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RESUMO

Atualmente o Criogel monolitico de Poliacrilamida (PAam) tem apresentado
uma crescente aplicabilidade na adsorcdo e purificagdo de proteinas devido a sua
capacidade de répida transferéncia de massa, alta porosidade e baixa contrapressao em
altas taxas de fluxo. Sendo utilizado, principalmente, na cromatografia de afinidade por
ions metalicos imobilizados (IMAC), um dos maiores problemas é a dessorcdo desses
metais podendo contaminar as proteinas. Sendo assim, o presente trabalho propés, de
forma pioneira, como alternativa para a IMAC, investigar a eletroadsorcdo de ions
metalicos Cu?*, Fe?*, Co?* e Ni?* em uma coluna de PAam, com dois sistemas distintos
(batelada e leito fixo), sem utilizar de agentes quelantes para fixar os metais na coluna,
para aprimorar a capacidade de purificacdo de imunoglobulina G e ser eficiente para a
imobilizacdo da proteina Spike (aminoterminal da SARS-CoV-2). Dentre os ions
citados, o estudo em leito fixo conseguiu de forma efetiva eletroadsorver os ions Cu?*
diretamente no PAam, devido ao design do leito ser minunciosamente dimensionado
sem a necessidade de um agente quelante para intermediar o processo de adsor¢do do
fon. Pois, o Cu?" apresenta uma camada d® diferente dos outros metais, tornando-o mais
propicio para realizacdo de ligacdes coordenadas na estrutura do PAam. Vale ressaltar
que, para que os fons Cu?* sejam fixados nos sitios de adsocdo formados no PAam é
exigida uma voltagem minima de 3V, independente da vazdo aplicada (entre 1 e 5
mL/min). Ap6s o processo de eletroadsorcéo, foi aplicada a eluicdo em EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) 0,1 mol/L, para verificar a quantidade adsorvida maxima
do fon, nesse caso, aproximadamente 16 mg de Cu?*/g de PAam. Para o sistema em
batelada, ocorreu um impedimento eletroquimico gerando corrosdo no sistema, ndo
sendo possivel tornar o PAam um formador de sitios de eletroadsor¢cdo. Na avaliacdo da
capacidade de adsorcdo das proteinas, durante a passagem do tampdo de Acetato de
sddio, pela técnica de cromatografia de afinidade, grande parte dos fons Cu?* foram
dessorvidos, comprometendo a aplicagdo da técnica. Sendo assim, a inovagao do estudo,
que traz de forma pioneira a eletroadsor¢do de metais em PAam, abre um leque de
possibilidades para resolver problemas praticos da industria farmacéutica e aplicacfes

em cromatografia.

Palavras-chave: Eletroadsorcdo, Leito fixo, Batelada, Cromatografia de
afinidade.



ABSTRACT

Currently, monolithic Polyacrylamide Cryogel (PAam) has shown increasing
applicability in the adsorption and purification of proteins due to its capacity for rapid
mass transfer, high porosity and low backpressure at high flow rates. Being mainly used
in immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC), one of the biggest problems
is the desorption of these metals, which can contaminate proteins. Therefore, the present
work proposed, in a pioneering way, as an alternative to IMAC, to investigate the
electroadsorption of metallic ions Cu?*, Fe?*, Co?* and Ni?* in a PAam column, with
two different systems (batch and fixed bed), without using of chelating agents to fix the
metals in the column, to improve the purification capacity of immunoglobulin G and be
efficient for the immobilization of the Spike protein (amino terminus of SARS-CoV-2).
Among the ions mentioned, the fixed bed study managed to effectively electroadsorb
the Cu?* ions directly onto the PAam, due to the bed design being meticulously sized
without the need for a chelating agent to mediate the ion adsorption process. Because
Cu?* has a different d° layer than other metals, making it more suitable for making
coordinated bonds in the PAam structure. It is worth mentioning that, for the Cu?* ions
to be fixed in the adsorption sites formed on the PAam, a minimum voltage of 3V is
required, regardless of the flow rate applied (between 1 and 5 mL/min). After the
electroadsorption process, elution was applied in EDTA (ethylenediaminetetraacetic
acid) 0.1 mol/L, to verify the maximum adsorbed amount of the ion, in this case,
approximately 16 mg of Cu®'/g of PAam. For the batch system, an electrochemical
impediment occurred, generating corrosion in the system, making it impossible to make
PAam a former for electroadsorption sites. When evaluating the adsorption capacity of
proteins, during the passage of the sodium acetate buffer, using the affinity
chromatography technique, a large part of the Cu?* ions were desorbed, compromising
the application of the technique. Therefore, the innovation of the study, which pioneers
the electroadsorption of metals in PAam, opens a range of possibilities for solving

