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RESUMO - O objetivo neste trabalho
foi desenvolver uma coluna monolitica
supermacroporosa funcionalizada com o
aminoacido L-Acido aspartico de carater
catidnicoparausoem processosde adsor¢cao
de proteinas, avaliando-se a lisozima
comercial como modelo. Foi desenvolvido
um criogel a base de acrilamida e bis-
acrilamida em condicdes de congelamento
(-12°C) e funcionalizado com L-Acido
aspartico. Ap6s isso os criogéis foram
utilizados nos ensaios de adsor¢cdao com
lisozima utilizando PBS (pH 7,0 e 20mM).
A coluna monolitica supermacroporosa
ativada com L-Arginina (pAAm-Arginina)
de carater anibnico possui caracteristicas
fisicas e morfologicas adequadas para uma
coluna de cromatografia e nos ensaios de
adsorcao conseguiu adsorver 0,264 mg/mL
de enzima.
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11 INTRODUGAO

Um sistema cromatogréafico compreende duas fases, uma fase estacionaria fixa e
uma fase moével. O principio da separagéo se baseia na existéncia de interagdes entre os
constituintes da amostra com a fase movel e a fase estacionaria. As moléculas possuem
interacbes diferentes (Cargas ibnias) com a fase estacionaria, sendo transportada a
velocidades diferentes separando-se assim umas das outras (Fidelis, 2011).

A cromatografia de troca ibnica (CTI) envolve um fenémeno fisico-quimico em
que uma solugao troca ions com a superficie de um sélido poroso (Guiochon, 2002). A
vantagem do uso da CTI para proteinas é que a adsorgdo pode ser facilmente reversivel
com a mudancga das condi¢des do processo (Fidelis, 2011; Nascimento et al. 2019).

Neste sentido os mondlitos supermacroporosos chamados de criogel séo utilizados
como colunas cromatograficas para purificagdo de diversas biomoléculas. Este mondlito é
desenvolvido através da polimerizagdo de monémeros como, por exemplo, acrilamida e bis-
acrilamida sobre agéo de compostos quimicos que agem como aceleradores da reagéo de
polimerizagé@o séo o persulfato de aménia (APS) e o N, N, N ‘, N’-tetra-metiletilenodiamina
(TEMED) em condicdes de congelamento (-12°C) (Gongalves, 2016; Nascimento, 2021;
Nascimento 2019).

A lisozima é conhecida como muramidase ou N-acetil-muramico hidrolase, sendo
uma proteina amplamente usada como modelo em sistemas de adsorcao/purificagdo
(TURKMEN; DENIZLI, 2014). Foi descoberta em 1922 por Alexander Fleming em seus
estudos onde percebeu a inibicdo microbiana de um cultivo da mucosa nasal o (FLEMING,
1922). A lisozima € uma enzima com peso molecular de 14, 3 kDa constituida por 129
aminoacidos reticulados por quatro ligagdes dissulfeto com ponto isoelétrico de 10,7 (MINE;
MA; LAURIAU, 2004; MINE, 1995).

Pode ser encontrada em uma variedade de células e secrecdes de vertebrados,
como baco, leite, lagrimas e clara de ovo. Devido as estas caracteristicas a lisozima passou
a ter um valor comercial principalmente na industria alimenticia podendo ser implementadas
em diversas aplicacbes neste ramo, como por exemplo, na preservacéo de carnes, queijos,
macarrdo chinés, na fabricacdo de vinhos, elaboracéo de filmes antimicrobianos e em
outras areas, componente de preparagdes oftalmolégicas e como medicamento para o
tratamento de Ulceras e infec¢des (Ghosh, Silva e Cui, 2000; HUANG et al., 2012; LIBURDI
et al., 2016; CORRADINI et al., 2013; MECITOGLU et al., 2006).

Devido a estas importantes aplicacdes a lisozima, principalmente a extraida da
clara de ovo de galinha tem sido amplamente estudada. Para isso é necessario a extracéo
e purificacdo desta enzima para que ela possa exercer tais aplicagbes. No entanto este
processo de obtencdo da enzima purificada, ou seja, 0 mais pura possivel possui alto custo,
uma vez que, a cromatografia uma técnica bastante utilizada nesse processo € uma técnica

onerosa, além do que a enzima extraida da clara do ovo de galinha apos este processo
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apresenta baixa atividade enzimatica.

Deste modo, ha necessidade de novos estudos que possa suprimir tais desvantagens,
logo, a cromatografia de troca i6bnica € amplamente utilizada na purificagdo de biomoléculas
através do uso de colunas porosas. Neste sentido tem-se crescido bastante o uso de
criogéis com caracteristicas de trocadores idnicos, pois, € um material mais barato quando
comparados com as colunas de cromatografia comercial e que tem apresentados bom
resultados.

O objetivo neste trabalho foi desenvolver uma coluna monolitica supermacroporosa
funcionalizada com o aminoacido L-Acido aspartico de carater catibnico para uso em

processos de adsorc¢édo utilizando a lisozima comercial.

