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RESUMO 

A cromatografia de afinidade com íons metálicos imobilizados (IMAC) tem sido 

uma técnica bastante utilizada para a purificação de proteínas recombinantes que possuem 

uma cauda de polihistidina acoplada na porção N ou C-terminal. Como alternativa aos géis 

de agarose (tradicionalmente empregados em IMAC) tem sido proposto o emprego de 

membranas, cuja vantagem principal é a transferência de massa ser governada 

principalmente por convecção. Este trabalho investigou o potencial de membranas de fibras 

ocas de álcool poli( etileno )vinílico (PEV A) com íons metálicos imobilizados para a 

purificação de pró-insulina recombinante com cauda de poli(histidina) (PIS) a partir de 

soluções não clarificada (PIS-NC) (obtida após solubilização dos corpos de inclusão e 

sulfitólise) e clarificada (PIS-C) (obtida após a centrifugação da solução não clarificada). 

Com este objetivo, experimentos de adsorção foram realizados com fibras finamente 

cortadas e em módulo de filtração. Inicialmente as membranas de PEV A cortadas foram 

ativadas e o agente quelante ácido iminodiacético (IDA) foi imobilizado, sendo estas 

membranas modificadas denominadas PEV A-IDA A seguir, dentre as membranas PEV A­

IDA-Me2+ (Me2
+ equivalente aos íons Cu 2 ~, Ni2+, Zn2+ ou Co2+), PEVA-IDA-Ni2" e PEVA­

IDA-Cu2+ foram as que apresentaram melhor eficiência para adsorção de pró-insulina (90 e 

97% do total de proteína alimentada, respectivamente), sendo então selecionadas para a 

purificação de PIS a partir das soluções PIS-NC e PIS-C. As membranas PEV A-IDA-Ni2+ 

apresentaram melhor seletividade e capacidade de adsorção de PIS a partir de PIS-C e PIS­

NC (29 e 26% de PIS adsorvida, respectivamente) do que as membranas PEVA-IDA-Cu2
+ 

(7 e O% de PIS adsorvida, respectivamente), sendo este adsorvente selecionado para a 

continuação do trabalho. A adsorção de PIS nas membranas cortadas foi avaliada através da 

cinética e isoterma de adsorção utilizando, respectivamente, a expressão da taxa de variação 

da concentração de proteína na fase líquida com o tempo e o modelo de Langmuir. A 

seguir, foi construído, um módulo de filtração, no qual as membranas foram ativadas e IDA 

foi imobilizado (protocolos equivalentes aos utilizados para as fibras cortadas). Através de 

experimentos de filtração, determinou-se curvas de ruptura e a capacidade dinâmica para a 

adsorção de PIS a partir das soluções PIS-NC e PIS-C. As capacidades de adsorção de pró­

insuliná das fibras cortadas, módulo de filtração e gel foram comparadas. As membranas 
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PEVA-IDA-Ni2
+ cortadas e o módulo de filtração apresentaram menor capacidade de 

adsorção de PIS (4,0 e 4,62 mg/g seca, respectivamente) do que o gel Sepharose-IDA-Ni2
-

(12,26 mg/g seco). Visando melhorar o desempenho das membranas de PEV A, estas foram 

ativadas e um método de polimerização foi utilizado para a imobilização do ligante ácido 

vinilbenziliminodiacético (VBIDA) nas membranas, sendo após este procedimento, 

denominadas PEVA-VBIDA As membranas PEVA-VBIDA-Ni2
+, apesar de maior 

densidade de ligantes (148 ~oi de Ni2+/g seca), demonstraram capacidades de adsorção de 

PIS de 2,4 e 8,0 vezes menores, quando alimentadas com, respectivamente, soluções PIS-C 

e PIS-NC, do que PEVA-IDA-N?+ (37 f.lmol de Ni2+/g seca). Contudo, apesar das 

membranas terem apresentado menor capacidade de adsorção de PIS em relação ao gel, a 

possibilidade de processar soluções contendo material particulado sem a necessidade de 

prévia clarificação, tornam este suporte vantajoso para a purificação de proteínas. 
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ABSTRACT 

The Irnmobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) is a technique that has 

been used for the purification o f recombinant proteins that have a polyhistidine tag coupled 

at the N or C-terminal portion. The use of membranes has been proposed as an alternative 

to the agarose gels traditionally employed in IMAC. The main advantange of membranes 

systems is that the mass transfer is mainly govemed by convection. In this work, we 

investigated the potential ofpoly(ethylene) vinyl alcohol (PEVA) hollow fibers membranes 

containing immobilized metal ions for the purification of recombinant His-tag human 

proinsulin (PIS) from non-clarified (PIS-NC) ( ob1ained after inclusion body solubilization 

and sulfonation reaction) and clarified (PIS-C) ( obtained after centrifugation of non­

clarified solution) solutions. Adsorption experiments were carried out using fixed bed 

(finelly cut fibers) composed ofcolumn and filtration module. In the firstpart ofthis work, 

fixed bed experiments aimed to select a metal ion of high efficiency in adsorbing the 

proinsulin in terms of capacity, selectivity and kinetics. Initially, finely cut PEV A hollow 

fiber membranes were activated and then iminodiacetic acid (IDA) was immobilized on 

them. These modified membranes were named PEVA-IDA Then, among PEVA-IDA-Me2
+ 

membranes (PEVA-IDA onto which different melai íons- Cu2
+, Ni2

+, Zn2
+ or Co2

+- were 

immobilized), PEVA-IDA-Ni2
+ and PEVA-IDA-Cu2

+ showed higher efficiency for 

proinsulin adsorption (90 and 97% of total fed protein, respectively), and they were 

selected for PIS purification from PIS-NC and PIS-C solutions. The PEVA-IDA-Ni2
+ 

membranes presented better PIS selectivity and adsorption capacity for the PIS-C and PIS­

NC solutions (29 and 26% ofPIS adsorbed, respectively) than PEV A-IDA-Cu2
+ (7 and 0% 

ofPIS adsorbed, respectively). In the second part ofthis work a filtration module was built, 

and their membranes were activated and IDA and the Ni'+ ion were irnmobilized using 

similar protocols used for cut membranes. The breakthrough curves and the dynamic 

capacity of this module for the PIS adsorption from PIS-NC and PIS-C solutions were 

determined. The PIS adsorption capacities using cut fibers, fiitration module and 

Sepharose-IDA-Ni2
+ were compared. The PEVA-IDA-Ni2+ finely cut membranes and the 

filtration module presented lower adsorption capacity (4.00 and 4.62 mg/g dry, 

respectively) than Sepharose-IDA-Ni2
+ (12.26 mg/g dry). Aiming to improve the 
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performance o f PEV A membranes, they were activated and the íminodiacetic vinylbenzyl 

acid (VBIDA) was immobilized to them. After this procedure the membranes were named 

PEVA-VBIDA. The PEVA-VBIDA-Ni2
+ membranes, in spite of the high ligand density 

(148 fliDOI of Ni2+/g dry), demonstrated lower adsorption capacities for proinsulin when 

PIS-C and PIS-NC solutíons were used as feed (2.4 and 8.0-fold, respectívely) than those 

obtained in PEVA-IDA-Ni2+ (37 f.liDOI of Ni2+/g dry). However, even through PEVA 

membranes presented a lower PIS adsorption capacíty than Sepharose gel, the possibílity of 

processing solutíons containing particulate material without prior clarificatíon, makes this 

support advantageous for protein purification. 
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Capítulo 1 

Introdução e objetivo 

CAPÍTULO! 

INTRODUÇÃO E OBJETIVO 

1.1. Introdução 

O recente avanço da Biotecnologia nas últimas décadas, particularmente em relação 

à tecnologia de DNA recornbinante, tem possibilitado intenso desenvolvimento da 

produção em larga escala de proteínas e peptídeos para a preparação de fàrmacos. O meio a 

partir do qual estas proteínas são produzidas é, de urna maneira geral, complexo, contendo 

sólidos dissolvidos e biomassa em suspensão de várias massas moleculares e tamanhos, 

respectivamente. A recuperação e purificação de bioprodutos (RPB) a partir do meio de 

cultivo é uma etapa crítica e, muitas vezes, a de maior custo do bioprocesso, urna vez que, 

na maioria dos casos, é necessário a obtenção da substãncia ativa com alto grau de pureza. 

Para alcançar o grau de pureza desejado, seja para a proteína acumulada no interior das 

células ou excretada para o meio, são requeridas urna série de etapas de purificação, através 

de urna combinação de diferentes operações unitárias. 

Os avanços da engenharia genética tem possibilitado a incorporação de caudas 

("tag") de proteínas ou peptídeos na proteína de interesse, tais como J3-galactosidase, 

proteína A, poli(arginina), poli(hístidina) e outras. A proteína híbrida resultante apresenta 

algumas das caracteristicas físico-químicas inerentes ao "tag" que facilitam a subseqüente 

purificação. Finalizada a etapa de purificação, a ligação entre a cauda e a proteína alvo 

pode ser rompida empregando métodos químicos ou enzimáticos que preservam a estrutura 

e atividade da proteína de interesse (Flaschel e Freíhs, 1993). 

A fusão de uma seqüência de seis histidinas na porção C- ou N-terminal da proteína 

alvo tem sido bastante utilizada e confere à mesma a possibilidade de purificação através da 

crornatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC). Esta técnica, a qual 

explora a interação entre os resíduos de histidina da cauda acoplada e o íon rnetàlico 
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imobilizado (Porath et a!., 1975; Porath e O!in, 1983; Sulkowski, 1985 e Sulkowski, 1989), 

tem sido muito utilizada para a purificação de proteínas recombinantes devido a seu baixo 

custo, especificidade, alta capacidade, condições brandas de eluição da proteína adsorvida e 

facilidades de regeneração do adsorvente e de ampliação de escala (Vijayalakshmi, 1989; 

Hochuli, 1988a, 1988b e Oswald et a!., 1997). 

Embora a técnica de acoplamento de caudas nas proteínas recombinantes 

proporcione maior simplicidade de operação, a purificação da proteína alvo dificilmente 

pode ser efetuada em uma única etapa. Com o intuito de minimizar o número de etapas, o 

tempo e o custo do processo de separação, várias estratégias de recuperação tem sido 

propostas. Uma delas é a técnica de filtração em membranas de afinidade, a qual integra 

separação sólido-líquido e a purificação em uma única etapa, muitas vezes sem 

comprometimento da eficiência da purificação. Desta forma, a proteína recombinante pode 

ser recuperada diretamente a partir do meio de cultivo de microrganismos ou células 

rompidas, sem a necessidade de remoção prévia dos sólidos suspensos (Anspach et a!., 

1989 e Weissenbom et al., 1997). 

A adsorção em membranas de afinidade é mais vantajosa que a adsorção em leitos 

fixos de partículas porosas tradicionais (geralmente géís ), devido ao fato da transferência de 

massa ser governada principalmente pela convecção (a difusão nos poros é negligenciável), 

possibilitando o tratamento de grandes volumes por unidade de tempo empregando-se 

pressões moderadas (Suen et a!., 2003; Charcosset, 1998; Roper e Lightfoot, 1995; 

Thõmmes e Kula, 1995; Klein, 1991 e Brandt et a!., 1988). 

Apesar das membranas de afinidade, tanto na configuração plana, como na de fibras 

ocas, serem muito empregadas para a purificação de proteínas diversas, a literatura 

consultada registra poucos artigos sobre a purificação de proteína recombinante 

empregando-se membranas contendo íons metálicos imobilizados, sendo eles os trabalhos 

desenvolvidos por Reif et al. (1994), os quais empregaram membranas de copolirnero 

hidrofilico-IDA-Ni2
+ (Sartorius, Alemanha) para a purificação de endonuclease 

recombinante contendo uma cauda com seis histidinas, Tsai et a/. (200 l ), que utilizaram 

membranas planas de poli(fluoreto) de vinilideno (PVDF)-IDA-Cu2
+ para a purificação de 

fator de crescimento de hepatócito e Liu et a/. (2003) que utilizaram membranas planas de 

celulose-IDA-Cu2
+ para a purificação de penicilina G acilase recombinante. 
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1.2. Objetivo 

Esse trabalho visou investigar o potencial de utilização de membranas de fibras ocas 

de álcool poli( etileno )vinílico (PEV A) como suporte de afinidade para a purificação, 

através da cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC), de pró­

insulina humana sulfonada recombinante contendo uma cauda de poli(histidina). A etapa 

objeto deste estudo corresponde no processo de obtenção de insulina à purificação de pró­

insulina recombinante após a solubilização dos corpos de inclusão e sulfitólise. Para tal 

foram utilizadas as soluções denominadas não clarificada (solução obtida após a 

solubilização dos corpos de inclusão e sulfitólise) e clarificada (solução obtida após 

solubilização dos corpos de inclusão, sulfitólise e centrifugação). A possibilidade de 

processamento de soluções contendo sólidos em suspensão (o que seria impossível em 

colunas de leito fixo) e a quase inexistência de trabalhos publicados sobre o emprego de 

membranas de afinidade com íon metálico imobilizado para a purificação de proteínas 

recombinantes serviram de motivação para o desenvolvimento deste trabalho. 

Para serem utilizadas como suportes em IMAC, as membranas de PEV A foram 

modificadas através de dois métodos: pelo método tradicional utilizado para géis de agarose 

(ativação com epicloridrina e imobilização do agente quelante ácido iminodiacético (IDA)) 

e, com o objetivo de aumentar a densidade de ligantes imobilizados nas membranas de 

PEV A, foi desenvolvida uma técnica de polimerização para a imobilização do agente 

quelante (ácido vinilbenziliminodiacético) (VBIDA) nas membranas. O VBIDA é um 

monômero sintetizado inicialmente por Morris et al. (1959), e tem sido polimerizado 

juntamente com etileno glicol dimetacrilato, para o recobrimento de partículas de sílica 

destinadas a separação de enantiômeros através da técnica "molecular imprinting" 

(Vidyasankar et al., 1997). Não há relatos na literatura do emprego do VBIDA como agente 

quelante em sistemas IMAC. 
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CAPÍTUL02 

REVISÃO BffiLIOGRÁFICA 

Neste capítulo são abordados conhecimentos básicos e relevantes para a 

compreensão deste trabalho. A revisão da literatura é dividida em cmco tópicos: 

recuperação e purificação de proteínas recornbinantes, crornatografia de afinidade por íon 

metálico imobilizado, obtenção e purificação de pró-insulina recornbinante, membranas de 

afinidade e determinação de parâmetros de adsorção. 

2.1. Recuperação e purificação de proteínas recombinantes 

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante tem, nos últimos anos, 

possibilitado a produção em larga escala de várias proteínas e peptídeos destinados a 

aplicações terapêuticas. A recuperação e purificação do produto é urna etapa fundamental 

onde é desejável a obtenção de alta pureza associado a um baixo custo. Através da 

tecnologia do DNA recombinante, proteínas podem ser obtidas intra ou extracelularmente 

em uma célula hospedeira, sendo comumente utilizada a bactéria Escherichia co/i por ser 

considerado um microrganismo modelo de características genéticas bem conhecidas. Estas 

proteínas são denominadas heterólogas por serem obtidas por células que não as produzem 

naturalmente. As proteínas heterólogas podem ser obtidas na célula hospedeira em altas 

concentrações na forma de agregados densos de proteína inativa, chamados corpos de 

inclusão ou em concentrações menores na forma solúvel. Em sistemas bacterianos, 

geralmente as proteínas são obtidas intracelularmente corno corpos de inclusão e 

representam 25% ou mais da proteína total no material produzido (Dyr e Suttnar, 1997 e 

Bailey e Meagher, 2000). 

Durante a produção de urna proteína recombinante, somente a etapa de recuperação 

e purificação representa cerca de 60 a 70% dos custos operacionais. A recuperação e 
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purificação de um produto recombinante ex1ge basicamente a remoção de fragmentos 

celulares, de alguns precursores de proteina e de impurezas e contaminantes derivados da 

cultura de células. 

No caso das proteinas obtidas sob a forma de corpos de inclusão, a recuperação 

pode ser efetuada de acordo com os seguintes passos: 

1. Rompimento da célula hospedeira através de sonicação ou no caso de operações em 

larga escala, emprega-se um homogeinizador de alta pressão associado com um pré­

tratamento enzimático para reduzir a quantidade de fragmentos celulares; 

2. Separação dos corpos de inclusão por centrifugação; 

3. Inativação vira! (quando necessário), por exemplo, por microondas; 

4. Solubilização dos corpos de inclusão com desnaturantes como uréia, guanidina, 

ácido clorídrico ou dodecilsulfato de sódio (Dyr e Suttoar, 1997 e Bailey e 

Meagher, 2000). 

A solubilização dos corpos de inclusão resulta em uma mistura complexa, que além 

da proteina principal, contém peptídeos, monômeros e constituintes celulares com 

características distintas (tamanho, carga e hidrofobicidade) que dificultam o processo de 

purificação. Como conseqüência, a purificação da proteína exige uma série de etapas, cuja 

finalidade é a obtenção de um produto final concentrado e biologicamente ativo. 

Atualmente, os processos industriais empregam várias metodologias, tais como 

precipitação, extração líquido-líquido, filtração em gel, filtração em membranas e as 

cromatografias de afinidade, de interação hidrofóbica, de troca iônica e de fase reversa que, 

em combinação, resultam em produtos com elevado grau de pureza. Em tais processos, 

geralmente é necessário uma seqüência de múltiplos passos cromatográficos, dos quais a 

cromatografia por afinidade destaca-se como um dos métodos mais eficientes em termos de 

purificação (Dyr e Suttoar, 1997 e Baiiey e Meagher, 2000). 

Um aumento na seletividade e diminuição do número de etapas cromatográficas do 

processo de purificação de proteínas recombinantes tem sido alcançado com a incorporação 

de caudas ("'tag") de proteínas ou peptídens na proteína de interesse. A proteína híbrida 

resultante apresenta caracteristicas físico-químicas inerentes à cauda que fàcilitam a 

subseqüente purificação por técnicas tais como cromatografias de troca iônica, de ínteração 

hidrofóbica ou de afinidade. Finalizada a etapa de purificação, a ligação entre a cauda e a 
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proteína alvo pode ser rompida para, ass1m, se poder separar esta proteína alvo na sua 

forma fmaL Esta cisão da cauda pode ser efetuada empregando-se métodos enzimáticos ou 

químicos que preservam a estrutura e a atividade da proteína de interesse. Uma variedade 

de caudas tem sido acopladas visando a purificação da proteína de interesse: 13-
galactosidase, glutationa S-transferase, proteína A, pequenos peptídeos - poli(arginina), 

poli(lisina) ou poli(histidina) - e sistemas baseados na seqüência de reconhecinlento por 

anticorpos monoclonaís inlobilizados como os peptídeos "Flag" (Flaschel e Freihs, 1993). 

A fusão de sequência de seis histidinas na porção C ou N-terrninal da proteína alvo 

tem sido bastante utilizada e confere à mesma a possibilidade de purificação através da 

cromatografia de afinidade por íons metàlicos imobilizados (IMAC - "Immobilized Metal 

Ion Affmity Chromatography")_ Esta técnica explora a interação entre grupos doadores de 

elétrons na proteína (como resíduos de hístidina, cisteína, triptofàno, arginina, li sina, 

metionina, asparagina, glutamina e tirosina) principalmente os resíduos de histidina da 

cauda acoplada, triptofano e císteína e o íon metàlico inlobilizado (Porath et al., 1975; 

Porath e Olin, 1983; Sulkowski, 1985 e Sulkowski, 1989), além da contribuição de 

interações hidrofóbicas e eletrostàticas. A interação destes resíduos (hístidina, triptofano e 

cisteína) com íons metàlicos decorre de uma ligação de coordenação entre os grupamentos 

inlidazol, indo! e tio!, respectivamente e o ligante: um íon metàlico quelatado por agentes 

tais como ácido iminodiacético (IDA) ou ácido nitrilotriacético (NT A). 

2.2. Cromatografia de af"midade por quelato metálico 

A técnica de cromatografia IMAC, introduzida por Porath e colaboradores (1975), é 

baseada na capacidade que as proteínas têm de serem reversivelmente ligadas aos íons 

metàlicos através de ligações de coordenação, onde a proteína atua como uma base de 

Lewis, doando elétrons para o íon metàlico (Porath et a!., 1975; Sulkowski, 1985 e Wong et 

a!., 1991 )- O metal que interage com a proteína encontra-se imobilizado por meio de um 

agente quelante, que por sua vez está ligado covalentemente, via um espaçador 

( epicloridrina ou bisoxirano, por exemplo), à matriz. As interações entre o íon metàlico 

inlobilizado e a proteína são complexas e combinam efeitos eletrostáticos, hidrofóbicos e 

de coordenação. Geralmente, todos os três tipos de interação devem ser considerados, no 

entanto, nem sempre é possível determinar suas relativas contribuições (Sharma e Agarwal, 
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2001). Estudos realizados com proteínas padrão (Sulkowski, 1985 e Belew et a!., 1987) e 

aminoácidos (Hemdan e Porath, 1985) comprovaram a importância dos resíduos de 

histidina, cisteína e triptofuno entre os aminoácidos presentes nas proteinas para ligações de 

coordenação com os íons metálicos imobilizados. 

A cromatografla de afinidade por íons metálicos imobilizados demonstrou ser 

eficiente na purificação de várias proteínas (Wong et al., 1991) e, recentemente, com o 

advento da engenharia genética, proteínas que na sua forma original não possuíam 

histidinas disponíveis para ligação com íons metálicos imobilizados, recebem através de 

técnicas de recombinação genética, uma cauda de histidina que possibilita sua purificação 

porii\1AC. 

Há muitas vantagens na utilização de Th1AC como técnica de purificação, graças à 

sua versatilidade em relação aos adsorventes de afinidade. Diferentes metais podem ser 

imobilizados na mesma matriz cromatográflca e podem ser fàcilmente removidos através 

de agentes competidores fortes (ex: EDT A) (alimentados na coluna) sem que haja perda da 

capacidade da matriz. Métodos de separação específicos podem ser empregados para cada 

tipo de proteína, apenas com a escolha adequada do metal e das condições de eluição 

(Wong et al., 1991). Além do seu uso em purificação, Il\1AC também pode ser utilizado no 

estudo da estrutura das proteínas. O conhecimento das interações metal-proteína pode ser 

uma ferramenta no estudo da interação entre a proteina e outras moléculas, como por 

exemplo, a relação entre enzima-inibidor (Wong et al., 1991 ). 

Em IMAC, o processo de purificação depende de vários fàtores, como a escolha da 

matriz, que deve possuir basicamente as mesmas características requeridas aos outros 

suportes utilizados em cromatografias de afinidade, do agente quelante, do íon metálico e 

das condições de adsorção e dessorção para que a interação entre a proteína e o metal seja 

favorecida e resulte em alta recuperação e seletividade. 

2.2.1. Escolha do agente quelante 

Os íons metálicos são imobilizados através de um agente quelante covalentemente 

ligado à matriz. Vários agentes quelantes são utilizados em Il\1AC, dentre eles o 

carboximetil etileno diamino (TED), o ácido nitrilotriacético (NT A), o ácido carboxirnetil 

aspártico (CM-Asp), o tetraetilenopentamina (TEPA), ácido carboxirnetil a, j3 diamino 

8 



Capítulo 2 

Revisão Bibliográfica 

succínico (CM-DASA) e o ácido imínodiacético (IDA). Em geral, quanto mais polidentado 

o agente quelante, mais estáveis são os complexos formados com os íons metálicos, porém, 

já que permanecem poucos sítios disponíveis para a ligação da proteína, esta pode ser 

adsorvida apenas fracamente. A ligação entre o ligante e o íon metálico é chamada de efeito 

quelato, por ser mais forte e mais estável do que a formação de um complexo de 

coordenação. O ácido iminodiacético (IDA) é o ligante mais utilizado em JMAC, sendo um 

composto tridentado que ocupa três sítios de coordenação ao quelatar o íon metálico. No 

caso de íons hexacoordenados, três sítios são ocupados pelo IDA e os outros três ficam 

disponíveis para a ligação com a proteína (W ong et a!., 1991 ). A representação esquemática 

do complexo IDA-Me2
+, em gel de agarose ativado com epicloridrina está apresentada na 

Figura 2.1. 

Superfície sólida 

Figura 2.1: Representação esquemática da formação do complexo IDA-Me2
+ em uma 

superficie sólida ativada com epicloridrina (Figura adaptada de Gaberc-Porekar e Menart, 

2001 ). 

2.2.2. Seleção do íon metálico 

Um fator fundamental na técnica de JMAC é a escolha do íon metálico a ser 

imobilizado. De um modo geral, qualquer metal capaz de ínteragir com as proteínas pode 

ser utilizado em JMAC, porém, Fé+, Co2
+, Ni2+, Cu2

+, Zn2
+, A13+ e Ca2+, são os íons 

metálicos mais comumente empregados. Os íons metálicos Cu2
+, Ni2

+, Co2
+ e zn2+ são 

utilizados na purificação de proteínas que possuam resíduos acessíveis de histidína, 

triptofu.no e cisteína, onde os metais interagem com os grupamentos imidazol, indo! e tio! 
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(Figura 2.2), respectivamente, de cada aminoácido. Os íons Fe3
+ e AJ3

+ ligam-se a fosfato e 

fosfoésteres primários podendo ser utilizados para separar fosfoproteinas (Sulkowski, 1988 

e Andersson e Porath, 1986) e o íon Ca2
+ coordena o átomo de oxigênio presente em grupos 

carboxílicos dos resíduos dos aminoácidos ácidos aspártico e glutâmico, podendo ser 

utilizado para purificação de proteínas ricas em grupamentos carboxílicos (Mantovaara et 

al., 1991). 

R 

I 
C=CH 

I ~H 

d R 

I_ 
s 

Imidazol Indo! Tio! 

Figura 2.2: Representação dos grupamentos imidazol, indo! e tio!, respectivamente, dos 

aminoácidos histidina, triptofano e cisteína (R corresponde á estrutura CH2CHNH2COOH) 

(Lehninger, 1984). 