practical problems in the pharmaceutical industry and applications in chromatography.

Keywords: Electro-adsorption, Fixed Bed, Batch, Affinity Chromatography.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Adsorcao € um processo fisico-quimico em que atomos, moléculas ou ions de uma
substancia se ligam a superficie de um solido ou liquido, formando uma camada aderida a
superficie (TALLMADGE, 1957; MCCABE et al. 1993). A adsorcdo ocorre devido a
interacdo entre as moléculas adsorvidas e a superficie do material adsorvente, resultando
em uma diminuicdo da concentracdo das moléculas no meio (TALLMADGE, 1957
MCCABE et al. 1993). Esse processo é amplamente utilizado em diversas areas, como na
remocdo de poluentes da &gua, na separacdo de misturas gasosas, na producdo de
catalisadores, entre outras aplicacbes (COSTA et al., 2023; CHEN; WANG, 2006;
RADOVIC; MORENO-CASTILLA; RIVERA-UTRILLA, 2000).

Diversas formas de aperfeicoar o processo de adsorcdo vem sendo reportadas na
literatura, com o objetivo de reducdo de custos, reducdo do tempo do processo, maior
capacidade na etapa de recuperacao, entre outros. Nesse contexto, a aplicacdo do potencial
elétrico no processo de adsorcdo, conhecido como eletroadsorgao, apresenta duas vantagens
significativas: maior capacidade de adsorcdo, devido a presenca de forcas eletrostaticas, e
maior facilidade de recuperacdo do material adsorvente, com a alteracdo no sentido da
corrente elétrica aplicada (PUGA et al., 2022; BERALUS et al., 2014; PENG et al., 2011;
COSTA et al., 2021). Uma necessidade nesse tipo especifico de adsor¢do € que o material
adsorvente seja condutor de corrente elétrica. O principal adsorvente aplicado para tal fim
tem sido o carvéo ativado (BAN; SCHAFER; WENDT, 1998). As principais aplicacdes da

eletroadsor¢do em pesquisas recentes tem sido na dessalinizacdo de &guas marinhas



16

(COSTA et al., 2022; NOKED et al., 2009) e na remoc¢do de metais de aguas naturais
destinadas ao consumo humano (BERALUS et al., 2014; JIANG et al., 2015 ; COSTA et
al., 2022).

As industrias farmacéutica e bioquimica cada vez mais buscam técnicas alternativas
e complementares para purificacdo e imobilizacdo de proteinas, que fornegcam baixo custo
de producdo e estabilidade da matriz. Dentre as proteinas utilizadas para testes diagndsticos
e uso terapéutico, a Imunoglobulina G (IgG) humana € uma das que mais se destaca devido
a sua ampla gama de aplicac6es clinicas e sua capacidade de reconhecer e neutralizar uma
variedade de agentes patogénicos. Para essas aplicacBes, essa glicoproteina necessita
apresentar elevada da pureza, acima de 95%, para evitar interferéncias nos resultados e, na
seguranca dos usuarios (HAMACEK et al., 2023; FIORAVANTE et al., 2022)

O recente surto do SARS-CoV-2 tornou-se uma preocupacao significativa para a
salde publica em todo 0 mundo. Esse novo virus se liga com as células humanas, por meio
de sua extremidade aminoterminal conhecida como proteinas Spike, ao receptor ACE2
(enzima conversora de angiotensina 2), sendo papel da proteina Spike a ligacdo com o0s
receptores do hospedeiro, 0 que a torna um objeto de estudo para o aperfeicoamento de
vacinas e desenvolvimento terapéutico antiviral.

