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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo investigaradsorcdo de
imunoglobulina G (IgG) em corante reativo vermetlh®rocion Red MX-5B (PR) —
imobilizado em microesferas compdsitas quitosagaiato. Foram realizados ensaios
em batelada com o adsorvente a fim de obter ooefleitpH, o tempo de contato e a
isoterma de adsorcdo com a proteina IgG. O tempuessdrio para estabelecer o
equilibrio foi de 4 horas e a quantidade maximaadsorcao de IgG no adsorvente foi
de 565 mg/g. Portanto, o PR pode ser utilizado cdigente bioespecifico de média
afinidade para com IgG.

1. INTRODUCAO

Estudos anteriores, publicados por nosso grupoedquisa, apresentaram o potencial
do corante Cibacron Blue F3GA imobilizado em matipmpésita composta de
guitosana/alginato na adsorcdo de proteinas dolsor@no, bem como na purificacdo de
proteinas presentes no soro, em particular as igiinglinas G (IgG) (Gondiret al.,2012;
Gondim et al., 2014). Mais recentemente, Santtsal. (2016) apresentou um estudo de
purificacdo de Imunoglobulinas G (IgG), a partirswo humano, utilizando o corante reativo
Procion Red MX-5B imobilizado na mesma matriz (QRE-MX). Nestes estudos, foram
observados uma elevada capacidade de adsorcadg@@sseluma purificacdo elevada com
relacdo as demais proteinas presentes no soro buman

Entretanto, devido a ndo uniformidade do matetitido durante o processo de sintese,
problemas no empacotamento e na realizacdo domemrsamatograficos foram observados.
Diante disto, uma nova rota de sintese foi estaigielee 0 material caracterizado, com o
objetivo de dar maior resisténcia mecanica, uniidagle e evitar problemas quando
submetidas a condi¢des de fluxo no sistema croméitog.

Diante do que foi exposto, o objetivo do trabalbioréalizar um estudo preliminar de
adsorcdo de IgG, usando como adsorvente microssifEwenpositas quitosana/alginato
imobilizadas com corante Procion Red MX-5B. Os mssdoram realizados em sistema
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batelada a fim de se obter os melhores parametmasgpadsorcdo e, ao final, os resultados
foram comparados com trabalhos anteriores realizpéto grupo, a fim de se verificar os
resultados da modificacdo desse material.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A quitosana utilizada foi obtida da Polymar (Brasd alginato de sédio da VETEC
(Brasil) e o Fosfato de sédio da Synth (BrasilcdBante Procion Red MX — 5B, os reagentes
epicloridrina (99%), MOPS (acido morfol inopropanlb8nico), HEPES (4cido N-2-
hidroxietilpiperazino- N’-2- etanosulfénico), TrianlgG humana foram obtidos da Sigma-
Aldrich (EUA). Os demais reagentes utilizados fordengrau analitico e nas preparacfes de
todas as solucdes foi utilizada agua Mili-Q (Midip, EUA).

2.2 Ensaios de adsorcao com IgG de alta pureza

Os ensaios de adsorcédo de IgG foram realizadosauw batelada, em um sistema
circular com rotacdo constante (TECNAL, modelo B5)1a 18 rpm em temperatura
ambiente (22° C + 1° C).

Inicialmente, avaliou-se o efeito do tampédo e do pdl processo, onde foram
preparados os tampdes Tris/HCI, HEPES, MOPS e teoaf25mM, sempre respeitando a
faixa de tamponamento de cada um. Nestes ensainsg Sle microesferas compodsitas
guitosana/alginato imobilizada com corante Pro&exa MX-5B (MQA-PR) foram mantidas
em contato com 3 mL da solugéo de 1gG 0,75 mg/mL3gdworas.