Em 1989, Sulkowski, utilizando tampão fosfato 20 mM a pH 7,0 e 1,0 M NaCI, 

estudou a importância dos resíduos de histidina acessíveis presentes em proteínas e 

peptideos na separação por IMAC e determinou regras de interação entre estes resíduos 

com adsorventes contendo IDA-Cu2
+, IDA-Ni2

+, IDA-Co2
+ e IDA-Zn2

+, que são as 

seguintes: 

I. A presença de pelo menos um resíduo de histidina disponível na superficíe da proteína 

para a coordenação é suficiente para a retenção da mesma em um gel de IDA+Cu2+; 

Il. A presença de dois resíduos histidina disponíveis para a coordenação resulta em uma 

mais forte retenção da proteína em um gel de IDA-Cu2+; 

Ill. A presença de dois resíduos histidina disponíveis para a coordenação é requerida para a 

retenção em um gel de IDA-Ni2
+; 
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N. A presença de dois resíduos histidina espacialmente localizadas em uma a-hélice e 

separadas por dois ou três aminoácidos é requerida para a retenção em géis de IDA-Zn2
+ e 

deiDA-Co2+; 

v_ A retenção de uma proteína que possui dois resíduos histidina vicinais será mais forte, 

em todos os géis IDA-Me2
+, do que a retenção de uma proteína que possui dois resíduos 

histidina bem espaçados na estrutura tridimensionaL 

Como resultado desta regra, ele pôde determinar uma ordem crescente de força de 

retenção de proteínas (determinada pela eluição das proteínas por abaixamento de pH) 

contendo histidinas acessíveis, em géis IDA-Me2+, da seguinte forma: Cu2
+ > Ni2

+ > Zn2
+ ?: 

Co2+_ 

2.2.3. Mecanismos de adsorção e dessorção 

Como já mencionado, em IMAC a adsorção de proteínas ocorre através de uma 

ligação de coordenação, onde a proteína doa pares de elétrons ao metal que está 

imobilizado. Embora muitos resíduos de aminoácidos (asparagina, glutamina, tirosina, 

cisterna, arginina, lisina, metionina, e histidina) podem participar da ligação, a retenção das 

proteínas em IMAC tem sido baseada primariamente na disponibilidade de resíduos de 

histidina na superfície. Esta adsorção é favorecida em uma faixa de pH alcalino (entre 6 e 

8) onde os nitrogênios do anel imidazol dos resíduos de histidina estão na forma 

desprotonada. O grupamento tio! das cisternas se no estado reduzido também pode 

contribuir para a interação com o metal (Sulkowski, 1985 e Gaberc-Porekar e Menart, 

2001 )_ Cadeias aromáticas de triptofano, fenilalanina e tirosina podem contribuir para as 

interações em IMAC, quando vicinais a resíduos de histidina acessíveis. (Gaberc-Porekar e 

Menart, 2001 )- Além dos resíduos de aminoácidos, as extremidades N-terminal das 

proteínas também participam diretamente na interação com o metal imobilizado. 

Além do pH, a força iônica também é uma variável que pode influenciar na 

adsorção. O quelato metálico imobilizado se encontra altamente solvatado por moléculas de 

água, possuindo assim elevado número de grupos hidroxila na vizinhança formando uma 

rede de cargas negativas. Estas cargas sugerem a participação de interações eletrostáticas 

ou indução de cargas envolvendo resíduos de aminoácidos positivamente carregados, na 

associação da proteína com o quelato. Para dimínuir as interações não específicas do tipo 
ll 
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eletrostáticas utiliza-se, em geral, cloreto de sódio adicionado aos tampões, em 

concentrações que podem variar de O, 1 a 1 ,O M (Vijayalakshmi, 1989). 

A dessorção das proteínas adsorvidas na matriz cromatográfica pode ser conduzida 

utilizando-se quatro métodos: 1) abaixamento de pH da fuse móvel (pH < 6), ocasionando a 

protonação de resíduos de histídina; 2) adição de agente competidor, que também possua 

capacidade de ínteragir com o metal; 3) deslocamento do complexo metal-proteína 

utilizando outro agente quelante mais forte (por exemplo, EDTA) e 4) eluição isocrática 

que consiste na eluição das proteínas a condições constantes (Sulkowiski, 1985). Os 

métodos mais comumente empregados são o abaixamento de pH e a adição de um agente 

competidor na fuse móvel da cromatografia. 

No primeiro caso, abaixamento de pH, alguns cuidados devem ser tomados durante 

a eluição: I) utilização de condições ácidas de eluição moderadas, a fim de evitar a 

desestabilização da biomolécula, acarretando perda irreversível da atividade; 2) cuidados 

com a possível precipitação isoelétrica das proteínas dentro da coluna, também ocasionada 

pelas condições de baixo pH (dependendo da proteína em questão); e 3) monitoramento do 

desprendimento do metal da coluna, causado pelo enfraquecimento da ínteração entre o 

agente quelante e o metal imobilizado. 

No segundo método, a eluição das proteínas é feita a pH neutro, através de agentes 

competidores, tais como hístidina e ímidazol, que competem com a proteína pela ligação 

com o metal. Este método de eluição é conveniente, pois evita a utilização de condições de 

baixo pH na recuperação das proteínas adsorvidas na matriz, porém toma-se necessária a 

íntrodução de mais uma etapa de processo a fim de elimínar o imidazol do meio contendo a 

proteína purificada. 

O deslocamento do complexo metal-proteína utilizando um agente quelante mais 

forte, como por exemplo o EDT A, é normalmente utilizado para a regeneração da coluna 

após o térmíno da etapa de eluição feita através de outro método. Porém, às vezes, a 

interação entre o metal e a proteína de ínteresse é tão forte, que o único meio de retirá-la da 

coluna é proporcionar o deslocamento do metal. 

A eluição isocrática é mais utilizada quando a ínteração entre o metal e a proteína 

é fraca e para pequenas proteínas e peptídeos. Neste método a eluíção é realizada em 

condições constantes (composição de tampão) como na etapa de lavagem. 
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Nas cromatografías de afinidade, independentemente do lígante utilizado, o fator 

decisivo para que ocorra a adsorção das biomoléculas, é que elas tenham acesso aos sítios 

de interação com a matriz, que se encontram no interior dos seus poros. Este acesso pode 

ser facilitado ou dificultado de acordo com o tipo de matriz utilizada. Dentre as matrizes 

disponíveis comercialmente, as membranas são as que mais favorecem o transporte de 

massa até o interior dos poros, portanto, favorecem o processo de adsorção das proteínas 

nos ligantes imobilizados_ 

2.3. Pró-insulina recombinante: Obtenção e purificação 

A tecnologia de DNA recombinante tem sido empregada na produção de insulina 

humana desde 1978, quando foram expressados separadamente em Escherichia co/i os 

genes artificiais para a obtenção das cadeias A e B, as quais foram interligadas, após 

purificação, por pontes dissulfeto. Atualmente a insulina humana tem sido obtida a partir da 

produção de pró-insulina recombinante, uma proteína a-hélice de massa molecular 9,5 kDa 

a qual contém as cadeias A e B da insulina interligadas por três pontes de dissulfeto e o 

peptídeo C (Figura 2.3). Esta tecnologia tem como vantagem principal o enovelamento 

espontâneo para a formação da estrutura de insulina, sendo o peptídeo C posteriormente 

removido através de clivagem proteolítica (Winter et al, 2002 e Winter et a!., 2000). 

Geralmente o gene da pró-insulina é expressado em Escherichia co/i, sob a forma 

de corpos de inclusão, devido a habilidade deste hospedeiro em multiplicar-se a altas taxas 

atingindo altas densidades celulares na presença de substratos de baixo custo, além de 

possuir características genéticas bem definidas. Apesar disto, é dificil a produção de 

algumas proteínas recombinantes em Escherichia coli, sobretudo as de baixa massa 

molecular, devido a presença de proteases e peptidases encontradas no citoplasma da 

bactéria, as quais provocam a degradação do produto. Com o objetivo de contornar este 

problema, tradicionalmente a pró-insulina humana tem sido produzida sob a forma de 

proteína fusão, ou seja, acoplada a aminoácidos que a protegem do ataque proteolítico. 

Uma outra opção seria a produção da proteína no espaço perisplasmático da bactéria, uma 

vez que a maioria das proteases estão localizadas no citoplasma (Mergulhão et a!., 2004). 
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Figura 2.3: Representação da estrutura de pró-insulina: cadeias A e B (em vermelho) e 

peptídeo C (em cinza) (www.sh.isuhsc.edu/intragrad/foundations/217/aw/5). 

Geralmente os processos de obtenção de pró-insulina humana recombinante 

relatados na literatura exigem uma ou mais etapas cromatográficas de purificação, onde os 

géis são as matrizes mais comumente empregadas. Alguns destes trabalhos estão 

apresentados na Tabela 2.!. 

Dentre os processos mencionados (Tabela 2.1 ), destaca-se a produção de pró­

insulina com cauda de poii(histidina), a qual tem sido amplamente utilizada pela indústria 

(como por exemplo, pela BIOMM, Montes Claros, MG), cuja purificação é fucilítada por 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (lMAC). 
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Tabela 2.1: Produção e purificação de pró-insulina humana recombinante_ 

Pró-insulina humana Etapa(s) cromatográfica(s) Fonte 
recombinante produzida 

Pró-insulina contendo o 
Cromatografia de afinidade por Smith et al. (1988) 

peptídeo histídína-triptofano 
íon metálico imobilizado 

(IMAC) 

Pró-insulina 
Cromatografia de troca iônica e Petrides et ai. (1995) 

interação hídrofóbíca 

Pró-insulina-ZZ* 
Cromatografia de afinidade Nilsson et ai_ (1996) e 

(IgG-Sepharose) Mergulhão et aL (2004) 

Filtração em ge~ IMAC e 

Pró-insulina contendo um cauda cromatografia Iíqnida de alta Mackin (1999) 

de poli(histídína) eficiência por fase reversa (RP-

HPLC). 

Pró-insulina 
Filtração em gele Cowley e Mackin (1997) 

cromatografia de troca iônica 

Pró-insulina contendo DsbA * * Cromatografia de troca iônica Winter et ai. (2000) 

Cromatografia de troca iônica 
Pró-insulina conteodo uma 

seguido por IMAC 
Tíkhonov et a/_ (200 1) 

cauda de polí(hístidina) 

Cromatografia líquida de alta 
Pró-insulina 

eficiência por fase reversa (RP-
Mackin e Choquette (2003) 

HPLC) 
- - -*A pro-insulina-ZZ e pro-msulina contendo uma cauda de afm1dade ZZ, ou seJa, um domm10 de ligaçao a 

IgG, baseado no domínio B da proteína A encontrada na parede celular de bactérias Staphylococcus aureus. 
** DsbA é uma proteína que favorece a formação correta das pontes de dissulfeto. 

Um dos procedimentos, descrito em literatura, para a obtenção de insulina humana a 

partir da pró-insulina recombinante com cauda de poli(hístidina) está esquematizado no 

diagrama de blocos da Figura 2.4 (modificado de Petrides et aL, I 995), cujas etapas de 

purificação de pró-insulina foram descritas segundo Tikhonov et a!. (200 1 )-
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Rompimento da célula 

Solubilização dos corpos de inclusão 

Sulfitólise 

* Etapas de purificação IMAC e cromatografia 
por troca iônica 

Formação das pontes de dissulfeto 

Conversão enzimática e remoção da cauda de 
poli(histidina) 

Etapas de purificação e cristalização 

* Etapa objeto deste estudo: purificação de pró-insulina após a solubilização dos corpos de 

inclusão e sulfitólise. 

Figura 2.4: Esquema das etapas de recuperação e purificação de pró-insulina humana 

recombinante contendo uma cauda de poli(histidina) (modificado de Petrides et ai., 1995 e 

adaptado de Tikhonov et a!., 2001). 

Primeiramente, ocorre o rompimento da célula hospedeira (Escherichia co/i) em um 

homogeinizador de alta pressão. Os corpos de inclusão são, então, separados dos 

constituintes celulares por centrifugação ou microfiltração e, em seguida, os corpos de 

inclusão são lavados com soluções tamponantes e solubilizados com uréia e 2-j)­

mercaptoetanol. A pró-insulina recuperada contendo uma cauda de poli(histidina), 

denominada pró-insulina-His-"tag", é, em seguida, submetida a uma sulfitólise, que rompe 
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todas as pontes de dissulfeto e adiciona grupos sulfito (S03 ·) a todos os resíduos de enxofre 

nas cisteínas. A presença de um agente desnaturante nesta etapa, uréia ou guanidina-HCI, 

previne o reenovelamento da molécula_ A pró-insulina-His-"tag" sulfonada resultante é 

submetida a etapas de purificação (IMAC e cromatografia de troca iônica) para uma 

posterior renaturação da molécula com a formação correta das pontes de dissulfeto. A 

seguir, a proteína renaturada é purificada por cromatografia de interação hidrofóbica, e 

convertida à insulina pelas enzimas tripsina e carboxipeptidase B. Finalmente, a insulina é 

submetida às etapas finais de purificação por cromatografia de troca iônica, cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC) por fase reversa, filtração em gel e cristalização (Petrides 

et a!., 1995 e Tikhonov et aL, 2001). 

No processo de produção de insulina humana via pró-insulina recombinante, 

descrito segundo Petrides et al. (1995), os custos de recuperação e purificação do produto 

chegam a quase 97% do custo total (onde aproximadamente 60% do custo total està 

associado a modificações químicas e etapas intermediárias de purificação, 300/o do custo 

total està associado as etapas finais de purificação e cerca de 7% corresponde a etapa inicial 

de recuperação), sendo as cromatografias as etapas de mais alto custo do processo, 

correspondente a quase 70% do custo operacional totaL 

Em geral os processos de purificação empregam géis de agarose como matrizes 

cromatográficas, os quais podem apresentar problemas de colrnatagem (entupimento) 

durante o processamento de soluções contendo material particulado devido a limitações 

difusionais no interior dos poros. A adsorção em membranas de afinidade seria uma 

alternativa devido ao futo da transferência de massa ser governada principalmente pela 

convecção, minimizando as limitações difusionais no interior dos poros ocasionadas em 

vazões elevadas quando empregado géis tradicionais_ O fluxo convectivo através das 

membranas permite o emprego de vazões elevadas de alimentação, resultando em tempos 

reduzidos para efetuar as etapas de adsorção, lavagem e eluição, em condições moderadas 

de quedas de pressão, e obtenção de altas taxas de separação de proteína por quantidade de 

ligante imobilizado. Devido a estes futores, o emprego de membranas em cromatografia 

tem demonstrado potencial para o processamento de grandes quantidades de soluções 

brutas (contendo material particulado) sem a necessidade de uma etapa preliminar de 

centrifugação para a remoção dos sólidos em suspensão (Suen e Etzel, 1992; Charcosset et 

ai., 1995; Kochan et al., 1996; Zeng e Ruckenstein, 1999 e Zou et a!., 2001). 
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A literatura relata poucos trabalhos relacionados ao emprego da técnica IMAC em 

membranas de afinidade para a purificação de proteinas recombinantes. Reif et ai. (1994 ), 

empregaram membranas de copolímero hidrofílico-IDA-Ni2
+ (Sartorius, Alemanha) para a 

purificação de endonuclease recombinante contendo uma cauda com seis histidinas e 

demonstraram que este sistema apresentou seletividade e atividade específica da enzima 

recuperada similar a obtida pelo gel Sepharose FF-IDA-N?+. Tsai et a/. (2001) utilizaram 

membranas planas de poli( fluoreto) de vinilideno (PVDF)-IDA-Cu2
+, as qua1s 

demonstraram seletividade para a purificação de fator de crescimento de hepatócito. Liu et 

al. (2003) utilizaram membranas planas de celulose-IDA-Cu2+ para a purificação de 

penicilina G acilase recombinante e obtiveram resultados de recuperação e fator de 

purificação comparáveis aos obtidos comumente em gel de Sepharose-IDA-Cu2
+ (onde a 

enzima é recuperada após três etapas de eluição) utilizando uma única etapa de eluição e 

com a vantagem de maior área superficial, menores caminhos difusionais, baixos tempos de 

residência e menores quedas de pressão. 

2.4. Membranas de afmidade 

2.4.1. Princípio de adsorção 

A cromatografia de adsorção em membranas de afinidade foi introduzida como um 

método de purificação de bioprodutos a partir de 1980 e desde então as membranas vêm 

sendo derivatizadas com ligantes biológicos e não biológicos, incrementando-se assim, a 

utilização destes suportes como matrizes em cromatografias de afinidade. 

Segundo Thõmmes e Kula (1995), a cromatografia em membranas de afinidade 

pode ser diferenciada da cromatografia em gel convencional, pois quando o fluido passa 

através dos poros da membrana, o transporte das moléculas da solução até o interior dos 

poros é regido pela convecção e não pela difusão, ao contrário do que ocorre nos géis. Este 

transporte convectivo facilita o acesso da biomolécula ao sítio de fixação do ligante, 

conforme está ilustrado na Figura 2.5. 

O princípio da separação consiste na adsorção da biomolécula de interesse no 

ligante, imobilizado na superfície e, principalmente, no interior dos poros da membrana. 

Assim, a solução contendo a biomolécula a separar é forçada a passar através da membrana. 

As moléculas grandes e partículas, que não atravessam os poros, são eliminadas no 
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retentado, enquanto que as moléculas pequenas, inclusive a de interesse, atravessam os 

poros onde o Jigante es1á imobilizado. A adsorção da biomolécula representa a primeira 

etapa da separação; a segunda etapa consiste na lavagem, onde todas as moléculas não 

adsorvidas são eliminadas nas linhas do filtrado e do retido. A eluição representa a terceira 

etapa, onde a biomolécula é dessorvida do suporte sólido, podendo ser recuperada, se ela 

for o produto de interesse, ou descartada, se ela for uma impureza. 

y 
L, I 

J} 
' I : í 

:.. \ 

Poros 

Limitações por : 

CD Difusão no filme 

0 Cínética de ligação 

P=Proteína 
L= Ligante 

Sistemas baseado em membranas 

Limitações por : 

(!)Difusão no filme 

(!)Difusão no poro 

Gl Cínética de ligação 

Sistemas baseado em !!éis 

Figura 2.5: Representação esquemática dos mecanismos envolvidos durante a adsorção em 

sistemas baseados em membranas e géis de afinidade (Thõmmes e Kula, 1995). 

A cromatografia em membranas de afinidade tem sido vista como uma técnica com 

grande potencial de utilização nos processos de purificação de bioprodutos, pois em uma 

única etapa, pode-se eliminar impurezas particuladas, através da filtração e recuperar as 

proteínas de interesse que ficam adsorvidas nos ligantes de afinidade, podendo-se ainda, 

utilizar grandes volumes de alimentação, trabalhando-se a baixas pressões e sem a 

possibilidade de formação de caminhos preferenciais (Labrou e Clonis, 1994; Haupt e 

Bueno, 2000; Zou et al., 2001 e Ghosh, 2002). 
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A utilização de membranas em cromatografias de afinidade deriva da tecnologia de 

filtração e ultrafiltração utilizando membranas microporosas; assim, muitos dos módulos 

em diversas configurações disponíveis comercialmente e utilizadas hoje são derivados dos 

módulos empregados também nas técnicas de filtração. 

2.4.2. Configuração das membranas e modos de operação 

Freqüentemente, as membranas são apresentadas na forma de discos ou como fibras 

ocas. As membranas planas são mais comumente utilizadas, pela fucilidade de aplicação em 

larga escala e por possuírem uma estrutura interna de poro mais homogênea do que as 

outras formas de membranas. Por outro lado, as membranas na forma de fibras ocas 

possuem como vantagem maior razão área superficial por volume, proporcionando uma 

maior densidade de ligantes imobilizados e, conseqüentemente, uma maior capacidade de 

adsorção, além da fucilidade de aplicação em larga escala pelo simples agrupamento de um 

número maior de fibras ocas. Apesar das vantagens, ambas configurações de membranas 

podem apresentar problemas tais como: distribuição irregular do fluxo e efeitos de 

dispersão axial e de espaços vazios. (Suen et a!., 2003; Suen et a!., 2000; Kubota et a!., 

1997 e Roper e Lightfoot, 1995). 

Os sistemas cromatográficos que empregam membranas como suportes para a 

purificação de proteínas podem operar tanto em modo de filtração frontal ("dead-end") 

como em modo de filtração tangencial f'cross flow"). Independente do modo operacional, 

quando se processa uma solução utilizando membrana, pode ser observado uma diminuição 

do fluxo do permeado com o tempo, ocasionado por efeitos de polarização que consiste na 

concentração de soluto na região próxima a interfuce membranafsolução e efeitos 

denominado "fouling", o qual engloba, além da polarização, adsorção não específica de 

moléculas do soluto na superfície e/ou no interior dos poros, entupimento de poros e 

depósito de material em suspensão sobre a superfície da membrana, os quais podem ser 

irreversíveis. No caso da filtração clássica, em modo frontal, geralmente, o efeito da 

polarização é maior, devido a passagem do permeado pela membrana, acumulando soluto 

ou material em suspensão na interfuce membranafsolução (Figura 2.6A). Na filtração 

tangencial, a polarização existe, mas pode ser minimizada, visto que a solução escoa 

paralelamente à superfície da. membrana, enquanto o permeado é transportado 

20 



Capítulo 2 

Revisão Bibliográfica 

transversalmente à mesma (Figura 2.6B). Devido a este futo, geralmente, emprega-se a 

filtração em modo tangencial para recuperação de uma molécula de interesse de soluções 

complexas tais como, plasma sanguíneo, misturas contendo fragmentos celulares ou 

soluções contendo materiais particulados (apostila do curso "on line" de processos de 

separação com membranas. Homepage: www.peq.coppe.ufij.br /piloto/membranas.htrnl; 

Suen et a!., 2000 e Haupt e Bueno, 2000). 
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(B) 

Figura 2.6: Esquema da formação da camada de polarização em membranas nos modos 

operacionais (A) frontal ("dead-end") e tangencial ("cross-flow") (apostila do curso "on 

line" de processos de separação com membranas. Homepage: www.peq.coppe.ufij.br 

/piloto/membranas.htrnl ). 
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2.4.3. Seleção de membranas 

É aconselhável que a seleção de membranas visando a utilização como matrizes 

para a imobilização de lígantes seja baseada em alguns aspectos físicos, químicos e 

biológicos. Em relação aos aspectos físicos, as membranas devem apresentar porosidade 

adequada com distribuição uniforme, de forma a permitir a penetração da proteína e sua 

acessibilidade aos ligantes imobilizados, elevada resistência mecãnica e elevada área 

superficial, possibilitando a imobilização de uma quantidade elevada de ligantes. Quanto 

aos aspectos químicos, as membranas devem ser altamente hidrofilícas para evitar a 

adsorção não específica de proteínas, devem apresentar grupos funcionais que permitam a 

modificação química do material para imobilização de ligantes, devem ser estáveis em uma 

ampla faixa de pH, na presença de sais, solventes orgânicos, reagentes utilizados nas etapas 

de ativação e imobilização de lígantes e nas etapas cromatográficas (equilíbrio, adsorção, 

lavagem, eluição e regeneração do adsorvente)_ Finalmente, em relação a aspectos 

biológicos, as matrizes membranas devem ser biocompatíveis, principalmente se aplicadas 

em tratamentos extracorpóreos, como por exemplo a plasmaferese (Kleín, 1991; 

Charcosset, 1998; Haupt e Bueno, 2000 e Senel et ai., 2001 ). 

Membranas de diversos materiais têm sido empregadas como matrizes para a 

imobilização de lígantes tais como: celulose, acetato de celulose, polisulfona, 

poli( éter)sulfona, policaprolactama, poli(metil metacrilato ), poli(hidroxietil dimetacrilato ), 

poli(fluoreto) de vinílideno (PVDF), poli(éter-uretano-uréia), álcool poli(etileno)vínílico 

(PEVA), álcool polivínílico (PV A), poliamida, polietileno e vibras de vidro (Haupt e 

Bueno, 2000 e Suen et al, 2000). A maioria das membranas disponíveis comercialmente 

são hidrofóbicas portanto, suscetíveis à adsorção não específica de proteínas, ou 

apresentam uma baixa concentração de grupos funcionais para a ativação e imobilização de 

ligantes, sendo necessário a modificação química da superfície para tomá-las membranas 

adsortívas destinadas a processos de adsorção e purificação de proteínas. Já as membranas 

hidrofilicas são, ás vezes, instáveis às condições de ativação e imobilização de ligantes, 

sendo necessário a escolha criteriosa da matriz e dos métodos de derivatização de acordo 

com a aplicação desejada (Zeng e Ruckenstein, 1996; Beeskow et al., 1995; Klein et ai., 

1997; Weissenbom et a!., 1997 e Castilho et a!., 2000). 
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2.4.4. Modificações químicas em membranas de afinidade 

Membranas hidrofilicas de celulose são vantajosas para aplicação em sistemas de 

adsorção e purificação de proteínas, devido a baixa adsorção não específica e 

disponibilidade de grupamentos hidroxilas, os quais permitem a ativação por reagentes 

bifuncionais, epicloridrina ou bisoxirano, e subseqüente imobilização de ligantes. No 

entanto, essas membranas são pouco estáveis às reações de ativação e imobilização de 

ligantes e à condições de pH alcalino, além de possuírem uma densidade de grupos reativos 

(-CH20H) muito menor do que a encontrada em géis de agarose. Membranas de celulose 

regenerada e acetato de celulose, apesar de elevada densidade de grupos reativos e baixa 

adsorção não específica, necessitam ainda de modificações químicas para melhorar a 

resistência mecânica (Zou etal., 2001). Por outro lado, as membranas de álcool polietileno 

vinílico (PEV A) e álcool polivinílico (PV A), devido a sua hidrofilicidade e estabilidade em 

pHs alcalinos, podem ser facilmente ativadas com reagentes como brometo de cianogênio, 

epicloridrina e bisoxirano para imobilização de ligantes de afinidade como hístidina, 

agentes quelantes como IDA e outros. Além disso, devido a sua excelente 

biocompatibilidade as membranas de PEV A têm sido empregadas para a remoção de 

heparina do sangue utilizando poli(l-lisina) imobilizada (Ma et a!., 1992). 

A quitina (poli(N-acetil-D-glicosamina) é um material de fucil disponibilidade por 

estar presente em exoesqueletos de insetos, em paredes celulares de fungos e em crustáceos 

(especialmente de camarões e caranguejos) e a quitosana (poli(2-amino-2-deoxi-D-glicose), 

é a forma desacetílada da quitina (Machado, 2003). Membranas de quitosana têm 

demonstrado boa estabilidade química e mecânica. Membranas de quitina são estáveis em 

soluções ácidas, básicas e solventes orgânicos e contém grupamentos (N-acetil-D­

glucosamina), com afinidade para aglutinina e lisozima, podendo ser utilizadas para a 

separação por afinidade dessas proteínas sem a necessidade de modificações químicas (Zou 

et al., 2001). 

Membranas hídrofóbicas, como poliamida (nylon), polisulfona e poliétersulfona, 

têm sido utilizadas em processos de separação de proteínas, devido à estabilidade química e 

mecânica e homogeinidade na distribuição de poros. Contudo, para minimizar a adsorção 

não específica e aumentar a densidade de ligantes imobilizados, os pesquisadores têm 

empregado técnicas de recobrimento, os quats permitem a introdução de polímeros 
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hidrofilicos tais como hidroxietilcelulose (HEC), álcool polivinílico (PV A), dextrana ou 

quitosana nas membranas, que uma vez ativados (com por exemplo, epicloridrina ou 

bisoxirano) possibilitam a imobilização de ligantes como o agente quelante IDA, proteína 

A e outros. Os pesquisadores têm constatado que, após o processo de recobrimento, é 

necessário a ativação do polímero introduzido para a obtenção de uma elevada densidade 

de ligantes imobilizados (Beeskow et al., 1995; Castilho et a!., 2000 e Camperi et al., 

2004). 

Apesar de várias aplicações, estes métodos de recobrimento apresentam como 

desvantagem a formação de camadas poliméricas instáveis, ocasionando desprendimentos 

que podem afetar a eficiência do suporte. Para contornar este problema, tem sido 

empregado métodos alternativos de recobrimento de membranas utilizando soluções 

contendo um monômero funcional (por exemplo metacrilato ), um iniciador de 

polimerização (por exemplo persulfato de amônio) e um agente cross-linking (acrilamidas, 

metacrilatos ou metileno bisacrilamida), os quais são subseqüentemente polimerizados em 

condições de aquecimento, luz ultravioleta ou radiação y (Zeng e Ruckenstein, 1999). 