Entre as técnicas aplicadas na adsorcdo e purificacdo de proteinas, uma que se
destaca em aplica¢des laboratoriais é a cromatografia de afinidade (DUTTA; BOSE, 2022;
HAGE et al., 2023; RODRIGUEZ et al., 2020) . Nessa técnica, uma matriz contendo um
ligante especifico (imobilizado covalentemente) é carregada com a molécula-alvo. Apoés a
sucessiva passagem de eluentes para remocdo de impurezas, a molécula-alvo € recuperada e
purificada ao final do processo. A escolha da combinacdo de matriz e ligante para a
cromatografia é feita de forma a otimizar os fatores de especificidade, de seletividade, de
reprodutibilidade e de custo operacional, de modo que seja possivel obter a pureza
desejada, com o maximo de rendimento e sem gerar um custo excessivo (ARORA;
SAXENA; AYYAR, 2017 ; DUTTA,; BOSE, 2022; HAGE et al., 2023; RODRIGUEZ et
al., 2020).

As condicOes ideais para que a matriz e o ligante em um processo de cromatografia
de afinidade ocorram bem dependem de varios fatores, incluindo a natureza da molécula-

alvo e do ligante, bem como, das condic¢des fisico-quimicas da matriz e da solucdo de
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trabalho. As matrizes aplicadas em cromatografias de afinidade devem apresentar alta
estabilidade quimica e fisica nas condi¢fes de operacdo (vazao, composi¢do, temperatura,
pH), grupos funcionais que interajam com os ligantes, elevada &area superficial e alta
porosidade (DUTTA; BOSE, 2022; HAGE et al., 2023; RODRIGUEZ et al., 2020;
MALLIK; HAGE, 2006). Para a cromatografia que envolva a separacao e purificacdo de
biomoléculas, é importante que a configuracdo dos poros da matriz permita 0 acesso das
moléculas aos sitios de adsorcao, que cresce quanto menor for a resisténcia a transferéncia
de massa. Na maioria das matrizes, a transferéncia de massa € controlada por conveccéo, o
gue minimiza a resisténcia a transferéncia de massa e favorece a adsorcdo (ALKAN et al.,
2009). Nesse contexto, matrizes poliméricas compostas por um bloco Unico, chamadas de
criogeéis, tem apresentado crescente aplicabilidade, devido & sua estrutura macroporosa
interconectada. Os polimeros mais utilizados sdo a poliacrilamida, glicidil metacrilato e o0s
derivados de acrilamida (ERTURK; MATTIASSON, 2014; SERINBAS et al., 2020;
BABANEJAD et al., 2022)

A sintese de mondlito macroporoso pode ser realizada por criopolimerizagéo,
técnica que consiste em realizar a polimerizagdo em uma solugdo aquosa de monémeros em
temperaturas abaixo do ponto de congelamento da agua. Com isso, 0s cristais de gelo
auxiliam na formacdo de uma estrutura macroporosa e interconectada, que é de interesse
para as aplicacdes em adsorcéo e cromatografia (BAKHSHPOUR et al., 2016; CERNIGOJ
etal., 2016).