21 METODOLOGIA

2.1 Sintese e funcionalizacao do criogel

Para o desenvolvimento das colunas cromatogréficas, adaptou-se as metodologias
propostas por Yao et al. (2006). Onde uma solugéo contendo 7% (m/v) de monémeros
acriliamida (AAm 4,4 g), Bis-acrilamida (BAAm 1,2 g) e alil-glicidil éter (AGE 1,4 g) foi
preparada usando banho de gelo. Posteriormente adicionou-se 140 pyL de APS (0,5g/mL)
e 91 pyL de TEMED em relagdo a massa total de monémeros para um volume final de
100 mL. Apés a homogeneizagédo da solugédo, a mesma foi vertida em seringas plasticas
e mergulhadas em um banho termostatico a temperatura de -12°C, por 24 horas. Para
a etapa de descogelamento para que ocorra a formagdo dos poros as seringas foram
deixadas a 4°C por 4 horas. Os criogéis entdo foram desidratados em estufa a 60°C para a
verificagdo de defeitos no processo de sintese.

ApOs esta etapa os criogeis foram lavados com agua deionizada para a remocgao de
reagentes ndo polimerizados e entdo novamente desidratados. Por fim, os criogeis foram
submetidos aos processos de ativagdo e enxertia do grupo trocador. Os criogeis prontos
apresentaram aspecto de um cilindro branco rigido e uniforme quando desidratados, com
cerca de 4 cm de altura e 1 cm de diametro.

Posteriormente os criogeis foram funcionalizados com o ligante L-Acido aspartico
como trocador catibnico. Para a funcionalizacdo foiram adaptadas as metodologias
propostas por Gongalves (2016) e Nascimento (2021) com algumas alteragdes. Utilizou-se
seringas de 20 mL e uma solucéo de acido aspartico numa concentracéo de 10 mg.mL'em
PBS (20mM, pH 7,2). Os criogéis foram secos em estufa a 60 °C e assim obteve-se uma

coluna adsorvente monolitica supermacroporosa de interagao catiénica.
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2.2 Caracterizacao do criogel

Para avaliar as caracteristicas do criogel foram observados alguns parametros
como: capacidade de inchamento S (kg.kg'), grau de expansédo ED (L.kg ') e porosidade
e suas fragbes, seguindo a metodologia de Nascimento (2019). A fracdo de macroporos
(pM), com tamanho = 1um, fragdo de meso e microporos (pm), com tamanho < 1um, fracao
de agua ligada (pwb), fragcdo de polimero seco (¢d) e porosidade total (¢T) dos criogéis
foram calculadas utilizando as Equacdes 3 a 7, respectivamente, Onde: ms é a massa do
criogel hidratado (kg), md é a massa do criogel desidratado (kg), me € a massa do criogel
espremido (kg) e mwb é a massa do criogel com agua de ligacao (kg), (Plieva et al. 2004a
e 2004b).

@M= ms - me/ms (1)
@om=me — mwb/ms 2
@owb= mwb-md/ms (3)
@d=md/ms (4)
@ T=ms-mwb/ms= dM+ ¢m (5)

Todas as analises foram conduzidas de maneira aleatorizada, sendo os resultados
obtidos submetidos a analise de variancia e Teste de Tukey, ambos a 5% de probabilidade.

2.3 Ensaios adsortivos

Para testar a capacidade adsortiva do criogel foi realizado um ensaio de adsor¢éo
com lisozima. Os ensaios foram realizados seguindo as metodologias de Gongalves (2017)
e Nascimento (2022) com alteragdes, em pH 7,2 e em triplicata. O processo se deu em
batelada, em tubos Falcon de 50 mL, sendo adicionado cerca de 199 mg de criogel e 20
mL da solugéo de lisozima pura (1 mg.mL™") solubilizado em tampé&o fosfato de sédio (pH
7,2 e concentracao de 0,02 mol.L").

Os criogéis imersos na solugé@o de lisozima foram deixados em agita¢do orbital de
20 rpm por 12 horas (overnight), a temperatura de 25 °C. Posteriormente o sobrenadante
foi coletado para a quantificagdo da concentragao de lisozima por leitura da absorbéancia
em espectrofotdmetro a 595 nm, seguindo-se a metodologia descrita por Bradford (1976).

Foi construida uma curva de calibragéo de 0,1 a 1 mg.mL" de lisozima pura. A
capacidade adsortiva foi calculada utilizando-se a Equacéao (6).

g=(c,c) ,v/IM (6)

Sendo, g se refere a quantidade de lisozima adsorvida no criogel (mg.mL"); ¢, e ¢
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sd@o as concentragdes iniciais e finais da solugéo de lisozima (mg.mL"); V é o volume de
solugédo enzimatica (mL) utilizada no processo; e M é a massa de criogel seco (g).