A polimerização induzida por radiação é um método efetivo para a introdução na 

superfície de membranas de uma elevada densidade de cadeias poliméricas homogêneas, 

contendo grupos funcionais que, após a ativação, proporcionam a imobilização de uma 

elevada densidade de ligantes. Membranas de polipropileno e polietileno têm sido 

polimerizadas com os monômeros vinil acetato ou 2-hidroxietilmetacrilato, para a 

introdução de grupos trocadores de íons, ou glicidil metacrilato, para a introdução de 

grupos epóxi, os quais permitem a imobilização de grupos trocadores de íons ( dietilamino, 

hidroxietilamino ou ácido sulronico) (Tsuneda etal., 1995a e 1995b), grupos quelato (ácido 

iminodiacético) (lwata et a!., 1991 ), ou grupos hidrofóbicos (fenil, butil, fenilalanina ou 

triptofano) (Kubota et a/., 1997 e Kiyohara et ai., 1997). As membranas resultantes 

apresentaram alta permeabilidade e boa resistência mecânica. Apesar de eficiente, a 

polimerização induzida por radiação é um método economicamente inviável pois exige alto 

consumo de energia, sendo mais adequado o emprego da polimerização induzida por 

radicais livres (Hou et ai., 1989). A polimerização induzida por radicais livres têm sido 

empregada, para aumentar a densidade de grupos funcionais, pela introdução de grupos 

epóxi, e melhorar a resistência mecânica de membranas hidrofilícas de celulose, utilizando 
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glicidil metacrilato como monômero e persulfato de amônio e tiosulfato de sódio como 

catalisadores (Y ang et a!., 1998). 

Além dos aspectos mencionados ac1ma, a suscetibilidade para a aplicação de 

suportes de afinidade em larga escala depende entre outros :futores da avaliação do 

comportamento de adsorção das proteínas nos suportes. Baseado nos princípios de adsorção 

entre a proteína e o ligante imobilizado em um suporte sólido, os pesquisadores têm 

avaliado o desempenho dos sistemas de afinidade através da determinação de parâmetros 

como a capacidade máxima de adsorção e as constantes de adsorção e dessorção do 

complexo proteína-ligante. 

2.5. Determinação de parâmetros de adsorção 

Nos processos de separação por afinidade, um adsorvente contendo um ligante 

imobilizado pode interagir reversivelmente com uma molécula de interesse formando um 

complexo não covalente (exceção na cromatografia covalente). Assumindo que o 

adsorvente tem afinidade por apenas uma espécie do soluto, o equilíbrio pode ser descrito 

pela seguinte equação (Chase, 1984): 

ka 
ligante +proteína complexo proteina-ligante (2.1) 

k.i 

onde ka e k.i são, respectivamente, as constantes cinéticas de adsorção e dessorção do 

complexo proteína-ligante. Estas constantes também representam as contribuições da 

resistência à transferência de massa da :fuse líquida para o sítio de adsorção, resistência à 

difusão nos poros e resistência à reação na superfície, fenômenos que controlam a 

transferência de massa nestes sistemas (Chase, 1984). A equação 2.1 pode ser expressa na 

forma da equação da taxa de variação da quantidade de soluto no adsorvente, obtida pelo 

balanço de massa do soluto na :fuse sólida (equação 2.2). 

dQ/dt = k,C (Qm- Q) - k.,Q (2.2) 
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onde Q é a quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente, C é a 

concentração de soluto livre em solução, Qm é a capacidade máxima do adsorvente e t é o 

tempo_ Esta equação descreve a cinética de adsorção do sistema e permite a determinação 

das constantes cinéticas de adsorção (ka) e dessorção (k.i)-

Nos casos onde a proteína é relativamente pequena e o ligante imobilizado 

facilmente acessível, a dinâmica da adsorção pode ser considerada rápida e condições de 

equilíbrio local podem ser assumidas, transformando a equação 22 como descrito na 

equação 2.3-

dQ = O = kaCeq (Qm- Q) - k.iQ 
dt 

(23) 

Rearranjando a equação 23 obteve-se a equação de Langmuir como descrito a 

segutr: 

Q= (2_4) 

onde Q é a quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente em 

equilíbrio com a quantidade de soluto não adsorvido em solução, C"l é a concentração de 

soluto em equilíbrio na solução e Kd = kJk. é a constante de dissociação da reação em 

equilíbrio_ A determinação dos parâmetros Qm e~ é de grande importância para descrever 

o desempenho do sistema matriz-ligante na adsorção da proteína desejada. 

O modelo de Langmuir (equação 2A) representa um caso simplificado de adsorção 

de proteína, onde são assumidas as seguintes hipóteses: a adsorção é reversível e limitada a 

uma camada, a superficie interna do sólido é homogênea e apresenta um número finito de 

sítios ativos; as moléculas adsorvidas não interagem entre si e não há adsorção competitiva. 

(Finette et ar, 1997)_ 

As isotermas de equilíbrio de adsorção são comumente obtidas através de 

experimentos em batelada (tanques agitados), onde uma quantidade conhecida do 

adsorvente é contactada a soluções com várias concentrações do soluto até ser atingido o 
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equilíbrio entre a concentração de proteína na fase líquida e na fase sólida (adsorvente) 

(Cowan et ai., 1989). 

Nos experimentos de adsorção em tanques agitados, a massa de proteína adsorvida 

na matriz pode ser determinada através da diferença entre as concentrações iniciais e finais 

do sobrenadante (balanço de massa no tanque), resultando na seguinte equação: 

(2.5) 

onde: V é o volume total no tanque; m pode ser a massa ou volume do adsorvente e Co é a 

concentração inicial de proteína em solução. 

As constantes de adsorção e dessorção de proteínas nos adsorventes podem ser 

determinadas através da cinética de adsorção em tanques agitados. Skidmore et al. (1990) 

apresentaram uma expressão para a taxa de variação da concentração de proteína na fase 

líquida com o tempo, utilizando as equações 2.2 e 2.5, resultando em: 

dC/dt = -(k.Qm l])C + k.(Co-C)C + (k.:Ki)(Co-C) (2.6) 

onde: 11 é a razão entre a massa ou o volume do adsorvente e o volume de solução protéica 

no tanque. Neste modelo, a taxa de reação na superficie é considerada baixa em 

comparação com a transferência de massa, de maneira que a concentração de proteína pode 

ser considerada a mesma fora e no interior dos poros da partícula do adsorvente. A solução 

analítica da equação 2.6, apresentada por Skidmore et a/. (1990), es1á descrita na equação 

2.7: 

(2.7) 
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(2.8) 

(2.9) 

As equações matemáticas apresentadas são ajustadas aos dados experimentais e os 

parâmetros determinados estão relacionados às interações envolvidas entre a molécula a ser 

adsorvida, a matriz, o braço espaçador e o ligante, à densidade de ligante imobilizado e às 

condições operacionais. 
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CAPÍTUL03 

MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Materíais 

Epicloridrina, ácido etilenodiamino tetracético (EDTA), imidazol, ácido 

morfolinoetanosulfõnico (Mes), ácido morfolinopropanosulfôníco (Mops), borohídreto de 

sódio (NaBfl4) e acrilamida foram obtidos da Sigma (EUA). Cloreto de 4-vinilbenzil, 

cloreto de metacriloil, hidroxietilmetacrilato (REMA), acetonitrila, metano!, éter, 

trietilamina, a.,a' azoisobutironitrilo (AIBN) e ácido cloridrico foram obtidos da Aldrich 

(EUA). Sulfato de cobre, sulfato de níquel, sulfato de zinco, sulfàto de cobalto, acetato de 

sódio, cloreto de sódio, Tris hidroximetil aminometano (Tris), uréia, ácido iminodiacético 

(IDA), formaldeído a 37% e hidróxido de sódio foram adquiridos da Merck (Alemanha). 

Metilenobisacrilamida, N, N, N', N' tetrametil etilenodiamino (TEMED), dodecilsulfato de 

sódio, ditiotreitol, persulfàto de amônio, azul de bromofenol, 13-mercaptoetanol, gel de 

acrilamida homogêneo 20%, tiras de tampão de SDS ("buffer strip") e marcadores de baixa 

massa molecular foram obtidos da Amersham Biosciences GE (EUA). Carbonato de sódio, 

nitrato de prata, ácido acético, metano! (usado na revelação de gel de eletroforese) e ácido 

cítrico anidro foram obtidos da LabSynth (Brasil). Glutaraldeído foi obtido da Casa da 

Química (Brasil). Foram utilizadas as seguintes proteínas: imunoglobulína G humana (lgG, 

99% de pureza) obtida da Aventis Behring (Alemanha), lisozima (obtida da clara do ovo de 

galinha) (99"/o de pureza) e albumina do soro bovino (BSA, 98% de pureza) obtidas da 

Sigma (EUA). Todas as soluções foram preparadas com água ultrapura obtida do 

equipamento Milli Q (Millipore, EUA). 

Foram utilizados gel Sepharose-IDA-Ni2
+ (doado pelo Laboratoire d'Interactions 

Moléculaires et de Technologie des Séparations (LIMTech.S), Compiegne, França) e 

membranas de fibras ocas de álcool poli( etileno )vinílico (PEVA), modelo EV AL 4A, 
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obtida da Kuraray Co. (Japão). As especificações da membrana estão apresentadas na 

Tabela 3.1. 

Tabela 3.1: Especificações da membrana de PEVA. 

Diâmetro de poro I 
Diâmetro interno da fibra 

Diâmetro externo da fibra 

Área superficial (IJ 

Espessura da parede da 
fibra 

o, o 5 J.l.lil 

200 J.l.lil 

240 J.l.lil 

*Fonte. Kuraray (Japão), exceto para (I) Petsch et a/. (1998). 

Nos experimentos de adsorção e filtração foram utilizadas soluções de pró-insulina 

sulfonada com cauda de poli(histidina) (PIS), doadas pelo Engenheiro Luciano Vilela (na 

Biobrás S.A., hoje na BIOMM, Montes Claros-MG), cujas especificações estão listadas a 

segutr: 

a) Pró-insulina sulfonada purificada por IMAC e por troca iônica e renaturada, tendo 

aproximadamente, segundo o fornecedor, 76% de pró-insulina renaturada (PISR), 

análise por HPLC; 

b) Pró-insulina sulfonada purificada por IMAC em gel Sepharose IDA-Ni2
+ (PIS­

IMAC) tendo, segundo o fornecedor, aproximadamente 84% de PIS, análise por 

SDS-PAGE; 

c) Solução não clarificada (PIS-NC): solução obtida após a solubilização dos corpos 

de inclusão e sulfitólise. Esta solução é constituída de PIS, a qual encontra-se 

solubilizada em tampão de desnaturação (tampão contendo 8 M de uréia) e vários 

outros componentes não divulgados pelo fornecedor. Segundo o fornecedor este 

material tem 35% de PIS, análise por SDS-PAGE; 

d) Solução clarificada (PIS-C): solução obtida a partir da centrifugação da solução não 

clarificada (PIS-NC), a 4000 g durante 30 min (centrífuga Himac CF 15D, Hitachi, 

Japão). 
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3.2. Metodologia 

3.2.1. Ativação das fibras ocas rmamente cortadas e imobilização de agente quelante 

3.2.1.1. Ativação com epicloridrina e imobilização de IDA 

As membranas de fibras ocas de PEV A foram ativadas com epicloridrina de acordo 

com o protocolo descrito por Hemdan e Porath (1985) e Serpa (2002). Inicialmente as 

fibras ocas foram removidas do cartucho comercial de 1 m2 de área e foram finamente 

cortadas em pedaços de tamanho de aproximadamente 3 mm. Em seguida, as membranas, 

embebidas em água, foram desgaseificadas para remover o ar presente nos poros, utilizando 

uma bomba de vácuo e sem filtrá-las, esgotou-se toda a água (virando o frasco). 

Em capela, foi montado o experimento para a ativação, onde um frasco Erlenmeyer 

de 250 mL contendo as fibras (16 g de fibras secas à vácuo) foi colocado em um agitador 

magnético Hitrel HTR 8068, marca IKA (Alemanha). Inicialmente foram adicionados ás 

fibras 5 mL de epicloridrina (agente ativador) e 50 mL de NaOH 2 M contendo 0,266 g de 

NaBH4. Esta suspensão (fibras e solução) foi deixada sob moderada agitação, à temperatura 

de 25°C, durante 15 min. Após este tempo de reação, foram gotejados, simultaneamente, 50 

mL de NaOH e 23,3 mL de epicloridrina, a uma vazão de, respectivamente, 0,27 e 0,13 

mL/min, para evitar o aumento de temperatura durante a reação. A seguir, a suspensão 

(fibras e solução) foi deixada sob agitação por um período de 16 h, tempo suficiente para a 

reação ser completada. Após este período, em capela, as fibras foram lavadas com água 

ultrapura até verificar o mesmo valor de pH para a água ultrapura e para a água de lavagem 

(descarte), indicando que todo o excesso de solução (solução com epicloridrina, NaOH e 

NaBH. com pH em torno de 10,0) foi removido. 

Finalizada a etapa de ativação, o agente quelante IDA foi imobilizado segundo o 

protocolo descrito por Porath e Olin (1983) e Serpa (2002). Inicialmente, foi preparada uma 

solução de IDA dissolvendo-se 26 g deste em 65 mL de NaOH 2M e, a esta solução, foram 

adicionadas pastilhas de NaOH até obter pH l 0,0. Em paralelo, foram preparados 65 mL de 

uma solução de carbonato de sódio 2 M. As soluções de IDA e carbonato foram misturadas 

e a solução resultante foi adicionada às fibras ocas previamente ativadas. Esta suspensão 

(solução e fibras) foi deixada sob agitação a 65°C durante 24 h. Após este tempo, as fibras 

foram lavadas com água ultrapura até verificar o mesmo valor de pH para a água ultrapura 
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e para a água de lavagem (descarte). As reações de ativação e imobilização de IDA estão 

demonstradas na Figura 3.1. O adsorvente obtido foi, então, denominado membranas 

PEVA-IDA. 

o 
+ 1\ 

CICH2 -
Membranas de PEVA Epicloridrina 

OH 0 

O-CH
2
_ü + 

H 

Membranas PEVA-E IDA 

OH 0 

O -CH
2 

__L_j,_ + HCI 

H 

Membranas PEVA-E 

...---cH2coo­
o -CH

2 
-CHOH -CH2 -N 

"--cH2coo-
H 

Membranas PEV A-IDA 

Figura 3.1: Ativação e imobilização do agente quelante IDA em membranas de PEVA 

Estrutura proposta da membrana PEVA-IDA 

3.2.1.2. Síntese do agente quelante ácido vinilbenziliminodiacétíco (VBIDA) 

O ligante VBIDA foi sintetizado segundo o protocolo descrito por Morris et al. 

(1959). Inicialmente, pesou-se 13,3 g de IDA e 6,6 g de NaOH e adicionou-se à I 00 mL de 

metano! e 100 mL de água ultrapura. Esta solução foi deixada sob agitação à temperatura 

de 60°C. A seguir, gotejou-se 7 mL de cloreto de 4-vinilbenzil e adicionou-se 6,6 g de 

NaOH; por fim gotejou-se 7,25 mL de cloreto de 4-vinilbenziL Esta solução foi mantida à 

60°C, sob agitação, durante I h. Em seguida, evaporou-se o metano! em rotavapor e fez-se 

extração misturando a solução com éter (3 estágios) em um funil decantador. A camada 

líquida remanescente obtida após a extração foi ajustada à pH 2,5 com ácido clorídrico 

concentrado formando uma solução branca e densa contendo, além do produto de interesse, 

NaCI. Esta solução foi filtrada em papel de filtro e o sólido foi ressuspenso em metano! e 
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novamente filtrado para a remoção do sal ainda presente. A seguir, o sólido obtido, 

denominado ácido vínilbenziliminodiacético, foi liofilizado e armazenado em geladeira. 

3.2.1.3. Ativação com cloreto de metacriloil e polimerização das fibras ocas para a 

imobilização de VBIDA 

As membranas de fibras ocas de PEV A foram ativadas com cloreto de metacriloil e 

polímerizadas com os monômeros HEMA e VBIDA de acordo com o protocolo 

desenvolvido no Laboratoire de Technologie Enzimatique, França. Inicialmente as fibras 

ocas foram removidas do cartucho comercial de 1 m2 de área e foram finamente cortadas 

em tamanhos de aproximadamente 3 mm. 

Em capela, 1 g de fibras cortadas foram colocadas em um tubo de vidro com tampa 

rosqueada e, a seguir, adicionou-se seqüencialmente 20 mL de acetonitrila, 1 O mL de 

cloreto de metacriloil e 2 mL de trietilamina. A solução contendo as fibras foi sonicada por 

1 O mín (para que a solução de ativação atingisse o interior dos poros da membrana) e, a 

seguir, foi deixada sob agitação, à temperatura ambiente (20 °C), durante 3 h. Após o 

término da reação, as fibras foram lavadas com acetonitrila e armazenadas em uma solução 

de acetonitrila e água ultrapura na proporção 1:1. A estrutura proposta para a reação de 

ativação está representada na Figura 3 .2. 

)ycl OH 

H + o~ + HCI 

H o 
OH O 

Membranas de PEV A Cloreto de metacríloíl PEV A ativada 

Figura 3.2: Reação de ativação das membranas de PEV A. Estrutura proposta para a 

membrana ativada. 
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Para a imobilização do agente quelante VBIDA, as membranas ativadas foram 

polimerizadas com os monômeros HEMA e VBIDA na presença do catalisador AIBN. 

Inicialmente, foi preparada, em um tubo rosqueado, uma solução contendo 8 mmol de 

HEMA, 2 mmol de VBIDA e 0,2 mmol de AIBN para resultar em uma massa total de l g 

de reagentes, dissolvidos em 20 mL de metano! e 2 mL de água ultrapura. Para solubilizar o 

monômero VBIDA foram adicionadas gotas de ácido clorídrico concentrado. A solução 

contendo os monômeros foi borbulhada com nitrogênio por 10 min, a seguir, adicionou-se 

as fibras ativadas e borbulhou-se nitrogênio por 1 O min, sonicou-se por 1 O min e 

borbulhou-se nitrogênio por mais 10 min. O tubo de vidro foi colocado sob o equipamento 

UV - Spectroline model TC 312 A (Fisher Scientific, Alemanha) e as fibras foram 

polimerizadas a 312 nm sob luz ultravioleta durante 4 h. Decorrido o tempo de 

polimerização, a solução foi removida e as fibras foram lavadas exaustivamente com 

metano! e água ultrapura (proporção 10:1), seguido por água ultrapura. Após este 

procedimento, o adsorvente foi denominado membranas PEV A-VBIDA, cuja estrutura 

proposta está representada na Figura 33. 
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OH 
Membrana ativada 

o~ 
OH O 

+N=N+ AIBN 
CN CN 

+ 
+ o- _..---cooH 

~ N'--cooH 
VBIDA 

+ luz ultravioleta 

HEMA OH~O~ 
o 

COOH COOH 

l.) s 
PEVA-VBIDA 

Membranas PEV A 

Figura 3.3: Polimerização e imobilização de VBIDA. Estrutura proposta para as 

membranas PEVA-VBIDA 

35 



Capítulo 3 

Materiais e Métodos 

3.2.2. Ativação das fibras ocas no módulo e imobilização do agente qnelante 

3.2.2.1. Construção do módulo de filtração de membranas de fibras ocas de PEV A 

Foram removidas 200 fibras ocas de PEVA do cartucho comercial modelo EV AL 

4A (Kuraray, Japão) e introduzidas em um tubo de vidro previamente construído contendo 

duas saídas laterais (comprimento igual a 5, 7 em e diâmetro interno igual a I em). As 

extremidades das fibras foram fixadas no tubo de vidro, através de uma resina epóxi. O 

esquema do módulo está representado na Figura 3.4. 

Membranas de fibras 

ocasdePEVA 

t Retentado 

___.Filtrado 

X 

t Alimentação 

Figura 3.4: Esquema do módulo construído de fibras ocas de PEV A 

A área superficial e o volume das membranas contidas no módulo foram 

determinados, respectivamente, através das equações 3.1 e 3 .2. 

onde: 

A= 2nr;LN 

V m= 1t (ro2
- r;

2)LN 

A= área superficial das membranas (valor calculado 71,6 cm2
); 

r;= raio interno das membranas (100 f.UTI); 

L= comprimento das membranas (5,7 em); 

N =número de fibras (200); 

V m= volume das membranas (valor calculado 0,157 cm3
); 

r0 =raio externo das membranas (120 11m). 
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Como no cartucho comercial de PEV A I m2 de área superficial corresponde a 19 g 

de membrana seca, o módulo construído neste trabalho possui aproximadamente 0,13 g de 

membrana seca. 

3.2.2.2. Ativação das membranas de PEV A contidas no módulo com epicloridrina 

Inicialmente, as membranas de PEV A foram lavadas com água ultrapura nos 

seguintes modos operacionais: frontal, lavagem interna, espaço concha e "backflushing" 

(fluxo reverso do permeado), como ilustrado na Figura 3.5. 

X t X t 

... X X 

X X ... 
t t X X 

Frontal 
Espaço Espaço "Bacldlushing" 
interno concha 

Figura 3.5: Modos de lavagem das fibras de PEVA no módulo de filtração. 

Em capela, foi montado o experimento para a ativação das fibras de PEV A contidas 

no módulo como ilustrado na Figura 3.6, segundo procedimento descrito por Serpa (2002). 

Uma solução contendo 5 mL de epicloridrina e 50 mL de NaOH 2 M contendo 0,266 g de 

NaBH,, foi recirculada através das fibras à vazão de 5 mL/min, à temperatura de 25°C, 

durante 15 min. Após este tempo de reação, foram adicionados, simultaneamente, 50 mL de 

NaOH e 23,3 mL de epicloridrina, a uma vazão, de respectivamente, 0,27 e 0,13 mL/min e 

a solução foi recirculada por um período de 8 h. Após este tempo, as fibras foram lavadas 

com água ultrapura seqüencialmente em todos os modos operacionais como ilustrado na 

Figura 3.5, até verificar o mesmo valor de pH para a água ultrapura e para a água de 

lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solução (solução com epicloridrina, 

NaOH e NaBH. com pH em tomo de 1 0,0) foi removido. 
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Reservatório 
de-solução 

/--'-""' 
. ·""'""= ... 

Figura 3.6: Esquema da montagem experimental para a ativação das membranas de PEV A 

contidas no módulo (Serpa, 2002). 

3.2.2.3. Imobilização de IDA nas membranas de PEVA ativadas com epicloridrina 

Após o processo de ativação, seguiu-se a imobilização de IDA como descrito em 

Porath e Olin (1983) e Serpa (2002). Preparou-se uma solução contendo 26 g de IDA e 65 

mL de NaOH 2M e à esta solução foram adicionadas pastilhas de NaOH até obter pH 1 0,0. 

Em paralelo, foram preparados 65 mL de uma solução de carbonato de sódio 2 M. As 

soluções de IDA e carbonato foram misturadas, mantidas sob agitação a 65°C e 

recirculadas no módulo durante 24 h, como esquematizado na Figura 3.6. 

Após este procedimento as fibras foram lavadas com água ultrapura 

seqüencialmente em todos os modos operacionais como ilustrado na Figura 3.5, até 

verificar o mesmo valor de pH para a água ultrapura e para a água de lavagem (descarte). 

3.2.3. Determinação da densidade de ligantes imobilizados 

3.2.3.1. Determinação da densidade de ligantes imobilizados nas fibras cortadas 

O experimento de determinação da densidade de ligantes imobilizados consistiu em 

alimentar até a saturação uma solução 50 mM de sulfàto de cobre ou sulfàto de níquel (até a 

concentração do metal na saída da coluna atingir a concentração de alimentação) a uma 

coluna cromatográfica contendo 5 mL de membranas de fibras ocas PEVA-IDA ou 3,5 mL 
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de PEVA-VBIDA finamente cortadas, a uma vazão de l mL/min (Johhson etal., 1996). 

Após este procedimento, a coluna foi lavada, inicialmente, com água ultrapura, seguido por 

tampão acetato de sódio 25 mM pH 4,0 contendo l M de NaCl, para remover íons 

metálicos fracamente adsorvidos e, novamente, com água ultrapura. Cada etapa de lavagem 

foi monitorada por espectrofotometria (a 730 ou 384 nm, respectivamente, para os íons 

cobre e níquel) e somente finalizada após a obtenção de absorbância zero no comprimento 

de onda empregado, indicando que todo o metal fracamente adsorvido foi removido. A 

seguir, os íons níquel ou cobre imobilizados foram eluídos com solução de EDT A 50 mM 

pH 8,0. Por fim, a coluna foi lavada com água ultrapura para a remoção do excesso de 

EDTA A densidade de íons metálicos imobilizados nas membranas (PEVA-IDA e PEV A­

VBIDA) foi determinada em função de análises das frações de dessorção (solução EDTA­

metal) por espectrofotometria UV-VJS (Johnson et al., 1996; Liu et al., 2003; Wu et al., 

2003 e Camperi et ai., 2004), em espectrofotômetro DU 650 (Beckman, EUA) à 730 e 384 

nm, respectivamente, para a determinação de íons cobre e níqueL Vários pesquisadores 

(Belew e Porath, 1990; Beeskow et al., 1995; Liesiene et a!, 1997; Wu et a/., 2003 e 

Denizli et a/., 2003) têm também determinado a densidade de metal em géis contendo 

agentes quelantes imobilizados, através da técnica de espectrometria de absorção atômica. 

Para fins de comparação, as frações de dessorção (solução EDTA-metal) das membranas 

PEVA-IDA foram também analisadas no Instituto de Química da UNICAMP por 

espectrometria de emissão ótica por plasma de argônio indutivamente acoplado (lCP) 

(Perkin Ehner - Optima 3000 DV, EUA). O procedimento consistiu inicialmente na 

acidificação das soluções (EDT A-metal) com ácido nítrico e clorídrico, seguido pela 

análise dos metais no espectrômetro de emissão, utilizando uma curva de calibração obtida 

a partir de soluções padrões de níquel e cobre (padrões NIST - "National Institute of 

Standards and Technology"). Todos os experimentos foram realizados em duplicata. 

3.2.3.2. Determinação da densidade de ligantes imobilizados nas fibras ocas contidas 

no módnlo 

A densidade de ligantes IDA imobilizada foi avaliada através da determinação da 

quantidade de metal quelatado nas membranas. O experimento consistiu em bombear uma 

solução de sulfato de cobre 50 mM a uma vazão de 1 mL/min, até que a absorbância a 730 
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nm da solução de cobre na saída fosse igual a absorbância da solução de cobre na entrada 

(saturação de metal na coluna). Após este procedimento o módulo foi lavado com água 

ultrapura seqüencialmente em todos os modos de filtração (segundo o esquema da Figura 

3.5). O tampão acetato de sódio 25 mM pH 4,0 contendo l M de NaCl foi utilizado na 

lavagem "backflushing" para remover o metal fracamente quelatado. Em seguida, uma 

solução de EDTA 50 mM pH 8,0 foi passada através do módulo (em modo "backflushing") 

para a remoção do cobre quelatado pelo ligante IDA (Serpa, 2002). As frações de dessorção 

foram coletadas e analisadas a 730 nm em espectrofotômetro DU 650 (Beckman, 

Alemanha) e a densidade de íons cobre foi determinada utilizando um coeficiente de 

extinção previamente determinado (0,0927 cm2img). Por fim o módulo foi lavado com água 

ultrapura para a remoção do EDTA 

3.2.4. Determinação de proteína total 

A proteína total presente nas amostras foi quantificada através do método 

colorimétrico empregando o corante "comassie blue" segundo Bradford (1976). Albumina 

do soro bovino (BSA) foi utilizada como proteína de referência. 