O ligante imobilizado na matriz possui um papel importante na cromatografia de
afinidade. Existem dois tipos de ligantes aplicados: os bioespecificos e o0s
pseudobioespecificos (HAGE et al., 2023; PLATELLA et al., 2022) No primeiro grupo
estdo incluidas diversas biomoléculas, como os antigenos, os anticorpos, as lectinas e 0s
cofatores, por exemplo. Apesar de sua elevada especificidade, esses materiais possuem
custo elevado, séo dificeis de imobilizar na maioria das matrizes utilizadas e podem sofrer
desnaturacdo com sua utilizacdo, o que leva a perda de eficiéncia. Por outro lado, os
ligantes pseudobioespecificos, que envolvem o0s aminoacidos e os ions metalicos, além de
apresentarem boa seletividade, possuem maior estabilidade, sofrendo menos degradagéo
com sua utilizacdo e menor desprendimento, e menor custo. Por esses motivos, esse

segundo grupo de ligantes tem sido cada vez mais empregado em matrizes cromatogréaficas
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na separacao e purificacdo de enzimas e proteinas variadas (ARORA; SAXENA; AYYAR,
2017; SAVANE et al., 2016; VIJAYALAKSHMI, 1989).

Uma das formas de aprimorar o processo de cromatografia de afinidade é imobilizar
ions metalicos na matriz, utilizando um agente quelante. Esse processo € denominado
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC, do inglés Immobilized
Metal lon Affinity Chromatography), no qual, se utiliza ions metalicos imobilizados em
uma matriz sélida para seletivamente ligar e purificar proteinas ou peptideos que possuem
grupos fosfato, carboxilato ou histidina, expostos em sua superficie (PLATELLA et al.,
2022; VERGARA-BARBERAN et al., 2019). A interacdo entre os quelatos dos fons
metalicos, como Cu?*, Co?", Zn%*, Ni** e Fe?*, e as proteinas ocorre por ligacdes de
coordenacdo (SERINBAS et al., 2020; CAMBAY KUBAN et al., 2023). Porém, ao utilizar
um potencial elétrico em matrizes poliméricas, a migracdo de ions pode resultar em um
aumento localizado da concentracdo de ions e, em um aumento da densidade de cargas
elétricas na regido em torno dos sitios de adsor¢do da matriz polimérica do criogel. 1sso
pode levar a uma reorganizacdo local da estrutura do material devido as interacGes
eletrostaticas entre as cargas dos ions e as cargas dos grupos funcionais na matriz
polimérica (MRAVLJAK et al., 2021; SUN; LIU; YANG, 2020).

Além disso, a aplicacdo de potencial elétrico pode ser utilizada para controlar a
distribuicdo espacial dos ions adsorvidos na matriz polimérica, permitindo a formacédo de
camadas ou gradientes de concentracdo de ions no interior do criogel. Essa estruturacdo
controlada pode ter implicacdes importantes na eficiéncia de adsorcdo e na seletividade do
criogel para diferentes ions metélicos. Portanto, esses fatores sdo de grande influéncia para
realizar uma investigacdo, de forma pioneira, de como o processo de eletroadsor¢éo de
metais em um criogel pode ser aplicado como alternativa para a técnica de IMAC, sem a
necessidade de se utilizar um agente quelante, possibilitando uma interacdo PAam-Metal
mais intensa, menor custo e menor dessor¢cdo dos metais. Ademais, a remocdo de um
agente quelante no processo e introducdo do potencial elétrico tem como objetivo tornar o
processo de adsorcao de metais mais rapida e reduzir o custo de processos, agregando valor

econbmico ao processo e movimentando a indudstria farmacéutica.
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1.1 OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo propor e avaliar dois sistemas de eletroadsorcao,
um de leito fixo e outro em batelada, capazes de eletroadsorver ions metalicos (Cu®*, Co?",
Ni2* e Fe?*) em criogeis, principalmente o PAam. Para que seja aplicado posteriormente na
adsorcdo, imobilizacdo e purificacdo de proteinas, com énfase na IgG humana e a proteina
Spike (aminoterminal do SARS-CoV-2).

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintese do mondlito de poliacrilamida e caracterizacdo por microscopia oOptica e
capacidade de expansao.

