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INTRODUCAO:

A imunoglobulina G bovina (blgG) é uma glicoproteina presente no plasma bovino, cuja principal
funcéo é a ligacdo e a formacdo de complexos com antigenos. In vitro, a blgG é empregada nas areas de
analitica, diagnoéstico, biossensores, protebmica e terapéutica, sendo, para essas aplicagdes, necessario uma
preparacdo de alta pureza (ULFMAN et al., 2018). A cromatografia de adsorcdo € uma das técnicas mais
empregadas para a purificacdo de blgG. Adsorventes tradicionais empregados como fase estacionaria para a
purificacdo de imunoglobulinas apresentam vantagens e limitacdes, sendo a maior limitacdo o transporte das
moléculas realizado por difusdo (BUENO e MIRANDA, 2005). Nas Ultimas décadas, a literatura tem
reportado o uso de monolitos macroporosos como adsorvente, cujo transporte de moléculas ¢é regido pela
conveccdao (ARRUA e IGARZABAL, 2011). Monolitos podem ser sintetizados por diferentes técnicas,
sendo uma delas a criogelificacdo, obtendo-se os criogéis (LOZINSKY 2018).

Os criogeis monoliticos sdo empregados como fase estacionaria de cromatografia devido a sua
estrutura macroporosa, advinda dos poros formados a partir do congelamento da dgua em temperaturas em
torno de -15C. Os macroporos do monolito propiciam baixa resisténcia ao escoamento de fluidos na coluna
(‘Yavaser e Karagozler, 2021). Criogéis podem ser sintetizados a partir de diferentes monémeros, tais como
acrilamida, metacrilato, quitosana, alginato, pectina, polivinil alcool, carragena, dentre outros. Ndo ha
relatos na literatura consultada de criogeis sintetizados a partir da mistura de acrilamida e pectina, portanto,
0 estudo de adsorcdo de proteinas em criogéis a base de acrilamida-pectina é relevante para o
desenvolvimento desse material.

Este trabalho teve como objetivo o emprego do criogel monolitico de poliacrilamida-pectina

(PAAm-Pec) como fase estacionaria de cromatografia liquida de baixa pressdo para adsor¢do de blgG.

XXXI Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2023 1



METODOLOGIA:

MATERIAIS
Acrilamida, bisacrilamida e blgG foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). TEMED (N,N,N’,N’-

tetra-metilenodiamina), persulfato de aménio, SDS (dodecil sulfato de sddio) foram fornecidos pela Cytiva
(EUA). Pectina GENU tipo LM 102-AS foi adquirida de CPKelco (Brasil). Os demais reagentes foram de
grau analitico. Agua ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) foi utilizada para a preparacio de todas as solugdes.

PREPARACAQO DO CRIOGEL MONOLITICO

O procedimento empregado para a sintese do criogel de PAAm-Pec foi desenvolvido pela mestranda
Giovanna Giatti (GIATTI e BUENO, 2022). Inicialmente acrilamida (4,74% m/v), bisacrilamida (1,26%
m/v) e pectina (0,1% m/v) foram dissolvidos em agua. Apés a desgaseificacdo, a mistura foi resfriada a 4°C

e adicionado glutaraldeido (0,05% m/v), persulfato de amdnio (2% v/v) e TEMED (2% v/v). Da mistura
final, foram pipetados 3,0 mL e estes volumes foram depositados em tubos de vidro de 1,0 cm de didmetro
interno com uma das extremidades vedadas. Posteriormente os tubos com as duas extremidades vedadas
foram colocados no freezer a -20°C por 16 h. Uma vez polimerizados, os criogéis contidos nos moldes foram

descongelados a temperatura ambiente e lavados com agua. O criogel obtido foi denominado PAAm-Pec.

CARACTERIZACAO DO CRIOGEL

Para medida da absorc¢do de 4gua, utilizou-se a Equacdo 1, conforme Marcuz et al. (2021)

Gy M~ Ma (Eq. 1)

m my

no qual Sm/m é a capacidade de absor¢édo de agua (g dgua/g de adsorvente seco), mw e md sdo as massas do
adsorvente umido e seco (dado em gramas), respectivamente. Para a medida de porosidade (o), foi utilizada

a Equacdo 2, com base na 4gua expelida pelos poros,

p= s~ T (Eq. 2)

pégua * V:)

sendo pagua @ densidade da agua Milli-Q a 25 °C, ms e mu, massa de criogel saturado de agua e massa umida
e V,, o volume do criogel, medido a partir da imersdo em uma proveta. A morfologia do criogel foi

determinada por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) no LRAC, FEQ, Unicamp.