3.2.5. Adsorção de PISR em membranas PEVA-IDA-Me2
+ 

Nestes experimentos foi verificada a adsorção de PISR em membranas PEV A-IDA­

Me2+ com o objetivo de selecionar, dentre os íons metálicos cobre, níquel, zinco e cobalto, 

aquele que apresentasse maior capacidade para adsorção da proteína de interesse. 

Uma coluna cromatográfica contendo 5 mL de membranas PEVA-IDA finamente 

cortadas foi alimentada com uma solução a 50 mM de sulfuto de cobre, níquel, zinco ou 

cobalto, a uma vazão de 0,7 mL/min, até a saturação (quando a concentração de metal na 

saída da coluna fosse igual a concentração de metal na entrada). Em seguida, o adsorvente 

foi lavado com água ultrapura, seguido por um tampão de baixo pH (tampão acetato de 

sódio 25 mM pH 4,0 contendo 1 M de NaCI) e água ultrapura para a remoção do metal 

fracamente adsorvido. Após este procedimento, o adsorvente foi equilibrado com o tampão 

Tris-HC130 mMpH 7,5 (tampão A) a urna vazão de 0,7 mL/min. 

Foi preparada uma solução de PISR (concentração de 5,5 a 6,0 mgimL), em tampão 

Tris-HCL 30 mMpH 7,5 contendo 0,5 M de NaCI e 7,5 M de uréia (tampão de adsorção), e 
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alimentou-se a coluna (em fluxo ascendente) com uma massa de proteína entre 15 e 18 mg, 

a uma vazão de 0,5 mL/min. A seguir, a coluna foi lavada seqüencialmente com o tampão 

A contendo 0,02 M de imidazol, tampão A e tampão A contendo 6 M de uréia, para 

remover as proteínas não adsorvidas. A proteína adsorvida foi eluída com o tampão A 

contendo 6 M de uréia e 0,1 M de imidazol. Por fim, o adsorvente foi regenerado com uma 

solução de EDT A 50 mM pH 8,0. 

As amostras das etapas de adsorção e eluição foram coletadas em frações 

individuais de 2 mL e a absorbância foi medida a 280 nm em espectrofotômetro DU 650 

(Beckman, EUA), utilizando um coeficiente de extinção determinado para a PISR 

equivalente a 0,399 cm2/mg. As frações individuais da etapa de regeneração dos suportes 

contendo cobre, níquel e cobalto foram analisadas pelo método de Bradford, devido ao fato 

do complexo EDTA-Me2+ apresentar um pico de absorção a 280 nm. As frações individuais 

da etapa de regeneração do suporte contendo zinco foram analisadas a 280 nm, pelo fato do 

complexo EDTA-Zn2
+ não ser absorvido neste comprimento de onda. 

3.2.6. Experimentos cromatográficos em PEVA-IDA-Me2+, PEVA-VBIDA-Me2+ e 

Sepharose-IDA-Nf+ 

3.2.6.1. Adsorção de PIS a partir de soluções clarificada e não clarificada 

Estes experimentos foram realizados em colunas cromatográficas contendo de 3,5 

a 5,0 mL de adsorvente, previamente equilibrados com tampão Tris-HCI 30 mM pH 7,5 

(Tampão A), com o objetivo de avaliar o desempenho de membranas PEV A-IDA-Me2
+ e 

PEV A-VBIDA-Me2
+ (sendo Mé+ os íons níquel ou cobre) para a adsorção de pró-insulina 

sulfonada a partir das soluções clarificada e não clarificada. A quantidade de proteína total 

injetada nas colunas foi calculada proporcional ao volume de leito. As soluções de PIS-NC 

e PIS-C foram preparadas, em diferentes concentrações, na proporção I: 1 no tampão Tris­

HCl 30 mM pH 7,5 contendo 0,5 M de NaCI e 7,5 M de uréia (tampão de adsorção). As 

amostras de PIS-NC (concentração entre 4,0 e 5,0 mg/mL) foram alimentadas, em termos 

de proteína total, nas quantidades de 92,0 mg, 99,0 mg e 70,0 mg, e as amostras de PIS-C 

(concentração em tomo de 3,5 mg/mL), nas quantidades de 70,0 mg, 68,0 mg e 54,4 mg, 

respectivamente, em membranas finamente cortadas de PEVA-IDA-Cu2
+, PEVA-IDA-Ni2

+ 

41 



Capítulo 3 

Materíais e Métodos 

e PEVA-VBIDA-Ni2
+ Para fins de comparação, foi realizado um experimento de adsorção 

de PIS a partir de solução PIS-C (concentração em tomo de 3,5 mg/rnL) em gel Sepharose­

IDA-N?+, alimentando-se 70 mg de proteína totaL As soluções (PIS-NC ou PIS-C) foram 

alimentadas na coluna a uma vazão de 0,5 mL/mín. As proteínas não adsorvídas pelos 

suportes foram removidas através da lavagem seqüencial com tampão A contendo 0,02 M 

de imidazol, tampão A e, finalmente, tampão A contendo 6 M de uréia. A dessorção de 

proteínas foi realizada, seqüencialmente, com o tampão A contendo 50 mM de Na C!, 6 M 

de uréia e 0,1 M de imidazol e tampão A contendo 50 mM de NaCI, 6 M de uréia e 0,3 M 

de imidazol. Os adsorventes foram regenerados com solução de EDTA 50 mM pH 8,0. 

Durante as cromatografias foram coletadas frações individuais de 2,0 , 1,2 e l ,5 

rnL das etapas de adsorção, eluição e regeneração, respectivamente, para serem analisadas 

pelo método de Bradford, eletroforese SDS-PAGE e por HPLC. 

3.2.6.2. Adsorção de proteínas altamente purificadas: Imunoglobnlína G humana, 

Iisozima, albumína do soro bovíno e pró-insulina sulfouada recombínante 

Estes experimentos foram realizados com o objetivo de avaliar o desempenho de 

membranas PEVA-IDA-Me2+ e PEVA-VBIDA-Me2+ (sendo Mé+ os íons níquel ou cobre), 

para a adsorção das seguintes proteínas de diferentes massas moleculares: imunoglobulina 

G humana (IgG, 150 kDa), lisozima (14,3 kDa) e albumina do soro bovino (BSA, 65 kDa). 

Visou-se comparar a capacidade destes adsorventes para adsorção destas proteínas com a 

capacidade de adsorverem pró-insulina sulfonada recombinante (9,5 kDa). 

Uma coluna cromatográfica contendo 3,5 rnL de membranas finamente cortadas 

PEVA-IDA-Me2
+ ou PEVA-VBIDA- Mez;. foi equilibrada com o tampão MMA (Mes, 

Mops e Acetato) 50 mM pH 7,0 contendo 1 M de NaCI ou tampão Tris-HCI 30 mM pH 

7,5, conforme o experimento, a uma vazão de 0,7 mL/min. Foram preparadas soluções 

protéicas de IgG e BSA na concentração de 5,0 mg/rnL e solução de lisozima, na 

concentração de 1,0 mg/mL, em tampão MMA 50 mM pH 7,0 contendo 1 M de NaCL A 

solução PIS-lMAC foi preparada na concentração de 5,0 mg/mL no tampão Tris-HCl 30 

mM pH 7,5 contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia. A coluna foi alimentada com 2 rnL 

das soluções de IgG, BSA ou PIS-IMAC ou com 5 rnL da solução de lisozíma, a uma vazão 

de 0,5 rnL/min. A seguir, para a remoção das proteínas não adsorvidas, a coluna foi lavada 
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com o tampão MMA 50 mM pH 7,0 contendo 1 M de NaCI e as proteínas adsorvidas foram 

eluídas com o tampão MMA 50 mM pH 4,0 contendo 1 M de NaCL Nos experimentos com 

solução PIS-IMAC, as etapas de lavagem e eluição foram efetuadas como descrito 

anteriormente para as soluções clarificada e não clarificada (item 3.2.6.1). A regeneração 

das membranas foi feita com EDTA 200 mM pH 8,0. Durante as cromatografias, foram 

coletadas frações índividuais de 2,0 mL das etapas de adsorção, eluição e regeneração_ As 

frações geradas nas cromatografias de IgG, BSA e PIS foram analisadas pelo método de 

Bradford, utilizando BSA como proteína de referência e as frações das cromatografias com 

lisozima foram analisadas a 280 nm, utilizando o coeficiente de extinção de 3,04 cm2/mg, 

previamente determinado_ As frações cromatográficas foram também monitoradas a 384 

nm e 730 nm para verificar se houve o desprendimento, respectivamente, dos íons níquel e 

cobre. 

3.2.7. Análise de equilíbrio de adsorção em tanques agitados: Determinação da 

isoterma de adsorção de pró-insulina 

O experimento para a obtenção da isoterma de adsorção de pró-insulina sulfonada 

em membranas PEVA-IDA-Ni2
+ foi realizado, três vezes em duplicata, à temperatura de 

25°C, utilizando tubos Eppendorf contendo membranas finamente cortadas. 

O procedimento experimental consistiu inicialmente em determinar o tempo de 

equilíbrio (tempo a partir do qual a concentração de soluto permaneceu constante no 

sobrenadante) entre a proteína e o adsorvente_ Em um Eppendorfcontendo 100 mg úmida 

de fibras cortadas PEVA-IDA-Ni2
+, previamente equilibradas com Tris-HCl 30 mM pH 

7,5, foi adicionado 1 mL da solução PIS-IMAC na concentração de 1,0 mg/mL em tampão 

Tris-HCI30 mM contendo 0,5 M de NaCI e 7,5 M de uréia (tampão de adsorção) e este foi 

deixado sob agitação por um período de 3 h_ A seguir, para a obtenção da isoterma de 

adsorção foram preparadas soluções de PIS-IMAC no tampão de adsorção em diferentes 

concentrações variando entre 0,45 e 10,0 mg/mL Em seguida 1,0 mL de cada solução foi 

adicionada à 100 mg do adsorvente (correspondente a 19,4 mg de membrana seca), 

previamente equilibrado com Tris-HCI30 mM pH 7,5. Os tubos Eppendorfforam deixados 

sob agitação durante 3 h, tempo suficiente para que o equilíbrio fosse atingido (Figura 3 .7). 
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Solução protéica e 

~~)?\?fit~~~M=em=brana PEVA-IDA-Ni
2
+ 

Rotor de bomba peristáltica 

Figura 3.7: Esquema experimental para a obtenção da cinética e isoterma de adsorção 

(Figura adaptada de Lucena, 1999). 

Atingido o equilíbrio, a densidade ótica dos sobrenadantes foi medida a 280 nm no 

espectrofotômetro DU 650 (Beckman, Alemanha) para determinar a concentração de 

proteína não adsorvida (Ceq) pelo suporte (utilizando um coeficiente de extinção a 280 nm 

para a PIS-IMAC previamente determinado igual a 0,47 cm2/mg). A quantidade de proteína 

adsorvida por grama de adsorvente seco (Q) foi calculada usando a equação 2.5 do item 2.5 

da "Revisão Bibliográfica". 

O modelo de Langmuir foi ajustado aos valores calculados de Q e aos valores 

experimentais obtidos para Ceq, através da equação 2.4 do item 2.5 da "Revisão 

Bibliográfica", com a finalidade de determinar a quantidade máxima de proteína adsorvida 

(Qm) e a constante de dissociação do complexo PIS-IDA-Ni2+ (K.J). 

3.2.8. Cinética de adsorção de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni2+ 

O experimento para a determinação da cinética de adsorção de PIS em membranas 

PEVA-IDA-Ni2
+ foi realizado em tanques agitados, utilizando tubos Eppendorf contendo 

100 mg de massa úmida de membranas finamente cortadas (correspondente à 19,4 mg de 

membrana seca), previamente equilibradas com tampão Tris-HCI 30 mM pH 7,5, como 

ilustrado na Figura 3.7. Para estes experimentos foram preparadas amostras de PIS-IMAC 

no tampão Tris-HCI 30 mM pH 7,5 contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia (tampão de 

adsorção), nas concentrações de 1,0, 5,0 e 9,0 mg/mL. Para cada concentração de proteína 

foi adicionado 1 ,O mL de solução aos tubos contendo o adsorvente e, em seguida, estes 

foram colocados sob agitação. Decorrido os tempos de contato adsorvente-solução PIS-
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IMAC de I, 2,5, 5, 8, 10, 20, 30, 60, 120 e 180 min, o sobrenadante de cada tubo era 

removido e a concentração de PIS-IMAC não adsorvida pelo suporte foi determinada 

através da análise do sobrenadante recolhido a 280 nm em espectrofotômetro DU 650 

(Beckman, EUA). Foi determinado previamente um coeficiente de extinção a 280 nm para 

a PIS-IMAC equivalente a 0,47 cm2/mg. 

A constante de adsorção para a formação do complexo PIS-metal foi determinada 

através da solução analítica desenvolvida por Skidmore et a!. (1990) (equações 2. 7 a 2.9 do 

item 2.5 da "Revisão Bibliográfica") para a expressão da taxa de variação da concentração 

de proteína na fuse líquida com o tempo, e a constante de dessorção foi calculada a partir da 

equação Ko = k!lka, utilizando o valor de Ko determinado no item 3.2.7. 

3.2.9. Experimentos de filtração no módulo PEVA-IDA-Ne+ 

3.2.9.1. Seleção do modo operacional 

O módulo contendo as fibras foi carregado com o íon níquel alimentando-o em 

modo frontal, até a saturação, com uma solução de sulfuto de níquel 50 mM. Em seguida 

efetuou-se a lavagem com água ultrapura em todos os modos de filtração, como 

esquematizado na Figura 3.5, e lavagem "back:flushing" com tampão acetato de sódio 25 

mM pH 4,0 contendo 1 M de NaCI para a remoção dos íons metálicos fracamente 

adsorvidos. 

Com a finalidade de selecionar as melhores condições para a filtração de PIS no 

módulo PEVA-IDA-Ni2
+, foram realizados os seguintes experimentos (a) filtração em 

modo frontal da solução de alimentação até atingir a saturação; b) filtração em modo 

tangencial da solução de alimentação até a saturação sem recirculação do retentado e do 

filtrado; c) filtração em modo tangencial com recirculação do retentado e do filtrado ao 

reservatório de alimentação por um período de 1 h; d) filtração em modo tangencial da 

solução de alimentação com recirculação do retentado até o volume de alimentação atingir 

10 mL (para obter o tempo de recirculação de 2 h). Em todos os experimentos foi utilizado 

volume inicial de alimentação de 60 mL. 

As fibras foram equilibradas em modo tangencial ou frontal (dependendo do 

experimento) a uma vazão de 0,7 mL/min com tampão Tris-HCl 30 mM pH 7,5. Foi 

preparada uma solução de PIS-C de 60 mL (na concentração de 3,1 a 3,3 mg/mL) diluída 

45 



Capítulo 3 

Materiais e Métodos 

l :1 em tampão Tris HCI 30 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCI. Para as 

filtrações em modo tangencial a solução protéica foi alimentada a 0,7 mL/min, mantendo-se 

constante a razão vazão de filtrado por vazão de alimentação (QIQi) igual a 0,7, através de 

duas bombas peristálticas, como ilustrado na Figura 3.8a. Para a filtração em modo frontal 

esta solução foi alimentada a 0,5 mL/min, como demonstrado na Figura 3.8b. Durante toda 

a alimentação o filtrado foi monitorado a 280 nm, através do detector UV. 

(a) (b) (c) 

X 

3 
3 

X 
X 

2 

Figura 3.8: Esquema da montagem do experimento de filtração (Serpa, 2002): (a) etapa de 

alimentação em modo tangencial; (b) etapa de alimentação em modo frontal e (c) etapa de 

eluição e regeneração. (1) reservatório de solução; (2) bomba peristáltica; (3) módulo de 

filtração; (4) detector UV (medidor de absorbância a 280 nm); (5) coletor de frações e (6) 

registrador. 

Uma vez fixada a vazão do filtrado, pode-se calcular o tempo de residência da 

proteína dentro dos poros da membrana (no módulo) através da seguinte equação (Klein, 

1991): 

tR =V;/Qr (3.3) 

onde: 
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ta = tempo de residência; 

V;= volume intersticial das membranas (corresponde a 70% do volume total da membrana 

(0,157 cm3)= 0,118 cm3
); 

Qr= vazão do filtrado (0,5 mL!min ou 0,3 mL/min). 

Após a alimentação, as proteínas não adsorvidas foram removidas do módulo 

através da lavagem em todos os modos de filtração (Figura 3.5) com o tampão Tris-HCI30 

rnM pH 7,5 contendo 0,02 M de imidazol, e em modo "backflushing", seqúencialmente, 

com os tampões Tris-HCI 30 rnM pH 7,5 e tampão Tris-HCI 30 rnM pH 7,5 contendo 6 M 

de uréia. A seguir, todo o tampão contido no espaço concha foi removido, para evitar que 

durante a etapa de eluição das proteínas adsorvidas, houvesse a diluição das mesmas. A 

etapa de eluição foi realizada em modo "backflushing", como esquematizado na Figura 

3.8c, a 0,5 mL/min utilizando seqúencialmente os tampões Tris-HCl 30 rnM pH 7,5 

contendo 50 mM de NaCI, 6 M de uréia e 0,1 M de imidazol e Trís-HCI 30 mM pH 7,5 

contendo 50 mM de NaCI, 6 M de uréia e 0,3 M de ímidazol. Frações de todas as etapas de 

filtração foram coletadas em volumes de 1 ,O mL e o conteúdo de proteína total e pró­

insulina sulfonada foi analisado pelos métodos de Bradford e por HPLC, respectivamente. 

Por fim, o módulo foi regenerado em modo "backflushing" com solução de EDT A 50 mM 

pH8,0. 

3.2.9.1. Determinação das cnrvas de ruptura 

A seguir, foram determinadas as curvas de ruptura e a capacidade dinâmica das 

membranas no módulo para adsorção de PIS a partir das soluções PIS-IMAC, PIS-NC e 

PIS-C. Foi preparada urna solução de PIS de 60 mL (PISIIMAC na concentração de 3,0 e 

2,5 mg/mL, PIS-C na concentração de 3,3 mg/mL ou PIS-NC na concentração de 3,5 

mg/mL) diluída 1:1 em tampão Tris HCI 30 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M 

de NaCL A solução de PIS foi alimentada a uma vazão de 0,7 mL/min, em modo tangencíal 

com recirculação do retentado até o volume de alimentação atingir 1 O mL (mantendo-se 

constante a razão vazão de filtrado por vazão de alimentação (Q/Q;) igual a 0,7). As curvas 

de ruptura foram obtidas através das análises quantitativas (pelo método de Bradford) e 

qualitativas (por eletroforese SDS-PAGE) das frações do filtrado, coletadas em volumes de 
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2,0 mL, durante a alimentação da solução protéica. Após a alimentação, com o intuito de 

determinar a capacidade dinâmica do módulo, as proteínas nâo adsorvidas e adsorvidas nas 

membranas foram removidas, respectivamente, nas etapas de lavagem e eluíção, segundo o 

procedimento descrito para os experimentos de filtração. As frações de todas as etapas de 

filtração foram coletadas em volumes de 1 ,O mL e analisadas pelo método de Bradford, 

eletroforese SDS-PAGE e por HPLC. As frações de eluição foram concentradas em filtros 

para centrífuga do tipo Centricon, de tamanho nominal de corte de 10.000 e 3.000 Daltons 

(Millipore, EUA), para serem quantificados seus conteúdos de pró-insulina sulfonada por 

HPLC. 

Para avaliar o efeito do tempo de residência no desempenho do módulo foram 

realizados também experimentos de filtração da solução PIS-C (concentração de 3,4 a 3,6 

mg/mL), nas mesmas condições descritas acima, para os modos tangencial (mantendo-se a 

razão vazão de filtrado por vazão de alimentação (Qii'Qi) igual a 0,7) e frontal empregando 

vazões de alimentação de, respectivamente, 0,43 e 0,3 mL/min. 

3.2.10. Determinação de pró-insulina recombinante sulfonada (PIS) por 

cromatograf'm líquida de alta eficiência (HPLC) (modificado da BIOMM, Montes 

Claros,MG) 

As frações de lavagem e eluição obtidas durante os experimentos crornatográficos 

e de filtração foram analisadas, para quantificação de PIS, em um sistema HPLC da Waters 

(EUA), constituído de um sistema de bombas binário modelo 1525, detector de absorbância 

modelo 2487 e um computador Compaq com software Breeze versão 3.20. Foi utilizada 

uma coluna trocadora de ânions (contendo como grupo trocador de ânions o quaternário de 

amônio) Mono-Q HR 5/5 (Amersham Biosciences, EUA), de volume de leito de 1,0 mL, 

constituída de resina hidrofilica de poliéter com tamanho médio de partículas de 1 O flill. As 

análises foram realizadas a 29 °C, à uma vazão de 1,0 mL/min, com volume de injeção de 

20 ~1. As amostras foram previamente filtradas em filtros PVDF-Míllex-HV (Míllipore, 

EUA) de diâmetro de poro de 0,45 flill. A eluíção das proteínas foi realizada em um 

gradiente descontínuo utilizando como fase móvel A, o tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0 

contendo 6 M de uréia e como fase móvel B, o tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0 contendo 6 

M de uréia e 1 M de NaCI. O gradiente foi realizado empregando as seguintes proporções 
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da fase móvel B na fase móvel A: 0-50% em 9 min, 50-800/o em 3 min, 80% por 2 min, 80-

81% em 1 min, 81% por 1 min, 81-100% em I mine 100% por 2 min, reequilibrando a 

coluna com 100 %da fuse móvel A por 1 O min. Durante as análises a proteína foi detectada 

pelo equipamento no comprimento de onda de 280 nm. 

3.2.11. Eletroforese SDS-PAGE 

As proteínas adsorvidas e não adsorvidas durante os experimentos cromatográficos 

e de filtração utilizando amostras clarificadas e não clarificadas foram analisadas por 

eletroforese (SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida, sob condições desnaturantes e 

redutoras, na presença de dodecilsulfato de sódio e 13-mercaptoetanol. 

A eletroforese SDS-PAGE, realizada no equipamento Mini Protein II Eletrophoresis 

Cell (Bio Rad, EUA), consistiu inicialmente na preparação de um gel de poliacrilamida 

(30% de acrilamida e 2,7% de bisacrilamida) na concentração de 15%. As amostras 

protéicas foram desnaturadas com solução de dodecilsulfato de sódio (SDS) a 10%, 13-

mercaptoetanol a 1% e aquecimento a 100 °C por 8 min. A separação das proteínas no gel 

foi obtida em cuba vertical com voltagem constante de 200 V. Ao término da eletroforese, 

as proteínas foram visualizadas pela coloração do gel com nitrato de prata (Morrissey, 

1981 ), fixando-se, inicialmente, o gel em solução aquosa contendo 400/o de metano! e 10% 

de ácido acético, mantendo, sob agitação, por um período de 30 min. Em seguida, o gel foi 

colocado em uma solução aquosa com 5% de metano! e 7% de ácido acético e mantido, sob 

agitação, durante 30 min. Após este tempo, o gel foi colocado em uma solução aquosa com 

10% de glutaraldeído, permanecendo em contato com esta solução por 30 min. O gel foi, 

então, lavado com água destilada e adicionou-se uma solução de ditiotreitol a uma 

concentração de 5 mg/mL, mantendo-se, sob agitação, durante 30 min. Em seguida, 

adicionou-se uma solução a 0,1% de nitrato de prata, a qual foi mantida em contato com o 

gel por 30 min. O gel, após este procedimento, foi lavado com água destilada e duas vezes 

com o revelador (50 ~-ti de formaldeído a 37% em 100 mL de carbonato de sódio a 3%). Em 

seguida, adicionou-se um volume de revelador suficiente para cobrir o gel e agitou-se até a 

visualização completa das bandas de proteínas no gel. A revelação foi finalizada ao 

adicionar uma solução de ácido cítrico 2,3 mol/1, a qual foi mantida, sob agitação, por 1 O 

min. Lavou-se o gel 3 vezes com água destilada por 30 min. O gel foi estocado em 0,03% 
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de carbonato de sódio e posteriormente guardado a seco em celofane. Para fins de 

comparação, algumas amostras foram analisadas por eletroforese SDS-P AGE no 

equipamento Phast System (Pharmacia, EUA), sob condições desnaturantes e redutoras, 

utilizando gel de acrilarnida homogêneo a 20%, o qual permite a visualização de proteínas 

de massa molecular entre 2 e !50 kDa. A coloração do gel foi feita com nitrato de prata, 

segundo procedimento descrito no manual do equipamento. 

Em todas as eletroforeses realizadas foram utilizados os seguintes marcadores de 

massa molecular (Amersham Biosciences, EUA): fosforilase b (97 kDa), albumina (65 

kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e 

a-lactoalbumina (14,4 kDa). 
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CAPÍTUL04 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Eletroforese SDS-PAGE das amostras de pró-insulina humana recombinante 

Para o desenvolvimento deste trabalho de pesquisa, foram doadas pela BIOMM, 

algumas amostras provenientes de diferentes etapas do processo de produção de pró­

insulina humana recombinante. Com a finalidade de avaliar qualitativamente estas amostras 

foi realizada eletroforese SDS-PAGE empregando gel de poliacrilamida a 15%, para 

identificar a presença de pró-insulina e de outras proteínas nas amostras. O resultado desta 

análise pode ser visualizado na Figura 4.1. 

F oi verificado que todas as amostras contém a pró-insulina, cuja massa molecular, 

segundo a literatura (Ashcroft e Ashcroft, 1992), é de aproximadamente 9,5 kDa. Segundo 

o fornecedor, a banda correspondente a pró-insulina é constituída de pró-insulina sulfonada 

e não sulfonada. A amostra de PISR (Faixa 2), por ser constituída praticamente de pró­

insulina, foi utilizada nos experimentos de adsorção em membranas-IDA-Mé+ finamente 

cortadas com a finalidade de avaliar o perfil de eluição da proteína e selecionar o metal que 

apresentasse a maior capacidade de adsorção. A amostra de PIS-IMAC (Faixa 3), também 

por ser constituída quase que totalmente de pró-insulina e por estar disponível em maior 

quantidade, foi utilizada como proteina padrão nas análises por HPLC e nos experimentos 

para determinação da isoterma de adsorção e parâmetros cinéticos. As amostras de PIS-NC 

e PIS-C (Faixas 4 e 7, respectivamente) foram utilizadas como soluções de alimentação, 

por serem o objeto de purificação deste trabalho. 
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kDa 

PIS PIS 

1 2 3 4 5 6 7 

Figura 4.1: Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 15%. Revelação com 

nitrato de prata. Amostras nas condições desnaturantes e redutoras. Faixas 1, 5 e 6: 

marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixa 2: PISR Faixa 3: 

PIS-IMAC. Faixa 4: PIS-NC. Faixa 7: PIS-C. 