» Avaliacdo do mondlito de poliacrilamida em diferentes potenciais elétricos.

> Eletroadsor¢io de ions Cu?*, Co?*, Ni** e Fe?", em batelada (para diferentes
agitacdes e temperaturas) e em leito fixo (para diferentes vazdes).

» Andlise da capacidade de captura dos ions da solucédo por eletroadsorcao.

» Adsorcdo da IgG humana e da Proteina Spike por ensaios de cromatografia de

afinidade, utilizando o PAam com ions metalicos eletroadsorvidos.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cromatografia de afinidade (AC)

A cromatografia de afinidade € um método de separacdo e purificacdo de
biomoléculas que se baseia na interacdo especifica entre uma molécula alvo e uma matriz
de adsorcdo (TSCHELIESSNIG; JUNGBAUER, 2009; PODDAR; SHARMEEN; HAGE,
2021; PUGA et al., 2020). O processo de cromatografia de afinidade € uma técnica
altamente seletiva e eficiente para purificacdo de proteinas, permitindo a obtencdo de
proteinas altamente purificadas em um anico passo. A escolha do ligante e da matriz sélida
adequados e a otimizacao das condicdes experimentais séo fundamentais para o sucesso da
purificacdo (MALLIK; HAGE, 2006; PFAUNMILLER et al., 2013; PODDAR,;
SHARMEEN; HAGE, 2021).

O sequenciamento da técnica é dividido em varias etapas (como mostra a Figura 1), a
primeira é a selecdo do ligante, que € escolhido na especificidade e afinidade pela
molécula-alvo. O ligante pode ser uma proteina ou peptideo que se liga especificamente a
molécula-alvo, um anticorpo que reconhece um epitopo na molécula-alvo ou um ligante
pequeno que se liga a um sitio especifico na molécula-alvo. Em seguida, a imobilizacdo do
ligante, que é imobilizado em uma matriz sélida através de ligagdes covalentes ou ndo
covalentes. A matriz sélida pode ser pré-ativada ou ativada na presenca de uma substancia
que promove a ligagdo covalente entre o ligante e a matriz (MALLIK; HAGE, 2006;
PFAUNMILLER et al., 2013; TETALA; VAN BEEK, 2010). Apos a interacdo matriz-
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ligante estiver completa, em seguida ocorre o carregamento da amostra, que € aplicada na
coluna contendo o ligante imobilizado. A molécula-alvo se liga seletivamente ao ligante,
enquanto outras moléculas ndo ligadas passam pela coluna. Essa amostra pode passar por
um processo de preparacdo ou ndo, depende de suas caracteristicas (LI et al., 2017;
PFAUNMILLER et al.,, 2013). Essa ligacdo da molécula-alvo altamente seletiva é
conhecida como via-reconhecimento (também chamado de modo “on/off”) e é durante essa
etapa que sdo aplicados experimentos para obter informagdes sobre a estequiometria,
termodinamica e cinética da interacdo que ocorre entre o analito alvo e o0 agente de ligacao
imobilizado (SPROSS; SINZ, 2011; VERGARA-BARBERAN et al., 2019). Em seguida,
vem a lavagem da coluna, normalmente utiliza-se um tampé&o de lavagem para remover as
impurezas e moléculas ndo ligadas que possam ter se ligado de forma ndo especifica a
matriz. ApOs remover as principais impurezas, utiliza-se outro tamp&o para dar sequéncia
ao processo de eluicdo, em que a molécula-alvo é eluida da coluna usando pelo eluente que
interrompe a interacdo entre a molécula-alvo e o ligante. Esse eluente (ou tampédo de
eluicdo) pode ser uma solucdo de sal, um agente quelante ou um solvente organico (LI et
al., 2017; PFAUNMILLER et al., 2013). Apo6s a remocdo da molécula-alvo, o processo
seguinte é chamado de regeneracdo da coluna cromatografica, na qual é realizada uma
lavagem com o tampdo de aplicacdo para iniciar um novo ciclo. Por fim, ocorre o
monitoramento do produto, que é analisado para confirmar a pureza e identidade da
molécula-alvo purificada através de métodos analiticos comuns incluem eletroforese em
gel, espectrometria de massa e ensaios de atividade biolégica (LI et al., 2017; SPROSS;
SINZ, 2011; ZHANG et al., 2018).
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Figura 1: Representagdo do principio da cromatografia de afinidade seguindo as etapas de:
A- introducdo dos componentes da amostra ; B- Captura do analito-alvo ; C — remocao dos