EXPERIMENTOS CROMATOGRAFICOS

Os experimentos cromatograficos foram conduzidos em duplicata, em coluna cromatografica C10/10

(Cytiva, EUA), com 3,0 mL do monolito PAAmM-Pec, acoplada ao cromatégrafo BioLogic LP (Bio-Rad,
EUA). Inicialmente a coluna cromatografica foi equilibrada com o tampédo de adsorcdo na vazdo de 1,0
mL/min, na temperatura de 25 °C. Os tampdes de adsorcéo estudados foram Tris-HCI (pH entre 7,0 e 9,0),
fosfato de sddio (pH entre 6,0 e 7,0) e MOPS (pH de 6,5 e 7,0), todos a 25 mmol/L. Em seguida, a coluna

foi alimentada com 1,0 mL de solucédo de 1,5 mg blgG /mL no tampé&o de adsorgéo e, posteriormente, lavada
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com o tampéo de adsorcdo. A eluicédo foi realizada com tampéo de adsorcéo contendo 1,0 mol/L de NaCl. A
regeneracdo foi realizada sequencialmente com NaOH a 25 mmol/L e agua e a coluna foi re-equilibrada com
0 tampéo de adsorcéo para uso posterior. Durante todo o experimento foram coletadas fragfes de 2,0 mL e

quantificadas em termos de proteina total (BRADFORD, 1976), com blgG como proteina de referéncia.

CURVA DE RUPTURA
A curva de ruptura foi obtida saturando o criogel com uma solucéo de blgG (30 mL de blgG em

tampao MOPS pH 6,5, na concentragdo del,5 mg/mL), em 2 diferentes vazdes de 1,0 mL/min e 2,0 mL/min.
Apos a saturacdo, a coluna foi lavada com o mesmo tampédo e na eluicdo, com o tampdo MOPS pH 6,5
contendo 1,0 mol/L de NaCl. Durante o experimento, amostras de 2,0 mL foram coletadas e quantificadas
em termos de proteina total (Bradford, 1976). Com os resultados obtidos, foi calculado o tempo util (tu) e o

tempo estequiométrico (te) (Equacdes 3 e 4), e a capacidade dindmica (DBC) (Equacdo 5),

(" c Eqg. 3
tu—fo(l—a)dt (Eq. 3)
te = fomu —%)dt (Eq. 4)
Co [(1 —C%)dV (Eq5)
DBCyy =—
coluna

em que Vxy and Vcouna representam os volumes de carregamento da solugéo a x% do ponto de ruptura e o
volume da coluna, respectivamente e tu e te sdo os tempos util e estequiométrico, respectivamente. As
variaveis Co e C sdo as concentragbes de blgG na solugdo de alimentacdo e na saida da coluna,

respectivamente. O comprimento de leito ndo utilizado foi calculado usando a Equacéo 6,

CLNU = (1 —i—:)L (Eq 6)

no qual L é a altura do leito. A eficiéncia do leito é dada pela razdo entre o tempo Gtil e o tempo

estequiométrico, multiplicado por 100, enquanto a eficiéncia de recuperacdo do soluto, foi calculada pela

razdo entre o tempo Util e 0 tempo de saturacdo, dado quando Ci =0,01.
0

RESULTADOS E DISCUSSAO:
CARACTERIZACAO DO CRIOGEL PAAmM-Pec

O criogel PAAm-Pec foi homogéneo, branco e opaco. Sua capacidade '

de absorcdo de agua foi de 5,264 g 4gua/g de adsorvente seco e a porosidade de

72,0%. Segundo a morfologia do material (Figura 1), o tamanho dos poros se == g -

Figura 1 - Corte da se¢do

apresenta na faixa de 20 a 100 um (Giatti e Bueno, 2022). longitudinal aumentada 1000x para
o criogel PAAm-Pec. Fonte: MEV
realizada pela aluna de mestrado

Giovanna Giatti
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CROMATOGRAFIA EM PAAM-Pec

A adsorgéo de blgG em PAAm-Pec foi estudada em trés sistemas tamponantes, Tris-HCI, NaP e

MOPS, em diferentes valores — wmn [
; ALY O NN

de pH (Figura 2). Todos os IO e (11
tampdes ropiciaram  a . Bl —ad

P prop —EAIITTITITIIIITN <=
adsorcdo de blgG no criogel g 2722 Rl 7

, _ NI scoes eces QMMM
PAAmM-Pec, porém, Tris-HCI : P ————)
- - 100,0 80.0 60.0 40.0 20,0 0.0 0.0 20,0 40,0 60.0 80.0 100.0

e NaP foram pouco eficientes 9% blgG ndo retida % blgG adsorvida

quando comparados ao MOPS, Figura 2 - Porcentagem de blgG adsorvida e néo retida no criogel PAAm-PEC em funcéo do
sistema tamponante e pH na temperatura de 25 °C

0 qual propiciou a maior Fonte: Autoral
adsorcéo de blgG a pH 6,5. Nesta condicéo, 60% da blgG alimentada foi adsorvida (Figura 3).