4.2. Membranas de PEV A fmamente cortadas: Ativação, imobiliLação de IDA e 

determíuação da densidade de ligantes 

As membranas de PEV A são constituídas de 70"/o de grupamentos hidrofilicos 

(álcool vinílíco) e 30% de grupamentos hidrofóbicos (etileno) (Sakurada et al., 1987), 

portanto, apresentam em sua estrutura grupamentos hidroxílas que permitem a ativação por 

vários reagentes, dentre eles, aqueles que apresentam grupamentos epóxído, como a 

epícloridrina, resultando em urna ligação éter com a matriz. A introdução de grupos epóxi 

na membrana permite a imobilização de ligantes, como o agente quelante IDA através da 

ligação covalente entre o grupamento epóxído e o grupamento arnina deste ligante. A 

ativação das membranas de PEV A foi realizada de acordo com Serpa (2002), entretanto, 

este método está sujeito a ocorrência de reações paralelas, tais como hidrólise dos grupos 

epóxí ou reações entre os grupos hidroxilas remanescentes provocando cross-linking, as 

quais têm sido previstas por Scoble e Scopes (19%) durante a ativação de géis de agarose. 
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A eficiência da imobilização do agente quelante IDA na membrana de PEV A foi 

medida através da determinação da densidade de metal quelatado. A densidade dos metais 

cobre e níquel imobilizados nas membranas derivatizadas foi medida através de 

espectrofotometria UV-VIS e espectrometria de emissão ótica por plasma com acoplamento 

induzido (ICP), como descrito no item 3.2.3.1 de "Materiais e Métodos". Os valores 

obtidos para cada metal, bem como alguns valores de densidades de ligantes obtidos na 

literatura, utilizando géis de agarose, estão dispostos na Tabela 4.1. 

Tabela 4.1: Valores de densidade de ligantes utilizando membranas de PEVA e géis de 

agarose com IDA imobilizado. 

Densidade de ligantes Método de 
Tipo de Matriz ú.tmol/g suporte seco)C'l quantificação do Referência 

Cu2+ Nf+ metal 

Membranas PEVA 40 29 espectrometria de Este trabalho 
emissão ótica 

Membranas PEV A 40 37 Espectrofotometria Este trabalho 
UV-VIS 

Chelating Superose 45 espectrometria de Be1ew e Porath 
(i) absorção atômica (!990) 

Chelating Superose 
90 

espectrometria de Belew e Porath 
(ü) absorção atômica (1990) 

Chelating Superose 126 espectrometria de Be1ew e Porath 
(üi) absorção atômica (1990) 

Chelating Sepharose 93 Espectrofotometria Be1ew et ai. (1987) 
Fast Flow lN-VTS 

Agarose 60 Não consta Porathetal. (1975) 

Sepharose 6B 49 47 espectrometria de Smith et al. (1988) absorção atômica 

Sepharose 6B 35 (2) Não consta Porath e Olin (1983) 

01 Utilizando a correlação: 3 mL de agarose- l g de gel seco e 1 mL de membrana- 0,25 g de membrana 
seca. 
121 Valores dados em Jl!IlO] de Ni2+/g úmido de geL (i), (ri) e (iii) indicam diferentes géis de Chelating 
Superose. 

Comparando-se os valores obtidos neste trabalho com os encontrados na literatura, 

observou-se que os valores de densidade de metal imobilizados nas membranas de PEV A, 

em relação a massa seca, são próximos a alguns valores encontrados para os géis de 

agarose, tradicionalmente utilizados em IMAC, com exceção da densidade obtida no gel 
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Chelating Superose por Belew e Porath (1990) (126 1-lmol/g de suporte seco). Tal 

observação, comprovou a eficiência dos métodos de ativação e imobilização de IDA 

(desenvolvidos para a modificação de géis de agarose) para a preparação de adsorventes 

IMAC baseados em membranas poliméricas como suporte. 

A variação encontrada nos valores de densidade de ligantes, mesmo entre os da 

literatura, ocorre possivelmente devido a dois futores: 1) método utilizado na quantificação 

do metal (espectrofotometria UV-VIS ou espectrometria de absorção atômica), e 2) tipo de 

matriz empregada, que embora sejam basicamente constituídas de agarose, apresentam 

diferenças na sua estrutura física e química, ocasionando diferenças na capacidade de 

imobilização do metaL As características de cada suporte tais como tamanho dos poros e 

material de fabricação e os métodos empregados para a ativação e imobilização do agente 

quelante, também influenciam na densidade de ligantes imobilizados, o que toma pouco 

recomendável a comparação entre técnicas e matrizes diferentes. Dentre os métodos 

utilizados para a quantificação de íons metálicos imobilizados observou-se que a 

espectrometría de absorção atômica tem sido a técnica mais freqüentemente utilizada. 

4.3. Adsorção de PISR em membranas PEVA-IDA-Me2
+ 

Com a finalidade de determinar o perfil de eluição da pró-insulina sulfonada e a 

capacidade de adsorção em função do íon metálico presente na matriz (Cu2
+, N?+, Zn2

+ ou 

Co2
}, foram realizados experimentos cromatográficos com as membranas PEVA-IDA­

Me2+ finamente cortadas, utilizando a proteína parcialmente purificada (PISR). 

Nos cromatogramas típicos das Figuras 4.2 a 4.5 estão representados os p1cos 

obtidos nas etapas de lavagem e eluição das cromatografias em membranas PEVA-IDA 

contendo, respectivamente, os íons Cu2+, Ni2+, Zn2
+ ou Co2+ imobilizados. As quantidades 

de proteína adsorvida e não adsorvida pelos suportes, respectivamente, nas frações das 

etapas de lavagem e eluição, foram determinadas através de análise a 280 nm. As frações 

da etapa de regeneração foram analisadas pelo método de Bradford. As quantidades de 

PISR obtidas nas etapas cromatográficas estão apresentadas na Tabela 4.2. 
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Figura 4.2: Cromatografia para adsorção de PISR em membranas PEVA-IDA-Cu2
' (em 

Jeito de partículas). Alimentação de 3,0 mL de solução a 6,0 mg/mL Tampões de lavagem: 

(A) Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (Tampão A) contendo 0,02 M de imidazol; (B) Tampão A e 

(C) Tampão A contendo 6 M de uréia. Tampão de eluição (D) Tampão A contendo 6 M de 

uréia e 0,1 M de ímidazol. Volume das frações: 2,0 mL Vazão: 0,5 rnLimin. Linha preta: 

concentração de imídazol- Linhas coloridas: picos obtidos durante a cromatografia. 
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Figura 4.3: Cromatografia para adsorção de PISR em membranas PEVA-IDA-N?' (em 

leito de partículas). Alimentação de 2,8 mL de solução a 5,5 mg/mL. Tampões de lavagem: 

(A) Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (Tampão A) contendo 0,02 de imidazol; {B) Tampão A e (C) 

Tampão A contendo 6 M de uréia. Tampão de eluição (D) Tampão A contendo 6 M de 

uréia e 0,1 M de imídazol. Volume das frações: 2,0 mL. Vazão: 0,5 rnL!min. Linha preta: 

concentração de imidazol- Linhas coloridas: picos obtidos durante a Cfílllll~!:!Jil!!tl~.~-~-~~--~~~~ 
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Figura 4.4: Cromatografta para adsorção de PISR em membranas PEVA-IDA-Zn2
' (em 

leito de partículas) Alimentação de 2,5 mL de solução a 6,0 mg/mL. Tampões de lavagem: 

(A) Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (Tampão A) contendo 0,02 M de ímidazol; (B) Tampão A e 

(C) Tampão A contendo 6 M de uréia. Tampão de eluição (D) Tampão A contendo 6 M de 

uréia e 0,1 M de imidazol. Volume das frações: 2,0 mL. Vazão: 0,5 mUmin. Linha preta: 

concentração de imídazol- Linhas coloridas: picos obtidos durante a cromatografta. 

Figura 4.5: Cromatografia para adsorção de PISR em membranas PEVA-IDA-Co2 '(ern 

leito de partículas). Alimentação de 3,0 mL de solução a 5,5 mg!mL. Tampões de lavagem: 

(A) Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (Tampão A) contendo 0,02 M de ímidazol; (B) Tampão A e 

(C) Tampão A contendo 6 M de uréia. Tampão de eluição (D) Tampão A contendo 6 M de 

uréia e 0,1 M de imidazol. Volume das frações: 2,0 mL. Vazão: 0,5 mUmin. Linha preta: 

concentração de imidazol- Linhas coloridas: picos obtidos durante a cromatografia. 
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Tabela 4.2: Quantidade de PISR obtida nas etapas de lavagem, eluição e regeneração 

durante as cromatografias em membranas PEV A-IDA-Me2+ utilizando PISR 

Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração* % de proteína 
adsorvida 

(mg) (mg) (mg) (mg) 

PEV A-IDA-Cu2+ 18,00 0,60 17,23 0,18 97 

PEVA-IDA-N?+ 15,40 0,53 13,65 0,31 90 

PEVA-IDA-Zn2
+ 15,00 5,90 7,15 0,15** 49 

PEV A-IDA-Co2
+ 16,60 16,00 3,14 0,07 19 

- -* A53 fraçoes de PISR obtidas na etapa de regeneraçao foram analiSadas pelo metodo de Bradford. 
** A53 frações de PISR obtidas na regeneração em membranas IDA-Zn+2 foram analisadas a 280 nm. 

Nas condições tamponantes empregadas, as membranas PEVA-IDA-Cu2
+ e PEVA­

IDA-Ni2\ apresentaram capacidades de adsorção de PISR correspondendo, 

respectivamente, a 97 e 90% do total de proteína alimentada. Nos suportes PEVA-IDA­

Zn2+ e PEV A-IDA-Co2
+ foi adsorvida uma quantidade de PISR equivalente, 

respectivamente, a 4 9 e 19% do total de proteína alimentada Diante destes resultados 

verificou-se que as membranas PEVA-IDA-Cu2+ e PEVA-IDA-Ni2+ apresentaram 

praticamente a mesma capacidade para adsorção de PISR, sendo maior do que as obtidas 
z~ z~ com as membranas PEV A-IDA-Zn · e PEV A-IDA-Co ·. 

As frações cromatográficas de adsorção de pró-ínsulína em PEVA-IDA-Me2+, 

foram analisadas por espectrofotometria para os íons cobre, níquel e cobalto, 

respectivamente, nos comprimentos de onda 730, 384 e 511 nm. Foi demonstrado que as 

condições tamponantes empregadas e afinidade da proteína (PIS) pelo íon metálico não 

provocaram o desprendimento de metal durante os processos cromatográficos. 

Tendo as membranas PEVA-IDA-Cu2+ e PEVA-IDA-Ni2+ apresentado melbor 

eficiência para adsorção de PISR (nas condições tamponantes propostas), estas foram 

selecionadas para a realização dos experimentos de purificação de pró-insulína sulfonada a 

partir das soluções clarificada e não clarificada. 
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4.4. Adsorção de PIS a partir das soluções clarificada e não clarificada em membranas 

PEVA-IDA-Nf+ e PEVA-IDA-Cu2+ 

Os experimentos de adsorção de PIS em membranas finamente cortadas de PEV A­

IDA-Cu2+ e PEV A-IDA-Ni2+ foram realizados com o intuito de verificar o potencial destes 

adsorventes para a purificação desta proteína a partir de soluções clarificada (PIS-C) e não 

clarificada (PIS-NC). As proteínas adsorvidas e não adsorvidas pelos suportes foram 

quantificadas pelo método de Bradford (em termos de protema total) e por HPLC (em 

termos de pró-insulma sulfonada). A seletividade dos suportes para purificação de pró­

msulina foi avaliada qualitativamente através da análise das frações cromatográficas por 

eletroforese SDS-PAGE. 

4.4.1. Adsorção de PIS a partir de solução clarificada 

Nestes experimentos, a solução clarificada diluída na proporção I :1 no tampão Tris­

HCl 30 mM contendo 0,5 M de NaCI e 7,5 M de uréia (aproximadamente 70 mg de 

proteína total), foi alimentada na coluna de leito fixo contendo as membranas PEVA-IDA 

finamente cortadas com os íons Cu2+ ou N?+ imobilizados e os cromatogramas obtidos 

estão apresentados na Figura 4.6. As proteínas adsorvidas e não adsorvidas pelos suportes 

foram analisadas por eletroforese SDS-P AGE em gel de acrilamida a 15%, como 

apresentado na Figura 4.6 c. 

Segundo a eletroforese (Figura 4.6 (c)), verificou-se que ambos suportes 

adsorveram uma quantidade significativa de pró-insulina (sulfonada e não sulfonada), como 

apresentado nas faixas 4 e 6. Entretanto, as membranas PEVA-IDA-Cu2
+ adsorveram, além 

da PIS, uma maior quantidade de impurezas (Faixa 6) do que as obtidas em membranas 

PEVA-IDA-Ni2+ (Faixa 4). Como a presença de um único resíduo de histidina disponível 

na superfície é suficiente para a adsorção de protemas em íons cobre, é justificável que este 

metal tenha adsorvido uma maior quantidade de proteínas contaminantes do que o íon 

níquel, o qual necessita de pelo menos dois resíduos de histidma disponíveis na superfície 

das proteínas para que ocorra a adsorção (Sulkowski, 1989)-
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Figura 4.6: Cromatografia para adsorção de PIS a partir de solução clarificada em membranas de 

(a) PEVA-IDA-Cu2+ e (b) PEVA-IDA-Ni2 '. Alimentação: 20 mL de solução a 3,5 mg/mL. 

Tampões de lavagem: (A) Tampão Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (Tampão A) contendo 0,02 M de 

imídazol; (B) Tampão A; (C) Tampão A contendo 6 M de uréia. Tampões de eluição: (D) 

Tampão A contendo 6 M de uréia, 50 mM NaCI e 0,1 M de imidazol; (E) Tampão A contendo 6 

M de uréia, 50 mM NaCI e 0,3 M de imídazol. (F) EDTA 50 mM pH 8,0. Vazão: 0,5 mL/mín. (c) 

Eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamída 15%. Revelação com nitrato de prata. Amostras 

nas condições desnaturantes e redutoras. Faixa 1: marcadores de massa molecular (Amersham 

Biosciences, EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixa 3: Fração de lavagem da cromatografia em PEVA­

IDA-Ní2+. Faixa 4: Fração de eluíção da cromatografia em PEVA-IDA-Ne+. Faixa 5: Fração de 

lavagem da cromatografia em PEVA-IDA-Cu2
+ Faixa 6: Fração de eluição da cromatografia em 

PEVA-IDA-Cu2
+. Faixa 7: PISR. 
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As quantidades de proteína total e de PIS obtidas nas etapas cromatográficas, para 

ambos suportes, foram determinadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por 

HPLC e estão apresentadas na Tabela 4.3. 

Tabela 4.3 Quantidades de proteína total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluição e 

regeneração durante as cromatografias em membranas PEVA-IDA-N?+e PEVA-IDA-Cu2+, 

analisadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC. 

Analito Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração Recuperação 

PEVA-IDA-
5 Ni'+ 68,00 61,00 5,20 0,22 66,42 
B 
~ 

"' "" .5 s PEVA-IDA-
B ~ o Cu2+ 70,00 53,36 2,53 0,13 56,00 
~ ,.. 

Analito Suporte Alimentação Lavagem Eluição Recuperação PIS adsorvida 

(%) 

PEVA-IDA-
~ Ni'+ 16,00 8,20 4,60 13,00 29 
OI) 

$ PEVA-IDA-r/) 
~ 16,00 13,61 1,13 14,74 7 ,.. 

Cu2+ 

As membranas PEVA-IDA-Ni2+ demonstraram maior adsorção de pró-ínsulína, 8% 

em termos de proteína total (5,42 mg em relação a 68,00 mg de alimentação) e 29% em 

termos de PIS (4,60 mg em relação a 16,00 mg de alimentação), do que as membranas 

PEV A-IDA-Cu2
+, onde a porcentagem de adsorção foi de 4% em termos de proteína total 

(2,66 mg em relação a 70,00 mg de alimentação) e 7% em termos de PIS (1,13 mg em 

relação a 16,00 mg de alimentação). Visto que 97% de pró-insulina (PISR) foi adsorvida 

em membranas PEVA-IDA-Cu2+ (ítem 4.3) e tendo a PIS, uma cauda com seis histidínas, 

esperava-se que este suporte apresentasse maior capacidade para adsorção da proteína a 

partir da solução clarificada do que as membranas PEVA-IDA-Ni2+, o que não ocorreu. O 

comportamento dos adsorventes foi avaliado para adsorção de PIS a partir de solução não 

clarificada e os resultados foram comparados com os atuais obtidos com a solução 

clarificada. 
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4.4.2. Adsorção de PIS a partir de solução não clarificada 

Nestes experimentos, as membranas PEVA-IDA finamente cortadas, contendo os 

íons Cu2
+ ou N?+ ímobilizados, foram alímentadas com solução não clarificada diluída 1 :1 

no tampão de adsorção (aproximadamente 100 mg de proteína total). As etapas 

cromatográficas obtidas durante a adsorção de PIS nas membranas PEVA-IDA-Cu2
+ e 

PEVA-IDA-Ni2
+ estão representadas nos gráficos da Figura 4.7 (a) e (b). As proteínas 

adsorvidas e não adsorvidas pelos suportes foram analisadas por eletroforese SDS-P AGE 

em gel de acrilamida a 15% (Figura 4. 7 c). 

As quantidades de proteína total e de PIS obtidas nas etapas cromatográficas, para 

ambos suportes, foram determínadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por 

HPLC e estão apresentadas na Tabela 4.4. 

Tabela 4.4: Quantidades de proteína total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluição e 

regeneração durante as cromatografias em membranas PEVA-IDA-Ni2+ e PEV A-IDA-Cu2
+, 

analisadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC. 

Analito Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração Recuperação 

PEVA-

"' IDA-Ne+ 98,80 87,61 6,18 O,ll 94,00 -.9 
~ 

"' "" ,S g PEVA-
.al e IDA-Cu2+ 92,00 78,85 2,34 0,08 81,30 
e.. 

Analito Suporte Alimentação Lavagem Eluição Recuperação PIS adsorvida 

(%) 

PEVA-
~ IDA-Ni2+ 24,00 12,44 6,11 18,55 26 

"" s 
~ PEVA-<J) - 24,20 21,97 nd 21,97 o e.. IDA-Cu2+ 

nd - abruxo do limite detectàVel em HPLC. 
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(c) 

PIS 

1 2 3 4 5 6 

Figura 4.7: Cromatografia para adsorção de PIS a partir de solução não clarificada em membranas de 

(a) PEVA-IDA-Cu21 e (b) PEVA-IDA-Ní2'. Alimentação: 20 mL de solução a 4,6 mg/mL.Tampões de 

lavagem: (A) Tampão Tris-HCI30 mM pH 7,5 (Tampão A) contendo 0,02 M de imidazol; (B) Tampão 

A; (C) Tampão A contendo 6 M de uréia. Tampões de eluição1 (D) Tampão A contendo 6 M de uréia, 

50 mM NaCI e 0,1 M de ímidazol; (E) Tampão A contendo 6 M de uréia, 50 mM NaCI e 0,3 M de 

ímídazol. (F) EDTA 50 mM pH 8,0. Vazão: 0,5 mL/min. (c) Eletroforese SDS-PAGE em gel de 

acrilamida 15%. Revelação com nitrato de prata. Amostras nas condições desnaturantes e redutoras. 

Faixa 1: marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixa 2: PIS-NC. Faixa 3: 

Fração de lavagem da cromatografia em PEVA-IDA-Cu2
'. Faixa 4: Fração de eluição da 

cromatografia em PEVA-IDA-Cu2
+ Faixa 5: Fração de lavagem da cromatografia em PEV A-IDA­

Ni2'. Faixa 6: Fração de eluição da cromatografia em PEVA-IDA-Ni2
+ . 
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Em acordo aos resultados obtidos com solução clarificada, as membranas PEVA­

IDA-N?+ também demonstraram uma maior seletividade para a purificação de PIS, quando 

empregada solução não clarificada, do que as membranas PEV A-IDA-Cu2
+ (Faixas 4 e 6 da 

eletroforese SDS-PAGE, Figura 4.7 c). 

Nas condições tamponantes propostas, obteve-se uma maior adsorção de proteina 

total e PIS em membranas PEVA-IDA-Ni2
+, sendo respectivamente, 6,4 (6,29 mg para 

98,80 mg de alimentação) e 26% (6,11 mg para 24,00 mg de alimentação) do total de 

proteina alimentada, do que em membranas PEVA-IDA-Cu2+, as quais demonstraram uma 

porcentagem de, respectivamente, 2,6 (2,42 mg para 92,00 mg de alimentação) e 0% do 

total de proteina alimentada. Como a quantidade de PIS adsorvida nas membranas PEVA­

IDA-Cu2+ não foi detectável por HPLC, considerou-se inicialmente, que a proteina talvez 

estivesse muito diluída nas amostras. F oi realizada, então, uma outra cromatografía em 

membranas PEVA-IDA-Cu2+ (nas mesmas condições tamponantes e injetando a mesma 

quantidade de proteína), com a finalidade de coletar volumes menores (de 0,5 mL) das 

frações da etapa de eluição, possivelmente contendo quantidades mais concentradas de PIS 

detectáveis por HPLC. As frações foram analisadas, sem prévio congelamento, e 

novamente não foi possível quantificar a PIS presente nas amostras. Devido a baixa 

quantidade de proteina total obtida nas frações de regeneração, estas não foram analisadas 

por HPLC (onde a PIS estaria abaixo do limite de detecção do equipamento). Apesar de ter 

sido constatada, através da eletroforese SDS-PAGE (Faixa 4, Figura 4.7c), a presença de 

pró-insulína nas frações adsorvídas em PEVA-IDA-Cu2+, as análises quantitativas 

demonstraram que não houve adsorção da proteína de interesse (pró-insulina sulfonada) 

neste suporte, sugerindo que possivelmente a banda correspondente é constituída 

basicamente de pró-insulina não sulfonada. 

Para discutir melhor estes resultados foi realizada uma análise comparativa da 

adsorção de PIS em PEVA-IDA-N?+ e PEVA-IDA-Cu2+ quando empregadas as soluções 

parcialmente purificada, clarificada e não clarificada. 

4.4.3. Análise comparativa da adsorção de PIS em PEVA-IDA-Cu2
+ e PEVA-IDA-Ni2+ 

As quantidade de proteínas adsorvidas e não adsorvidas em membranas PEVA­

IDA-Cu2+ e PEVA-IDA-Ni2+ obtidas durante os experimentos cromatográficos para a 
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adsorção de PIS a partir das soluções PISR, clarificada e não clarificada são apresentados 

novamente na Tabela 4.5. 

Tabela 4.5: Quantidades de proteína total e PIS obtidas nas etapas de lavagem e eluição 

referentes às cromatografias em membranas PEVA-IDA-Ni2+ e PEVA-IDA-Cu2+ com 

diferentes soluções de alimentação. 

Soluções Alimentação Lavagem Eluição Recuperação PIS adsorvida 

alimentadas na 
(mg) (mg) (mg) (mg) (%) 

coluna Cu2+ Ne+ Cu2+ Ne+ Cu'+ Ne+ Cu2+ Ne+ Cu2+ Ni2+ 

PISR * 18,00 15,40 0,60 0,53 17,23 13,65 18,01 14,50 97 90 

PIS-C** 16,00 16,00 13,61 8,20 1,13 4,60 14,74 13,00 7,0 29 

PIS-NC ** 24,20 24,00 21,97 12,44 nd 6,11 21,97 18,55 0,0 26 

- -nd- abruxo do linute de detecçao do HPLC, * As fraçoes cromatográficas foram analisadas a 280 nm por 
espectrofotometria; ** As frações cromatográficas foram analisadas por HPLC. 

A solução PISR (pureza 76%), a qual encontra-se totalmente ou parcialmente 

desnaturada pelo tampão de adsorção, foi eficientemente adsorvida pelas membranas 

PEVA-IDA-Cu2+ e PEV A-IDA-Ni2+, cujas porcentagens de adsorção foram, 

respectivamente, 97 e 90% do total de proteína alimentada Entretanto, quando as soluções 

PIS-b e PIS-NC (ambas com pureza de apenas 35%) foram alimentadas em ambos suportes, 

obteve-se uma diminuição significativa na adsorção de PIS (em relação aos resultados 

obtidos com PISR), com porcentagens de adsorção de, respectivamente, 7 e 0"/o (em PEVA­

IDA-Cu2+) e 29 e 26 % (em PEVA-IDA-Ne+) do total de proteína alimentada. Tais 

observações indicaram, que a presença de impurezas influenciaram significativamente o 

desempenho dos adsorventes. Os experimentos de purificação de PIS em membranas 

PEVA-IDA-Cu2+ demonstraram uma adsorção de 7% de pró-insulina sulfonada (em 

relação ao total de proteína alimentada) quando utilizada solução clarificada e indicaram 

ausência de PIS nas frações de eluição, quando soluções não clarificadas foram utilizadas 

como alimentação. Por esta proteína conter uma cauda com seis histidinas, esperava-se uma 

forte adsorção em suportes-IDA-Cu2+, o que não ocorreu. O fato da PIS não ter sido 
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adsorvida, em quantidades significativas, em membranas PEVA-IDA-Cu2
+, pode ser 

explicado através de duas hipóteses_ Uma seria a ocorrência de adsorção competitiva entre 

a PIS e proteínas contaminantes contendo também resíduos de histidinas, visto que a 

presença de um único resíduo de histidina disponível na superfície é suficiente para a 

adsorção em íons cobre. Como as soluções clarificada e não clarificada podem conter, além 

da PIS, agentes redutoras e peróxidos provenientes da solubilização de corpos de inclusão e 

da sulfitólise, uma outra hipótese seria que estes constituintes possam ter ocasionado 

reações oxidativas na presença do íon cobre durante o processo cromatográfico, as quais 

provocaram a perda parcial dos resíduos de histidina disponíveis na superfície da proteína 

(inclusive na cauda de poli(histidina)), impedindo a interação entre a proteína e o ligante. 

Pesquisadores como Krishnamurthy et a/. (1995) e Bush e Lumpkin (1998) têm 

demonstrado perda na atividade da enzima lactato desidrogenase, de 30 a 38%, devido a 

ocorrência de reações oxidativas, denominadas reações de Fenton, entre metais de 

transição, em particular ferro e cobre, e compostos como peróxidos, agentes redutores e 

tióis, tais como: ascorbato, cisteínas e 13-mercaptoetanol. Estes compostos tendem a reagir 

com o cobre imobilizado, gerando produtos oxidativos que atacam os resíduos de 

aminoácidos localizados nos sítios de adsorção das proteínas, sendo mais suscetiveis os 

resíduos de histidinas, lisínas, cisteínas, prolinas, argininas e metioninas. Estas reações 

podem ocorrer em adsorventes IMAC que empregam amostras impuras resultantes da 

solubilização de corpos de inclusão por agentes redutores_ Os danos provocados às 

proteínas incluem perdas de atividade, fragmentação, reticulação ("crosslinking"), 

agregação ou suscetibilidade à proteólise. Além disso, a presença de agentes redutores nas 

amostras pode ocasionar desprendimento do íon metàlico devido a redução para Cu+ 

Tendo a membrana PEV A-IDA-Ni2
+ apresentado, nas condições tamponantes 

propostas, uma maior seletividade e capacidade para adsorção de PIS, esta foi selecionada 

para avaliar o comportamento de adsorção da proteína através da determinação de isoterma 

de adsorção e das constantes cinéticas de adsorção e dessorção, parâmetros estes 

importantes para a modelagem, simulação do processo de purificação e ampliação de 

escala. 
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4.5. Determinação da capacidade máxima de adsorção, da constante de dissociação e 

dos parâmetros cinéticos da adsorção de PIS em membrana PEVA-IDA-Ni+ 

4.5.1. Análíse de equih"brio de adsorção em tanques agitados 

A análise de equilíbrio de adsorção de PIS-IMAC em membranas PEVA-IDA-Ni2
+, 

foi realizada como descrito no item 3 2. 7 de "Materiais e Métodos". Inicialmente, o 

adsorvente esteve em contato com a solução protéica na concentração de 1,0 mg/mL, a 25 

°C, por um período de 3 h e verificou-se que o equilíbrio (onde não há variação da 

concentração do soluto no meio com o tempo) foi atingido em 60 min, conseqüentemente o 

tempo total de 3 h foi suficiente para atingir o equilíbrio em todas as concentrações de PIS­

IMAC utilizadas para a obtenção da isoterma de adsorção. 