Os testes de adsorcdo foram repetidos por trés dias consecutivos para testar a
capacidade de reprodutibilidade do criogel.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese e caracterizacao do criogel

Foi possivel desenvolver um criogel a base de acrilamida e bis-acrilamida em
condig¢des de congelamento (-12°C) com caracteristica fisica lisa, esponjoso e de coloracéo
branca funcionalizado com L-Acido Aspartico, outros autores também encontraram tais
caracteristicas no desenvolvimento de colunas cromatograficas (Arvidsson et al., 2002;
Yao et al., 2006a). Na tabela 1 encontra-se os resultados obtidos da caracterizagéo deste
criogel quanto aos parametros fisicos e morfologicos.

Parametros Criogel Puro L-Acido Aspartico

S (kg/kg) 14,870 9,22
ED (L/kg) 9,503 11,13
¢d 0,063 0,102
dwb 0,044 0,056
oM 0,637 0,464
®m 0,259 0,350

oT 0,896 0,82

Capacidade de inchamento (S), grau de expanséao (ED), Fragdo de macroporos (¢M), fracdo de meso e
microporos (¢m), fracdo de agua ligada (pwb), fracdo de polimero seco (¢d) e porosidade total (¢T).

Tabela 1: Parametros fisicos e morfolégicos dos criogéis puros e funcionalizados com L-Acido
Aspartico.

De acordo com a tabela 1 o criogel apresentou uma capacidade de inchamento de
9,22 kg/kg, grau de expanséo de 11,13 L/kg e uma porosidade de 82%, sendo 46% de
macroporos, fato este muito importante quando se pretende ter uma coluna de cromatografia
uma vez que estes poros permitem a adsor¢cdo de moléculas grandes e pequenas e que
permite um bom escoamento do leito moével sendo o extrato de biomoléculas ou até mesmo
os tampdes de eluicdo utilizados no processo, além de n&do entupir a coluna devido a
impurezas nas amostras utilizadas.

Estes resultados corroboram com outros achados por outros autores que
desenvolveram criogéis com outras formula¢des e obtiveram criogel com uma elevada
porosidade por volta de 90% ((Arvidsson et al., 2002; Yao et al., 2006a).
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3.2 Ensaios adsortivos

Para os ensaios foi utilizada uma solug¢ao de lisozima comercial numa concentragao
inicial de 0,991mg/mL. Ap6s a adsorcao foi observado que o valor de lisozima adsorvida
no criogel aumentou proporcionalmente durantes os testes. No primeiro dia 0,905mg/
mL, segundo dia 0,806mg/mL e terceiro dia 0,726mg/mL. Logo, na tabela 2 nota-se que
a capacidade adsortiva (q) nesse ensaio foi aumentando gradativamente durante os dias
1,2e3.

Dia L-Acido aspartico/ q (mg/g)
1 8,55
18,53
26,51

Tabela 2: Capacidade adsortiva- q (mg/g).

Por se tratar de uma coluna monolitica de carater catidénico, ou seja, apresenta em
sua estrutura cargas negativas onde pode se ligar nessa coluna algum composto com
cargas positivas. As proteinas ou enzimas apresentam em sua superficie cargas positivas
e negativas, o pH determina como estas cargas se comportam em uma solu¢éo, logo, o pH
€ um fator importante no processo de adsorcéo.

Sendo assim & comum observar o ponto isoelétrico (pl) destas moléculas ao se
estudar processos adsortivos. A lisozima da clara de ovo apresenta aproximadamente 11
(Katiyar et al., 2005; Bhattacharyya et al., 2010). Deste modo, buscou-se utilizar um tampao
com pH que nao interfira nas forgas eletroestéaticas entre o adsorvente e adsorvato, logo,
usou o tampao fosfato de sodio (PBS) com pH 7,2 a 20mM.

Em outros estudos de purificagéo de lisozima da clara de ovo de galinha notou-se
a influencia do pH, onde em pH na faixa de 7,0 promoveu uma maior interacdo entre a
molécula e suporte cromatografico. No estudo realizado por Zhang et al., (2011) e Quan
et al., (2008) usaram suportes ativados com Tris e obtiveram uma maior purificacéo desta
enzima em pH 7,0.

Assim como no estudo realizado por Paganoto (2014) que também conseguiu um
maior rendimento na purificacdo usando um pH de 7,0. No estudo realizado por Kubiak-
Ossowska (2015) enfatiza que no pH7 a principal forgca motriz de adsorcao é a eletrostatica,
complementada por for¢as hidrofébicas mais fracas, sendo o melhor pH para a adsorcéo
da lisozima.

De acordo com os dados da tabela 2 é possivel observar que o criogel pAAm-Acido
aspartico possui uma capacidade adsortiva de 26,51mg/g, com 0,264mg/mL de lisozima
adsorvida. Isso qualifica esta coluna como uma boa matriz para adsorcéo de lisozima da
clara de ovo de galinha.
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41 CONCLUSAO

A coluna monolitica supermacroporosa ativada com L-Arginina (pPAAm-Arginina) de
carater anidnico possui caracteristicas fisicas e morfolégicas adequadas para uma coluna
de cromatografia. Nos ensaios de adsorcao foi possivel adsorver 0,265 mg/mL de enzima
usando um tampao fosfato de sddio (20mM, pH 7,0).
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