IgG humana.
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APENDICE A

Ensaios iniciais em leito fixo com os adsorventédQ QAEv, QAEa na adsorcdo de HSA,
nos tampodes FS (pH 6,0), MOPS (pH 6,5) e HEPES5(BH

Figura 35. Efeito da variacdo dos tampdes FS (pH 6,0), MQ56,5) e HEPES (pH 6,8) na adsorcdo de HSA
com QAEc. Condicdes: Vazédo de 0,78 ml/min, conegdim de HSA de 1,0 mg/mL.
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Tabela 12.Balanco de massa de HSA na coluna com QAEc ob#dajecéo (I) e nas etapas de lavagem (L),
alimentagdo (A), eluicdo (E) e regeneracao (R) ostampdes FS, MOPS e HEPES e forga ibnica de 282 mM
o total de proteinas recuperadas (REC).

TAMPAO 25mM

ETAPAS  FOSFATO SODIO MOPS HEPES
PT° ERRO %’ PT?® ERRO %° PT° ERRO %"
(mg) (mg) (mg)  (mg) (mg) (mg)
| 10,2 - 100 9,72 0,20 100 100 0,12 100

A 28 0,02 274 3,6 0,16 37,0 3,52 0,05 35,2
L 6,6 0,23 64,7 6,9 0,25 71,0 6,04 0,12 604
E 32 0,45 314 1.8 0,36 18,5 1,51 0,22 151
R 04 0,11 39 0,33 0,1 34 0,23 0,09 23

REC 13,1 1274 12,6 130 113 113

® Proteina Total a 280 nm
® percentual de massa obtida em cada etapa
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Figura 36. Efeito da variacdo dos tampdes FS (pH 6,0), MQi?B6,7) e HEPES (pH 6,8) na adsor¢cédo de HSA
com QAEv. Condic¢des: Vazéo de 0,78 ml/min, coneadto de IgG de 1,0 mg/mL.
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Tabela 13.Balan¢co de massa de HSA na coluna com QAEv obtidmjecéo (I) e nas etapas de lavagem (L),
alimentacéo (A), eluicdo (E) e regeneracgdo (R) osrtampdes fosfato de sédio, MOPS e HEPES e fonjea
de 25 mM e o total de proteinas recuperadas (REC).

TAMPAO 25mM

ETAPAS FS MOPS HEPES
PT° ERRO %° PT® ERRO %" PT° ERRO %"
(mg)  (mg) (mg)  (mg) (mg)  (mg)
| 105 0,21 100 10,03 0,1 100 10,4 0,03 100
A 342 0,33 327 308 024 307 452 104 433
L 556 0,95 531 542 024 54 544 0,28 523
E 256 054 244 202 03 201 1,36 056 13,1

R 0,27 0,06 2,6 0,18 0,08 0,78 0,1 0,14 0,96

REC 11,8 112,8 106 114 109
 Proteina Total a 280 nm
® percentual de massa obtida em cada etapa
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Figura 37. Efeito da variacdo dos tampdes FS (pH 6,0), MQi*56,7) e HEPES (pH 6,8) na adsorcdo de HSA
com QAEa. Condi¢6es: Vazao de 0,78 ml/min, conegéw de 1gG de 1,0 mg/mL.
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Tabela 14.Balanco de massa de HSA na coluna com QAEa ob#dajecéo (l) e nas etapas de lavagem (L),
alimentagdo (A), eluicdo (E) e regeneracao (R) ostampdes FS, MOPS e HEPES e forga ibnica de 22 mM
o total de proteinas recuperadas (REC).

TAMPAO 25mM

ETAPAS FS MOPS HEPES
PT° ERRO %° PT° ERRO %° PT° ERRO %"
(mg) (mg) (mg)  (mg) (mg) (mg)
| 10,5 0,11 100 10,1 - 100 9,84 0,08 100
A 48 0,27 45,7 3,6 016 356 3,7 003 373
L 6,32 0,63 60,2 6,4 056 634 63 018 63,7
E 1,48 0 14 1,3 053 129 12 028 11,7
R 0,04 0,06 04 015 0,11 1,5 0,1 0,06 1,0
REC 12,6 120 113 11,2 114

® Proteina Total a 280 nm
® percentual de massa obtida em cada etapa
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APENDICE B

Ensaios em leito fixo com soro humano (SH) dilul@ax com o adsorvente QAEc no tampéao
FS (pH 6,0) 25 mM. Os volumes de alimentacao fatzire 10,0 mL.

Figura 38. Cromatograma e eletroforese das amostras com S$itla@ill0 vezes em tampao FS 25 mM com
QAECc: Indicador de alto peso molar (PM), injecag0(inL), lavagem (L), eluicdo (E), regeneracédo (R),
indicador de 1gG com alto grau de pureza (IgG).
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Figura 39. Cromatograma e eletroforese das amostras com 8Hail0 vezes em tampéo fosfato de sodio 25
mM com QAEc: Indicador de alto peso molar (PM)egdo (10,0 mL), lavagem (L), eluicdo (E), regen&oac
(R), indicador de IgG com alto grau de pureza (IgG)
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Tabela 15.Balanco de massa na coluna com QAECc nas etagasatgm (L), alimentacéo (A), eluicdo (E) e
regeneracdo (R) obtida na injecéo (I) de 1,0, 18,8 mL do soro humano diluido 10 vezes em tampsiato
de sodio 25 mM e pH 6,0 e a quantidade de proteétagperadas (REC).

SORO HUMANO EM TAMPAO FS 25mM

ETAPAS V=1,0mL 10,0 mL
PT* (mg) %’ PT? (mg) %
| 5,55 100 55,62 100,0
A 0,00 0,00 28,17 50,7
L 3,57 64,25 22,80 41,0
E 0,87 15,62 1,90 3,41
R 0,09 1,66 0,06 0,11
REC 4,53 81,53 52,93 95,22

2 Proteina Total quantificada por Bradford, 1976
® percentual de massa obtida em cada etapa
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