A isoterma de adsorção foi determinada utilizando as concentrações iniciais da 

solução PIS-IMAC variando entre 0,45 e 10,0 mg/mL, as quais foram mantidas em contato 

com o adsorvente por um período de 3 h. Os sobrenadantes obtidos foram analisados por 

espectrofotometria para determinar as concentrações de equilíbrio (Ceq). A quantidade de 

PIS adsorvida pelo suporte (Q) foi calculada de acordo com a diferença entre as 

concentrações inicias e finais (Ceq) dos sobrenadantes. Os valores calculados de Ceq e Q 

estão apresentados na Tabela IA do Apêndice A. A partir dos valores de Q e Ceq foi obtida 

a isoterma de adsorção com o intuito de determinar a capacidade máxima de adsorção (Qm) 

e a constante de dissociação (:K.J) do complexo IDA-N?+ -PIS. 

Os parãmetros Qm e K.i foram ajustados aos dados experimentais, através de 

regressão não linear do modelo de Langmuir representado pela equação 2.4 do item 2.5 da 

"Revisão Bibliográfica". A isoterma de adsorção e os parãmetros obtidos estão 

apresentados, respectivamente, na Figura 4.8 e na Tabela 4.6. 
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Figura 4.8: Isoterma de adsorção de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni2
+, obtida em 

tanques agitados à temperatura de 25 °C. Ajuste dos parâmetros do modelo de Langmuir 

aos dados experimentais. Tampão de adsorção: Tris-HCI 30 mM pH 7,5 com 0,5 M de 

NaCI e 7,5 M de uréia. 

Tabela 4.6 : Parâmetros determinados para a adsorção de PIS em membranas PEV A-IDA­

Ni2+. 

Parâmetros do modelo de Langmuir 

Q., ±erro padrão (mg/g de membraoa seca) 

1(., ± erro padrão (M) 

Coeficiente de correlação 

Variãncia 

Desvio padrão 

Valores 

184,28 ± 10,78 

(7,73 ± 1,72) x w·' 
0,99 

84,34 

9,18 

Variância- 2: (Qcalculado- Qexperimental) 2 
I (N-1); Desvio padrão- (variância)"2 

Erro padrão= desvio padrãoi(Ni12 (gerado pela regressão não linear dos parâmetros). 

Neste trabalho, foi observado que a adsorção de PIS em membmnas PEVA-IDA­

Ni2+ foi bem representada pelo modelo de Langmuir, onde o coeficiente de correlação 

obtido foi de 0,99. O valor da capacidade màxima obtida (!84,28 mg/g seca) está em 

acordo com o ponto experimental màximo obtido pela isoterma, e a constante de 
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dissociação (Kd) da ordem de 1 0'5 M indicou uma afinidade média entre a proteína e o 

ligante, característica de ligantes pseudobíoespecíficos (Vijayalaskhmi, 1989). 

No entanto, pesquisadores tais como Sharma e Agarwal (2001), Johnson e Arnold 

(1995) e Jiang e Hearn (1996), têm demonstrado que a adsorção de proteínas (lisozima, 

ovalbumina, albumina do soro bovino, conalbumína e aglutínína) em sistemas lMAC, os 

quais empregam géis de agarose como matriz suporte, não segue o modelo de Langmuir 

devido a fatores como, ligação da proteína em múltiplos sítios de adsorção, natureza 

heterogênea da superficie sólida e ínterações não específicas do tipo proteína-proteína. 

Outros modelos têm sido testados (Temkin, Freundlich, Langmuir-Freundlich), dentre os 

quais o modelo de Langmuir-Freundlich tem melhor representado o comportamento de 

adsorção dessas proteínas em sistemas JMAC. 

Alguns pesquisadores (Todd et ai., 1994) têm analisado o equilíbrio de adsorção de 

vários citocromos c recombinantes (contendo diferentes quantidades de resíduos de 

histidína disponíveis na superficie) em gel-IDA-Cu2+ contendo diferentes densidades de 

lígantes imobilizados. Tendo em vista que a densidade e distribuição de ligantes no suporte 

ínfluencia fortemente o tipo de interação (específica ou não específica) entre a proteína e o 

adsorvente, os pesquisadores observaram que a adsorção da proteína (cítocromo c) com 

múltiplos resíduos de histídína apresentou comportamento langmuriano quando 

empregados géis contendo de 6 a 12 !lJllOl de Cu2+ /mL e comportamento não langmuriano 

quando empregados géis contendo de 14 a 18 fUI!Ol de Cu2+/mL. Baseado nestas 

observações e tendo as membranas PEVA-IDA-N?+ apresentado uma densidade de íons 

níquel imobilizados em tomo de 10 f.Lmol!mL (40 fUI!Ol/g membrana seca), foi sugerido que 

o comportamento Langmuriano da adsorção de PIS, nas condições propostas, tenha sido 

ínfluenciado pela presença de íons metálicos suficientemente espaçados e pela presença de 

uma cauda com seis histidinas, os quais contribuíram para a interação específica entre a 

proteína e o ligante, em detrimento de ínterações não específicas que afetariam o equilíbrio 

da adsorção. 

4.5.2. Cinética de adsorção de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni:z+ 

Foram realizados experimentos cinéticos como descrito no ítem 3.2.8 de "Materiais 

e Métodos", para determinar o tempo de equilíbrio e as constantes cinéticas de adsorção e 
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dessorção de PIS em membranas PEV A-IDA-Ni2
+ As constantes cinéticas de adsorção, 

para diferentes concentrações de PIS, foram determinadas através da regressão não linear 

da expressão da taxa de variação da concentração de proteina na fase líquida com o tempo 

(equação 2.6). Neste modelo simplificado, proposto por Skidmore et al. (I 990), é 

considerado que a taxa de reação na superficie é a etapa mais lenta do processo de 

adsorção. Os dados experimentais e teóricos da concentração de proteina na fase líquida 

com o tempo para as diferentes concentrações iniciais de solução protéica estão 

apresentados nas Tabelas 2A a 4A do Apêndice A As curvas cinéticas teóricas e 

experimentais obtidas para as concentrações IDIClaiS 1,0, 5,0 e 9,0 mg/rnL estão 

representadas nas Figuras 4.9 a 4.11. 
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Figura 4.9: Cinética de adsorção de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni2
+ em tampão Tris­

HCl 30 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCI. Concentração inicial de PIS­

IMAC: 1,0 mg/mL. Temperatura de 25"C. Curvas experimental (11) e ajustada(--). 
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Figura 4.10: Cinética de adsorção de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni2
+ em tampão 

Tris-HC130 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCI. Concentração inicial de 

PIS-IMAC: 5,0 mg/mL. Temperatura de 25°C. Curvas experimental (•) e ajustada(--). 
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Figura 4.11: Cinética de adsorção de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni2
+ em tampão 

Tris-HC130 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCI. Concentração inicial de 

PIS-IMAC: 9,0 mg/mL. Temperatura de 25°C. Curvas experimental <•) e ajustada(--). 
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A cinética de adsorção em PEV A-IDA-Ni2
+ demonstrou que o tempo de equilíbrio 

(onde não há variação da concentração do soluto no meio com o tempo) foi atingido em 60, 

60 e 30 minutos, respectivamente, para as concentrações de PIS de 1,0, 5,0 e 9,0 mg/mL, 

indicando que nesta última, a PIS foi mais rapidamente adsorvida pelo suporte (Figuras 4.9 

a4.11). 

As constantes cinéticas de adsorção (ka) determinadas pelo modelo e as constantes 

de dessorção (k.J), para cada concentração de PIS, determinadas pela equação K.i = k&lk., 

utilizando a constante de dissociação (K.J equivalente a 7,73 x 10'5 M, obtida pelo modelo 

de Langrnuir no item 4.5.1) estão apresentadas na Tabela 4. 7. 

O ajuste dos parâmetros do modelo aos dados experimentais nas concentrações de 

PIS de 1 ,0, 5 ,O e 9 ,O mg/mL, com os quais obteve-se coeficientes de correlação entre 0,96 e 

0,97, indicou que a adsorção de PIS nas membranas foi governada pela taxa de reação na 

superfície. 

Tabela 4.7: Constantes de adsorção (k.) e dessorção (k.J) de PIS em membranas PEVA­

IDA-Ni2+ 

Co(mg/mL) 1,0 

k,. (mL.mg·'.min-1
) (1,62 ± o,3) x w-2 

k.J (min-') 1,!3 x w-2 

Coeficiente de 0,96 
correlação 

Variância 0,0073 

Desvio padrão 0,086 

·-V anane1a- Z: (Qcalculado- Qexpenmental) 2 I (N-1 ). 
Desvio padrão= (variância)112 

Erro padrão= desvio padrão/(N)l/2 

5,0 9,0 

(0,58±0,08)x !0'2 (4,0 ± 1,0) x w-2 

0,4 X 10'2 2,& x w-' 

0,97 0,96 

0,05 0,1!8 

0,223 0,343 

Nas condições tamponantes propostas, a pró-insulina foi mrus rapidamente 

adsorvida pelo sistema PEVA-IDA-Ni2
+ quando empregada solução inicial na concentração 

de 9,0 mg/mL, cuja constante de adsorção foi de 4,0 x 10'2 mL.mg'1 min'1, do que nas 

concentrações de 1,0 e 5,0 mg/mL, para as quais as constantes de adsorção foram de 1,62 x 

10'2 mL.mg-1 min'1 e 0,58 x 10-2 mL.mg-1 min'1 
, respectivamente. Para as concentrações 
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iniciais de 1,0 (k. de 1,62 x 10-2 rnL.mg-1 min-1 e k<i de 1,13 x 10-2 min-1
) e 5,0 mg/rnL (ka 

de 0,58 x 10-2 mLmg-1 min-1 e kl de 0,4 x 10-2 min-1
) não houve diferença significativa 

entre os valores das taxas de adsorção e dessorção. Por outro lado quando empregada 

solução inicial de 9,0 mg/rnL (k. de 4,0 x 10-2 mLmg-1 min-1 e kl de 2,8 x 10-2 min-1
), o 

fato de ter sido obtida uma taxa de adsorção maior do que a taxa de dessorção,"'Sugere que 

nesta concentração houve uma maior afinidade entre a proteína e o sistema PEV A-IDA­

Ni2+ 

Determinados os parâmetros capacidade máxima, constante de dissociação e 

constantes cinéticas de adsorção de PIS em membmna PEV A-IDA-N?+, este adsorvente foi 

avaliado em relação as suas características de filtração através de experimentos em módulo 

em escala labomtorial. 

4.6. Experimentos de f"dtração em módulo de membranas PEVA-IDA-Ne+ 

4.6.1. Determinação da densidade de ligantes das membranas de PEVA-IDA contidas 

no módulo 

As membranas de PEV A contidas no módulo de filtração fomm ativadas com 

epicloridrina e IDA foi imobilizado corno descrito no item 3.2.2.2 e 3.2.2.3 de "Materiais e 

Métodos". 

A eficiência da imobilização do agente quelante IDA na membrana de PEV A foi 

medida através da determinação da densidade de metal quelatado. O adsorvente 

derivatízado foi satumdo com uma solução de sulfato de cobre 50 mM e após a remoção do 

metal fracamente quelatado (lavagem do módulo com água ultrapura e tampão de pH 4,0), 

o cobre adsorvido foi eluído com uma solução de EDTA 50 mM e as frações obtidas foram 

analisadas a 730 nm, utilizando uma curva de calibmção previamente construída. Como o 

cobre se liga ao IDA na proporção 1:1, a quantidade de cobre obtida nas frações de eluição 

corresponde a quantidade de IDA imobilizado nos suportes. Através desta análise obteve-se 

urna densidade de Cu2+ (IDA imobilizado) equivalente a 184 J.llllol de Cu2+/g membrana 

seca. Em comparação ao resultado obtido com as membranas PEVA-IDA fmamente 

cortadas (40 f11110l de Cu2+/g de membmna seca), observou-se que, no módulo, a densidade 

de ligantes imobilizados foi cerca de 5 vezes maior. Este resultado pode ser atribuído ao 
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fato de que no módulo as soluções de ativação e imobilização de IDA passam por todos os 

espaços da membrana através da filtração nos modos frontal, tangencial, espaço interno e 

espaço concha, permitindo, desta maneira, a introdução de uma maior quantidade de grupos 

epóxi e ligantes, do que quando empregadas as membranas finamente cortadas, onde o 

transporte da solução é governado pela difusão. 

4.6.2. Seleção do modo operacional para a filtração de PIS no módulo PEVA-IDA-Ni2
+ 

F oram realizados experimentos de filtração da solução clarificada em modo frontal 

e tangencial (como descrito no item 32.9 de "Materiais e Métodos"), com o objetivo de 

selecionar as melhores condições para a adsorção de PIS. Com base na experiência 

adquirida no nosso laboratório em trabalhos anteriores, para purificação de imunoglobulina 

G através de filtração em membranas de afinidade de soluções de soro humano ou 

sobrenadante de cultura celular, neste trabalho foram propostas quatro estratégias de 

operação: 

1) Filtração em modo frontal da solução de alimentação até atingir a saturação; 

2) Filtração em modo tangenciar da solução de alimentação até a saturação sem 

recirculação do retentado e filtrado; 

3) Filtração em modo tangencial com recirculação do retentado e do filtrado ao 

reservatório de alimentação por um período de uma hora; 

4) Filtração em modo tangencial com recirculação do retentado até o volume de 

alimentação atingir 1 O mL (para obter o tempo de recirculação de 2h). 

Nestes experimentos utilizou-se a razão vazão de filtrado por vazão de alimentação 

(QtfQ;) igual a 0,7 (experimentos preliminares demonstraram que valores de QtfQ; maiores 

que 0,7 provocam colmatagem no módulo de filtração (Serpa, 2002)), com vazão de 

alimentação de 0,7 mL/min, vazão de filtrado de 0,5 mL/min e tempo de residência de PIS 

nas membranas de 14 s. Estas condições foram escolhidas baseado em outros trabalhos 

desenvolvidos no nosso laboratório, onde o tempo de residência de 10 a 15 s foi o mais 

adequado para a adsorção de imunoglobulina G em módulo de fibras ocas de PEV A 
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Tempos de residência menores que 1 O s podem, dependendo da proteína a ser purificada, 

contribuir para uma dimínuição da capacidade de adsorção das membranas de afmidade. 

As quantidades de proteína total e PIS determínadas, respectivamente, pelo método 

de Bradford e por HPLC nas etapas de lavagem, eluição e regeneração, bem como a 

capacidade dinâmica do módulo em miligrama de proteína por grama de membrana seca 

para as diferentes filtrações estão apresentadas na Tabela 4.8. 

A capacidade de adsorção em termos de proteína total foi similar (em tomo de 20 

mglg de membrana seca) para todos os modos de filtração empregados, com exceção da 

filtração tangencial sem recirculação do retentado e filtrado, onde obteve-se uma 

capacidade de adsorção de 12,46 mg/g de membrana seca. Diante deste resultado, concluiu­

se que a recirculação do retentado e filtrado ao reservatório ínfluenciou positivamente na 

eficiência do módulo para a realização da filtração tangencial. 

No entanto, as capacidades de adsorção de PIS (obtidas por HPLC) foram 

equivalentes a 0,92, 0,05, 0,54 e 1,4 mg de PIS/g de membrana seca, respectivamente, para 

as filtrações em modo frontal (experimento I), em modo tangencial sem recirculação da 

solução (experimento 2), em modo tangencial com recirculação do retentado e do filtrado 

por um período de uma hora (experimento 3) e em modo tangencial com recirculação do 

retentado (até o volume de alimentação atingir 10 mL) (experimento 4). Foi necessário a 

recirculação do retentado por um tempo superior a uma hora (como obtido pelo 

experimento 4) para obter uma maior capacidade de adsorção de PIS através de filtração em 

modo tangencial. 

Em comparação às membranas PEVA-IDA-Ni2+ finamente cortadas (onde a 

capacidade de adsorção de PIS a partir de solução clarificada foi aproximadamente 4,0 

mglg de membrana seca), a capacidade no módulo para adsorção de PIS foi cerca de 3 

vezes menor (1,4 mg/g de membrana seca). Uma hipótese para este resultado seria que no 

módulo, o acúmulo de biomoléculas na superfície e no ínterior dos poros da membrana 

pode ter reduzido a acessibilidade da PIS aos sítios de adsorção, resultando 

conseqüentemente, na baixa capacidade de adsorção deste sistema em relação às 

membranas finamente cortadas. 

Durante os experimentos de filtração, a vazão do filtrado foi monitorada e 

constatou-se, no ínício do ensaio, a queda da vazão em torno de 10%, sendo estabilizada 

rapidamente neste valor sem ocasionar problemas de entupimento na membrana. 
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Tendo sido obtida uma mawr capacidade de adsorção de PIS através do 

experimento de filtração tangencial com recirculação do retentado até o volume de 

alimentação atingir 10 mL (1,40 mg de PIS/g de membrana seca), esta condição 

operacional foi então selecionada para a obtenção das curvas de ruptura de PIS e para a 

determinação da capacidade dinâmica do módulo empregando-se as soluções PIS-IMAC, 

clarificada e não clarificada. 
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Tabela 4.8: Adsorção de PIS a partir de solução clarificada em diferentes condições operacionais. 

Vazão de 
Concentração Alimentação Eluição Regeneração 

Capacidade de 
Modo de alimentação 

Razão Método de 
análise (mg/mL) (mg) 

adsorção (mglg seca) 
(mg) (mg) operação 

{mL/min) 
(Qv'Q;) 

'E 3,10 186,00 
Frontal 0,5 1 

2,26 0,35 
-

co 
u~ 
....lVJ 0,93 58,60 0,12 
~~ 

-

'E 
Tangencial* 0,7 0,7 1 3,20 192,00 1,34 0,28 

co 

u~ 
....l"' 0,93 56,00 0,0062 
~~ 

-

'E 3,10 
Tangencia1* • 0,7 0,7 1 186,00 2,60 0,32 

co 

u~ 

....l"' 1,00 60,00 0,07 
~~ 

-

'E 3,30 
Tangencia1** * 0,7 0,7 1 

198,00 2,10 0,60 

co 

u~ 
....l"' 0,93 56,00 0,18 
~~ 

-
L 

* Filtração tangencial sem recirculação do retentado e filtrado. ** Filtmção tangencial com recirculação do retentado e filtrado dumnte I hora. ••• Filtração 
tangencial com recirculação do retentado até o volume de alimentação atingir lO mL.Volume inicial de alimentação igual a 60 mL. Vazão de filtrado de 0,5 
mL/min. 
~ 

20,00 

0,92 

12,46 

0,05 

22,50 

0,54 

20,77 

1,40 
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4.6.3. Determinação das curvas de ruptura de PIS a partir de soluções PIS-IMAC, 

clarificada (PIS-C) e não clarificada (PIS-NC) 

As curvas de ruptura ("breakthrough curves") foram determinadas para descrever o 

perfil da concentração de PIS no efluente em função da massa alimentada ou volume do 

efluente. Em condições ideais, o ponto de ruptura ocorreria somente após a saturação da 

ligação proteína-ligante, onde a concentração da proteína no efluente aumentaria 

ínstantaneamente de zero para àquela da solução de alimentação. Nos processos industriais 

de purificação de proteínas é desejável minimizar a perda de produto na corrente do filtrado 

durante a etapa de alimentação. Conseqüentemente, a adsorção deve proceder até ocorrer o 

"breakthrough" (ponto de ruptura), ponto no qual a proteína começa a ser detectada no 

efluente, sendo necessário finalizar a etapa de alimentação. Em contraste, nos processos 

que envolvem tratamento extracorpóreo cujo objetivo é a remoção do agente patogênico do 

plasma ou do sangue do paciente, é desejável que a adsorção continue até atingir a 

saturação do adsorvente. Neste caso a alimentação é finalizada quando a concentração de 

proteína no efluente é aproximadamente igual a concentração de proteína na alimentação 

(Kochan etal., 1996, Charcosseteta/., 1995)_ 

Os experimentos foram realizados através da filtração tangencial e frontal da 

solução PIS-IMAC e filtração tangencial das soluções clarificada e não clarificada. A 

filtração tangencial foi realizada com recirculação do retentado (até o volume de 

alimentação atingir 1 O mL ), utilizando a razão vazão de filtrado por vazão de alimentação 

(QtiQ;) igual a 0,7, vazão de alimentação de 0,7 mL/min e vazão de filtrado 0,5 mL/mín. O 

ponto de ruptura foi determinado em termos de proteína total e PIS através das análises das 

frações do filtrado, respectivamente, pelos métodos de Bradford e HPLC Em termos 

qualitativos, o ponto de ruptura foi visualizado através de eletroforese SDS-P AGE das 

frações do filtrado, quando empregadas as soluções clarificada e não clarificada. 

4.6.3.1. Curvas de ruptura de PIS a partir da solução PIS-IMAC 

Com a finalidade de comparar a influência do modo de filtração nas curvas de 

ruptura de PIS a partir da solução de alimentação PIS-IMAC (solução onde a PIS encontra-
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se parcialmente purificada), estas foram obtidas através das filtrações em modo tangencial e 

em modo frontal e estão representadas nos gráficos das Figuras 4.12 e 4.13. As frações do 

ftltrado foram analisadas a 280 nm utilizando um coeficiente de extinção, previamente 

determinado para PIS-IMAC, equivalente a 0,47 cm2/mg. 

1,0 

0,8 • 

• • • • • • •• ••• • •• • • ••••• 

o0,6 
!:2 

• 
(.) 0,4 • 

• 0,2 
• 

o.o~~~~,-~-r~,-~~~,-~~ 

o 10 20 30 40 50 60 70 

Volume de filtrado (ml) 

Figura 4.12: Curva de ruptura de PIS obtida por filtração tangencial a partir de solução 

PIS-IMAC. Vazão de alimentação de 0,7 mL/min. Vazão de filtrado de 0,5 mL/min. 

Volume coletado: frações de 2,0 mL. Frações do filtrado analisadas por espectrofotometria 

a280nm. 

1,0~------------------------~ 

0,8 
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Figura 4.13: Curva de ruptura de PIS obtida por filtração frontal a partir de solução PIS­

IMAC. Vazão de alimentação de 0,5 rnUmin. Volume coletado: frações de 2,0 mL. Frações 

do filtrado analisadas por espectrofotometria a 280 nm. 
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No início da alimentação a concentração de PIS no filtrado foi zero, para ambos 

modos de filtração, indicando a adsorção das moléculas de proteína pelos íons níquel 

imobilizados. A medida que os sítios de ligação tornam-se saturados, a alimentação 

continua refletiu no surgimento da proteína nas frações do filtrado, indicando neste 

momento o ponto de ruptura. Definindo-se o ponto de ruptura em C/C0 igual a 0,1, como 

descrito em Charcosset et al. (1995), verificou-se que a perda de proteína no filtrado 

ocorreu após a passagem de 1 O e 8 mL de solução de alimentação PIS-IMAC, ou seja, após 

a passagem de 30 e 20 mg de proteína total, respectivamente, para as filtrações nos modos 

tangencial e frontal. Este resultado significou que o modo de filtração influenciou o ponto 

de ruptura de PIS no módulo. No modo tangencial a recirculação do retentado até o volume 

de alimentação atingir 1 O mL, pode ter retardado a saída da proteína de interesse no filtrado 

(após 20 min de alimentação) em relação ao modo frontal (após 16 min de alimentação) 

favorecendo a adsorção. 

Diante disto, a filtração em modo tangencial foi selecionada para a obtenção das 

curvas de ruptura de PIS a partir de soluções clarificada e não clarificada, visando avaliar a 

influência da presença de contaminantes no desempenho do módulo. 

4.6.3.2. Curvas de ruptura de PIS a partir de solução clarificada (PIS-C) 

Experimentos de filtração em modo tangencíal da solução clarificada foram 

realizados para a obtenção de curvas de ruptura em termos de proteína total e PIS. As 

frações do filtrado foram analisadas quantitativamente pelos métodos de Bradford e por 

HPLC e qualitativamente por eletroforese SDS-PAGE, com o objetivo de verificar o ponto 

de ruptura da pró-insulina recombinante no módulo PEVA-IDA-Ni2+. As curvas de ruptura 

obtidas, bem como a eletroforese das frações do filtrado estão apresentadas nas Figuras 

4.14a4.16. 
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Figura 4.14: Curva de ruptura de proteína total a partir de solução clarificada (PIS-C)_ 

Vazão de alimentação de 0,7 mL/mín_ Vazão de filtrado de 0,5 mL/min_ Volume coletado: 

frações de 2,0 mL_ Frações do filtrado analisadas pelo método de Bradford_ 

1,2 
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• ,. 
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Figura 4.15: Curva de Ruptura de PIS a partir de solução clarificada (PIS-C)_ Vazão de 

alimentação de 0,7 mL/mín_ Vazão de filtrado de 0,5 mL/min_ Volume coletado: frações de 

2,0 mL_ Frações do filtrado analisadas por HPLC. 
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Figura 4.16 : Eletroforese SDS-PAGE em gel de políacrilamida a 15%. Revelação com 

nitrato de prata. Amostras sob condições desnaturnn1es e redutoras. Faixa 1 e 9: 

marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixas 2 a 8: frações 2 a 8 

do filtrado. Faixas: 10 a 16: frações 10 a 16 do filtrado. 

Definindo-se o ponto de ruptora em termos de proteína total em C/Co igual a 0,1, 

como descrito em Charcosset et ai. (1995) e em termos de PIS em C/Co igual a 0,5 (ponto a 

partir do qual a PIS foi deteclável por HPLC), verificou-se que a perda de proteína total e 

PIS no filtrado ocorreu, respectivamente, após a passagem de 11 (36 mg de proteína total) e 

18 mL (16 mg de PIS) de solução clarificada, ou seja, após 22 e 36 min de alimentação. No 

ponto de ruptura a concentração de PIS na fração de filtrado (volume de 1,0 mL) foi de 

0,46 mg/mL. Em comparação às curvas obtidas para solução PIS-IMAC (parcialmente 

purificada), onde a perda de proteína ocorreu no filtrado após 20 min de alimentação, 

observou-se que a presença de contamínan1es na solução clarificada influenciou o ponto de 

ruptura de PIS no módulo (ponto de ruptora após 36 min de alimentação), retardando a 

saída da proteína Entretanto, este resultado não ínlplica que a PIS tenha sido adsorvida em 

maior quantidade quando empregada a solução clarificada (do que com PIS-IMAC), visto 

que a presença de contaminantes pode diminuir a capacidade de adsorção do suporte devido 

a competitividade entre a proteína de interesse e as impurezas pelos sítios de ligação 

imobilizados no suporte. Através da eletroforese SDS-PAGE da Figura 4.16, foi 

81 

PIS 



Capítulo 4 

Resultados e discussão 

demonstrado que a perda de proteína (pró-insulina sulfonada e não sulfonada) ocorreu a 

partir da décima fração do filtrado (cuja quantidade de PIS não foi detectável por HPLC). 