Para obtencédo do tempo de equilibrio para o procadsortivo, foi preparada uma
solugéo de 1gG 1,0 mg/mL com tampéo Fosfato, pbl éim 6,0 e esta foi mantida em contato
com 5 mg de adsorvente, variando-se a duracdosicede 5 a 360 minutos, com finalidade
de se obter o tempo em que a adsorcdo entrariageitibéo. Com o tempo de equilibrio
definido, foi possivel obter as isotermas de adsnr@s ensaios de isoterma foram realizados
em solucdo tampéo de Fosfato, pH 6,0 com concémtsade 1gG variando de 0,5 a 6,0
mg/mL. Apdés 0s ensaios e coletadas as amostragas dstam quantificadas por
espectrofotometria UV-Vis, Thermo Scientific Biomd (EUA) em comprimento de onda
de 280 nm. A quantidade de soluto adsorvido na ffag#a foi quantificada a partir de um
balanco de massa simples, conforme apresentadquag&o 1.

_ Vsol (CO B Cf) (1)
Mads

em queg expressa a quantidade adsorvida por grama devadser(mg/g)Vs,; € 0 volume
da solucdo (mL) mantida em contato com a mags@ de adsorvente (g) e senfpe Cr as
concentracdes inicial e final na fase liquida (mg/mespectivamente.
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Como modelos de ajuste para os dados experimafdaissotermas de adsorgao foi
aplicado o modelo de Langmuir, apresentado na EBEguace por meio da utilizacdo da
ferramenta de ajuste n&o linear do software Orig@RPEUA).

__ Qmax'Ceq
"~ kp+C 2)
D eq

em gqueg € a quantidade de proteina adsorvida (mgig),, € a capacidade maxima de
adsorcdo pelo adsorvente (mgig), € a concentracdo da fase liquida no equilibridriray
e kp é constante a constante de dissociacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostrado na Figura 1, a faixa de pH estdai de 5,5 a 8,6 e todos os
tampOes apresentaram forca iOnica de 25 mM. Notgise a faixa de pH estudada
correspondeu ha uma ampla faixa do ponto isoedéfpt) da IgG, que varia entre 6,3 a 9,0.
Entretanto, o tampdo Fosfato pH 6,0 sobressaiuisepouco mais, dentre os sistemas
tamponantes estudados, com uma quantidade de lg@vath de, aproximadamente, 170
mg/g de adsorvente.
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Figura 1 — Efeito do pH e do tipo de tampé&é&igura 2 — Perfil cinético com MQA-PR
na adsorcgao de 1gG utilizando MQA-PR na adsorcao de IgG.

q (mg/g)

A partir da analise da Figura 2 foi observado urmmadeento na concentracdo de 1gG
relativamente lento, mas de maneira eficaz, e pdetie equilibrio observado foi de 240 min
(4,0 h) na matriz de afinidade estudada. Com esspd de equilibrio definido, os ensaios de
isotermas de adsorcdo foram iniciados, a fim derobs quantidades maximas de IgG
adsorvida no corante analisado.

A Figura 3, mostra a isoterma de adsorcdo obticlapyma faixa de concentracdes de
IgG variando entre 0,5 e 6,0 mg/mL e tempo de #ariol de 240 minutos (4h). Além disso,
verificam-se ainda, a presenca do ajuste do madelcangmuir (L). O valor de FRfoi
proximo da unidade (0,945), com o parametgonié ordem de I0+ 0,7 egmax 565 Mg/g.
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Santos e colaboradores (2016) imobilizaram o mestamante em matriz de
guitosana/alginato, e obtiveram quantidade maxinsoraida de 138 e 149 mg/g para os
modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, respaatiente (Figura 4). Ao comparar a
isoterma obtida neste trabalho, pode-se observaawmento consideravel da quantidade

maxima adsorvida, possivelmente, este aument@sstiado ao aumento e uniformidade da
area superficial do material sintetizado.
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Figura 3 — Isoterma de adsorcao de IgG coRigura 4 - Isoterma de adsorcéao de IgG com
MQA-PR. Modelos de ajuste: Langmui}.( QAE-PR-MX. Modelos de ajuste: Langmuir
(-) e Langmuir-Freundlich-). Fonte: Santos
et al.,2016.

4. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos no presentalti@bpode-se concluir que a
modificacdo quimica e estrutural do compdsito at@/alginato imobilizado corante
Procion Red MX-5B pode melhorar o processo adsoriv modelo de Langmuir se ajustou

bem aos dados experimentais de isoterma propordonaalores de quantidades maximas
adsorvidas em torno de 565 mg/g.
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