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EM CRIOGEL MONOLITICO DE

POLIACRILAMIDA/ALGINATO DERIVATIZADO COM IDA

Daniele Borges*, S6nia Maria Alves Bueno

Resumo

A obtencao de imunoglobulina G (IgG) com alto grau de pureza e rendimento é fundamental para aplicacdo dessa
importante biomolécula, por isso métodos cromatograficos sao utilizados para sua purificacdo. Neste trabalho, foi
empregado o criogel monolitico a base de poliacrilamida e alginato, com acido iminodiacético (IDA) imobilizado (PAAmM-
Alg-AGE-IDA) e, por técnicas cromatogréficas de afinidade com ions metélicos imobilizados (IMAC), foi avaliado a
adsorcéo seletiva de 1gG a partir de soro bovino, em ions de cobre (Cu(ll)) quelatados.
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Introducao
IMAC: técnica cromatografica de afinidade por ions
metalicos imobilizados.
Vantagens: baixo custo, alta capacidade de adsorcéo e
seletividade, pode ser empregada na purificacdo de
biomoléculas (BRESOLIN et al., 2009).
Esse trabalho tem como objetivo avaliar diferentes
condi¢cdes tamponantes na adsorcdo de IgG a partir de
soro bovino, empregando IMAC com ions Cu(ll)
guelatados em criogel de PAAM-AIlg-AGE-IDA.

Metodologia
Preparacéo do criogel monolitico:
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Figura 1. Esquema da formacéo de criogel. Adaptado de
ERTURK e MATTIASSON, 2014

Tabela 1. Condi¢des cromatograficas realizadas em
PAAmM-AIg-AGE-IDA-Cu(ll)

Tampodes:Adsorcéo Tampdes:Eluicéo

NaP pH 6,0* Acetato de sédio pH 4,0*
Hepes pH 7,0* Acetato de sddio pH 4,0*
Hepes + 2 mmol/L de Hepes + 50 mmol/L imidazol

imidazol pH 7,0* pH 7,0*

NaP + 2 mmol/L de NaP +20 mmol/L de imidazol
imidazol pH 6,0 pH 6,0

Hepes + 0,1 mol/L de NaCl Acetato de s6dio + 0,1 mol/L
pH 7,0 de NaCl pH 4,0

NaP + 0,1 mol/L de NaCl Acetato de sodio + 0,1 mol/L
pH 6,0 de NaCl pH 4,0

NaP + 0,1 mol/L de NaCl + NaP + 0,1 mol/L de NaCl +
2 mmol/L de imidazol pH 20 mmol/L de imidazol pH
7,0 7,0

* Cromatografias feitas também em PAAmM-Alg-AGE-IDA

Resultados e Discusséao
O criogel obtido apresentou estrutura esponjosa,
homogénea e macroporosa. Neste, foi imobilizado IDA,
capaz de quelatar 23,44 pymol Cu(ll) por mL de criogel.

Tabela 2. Balanco de massa das condicbes que
proporcionaram maior adsorcéo e pureza

[E3) ev-ric-ro |

Proteinas totais (%)

L] IDA-Cu(ll) IDA IDA IDA-Cu(Il)

T| HEPES HEPES  Hepescom - NaP com
imidazol imidazol

L [60,19%252 96,0%3,72 84,60%355 70,58 0,46

E|21,11+219 1,72+002 10,94 +0,45 14,53+ 0,41

R|1012+099 000%0,00 0,00+0,00 8,19 0,27

Li: ligante, T: tampdo, L: lavagem, E: eluicdo e R:
regeneracao

Célculos por média simples dos experimentos feitos em
duplicata e o desvio é a variacdo em relacdo a média.

Figura 2. Perfil eletroforético
(1)Ligante: IDA-Cu(ll)
Adsorc¢ao: tampéo Hepes pH 7,0
Eluigédo: acetato de sédio pH 4,0
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(2)Ligante: IDA
Adsorgdo: tampao Hepes pH 7,0
Eluigao: acetato de sé-dio pH4,0
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(3) Ligante: IDA (4)Ligante: IDA-Cu(ll)

Adsorcao: tampao Hepes +imidazol pH7,0 Adsorcéo: tampao NaP +imidazol pH 6,0
Elui¢ao: Hepes imidazol 50 mmol/LpH7,0  Eluigao: NaP imidazol 20 mmol/L pH 6,0
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Apesar da condig&o 1 ter adsorvido maior porcentagem de
proteinas, nas demais, tem-se maior pureza, pois a IgG
eluida é eletroforeticamente mais homogénea, logo o
adsorvente € mais seletivo nessas condicdes
tamponantes.

Concluséao
As proteinas adsorvidas foram dessorvidas alterando o
pH ou adicionando agentes competitivos na fase mével.
Observa-se que a utilizacdo de imidazol como agente
competitivo proporcionou melhores resultados para a
separacao da IgG bovina.
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