4.6.3.3. Curvas de ruptura de PIS a partír de solução não clarificada (PIS-NC) 

Com a finalidade de avaliar o comportamento do módulo para adsorção de PIS a 

partir de solução não clarificada, foram obtidas curvas de ruptura de proteina total e PIS, 

através de análises quantitativas do filtrado, respectivamente, pelo método de Bradford e 

por HPLC e qualitativas por eletroforese SDS-PAGE (Figuras 4.17 a 4.19). Os resultados 

foram comparados aos obtidos com solução clarificada e PIS-IMAC. 
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Figura 4.17: Curva de Ruptura de proteína total a partir de solução não clarificada (PIS­

NC), determinada pelo método de Bradford. 
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Figura 4.18: Curva de Ruptura de PIS no filtrado a partir de solução não clarificada (PIS­

NC), determinada em análise por HPLC. 
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Figura 4.19: Eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida 15%. Revelação com nitrato de 

prata Amostras nas condições desnaturantes e redutoras. Faixas 1 e 9: marcadores de 

massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixas 2 a 8: frações 2 a 8 do filtrado. 

Faixas 10 a 16: frações 10 a 16 do filtrado. 

Definindo-se o ponto de ruptura em termos de proteína total em C/Co igual a 0,1, 

como descrito em Charcosset et a/. (1995) e em termos de PIS em C/C0 igual a 0,46 (ponto 

a partir do qual a PIS foi detectável por HPLC), verificou-se que a perda de proteína total e 

PIS ocorreu no filtrado, respectivamente, após a passagem de 8 (28 mg de proteína total) e 
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16 mL (15 mg de PIS) de solução não clarificada, ou seja, após, respectivamente, 16 e 32 

min de alimentação. No ponto de ruptura a concentração de PIS na fração de filtrado 

(volume de 2,0 mL) foi de 0,44 mg/mL. Em comparação, observou-se que a perda de 

proteína total e PIS no módulo PEVA-IDA-Ni2
+ ocorreu mais rapidamente quando 

empregada solução não clarificada (após, respectivamente, 16 e 32 mín de alimentação) do 

que quando empregada solução clarificada (após, respectivamente, 22 e 36 mín de 

alimentação). Neste caso, a perda de PIS no filtrado pode ter sido influenciada pela 

presença de um número maior de contaminantes na solução não clarificada (em relação a 

solução clarificada e PIS-IMAC), os quais provavelmente provocaram um maior acúmulo 

de proteínas na superfície e no interior dos poros (tendo em vista que obteve-se uma queda 

no fluxo do permeado em tomo de 15%, a qual manteve-se constante neste valor), 

ocasionando a inacessibilidade da PIS aos íons metálicos imobilizados e maior adsorção 

competitiva. 

A influência da presença de contaminantes (em maior quantidade na solução não 

clarificada) no ponto de ruptura do módulo foi confirmada comparando-se as eletroforeses 

SDS-PAGE das Figuras 4.16 e 4.19, onde observou-se que a perda de proteína (PIS 

sulfonada e não sulfonada) no filtrado ocorreu mais rapidamente quando empregada a 

solução não clarificada (banda de pró-insulina visualizada a partir da fração 2, cuja 

quantidade de PIS não foi detec1ável por HPLC) do que quando empregada solução 

clarificada (onde a PIS foi detectada a partir da fração 1 O). 

4.6.4. Capacidade dinâmica do módulo PEV A-IDA-Ni2+ 

A capacidade dinâmica do módulo PEV A-IDA-Ni2
+ para adsorção de PIS a partir 

das soluções PIS-IMAC, clarificada e não clarificada foi determinada através de 

experimentos de filtração tangencial com recírculação do retentado (até o volume de 

alimentação atingir 1 O mL ), utilizando a razão vazão de filtrado por vazão de alimentação 

(QIQ;) igual a 0,7, vazão de alimentação de 0,7 mL/mín e vazão de filtrado de 0,5 mL/mín. 

As proteínas adsorvidas e não adsorvidas no módulo foram analisadas, quatitativamente, 

em termos de proteína total e PIS, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC 

(Tabela 4.9) e qualitativamente por eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.20). 
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Foi observado que o módulo PEVA-IDA-Ni2
+ apresentou uma maior capacidade 

dinâmica para adsorção de PIS quando empregada solução PIS-IMAC (17,0 mg/g de 

membrana seca) do que quando empregadas soluções clarificada (1,4 mg/g de membrana 

seca) e não clarificada (0,3 mg(g de membrana seca). Este resultado implica que a presença 

de contaminantes nas soluções clarificada e não clarificada influenciou significativamente 

para a diminuição da capacidade dinâmica do módulo. Apesar da capacidade de adsorção 

de PIS no módulo ter sido maior quando empregada solução clarificada, em termos de 

seletividade (Faixas 5 e 11, Figura 4.20) o adsorvente apresentou similaridade para ambas 

soluções (clarificada e não clarificada). 
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Figura 4.20: Eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida 15%._Revelação com nitrato 

de prata. Amostras nas condições desnaturantes e redutoras. Filtração no módulo PEV A­

IDA-Ni2+ com injeção tangencial e recirculação do retentado até o volume de alimentação 

atingir lO mL. Faixas 1 e 7: marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, 

EUA). Filtração de solução clarificada Faixa 2: Fração da injeção. Faixa 3: Fração do 

retentado. Faixa 4: Fração das etapas de lavagem Faixa 5: Fração das etapas de eluição. 

Filtração de solução não clarificada Faixa 8: Fração da injeção. Faixa 9: Fração do 

retentado. Faixa 10: Fração das etapas de lavagem Faixa 11: Fração das etapas de eluição. 

Faixas 6 e 12: marcador de PIS de alta pureza. 
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Tabela 4.9: Filtração tangencial com recirculação do retentado até o volume de alimentação atingir 1 O mL: Adsorção de PIS em 

diversas soluções de alimentação. 

Modo de operação Solução de 

alimentação 

Tangencial PIS-IMAC 

Tangencia1 PIS-C 

Tangencial PIS-NC 

Vazão de alimentação de 0,7 mL/min. 
Vazão de filtrado de 0,5 mL/min. 

Método de 

análise 

43 

t 
p:) 

"E 

] 
p:) 

u~ 
...<Vl 
~~ 

"E 

1 
p:) 

u~ 
...<Vl 
~~ 

Razão vazão de filtrado por vazão de alimentação igual a 0,7. 

Concentração 

(mg/mL) 

2,70 

3,30 

0,93 

3,50 

0,97 

Capacidade de 
Alimentação Eluição Regeneração 

adsorção 
(mg) (mg) (mg) 

(mg/g seca) * 

162,00 2,17 o 17,00 

198,00 2,10 0,60 20,77 

56,00 0,18 - 1,40 

247,30 1,80 0,20 15,40 

69,30 0,035 - 0,30 

• a capacidade de adsorção foi calculada pelo somatório das massas obtidas nas etapas de eluição e regeneração dividido pela massa seca das membranas no 
módulo (0, 13 g de membrana seca). 
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Em comparação, as capacidades de adsorção de PIS obtidas em membranas PEVA­

IDA-N?+ finamente cortadas (aproximadamente 4,0 mg/g de membrana seca e 5,0 mg/g de 

membrana seca, respectivamente, quando empregadas soluções clarificada e não 

clarificada) foram cerca de 3 e 5 vezes maior do que as obtidas no módulo (1 ,4 e 0,3 mg/g 

de membrana seca, quando empregadas, respectivamente, soluções clarificada e não 

clarificada), apesar da densidade de ligantes no módulo ter sido 5 vezes maior (184 f.!mol/g 

de membrana seca) do que a obtida nas membranas finamente cortadas (40 f.!mol!g de 

membrana seca). Estes resultados sugerem, que no módulo, o acúmulo de biomoléculas 

(impurezas) na superfície e no interior dos poros pode ter reduzido a acessibilidade da PIS 

aos sítios de adsorção. 

Em todos os experimentos de filtração, devido a baixa quantidade de proteína total 

obtida nas frações de regeneração, estas não foram analisadas por HPLC (onde a PIS estaria 

abaixo do limite de detecção do equipamento). 

A capacidade dinâmica das membranas PEV A-IDA-Ni2+ para adsorção de PIS pode 

ainda ser comparada em relação à capacidade estática obtida através da isoterma de 

adsorção (item 4.5.1). Alguns pesquisadores tais como Charcosset et ai. (1995) têm obtido 

similaridade entre as capacidades estática e dinâmica para adsorção de imunoglobulina G 

em membranas de fibras ocas (constituídas de poliétersulfona e óxido de poli etileno) 

contendo proteína A imobilizada. Entretanto, neste trabalho a capacidade dinâmica para 

adsorção de PIS-IMAC (17 mg/g de membrana seca) foi cerca de 10 vezes menor do que a 

obtida em modo estático (184 mg/g de membrana seca). Klein et a!. (1994) e Kochan et a!. 

(1996) obtiveram, respectivamente, uma capacidade dinâmica 1,5 e 7 vezes menor do que a 

capacidade estática, para adsorção de IgG, respectivamente, em membranas de 

poliétersulfona contendo proteína A imobilizada e membranas de celulose com proteína G 

imobilizada. Os pesquisadores verificaram que esta diferença pode ocorrer em fibras que 

apresentam heterogeinidade na distribuição dos poros, como as membranas de PEV A e 

poliétersulfona. Durante a filtração (modo dinâmico) nestas membranas, a solução protéica, 

a qual é conduzida por convecção, tende a fluir preferencialmente para os poros de 

diâmetros grandes, saturando rapidamente os sítios de ligação. Já os sítios de ligação 

presentes nos poros de diâmetros menores, os quais exibem uma maior resistência ao fluxo, 

tendem a não ser completamente saturados durante a convecção, principalmente quando 
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empregadas vazões elevadas de filtrado. Geralmente esta utilização preferencial dos poros 

não ocorre quando o processo de adsorção é realizado sob condições não convectivas, 

modo estático, onde suponhe-se que no tempo de equilíbrio todos os ligantes acessíveis à 

proteína foram completamente saturados (Kleín et a/., 1994). 

Em suma, tendo o módulo PEVA-IDA-N?+ apresentado uma baixa capacidade para 

adsorção de PIS a partir de solução clarificada (1,4 mg/g de membrana seca) e não 

clarificada (0,3 mg/g de membrana seca) resolveu-se investigar o efeito do tempo de 

residência no desempenho do adsorvente. 

4.6.5. Efeito do tempo de residência no desempenho do módnlo PEVA-IDA-Ni2+ 

O efeito do tempo de residência no desempenho do módulo foi avaliado através de 

de experimentos de filtração em modo frontal, utilizando vazão de alimentação de 0,3 

rnL/min e em modo tangencial com recirculação do retentado (até o volume de alimentação 

atingir 10 rnL), utilizando a razão vazão de filtrado por vazão de alimentação (Qji'Q;) igual 

a 0,7, vazão de alimentação de 0,43 rnL/min e vazão de filtrado de 0,3 mL/min. As 

proteínas adsorvidas e não adsorvidas pelo suporte foram analisadas, em termos de proteína 

total e PIS, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC e estão apresentadas na 

Tabela 4.1 O. 

Foi verificado na filtração em modo frontal que a capacidade de adsorção de PIS a 

partir de solução clarificada aumentou por um futor de 5 quando a vazão de alimentação foi 

diminuída de 0,5 rnL/min (capacidade de adsorção de PIS 0,92 mg/g de membrana seca) 

para 0,3 mL/min (capacidade de adsorção de PIS 4,62 mg/g de membrana seca). Nas 

filtrações em modo tangencial das soluções clarificada e não clarificada foram obtidas 

capacidades de adsorção de PIS de 4,23 e 0,93 mg/g seca, respectivamente, quando 

empregada a vazão de filtrado de 0,3 rnL/min. Em comparação as capacidades obtidas 

quando utilizada vazão de filtrado de 0,5 rnL/min (1 ,4 e 0,3 mg de PIS/g de membrana 

seca, respectivamente, para solução clarificada e não clarificada), verificou-se que houve 

um aumento na capacidade de adsorção de PIS no módulo da ordem de 3, quando utilizada 

vazão de filtrado de 0,3 rnL/min. 

Estes resultados indicaram que o aumento do tempo de residência de 14,1 (com 

vazão de 0,5 mL/min) para 23,6 s (com vazão de 0,3 rnL/min) foi essencial para melhorar a 

88 



Capítulo 4 

Resultados e discussão 

eficiência do adsorvente para a adsorção da proteína de interesse. Outros pesquisadores 

como Charcosset et a!. (1995), também demonstraram que o aumento do tempo de 

residência de IgG em membranas de fibras ocas contendo proteína A imobilizada, 

proporcionou um aumento na capacidade de adsorção desta proteína pelo suporte. Tendo 

em vista que impurezas contidas na solução clarificada podem dificultar o acesso da PIS 

aos ligantes imobilizados, devido ao acúmulo no interior dos poros e competitividade, um 

maior tempo de residência da proteína no módulo PEVA-IDA-N?+ pode ter proporcionado 

maior acessibilidade aos sítios de ligação ocasionando o aumento na capacidade de 

adsorção. 

F oi também constatado que no tempo de residência de 23 ,6 s, a filtração da solução 

clarificada pôde ser realizada, tanto em modo frontal quanto em modo tangencial, visto que 

foram obtidos valores de capacidade de adsorção de PIS muito próximos, sendo 

respectivamente, 4,62 e 4,23 mg/g de membrana seca. Quando soluções não clarificadas 

são utilizadas na alimentação, recomenda-se a operação em modo tangencial para se evitar 

a colmatagem das membranas e a queda do fluxo do permeado. 

Com a finalidade de avaliar a possível vantagem de se utilizar membranas como 

matrizes de afinidade em substituição aos géis tradicionalmente utilizados em processos de 

purificação, comparou-se a seletividade e a capacidade de adsorção de PIS nas membranas 

PEVA-IDA-Ni2
+ (estudada neste trabalho) com o gel de afinidade Sepharose-IDA-N?+. 
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Tabela 4.10: Efeito do tempo de residência na capacidade de adsorção de PIS em PEVA-IDA-Ni 
2

' . 

Vazão de Vazão de 
Modo de 

alimentação filtrado 
Tempo de Solução de Método Concentração 
residência de 

operação 
(mL/min) (mL/min) (s) alimentação análise 

(mg/mL) 

1:l 

~ 3,10 
>C! 

Frontal 0,50 0,50 14,1 Clarificada 
u ~ 
...l "' 0,93 !E ~ 

1:l 

~ 3,60 

>C! 
Frontal 0,30 0,30 23,6 Clarificada 

u ~ 
...l "' !E 

.... 1,00 ,:,., 
~ 

1:l 

~ 3,40 

Tangencial 0,43 0,30 23,6 Clarificada >C! 

* u ~ 
...l "' 1,17 !E ~ 

1:l 

~ 3,70 

Tangencial 0,43 0,30 23,6 Não 
clarificada 

>C! 

* u ~ 
...l "' 0,97 !E ~ 

Filtração tangencial com recirculação do retido até o volume de alimentação atingir lO mL. 

\0 
o 

Alimentação Eluição 

(mg) (mg) 

186,00 2,26 

58,60 0,12 

187,20 5,10 

52,00 0,60 

187,00 4,75 

64,44 0,55 

222,30 6,90 

58,13 0,12 

Capacidade 
Regeneração 

de adsorção 
(mg) 

(mg/g seca) 

0,35 20,00 

- 0,92 

0,37 42,00 

. 4,62 

0,38 40,00 

. 4,23 

0,44 56,46 

- 0,93 
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4.7. Potencial de utilização das membranas PEVA-IDA-Ne+: Comparação entre géis 

tradicionais e membranas 

Com a finalidade de comparar o desempenho da membrana PEV A-IDA-Ni2
+ para 

adsorção de PIS a partir de solução clarificada em relação aos géis tradicionais utilizados 

industrialmente em IMAC, foi realizado um experimento cromatográfico em Sepharose­

IDA-Ni2+ como descrito no item 3.2.6.1 de "Materiais e Métodos". As quantidades de PIS 

adsorvida e não adsorvida em membrana PEVA-IDA-N?+ (módulo e fmamente cortadas) e 

gel Sepharose-IDA-N?+, obtidas por HPLC, estão apresentadas na Tabela 4.11. 

O gel Sepharose-IDA-N?+ apresentou uma maior capacidade de adsorção de PIS a 

partir de solução clarificada (12,26 mg/g de gel seco) do que as obtidas pelas membranas 

PEVA-IDA-Ní2
+ finamente cortadas (aproximadamente 4,0 mg/g de membrana seca) e no 

módulo de filtração (4,62 mg/g de membrana seca). Apesar da alta capacidade de adsorção 

obtida no gel, foi verificado, durante a cromatografia em Sepharose-IDA-Ni2+ (em leito 

fixo), um acúmulo de proteínas na parte ínferior da coluna, além de tempos bem mais 

elevados para efetuar as etapas de lavagem, eluição e regeneração do que os obtidos 

durante a cromatografia em membrana PEVA-IDA-Ni2
+ Como conseqüência, não seria 

possível o processamento da solução não clarificada na coluna, a qual provocaria a 

colmatagem do gel. 

A seletividade para adsorção de PIS a partir de solução clarificada foi comparada 

entre as membranas e o gel através dos experimentos de cromatografia em membranas 

PEVA-IDA-N?" fmamente cortadas e em gel Sepharose-IDA-N?+, filtração tangencial no 

módulo PEV A-IDA-Ni2+ com e sem recirculação do retentado até o volume de alimentação 

atíngir 1 O mL e filtração em modo frontal. As proteínas adsorvidas pelos suportes foram 

totalmente removidas durante a etapa de eluição, e então agrupadas para a realização da 

eletroforese SDS-PAGE, a qual pode ser visualizada através da Figura 4.21. 
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Tabela 4.11: Quantidades de PIS obtidas na alimentação e nas etapas de lavagem, eluição e 

regeneração dos experimentos cromatográficos e da filtração frontal realizados com solução 

clarificada. 

Capacidade de 

Adsorvente Alimentação Lavagem Eluição 
adsorção 

(mg) (mg) (mg) 
(mg/gseca) 

PEVA-IDA-Ní2+ (módulo) Ol 
52,00 42,23 0,60 4,62 

PEVA-IDA-Nf+ (finamente 
cortadas) (2) 16,00 8,20 4,60 3,68 

Sepharose-IDA-Nf+ (3) 
26,37 4,75 20,23 12,26 

- - - -(I) vazao de 0,3 mL/mm. (2) e (3) vazao de 0,5 mL/mm. OBS. Nao fm derectada PIS nas fraçoes de 
regeneração. Volume de leito (membranas ou gel): 5 mL. 

66 
45 

30 

20,1 

14,4 

1 

PIS 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Figura 4.21: Eletroforese SDS-PAGE em gel de políacrilamida a 15%. Revelação com 

nitrato de prata. Amostras nas condições desnaturantes e redutoras. Faixas 1 e 7: 

marcadores de massa molecular (Amersham Bioscíences, EUA). Faixa 2: Eluíção da 

filtração com injeção frontal. Faixa 3: Eluição da filtração tangencial sem recirculação do 

retentado. Faixas 4 e 9: Eluição da filtração tangencial com recírculação do retentado até 

diminuir volume de injeção para 10 mL. Faixas 5 e 10: Eluição da cromatografia em 

PEVA-IDA-Ni2+ firuunente cortadas. Faixa 8: Eluíção da cromatografia em Sepharose­

IDA-Ni2+. Faixas 6 e 11: solução PIS-IMAC (BIOMM). 
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A seletividade do módulo PEVA-IDA-Ni2
+ para adsorção de PIS a partir de solução 

clarificada não variou com os modos de filtração utilizados neste trabalho, visto que as 

mesmas proteínas foram adsorvidas pelo suporte quando empregadas as filtrações em modo 

frontal e em modo tangencial com e sem recirculação do retentado (até o volume de 

alimentação diminuir para I O mL) (Faixas 2, 3 e 4 da Figura 4.21). Por outro lado, 

comparando-se as faixas 9 e I O, as quais correspondem, respectivamente, as proteínas 

adsorvidas no módulo PEV A-IDA-Ni2
+ e nas membranas finamente cortadas, observou-se 

que esta última apresentou uma maior seletividade para adsorção de PIS, visto que não foi 

adsorvida a impureza em torno de 40 kDa presente nas frações de eluição obtidas pelo 

módulo. 

O gel Sepharose-IDA-Ni2
+ (utilizado neste trabalho) apresentou uma seletividade 

diferente das membranas PEVA-IDA-Ni2
+ finamente cortadas e no módulo (como 

visualizado, respectivamente, nas Faixas 8, 9, 10 da Figura 4.21) visto que, além da PIS, foi 

adsorvida uma proteína de massa molecular em torno de 30 kDa e traços de proteínas de 

massa molecular de aproximadamente 50 kDa. Em relação ao gel Sepharose-IDA-Ni2
+ 

utilizado pela BIOMM (Faixa 1 I), observou-se que o gel empregado neste trabalho (Faixa 

8) apresentou uma menor seletividade adsorvendo, além do contamínante em torno de 30 

kDa, outras proteínas contaminantes de massa molecular em tomo de 50 kDa. 

Provavelmente, os métodos de ativação e imobilização de IDA no gel de agarose podem ter 

sido fatores primordiais para as diferenças na seletividade observada para ambos suportes. 

Estes resultados comprovam que a mesma eficiência de separação pode não ser 

obtida quando membranas são empregadas em substituição aos géis convencionais, visto 

que esses sistemas podem proporcionar diferenças de afinidade pela proteína alvo e, 

conseqüentemente, diferentes cinéticas de adsorção (Suen et al., 2003). Como exemplos 

destas afirmações podem ser citados os trabalhos desenvolvidos por Suen e Etzel (1994), os 

quais obtiveram uma maior afinidade pela enzima quimosina do que pela pepsina, 

utilizando membranas contendo pepstatina A imobilizada. Resultados opostos foram 

obtidos por Suen et al. (1993) utilizando partículas de gel, como suporte de afinidade, nas 

mesmas condições de adsorção. Em um outro trabalho, desenvolvido por Suen et al. 

(2000), obteve-se uma capacidade de adsorção de albumina do soro bovino em partículas 

de gel, contendo corante imobilizado, equivalente a 14 mg/mL, e ausência de adsorção da 
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mesma quando membranas foram utilizadas como suporte, nas mesmas condições de 

adsorção. 

Em conclusão, constatou-se que emprego do gel de agarose em leito fixo utilizado 

apresentou menor seletividade para a purificação de PIS e longos tempos para efetuar as 

etapas de lavagem, eluição e regeneração, apesar da elevada capacidade de adsorção em 

comparação as membranas finamente cortadas. Estes fatores tornam inviável a utilização 

deste gel em escala industrial, podendo ser indicado como alternativa a utilização das 

membranas de afmidade para a purificação de PIS, as quais apesar de uma menor 

capacidade de adsorção (comparada aos géis), demonstraram uma boa seletividade e 

possibilitam o processamento de alimentações contendo material particulado (solução não 

clarificada). 

Tendo as membranas PEVA-IDA-Ni2
+ apresentado uma menor capacidade de 

adsorção de PIS do que o gel Sepharose-IDA-Ni2
+ tentou-se melhorar o desempenho da 

membrana para a adsorção da proteína desejada através do aumento da densidade de 

ligantes imobilizados. Com este objetivo foi desenvolvido um método para a imobilização 

do ligante VBIDA através da ativação das membranas com cloreto de metacriloil e 

subseqüente polimerização utilizando o monômero HEMA, o catalisador AlBN e luz 

ultravioleta. 

4.8. Avaliação do efeito do aumento da densidade de ligantes na capacidade de 

adsorção de PIS 

4.8.1. Membranas de PEV A f'mamente cortadas: Ativação com cloreto de metacriloil, 

imobilização de VBIDA e determinação da densidade de ligantes 

Nesta etapa do trabalho realizada no Laboratoire de Tecnologie Enzimatique, 

França, sob a supervisão do Professor Karsten Haupt foi desenvolvido um método de 

polimerização para a imobilização do ligante VBIDA (monômero previamente sintetizado) 

nas membranas de PEV A com o objetivo de aumentar a densidade de ligantes imobilizados. 

Inicialmente as membranas de PEV A finamente cortadas, as quais contém disponibilidade 

de grupamentos hidroxilas, foram ativadas com cloreto de metacriloil para introduzir duplas 

ligações na estrutura da membrana, como descrito no item 3.2.1.3 de "Materiais e 
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Métodos". O método de polimerização, empregado para a formação de cadeias poliméricas 

nas membranas ativadas, foi baseado na indução de radicais livres iniciada pelo catalisador 

AIBN na presença de luz ultravioleta utilizando os monômeros VBIDA e HEMA. 

A ordem e magnitude com que os radicais livres são formados e os monômeros são 

introduzidos na membrana são difíceis de serem medidos; por conta disto, as etapas de 

polimerização foram descritas de maneira geral, segundo Sellergran (2001 ). A primeira 

etapa, chamada iniciação, foi baseada na formação de radicais livres a partir do catalisador 

AIBN, na presença de luz ultravioleta. A segunda etapa, denominada propagação do 

polímero, consistiu na introdução de monômeros na superfície da membrana através da 

reação entre os radicais livres do catalisador e as duplas ligaçôes contidas nos monômeros 

HEMA, VBIDA e na superfície das membranas de PEV A ativadas, na presença de luz 

ultravioleta. Na terceira etapa denominada terminação, os radicais livres (quando presentes 

em elevadas concentrações) tendem a reagir entre si resultando em ligações covalentes 

inativas fmalizando a propagação do polímero. Através deste procedimento foram formadas 

nas membranas de PEV A longas cadeias poliméricas a partir dos monômeros HEMA, 

VBIDA e do catalisador AIBN, resultando na estrutura proposta apresentada na Figura 3.3 

do item 3 .2.1.3 de «Materiais e Métodos", denominada de membranas PEV A-VBIDA 

A eficiência da imobilização do agente quelante VBIDA na membrana de PEVA foi 

avaliada através da determinação da densidade de metal quelatado. A densidade dos metais 

cobre e níquel imobilizados nas membranas foi determinada através de espectrofotometria 

UV-V!S (dos complexos EDTA-metal), respectivamente, a 730 e 384 nm, como descrito no 

item 3 .2.3 .1 de «Materiais e Métodos". A densidade dos íons níquel e cobre imobilizados 

nas membranas PEVA-VBIDA foi comparada as obtidas em membranas PEVA-IDA, cujos 

valores estão apresentados na Tabela 4.12. 
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Tabela 4.12: Densidade de íons níquel e cobre imobilizados nas membranas PEV A-IDA e 

PEVA-VBIDA 

Matriz* 

PEVA-IDA 

PEVA-VBIDA 

Densidade de ligantes 
(f.!mol/ g membrana seca) 

Cu2+ Nf+ 

40 37 

163 148 

* 1 ,O mL de leito de membrana - O ,25 g de membrana seca. 