0,90
0,80

As diferencas apresentadas pelos tampdes nas E 0,70
quantidades de blgG adsorvidas em PAAmM-Pec podem estar g ggg
relacionadas a carga associada a cada sistema tamponante. § Egg ) ] .
O tampéo Tris-HCI apresenta-se positivamente carregado, £ om0 v Y y

0,00
enquanto o NaP é carregado negativamente e 0 MOPS tem  Figura 3 - Perfil cromatografico de blgG no criogel PAAM-
PEC em tampao MOPS pH 6,5 na temperatura de 25 °C. L,

comportamento zwiteriénico na faixa de pH estudada. etapa de lavagem (MOPS pH 6,5); E, etapa de eluicao
. e . (MOPS pH 6,5 contendo 1,0 mol/L NaCl) e R, etapa de
A blgG apresenta pontos isoelétricos na faixa de pH regeneragéo (25 mmol/L NaOH). Fonte: Autoral

entre 6,4 a 8,5 (Wang et al., 2014), apresentando, portanto, cargas positivas, neutras e negativas dentro do
intervalo de pH entre 6,4 a 8,5. Acima de pH 8,5, as moléculas de blgG apresentam somente cargas
negativas. Assim, € possivel observar diminuicdo de adsor¢do com aumento do valor do pH para NaP e
MOPS, os quais apresentam carga total negativa acima de seu valor de pKa, e aumento de adsorcdo para
Tris-HCI. Outro ponto a se ressaltar € que o MOPS propiciou a maior eficiéncia de adsor¢do, o que pode

estar relacionado a seu carater zwiterionico.

CURVA DE RUPTURA L
A curva de ruptura de adsorcdo de blgG em MOPS :: /\"W‘v’\,:]“/\
pH 6,5 foi executada em duplicada, em 2 diferentes vazGes. ” L; ,""‘ "",‘
Com os resultados obtidos, a DBC de blgG em PAAmM-Pec, a ;: f' \
eficiéncia da coluna e o comprimento do leito ndo utilizado, j I ’/f \ E ."‘h"".
foram calculados (Figura 4). Segundo o0s resultados Z; ‘k \'-H.ﬁﬁ,ih"" I\,,,ﬁ
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Nimero de fragoes

Figura 3 - Perfil da curva de ruptura de adsorg¢éo de blgG

~ no criogel PAAmM-PEC. a 25 °C. 1, Injecdo 30 mL de blgG
os melhores resultados de adsorcéo de blgG. al,5 mg/mL; L, lavagem (MOPS pH 6,5): E, Eluicio (MOPS

pH 6,5 contendo 1,0 mol/L NaCl). Fonte: Autoral

apresentados na Tabela 1, a vazdo de 1,0 mL/min apresentou
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Vazéo (mL/min) CLNU (cm) DBC Eficiéncia de recuperacéo (%) Eficiéncia de utilizagdo (%)

1,0 1,75 3,73 74,4 41,8

2,0 2,63 3,13 24,7 12,2

Tabela 1 - Resultados para capacidade dindmica (DBC), comprimento de leito ndo utilizado (CLNU) e eficiéncias de recuperacdo e utilizacéo
do criogel em diferentes vazdes. Fonte: Autoral

O CLNU na vazdo de 2 mL/min foi de 2,63 cm, o qual é muito préximo ao comprimento total do
leito utilizado, de 3 cm. Dessa forma, menores vazdes resultam em maior aproveitamento do leito, visto que
esse apresentara menor area nao utilizada. Além disso, a diminuicdo da vazao resultou em maior capacidade
de adsorc¢do de blgG dinamica, além de aumentar tanto a eficiéncia de recuperagdo como a de utilizacdo do
leito. Portanto, faz-se necessario a definicdo de uma vazdo de operacdo a qual potencialize a eficiéncia e

reduza o comprimento do leito ndo utilizado.

CONCLUSOES:

Foi possivel observar que o criogel monolitico de base poliacrilamida-pectina tem porosidade
adequada e caracteristicas adequadas para ser utilizado como fase estacionaria em estudos cromatograficos
para purificacdo de proteinas. O criogel apresentou diferentes comportamentos de adsorcdo de blgG em
funcdo do sistema tamponante e do valor de pH empregado. O sistema tamponante que propiciou melhores
resultados de adsor¢édo de blgG em PAAmM-Pec foi o MOPS em pH 6,5. Os resultados obtidos mostram que
o criogel PAAm-Pec é promissor e deve ser estudado em diferentes condigdes, como vazdo, temperatura,

concentracdo proteica, a fim de otimizar a adsorcéo de blgG.
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