As membranas PEVA-VBIDA apresentaram uma densidade de íons níquel e cobre 

imobilizados, 4 vezes maiores do que as obtidas pelas membranas PEVA-IDA Em relação 

aos géis tradicionalmente utilizados em sistemas IMAC, cuja densidade de íons cobre varia 

entre 45 e 126 11mol/g suporte seco, as membranas PEVA-VBIDA também apresentaram 

uma maior densidade de cobre da ordem de 3,6 e 1,3, respectivamente, demonstrando que o 

método empregado para ativação, polimerização e imobilização de VBIDA foi bastante 

eficiente para aumentar a densidade de ligantes imobilizados nas membranas de PEV A 

O desempenho das membranas PEVA-VBIDA contendo íons níquel imobilizados 

foi avaliado para a purificação de PIS a partir de soluções clarificada e não clarificada. As 

capacidades de adsorção da proteína de interesse foram comparadas as obtidas quando 

empregado membranas PEV A-IDA-Ni2
+. 

4.8.2. Adsorção de PIS a partir das soluções clarificada e não clarificada: Comparação 

do desempenho de membranas PEVA-VBIDA-Ni2+ e PEVA-IDA-Ni2+ 

Foram realizados experimentos de adsorção de PIS em membranas finamente 

cortadas de PEVA-VBIDA-Ni2
+ com o intuito de avaliar o potencial deste adsorvente para 

a purificação desta proteína a partir de soluções clarificada (PIS-C) e não clarificada (PIS­

NC). Os resultados foram comparados aos obtidos com as membranas PEVA-IDA-N?+ 

finamente cortadas. 

Para estes experimentos, as membranas PEVA-VBIDA-Ni2+ foram alimentadas com 

as soluções PIS-C ou PIS-NC diluídas na proporção 1:1 no tampão Tris-HC130 mM pH 7,5 

com 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia, como descrito no item 3.2.6.1. de "'Materiais e 
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Métodos"_ As proteínas adsorvidas e não adsorvidas pelos suportes foram quantificadas 

pelo método de Bradford (em termos de proteína total) e por HPLC (em termos de PIS)_ As 

capacidades de adsorção foram comparadas as obtidas pelas membranas PEVA-IDA-Ni2
+, 

cujos valores estão apresentados nas Tabelas 4_13 e 4J4. A capacidade dos suportes para 

purificação de pró-insulína foi avaliada qualitativamente através da análise das frações 

cromatográficas por eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.22). 

Tabela 4.13: Quantidades de proteína total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluição 

e regeneração, durante as cromatografias em 5,0 mL de membranas PEVA-IDA-Ni2
+ e 4,0 

mL de PEVA-VBIDA-Ni2
+ empregando solução clarificada. 

Método Adsorçãode 

de 
Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração 

proteína total 

análise 
(mg) (mg) (mg) (mg) 

(mg/g seca) 

PEVA 

-o -IDA-Ni2+ 68,00 61,00 5,20 0,22 4,33 
<8 -o PEVA "' .... 

54,40 o:1 -VBIDA-Ni z+ 
48,89 4,95 0,11 5,06 

Método Adsorçãode 

de 
Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração 

PIS 

análise 
(mg) (mg) (mg) (mg) 

(mg/gseca) 

PEVA 

-IDA-Ni2
+ 

16,00 8,20 4,60 - 3,70 
u 

~ PEVA 

-VBIDA-Ni 2+ 
13,40 9,20 1,53 - 1,52 

1 ,O mL de leito de membrana- 0,25 g de membrana seca 

As membranas PEVA-IDA-Ni2
+, e PEVA-VBIDA-N?+ apresentaram valores 

similares de capacidades de adsorção em termos de proteína total (Tabela 4.13). Entretanto, 

em termos de PIS (análises por HPLC) as membranas PEVA-IDA-Ni2
+, apresentaram 

capacidade de adsorção de PIS (3,70 mg/g de membrana seca) 2,4 vezes maior do que a 

obtida pelas membranas PEVA-VBIDA-Ni2+'(1 ,52 mglg de membrana seca)_ Como apenas 

uma pequena quantidade de proteína total foi removida durante a etapa de regeneração, 
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estas não foram analisadas por HPLC, visto que a quantidade de PIS estaria abaixo do 

limite de detecção pelo equipamento. 

Tendo as membranas PEVA-VBIDA-Ni2
+ urna densidade de ligantes 4 vezes maior 

do que as membranas PEVA-IDA-Ni2+ (Tabela 4.12), esperava-se que este adsorvente 

apresentasse uma maior capacidade de adsorção de PIS, o que não ocorreu. Para fins de 

comparação, o desempenho dos adsorventes foi avaliado utilizando a solução não 

clarificada. 

Quando empregada solução não clarificada, foi demonstrado que as membranas 

PEVA-IDA-N?+ apresentaram, em termos de proteína total e PIS, urna capacidade de 

adsorção (5,04 mg de proteína total/g de membrana seca e 4,88 mg de PIS/g de membrana 

seca), de respectivamente, 1,5 e 8,0 vezes maior do que as obtidas pelas membranas PEVA­

VBIDA-Ni z+ (3,20 mg de proteína total/g de membrana seca e 0,60 mg de PIS/g de 

membrana seca) (Tabela 4.14). 

Tabela 4.14: Quantidades de proteína total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluição 

e regeneração, durante as cromatografias em 5,0 mL de membranas PEVA-IDA-Ni2+ e 4,0 

mL de PEVA-VBIDA-Ni'+ empregando solução não clarificada. 

Método Adsorção de 

de 
Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração 

proteína total 

análise 
(mg) (mg) (mg) (mg) 

(mg/gseca) 

PEVA 
-o -IDA-N?+ 

98,80 87,61 6,18 0,11 5,04 
.... 

<8 -o PEVA "' .... 70,00 64,53 3,00 0,23 3,20 co -VBIDA-Ni 2+ 

Método Adsorçãode 

de 
Suporte Alimentação Lavagem Eluição Regeneração 

PIS 

análise 
(mg) (mg) (mg) (mg) 

(mg/gseca) 

PEVA 

-IDA-Nj2+ 24,00 12,44 6,11 1,22 4,88 
u 

'"" PEVA 
~ 

-VBIDA-Ni 2+ 
14,60 10,00 0,60 0,15 0,60 

I mL de leito- 0,25 g de membrana seca 
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Apesar de uma maior densidade de ligantes (148 J..lmol de Ni2+/g membrana seca), 

as membranas PEVA-VBIDA-Ni z+ apresentaram uma menor capacidade de adsorção de 

PIS do que a obtida pelas membranas PEVA-IDA-Ni2+ (37 J..liDOl de Ni2+/g de membrana 

seca) quando empregadas soluções clarificada e não clarificada. Através do monitoramento 

das frações das etapas cromatográficas de adsorção, lavagem e eluição, por 

espectrofometria a 384 nm (comprimento de onda de detecção do íon níquel), verificou-se 

que durante a cromatografia em membranas PEVA-VBIDA-Ni 2+ houve o desprendimento 

de metal durante o processo, principalmente na etapa de lavagem (desprendimento de cerca 

de 19% do total de íons imobilizados), o que não ocorreu quando empregadas membranas 

PEV A-IDA-Ni2
+ Provavelmente o desprendimento de metal nas membranas PEVA­

VBIDA-Ni Z+ ocorreu devido as condições tamponantes empregadas ou pela forte interação 

entre a proteína e o metal, ocasionando a baixa capacidade de adsorção do suporte pela 

proteína de interesse. 

Por outro lado, através da eletroforese SDS-PAGE da Figura 4.22, observou-se que 

as membranas PEV A-VBIDA-Ni 2+ apresentaram uma melhor seletividade para adsorção 

de PIS a partir de soluções clarificada e não clarificada (Faixas 2 e 3) do que as membranas 

PEVA-IDA-N?+ (Faixas 4 e 5). Com a finalidade de avaliar a influência da proteína (massa 

molecular de 9,5 kDa) e das condições tamponantes no desprendimento de metal em 

PEVA-VBIDA-Ni2+, foram realizados experimentos cromatográficos para adsorção de 

outras proteínas de elevado grau de pureza (IgG, lisozima e BSA) em ambos suportes. Os 

resultados foram comparados aos obtidos para adsorção de PIS-IMAC. 
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Figura 4.22: Eletroforese SDS-P AGE em gel de acrilamida homogêneo 20%_ Revelação 

com nitrato de prata. Amostras nas condições desnaturantes e redutoras. Faixa 1: solução 

não clarificada. Faixa 2: Fração de eluição da cromatografia em PEVA-VBIDA-Ni2+ 

utilizando solução clarificada. Faixa 3: Fração de eluição da cromatografia em PEVA­

VBIDA-Ni2+ utilizando solução não clarificada. Faixa 4: Fração de eluição da 

cromatografia em PEVA-IDA-Ni2+ utilizando solução clarificada. Faixa 5: Fração de 

eluição da cromatografia em PEV A-IDA-Ni2+ utilizando solução não clarificada. Faixa 6: 

PIS purificada por IMAC (BIOMM} 

4.10. Adsorção de proteínas altamente purificadas em PEVA-VBIDA-Me 2+ e PEVA­

IDA-M~+ 

Foi avaliado o potencial das membranas PEV A-VBIDA-Me 2+ e PEVA-IDA-Mé+ 

(sendo Me2+ os íons cobre ou níquel) para adsorção de proteínas de diferentes massas 

moleculares, IgG (150 kDa), BSA (65 kDa) e lisozima (14,32 kDa). Os experimentos 

cromatográficos foram realizados em membranas PEVA-VBIDA-Ni2+ e PEVA-IDA-Ni2+ 

para adsorção de IgG e em membranas de PEVA-VBIDA-Cu2
+ e PEVA-IDA-Cu2

+ para 

adsorção de BSA e lisozima, como descrito no item 3.2.6.2 de "Materiais e Métodos"_ Os 

resultados foram comparados aos obtidos em membranas de PEVA-VBIDA-Ni2+ e PEVA­

IDA-Ni2+ para adsorção de PIS (9,5 kDa). As proteínas adsorvidas e não adsorvidas pelos 

suportes foram quantificadas pelo método de Bradford (para IgG, BSA e PIS) e a 280 nm 

(para lisozima), cujos valores obtidos estão apresentados na Tabela 4.15. 
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Tabela 4.15: Adsorção de IgG, PIS, lisozima e BSA em membranas PEV A-IDA-Me2
+ e PEV A-VBIDA-Me

2
+ 

PEVA-IDA-Ni2
+ 

Proteinas (massa 

molecular em Alimentação Lavagem Eluição 

kDa) (mg) (mg) (mg) 

IgG* (!50) 10,00 7,00 2,94 

PIS* (9,5) 10,00 3,70 6,30 

PEVA-IDA-Cu2
+ 

Proteínas (massa 

molecular em Alimentação Lavagem Eluição 

kDa) (mg) (mg) (mg) 

Lisozima** 5,00 1,02 3,44 
(14,32) 

BSA* (65) 10,0 3,10 5,50 

*Análise pelo método de Bradford. 
** Análise por espectrofotometria a 280 nm. 
volume de leito de membranas= 3,5 mL. 

-o -

PEVA-VBIDA-Ne+ 

Proteína 

adsorvida 
Alimentação Lavagem Eluição 

(%) 
(mg) (mg) (mg) 

29,4 10,00 8,60 0,70 

63,0 10,00 5,0 3,00 

PEVA-VBIDA-Cu2
+ 

Proteína 

adsorvida 
Alimentação Lavagem Eluição 

(%) 
(mg) (mg) (mg) 

68,8 5,00 1,57 3,36 

55,0 10,0 7,11 2,84 

~ 

Proteína 

adsorvida 

(%) 

7,0 

30,0 

Proteína 

adsorvida 

(%) 

67,0 

28,4 
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As membranas PEVA-IDA-Ni2
+ e PEVA-VBIDA-Ni2+ apresen1aram adsorção de 

IgG, respectivamente, de 29,2 e 7,0% e as membranas PEVA-IDA-Cu2+ e PEVA-VBIDA­

Cu2+ apresen1aram adsorção de BSA, respectivamen1e, de 55,0 e 28,4%. Apesar das 

membranas de PEVA-VBIDA-Mé+ terem apresen1ado uma maior densidade de ligantes do 

que as membranas PEVA-IDA-Mé+, uma hipó1ese para a menor adsorção de lgG e BSA 

neste suporte, pode ser atribuída a efeitos de impedimento estérico, ocasionados devido ao 

1amanho das pro1eínas, tornando-as inacessíveis aos íons metálicos imobilizados. 

Por outro lado, para adsorção de PIS, uma proteína de massa molecular em tomo de 

9,5 k.Da, obteve-se porcen1agens de proteína adsorvida de 63 e 30%, respectivamente, em 

membranas PEVA-IDA-Ni2+ e PEVA-VBIDA-Ni 2+ Em relação a lisozima, uma proteína 

de massa molecular 1ambém pequena, em torno de 14,32 k.Da, porém maior que a PIS, 

verificou-se uma porcen1agem de adsorção em torno de 68% para ambos adsorventes. 

Sendo a PIS, a pro1eína de menor massa molecular dentre as 1es1adas, esperava-se como no 

caso da lisozima, que não houvesse uma diferença significativa de porcen1agem de 

adsorção de proteína entre os suportes, visto que nes1e caso não haveria problemas de 

impedimento estérico devido ao 1amanho da molécula, o que não ocorreu. 

As frações das e1apas de adsorção, lavagem e eluição obtidas em todos os 

experimentos cromatográficos, para ambos adsorventes, foram monitoradas por 

espectrofotometria a 730 nm (para detecção de íons cobre) e 384 nm (para detecção de íons 

níquel). Os resul1ados indicaram que somente ocorreu o desprendimento do íon metálico 

duran1e a adsorção de PIS em membranas de PEVA-VBIDA-Ni2+. Diante des1e fato, 

concluiu-se que o desprendimento do íon metálico imobilizado nas membranas de PEV A­

VBIDA pode 1er sido ocasionado pelas condições 1amponantes empregadas ou pela forte 

ín1eração entre a pro1eína (a qual contém uma cauda com seis histidínas) e o íon metálico. 

Apesar de ter sido verificado que, na presença do 1ampão MMA (empregado para a 

adsorção de IgG, BSA e lisozima), não houve desprendimento de me1ais em ambos 

suportes, es1e 1ampão não poderia ser usado nos experimentos de adsorção de PIS, visto que 

a proteína nestas condições, precipitou. 

As membranas PEVA-VBIDA-Ni2+, apesar da baixa capacidade de adsorção, 

demonstraram seletividade para adsorção de pró-insulina recombinante a partir de soluções 

impuras e capacidade de adsorção de lisozima comparável a obtida pelas membranas 

PEV A-IDA-N?+ Além disso, os métodos de ativação e polimerização desenvolvidos foram 
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bastante eficientes para aumentar a densidade de ligantes imobilizados nas membranas de 

PEVA. Em condições otimizadas (de tampão, vazão de alimentação e vazão de filtrado) 

este adsorvente talvez possa demonstrar potencial para futuras aplicações com fins de 

purificação. 
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CAPÍTULOS 

CONCLUSÕES 

A cromatografia em membranas de álcool poli(etileno) vinílico (PEVA) com íons 

metálicos imobilizados foi utilizada, neste trabalho, como uma alternativa aos sistemas 

IMAC que empregam géis de agarose como matrizes suporte, para a purificação de pró­

insulina recombinante com cauda de poli(histidina) a partir de soluções clarificada e não 

clarificada. 

Inicialmente, demonstrou-se que o método comumente utilizado para a modificação 

de géis de agarose destinados a aplicação em IMAC (ativação com epicloridrina e 

imobilização do agente quelante IDA), pode ser eficientemente empregado para as 

membranas de PEV A, visto que estas apresentaram capacidade de imobilização de metal 

comparável aos valores encontrados para géis na literatura consultada_ A seguir, dentre as 

membranas PEVA-IDA-Mé+ testadas (sendo Me2
+ os íons Cu2

+, Ni2
+, zn2+ e Co 2 ~, 

somente as membranas PEVA-IDA-Ni2
+ e PEVA-IDA-Cu2

+ apresentaram mruor 

capacidade para adsorção de pró-insulina de alta pureza, dentre as quais as membranas 

PEVA-IDA-Ni2
+ demonstraram a melhor seletividade e capacidade para adsorção de PIS a 

partir de soluções clarificada e não clarificada. 

A análise de equilíbrio demonstrou que adsorção de PIS em membrana PEVA-IDA­

N?+ segue o modelo de Langmuir, provavelmente devido a presença de íons metálicos 

suficientemente espaçados no suporte e a cauda com seis histidinas na proteína, os quais 

contribuíram para a interação específica entre a proteína e o ligante, em detrimento de 

interações não específicas que provocariam o desvio do comportamento de Langmuriano, 

comumente ocasionado em sistemas IMAC. Os experimentos cinéticos demonstraram que a 

adsorção de PIS a partir de solução PIS-IMAC em membrana PEV A-IDA-Ni2
+ foi limitada 
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pela taxa de reação na superficie e que o equilíbrio foi mais rapidamente atingido (em 30 

min) quando empregada solução na concentração de 9,0 mg/mL. 

A construção do módulo de filtração em escala laboratorial contendo fibras ocas de 

PEV A-IDA possibilitou a imobilização de uma maior densidade de ligantes (184 J.lmol de 

Cu2+/g de membrana seca) do que a obtida em membranas PEVA-IDA finamente cortadas 

(40 J.lmol de Cu2+/g de membrana seca), devido a passagem das soluções de ativação e 

imobilização de IDA por todos os poros da membrana. A adsorção de PIS a partir de 

solução clarificada foi realizada em diferentes modos operacionais, dos quais a filtração no 

módulo PEVA-IDA-Ni2
+ em modo tangencial com recirculação do retentado (até o volume 

de alimentação atingir 10 mL), utilizando a razão vazão de filtrado (0,5 mL/min) por vazão 

de alimentação (0,7 mL/min) (QtiQ;) igual a 0,7, foi a condição que demonstrou maior 

capacidade de adsorção de PIS, sendo então selecionada para a obtenção de curvas de 

ruptura e determinação da capacidade dinâmica do módulo. 

As membranas PEVA-IDA-Ni2
+ contidas no módulo apresentaram capacidade de 

adsorção de PIS cerca de 3 e 5 vezes menor que as obtidas pelas fibras fmamente cortadas, 

respectivamente, quando utilizadas soluções clarificada e não clarificada, sugerindo que no 

módulo, o acúmulo de proteinas (impurezas) na superficie e no interior dos poros pode ter 

reduzido a acessibilidade da PIS aos sítios de adsorção. Devido a baixa capacidade de 

adsorção de PIS no módulo (onde a vazão de filtrado foi de 0,5 mL/min), investigou-se o 

efeito do tempo de residência no desempenho do adsorvente, através da filtração em modo 

frontal e em modo tangencial utilizando, respectivamente, vazão de alimentação e de 

filtrado de 0,3 mL/min. Nestas condições, a capacidade de adsorção de PIS a partir de 

solução clarificada aumentou por um fator de 5 e 3, respectivamente, nas filtrações em 

modo frontal e tangencial, quando comparadas as obtidas com vazão de alimentação (no 

modo frontal) e de filtrado de 0,5 mL/min (no modo tangencial). Constatou-se, então, que o 

tempo de residência da PIS no módulo é fundamental para o desempenho do adsorvente no 

processo de purificação. 

A comparação entre o desempenho de membranas PEVA-IDA-Ni2
+ e o gel 

Sepharose-IDA-Ni2
+, tradicionalmente empregado pela indústria, demonstrou que o gel 

apresentou uma maior capacidade para a adsorção de PIS a partir de solução clarificada, 

provavelmente devido a uma maior densidade de ligantes imobilizados por mL de gel. No 
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entanto, verificou-se durante a cromatografia em Sepharose-IDA-N?+ um acúmulo de 

proteínas na parte inferior da coluna, além de tempos bem mais elevados para efetuar as 

etapas de lavagem, eluição e regeneração, não sendo possível o processamento da solução 

não clarificada. 

Como as membranas PEV A-IDA-Ni2
+ apresentaram menor capacidade de adsorção 

de PIS do que o gel Sepharose-IDA-N?+, tentou-se melhorar a capacidade para adsorção da 

proteína desejada através do aumento da densidade de ligantes imobilizados nas 

membranas. O método desenvolvido para este fim (ativação com cloreto de metacriloil e 

polimerização com REMA e VBIDA) foi eficiente, tendo em vista que obteve-se uma 

densidade de ligantes nas membranas PEVA-VBIDA-Ni2+ 4 vezes maior (148 f.!mol/g seca) 

do que a obtida com as membranas PEVA-IDA-N?+ (37 J.!moVg seca). Apesar disto, as 

membranas PEVA-VBIDA-Ni2+ demonstraram menor capacidade de adsorção de PIS, a 

partir de soluções clarificada e não clarificada, do que a obtida em membranas PEVA-IDA­

Ni2+, devido ao desprendimento do íon metálico durante o processo cromatográfico, 

ocasionado provavelmente, pelas condições tamponantes empregadas e pela forte afinidade 

entre a proteína e o metal. No entanto, a melhor seletividade em relação as membranas 

PEVA-IDA-Ni2
+, demonstrou o potencial deste adsorvente para a purificação de PIS a 

partir de soluções impuras. 

Em suma, as membranas de PEV A seja com o agente quelante IDA ou VBIDA 

imobilizado, demonstraram melhores condições cromatográficas (baixos tempos de 

processo e mínimos problemas de entupimento do suporte) do que o gel Sepharose-IDA, 

possibilitando o processamento de solução contendo material particulado (solução não 

clarificada), o qual seria impossível em géis tradicionais. Tais observações ressaltam que, 

dentro de condições otimizadas (tampão, vazão de alimentação, vazão de filtrado, 

configuração), as membranas de PEV A talvez poderiam ser utilizadas industrialmente, em 

substituição aos géis de agarose, como suportes de afinidade para aplicações futuras com 

fins de purificação. 
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CAPÍTUL06 

SUGESTÕES PARA OS PRÓXIMOS TRABALHOS 

As membranas de PEVA-IDA, apesar de uma boa seletividade, demonstraram 

menor capacidade de adsorção de PIS do que o gel Sepharose-IDA, seja como fibras 

finamente cortadas como em módulo de filtração. No módulo, o efeito do tempo de 

residência influenciou na capacidade de adsorção de PIS, mas mesmo assim esta continuou 

sendo inferior a obtida pelo gel. Para melhorar a capacidade neste suporte, seria necessário 

realizar estudos muito mais detalhados, como por exemplo testar outras razões vazão de 

alimentação por vazão de filtrado ou manter a mesma razão e variar as vazões de filtrado. 

As membranas PEVA-VBIDA apesar de uma menor capacidade de adsorção de 

PIS, apresentaram uma melhor seletividade do que as membranas PEVA-IDA. Tendo sido 

constatado que a menor capacidade de adsorção de PIS em membranas PEVA-VBIDA foi 

ocasionada pelo desprendimento de metal durante o processo cromatográfico, devido 

provavelmente as condições tamponantes e a forte interação entre a proteína e o metal, 

pode-se propor algumas sugestões para trabalhos futuros tais como: 

1) Selecionar dentre os metais Ni2+, Cu2+, Zn2+ e Co2
+ imobilizados nas membranas 

PEVA-VBIDA, aquele que apresentar maior capacidade para adsorção de pró-insulina 

(PIS-IMAC). 

2) Testar outras condições tamponantes (tampão, pH, força iônica) onde não haja 

desprendimento de metal e a PIS seja estável; 

3) Obtidas as condições tamponantes adequadas, realizar experimentos de 

purificação de PIS utilizando as soluções clarificada e não clarificada e comparar com 

resultados obtidos pelas membranas PEVA-IDA e gel Sepharose-IDA; 
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4) Se a capacidade de adsorção nas membranas PEVA-VBIDA for próxima a obtida 

pelo gel, podem ser construídos módulos em escala laboratorial para os experimentos de 

filtração. Para a obtenção do módulo é necessário otimizar os métodos de ativação e 

polimerização das fibras. 

Como sugestões ainda, as membranas PEVA-VBIDA podem ser testadas para a 

purificação de outras proteínas, como anticorpos monoclonaís e outras membranas tais 

como celulose, quitosana, nylon, PV A, polisulfona e poliétersulfona podem ser ativadas e 

polimerizadas para a imobilização do VBIDA, visando aplicações futuras como sistemas de 

purificação de proteínas. 
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APÊNDICE A 

1 - Dados utilizados para a construção da isoterma de adsorção 

Estão apresentados na Tabela 1 A os valores experimentais das concentrações 

iniciais (Co) e de equilíbrio (Ceq) obtidos através dos experimentos descritos no item 3.2.7 

de "Materiais e Métodos". Os valores da quantidade de proteína adsorvida pelo suporte (Q) 

foram calculados através da equação 2.5 do item 2.5 da "Revisão Bibliográfica". 

Tabela 1 A: Valores experimentais de Co e Ceq e valores calculados de Q. 

Co Ceq Q Desvio deQ 

o o o o 

0,454 0,02128 22,32 o 

0,888 0,115 39,69 0,05567 

1,84 0,48 70,10 o 

3,20 !,05 110,05 1,70007 

5,00 2,4 135,62 1,42926. 

6,90 3,87 155,93 0,84251 

10,0 6,48 172,98 3,22 

2 - Dados da cinética de adsorção 

Nas Tabelas 2A a 4A estão apresentados os valores da concentração de proteína no 

sobrenadante (C) com o tempo obtidos através dos experimentos cinéticos descritos no item 

3.2.8. de "Materiais e Métodos" e os valores de C teóricos correspondentes a curva 

tracejada dos gráficos 4.9 a 4.11 do item 4.5.2 de "Resultados e Discussão". Os valores de 
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C teóricos foram obtidos utilizando a solução analítica de Skidmore et al. (1990) para o 

modelo da taxa cinética constante de Chase (1984) como descrito na equação 2.7 do item 

2.5 da "Revisão Bibliográfica". 

Tabela 2A: Variação da concentração de proteína no sobrenadante com o tempo para uma 

solução na concentração inicial de 1,0 mg/mL. Valores experimentais e teóricos. 

Tempo (min) C(mg/mL) C teórico (mg/mL) 

0,166 0,95617 0,99046 

0,333 0,93468 0,98099 

0,5 0,9040 0,97165 

1 0,76085 0,94448 

5 0,64468 0,76283 

10 0,61638 0,60235 

20 0,47106 0,41186 

30 0,39000 0,31423 

60 0,22809 0,21925 

120 0,15617 0,20121 

180 0,12021 0,2007 
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Tabela 3A: Variação da concentração de proteína no sobrenadante com o tempo para uma 

solução na concentração inicial de 5,0 mg/mL. Valores experimentais e teóricos. 

Tempo (min) C(mg/mL) C teórico (mg/mL) 

0,166 5,ll 702 4,98296 

0,333 4,73191 I 4,96596 

0,5 4,5766 4,94911 

1 4,70851 4,89955 

5 4,4234 4,5455 

10 4,1234 4,18867 

20 4,02766 3,66951 

30 3,04043 3,316 

60 2,76596 2,7442 

120 2,51277 2,38089 

180 2,42979 2,29358 
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Tabela 4A: Variação da concentração de proteína no sobrenadante com o tempo para uma 

solução na concentração inicial de 9,0 mg/mL Valores experimentais e teóricos. 

Tempo (min) C (mg/mL) C teórico (mg/mL) 

0,166 8,82128 8,79286 

0,5 9,09574 8,42621 

1 7,40426 7,97778 

5 6,38298 6,39455 

10 6,22128 5,945 

20 6,16383 5,8169 

30 5,95745 5,8092 

60 5,99149 5,8087 

120 5,95745 5,8087 

180 5,90426 5,8087 
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