demais componentes da amostra ; D- Elui¢do do analito e regeneragéo da matriz

O emprego da cromatografia de afinidade na purificagdo de proteinas farmacéuticas

de alto custo é amplamente aplicado devido ao rigoroso requisito de pureza do produto. Um

resultado 6timo de purificacdo da proteina usando cromatografia pode ser alcangcada por

parametros variaveis, como tipo do tampéo, pH, forca idnica e taxa de fluxo da fase mével
(LIetal., 2017; MARIAM et al., 2015; PODDAR; SHARMEEN; HAGE, 2021). Trabalhos

relatam que a adsor¢do pode ocorrer por interagdes eletrostaticas, hidrofdbicas, de afinidade
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e ligaces de hidrogénio a depender do ligante selecionado (CARMIGNOTTO; MOURAO;
BUENO, 2017; DA SILVA et al., 2014; MOURAO; CARMIGNOTTO; BUENO, 2016).

Além dos ligantes, as modifica¢bes quimicas na superficie podem proporcionar uma
melhor capacidade de adsorcao do ligante se incluirem caracteristicas, estabilidade quimica,
estabilidade mecanica, alteracdo na hidrofobicidade e modificagdo da carga superficial
(DU; DAN, 2018; MAGDELDIN; MOSER, 2012). Sistemas com silica tém sido
tradicionalmente utilizados, no entanto, esses sistemas sofrem certas desvantagens, como
alta contrapressdo e longos tempos de processamento. Para evitar esses problemas,
materiais monoliticos, que sdo leitos continuos, foram introduzidos para separacdes por
afinidade, pois, apresentam para sistemas cromatograficos tradicionais devido a sua
capacidade de fornecer uma baixa resisténcia ao escoamento e uma difusdo distribuida de
solutos de qualquer tamanho, além de apresentar rdpida transferéncia de massa, alta
porosidade e baixa contrapressao em altas taxas de fluxo (LI; LEE, 2009; SPROSS;
SINZ, 2011; AYDOGAN et al., 2018; NEFF; JUNGBAUER, 2011).

2.2 Criogel monolitico de poliacrilamida (PAam)

Entre os tipos de criogéis monoliticos usados como suportes em cromatografia, um
dos que mais se destacam é o criogel monolitico de poliacrilamida (PAam). Este criogel €
produzido a partir de um processo de criogelificacdo, onde envolve o congelamento de uma
solucdo contendo um ou mais mondmeros ou polimeros, seguido por uma etapa de
sublimacdo do gelo formado. Esse processo resulta na formagdo de uma estrutura
tridimensional altamente porosa e interconectada, com um tamanho de poro e uma area
superficial especifica, controlados pelo tamanho e pela concentracdo dos monémeros na

solugéo inicial.

Para a producdo do PAam, as matérias primas bases que devem ser dissolvidas em
solugdo ¢ o mondémero de acrilamida e o seu agente reticulante, geralmente o N,N’-
metileno-bis-acrilamida. Apds sua dissolugdo, € necessario adicionar o TEMED

(Tetrametiletilenodiamina), que funciona como catalisador do processo e o Persulfato de
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amonio ((NH4)2S20g) que é utilizado para que seus ions em solu¢do fagam uma reagéo
radicalar com a acrilamida, permitindo que a polimerizacdo ocorra e consequentemente,
aumentando o nimero de cadeias na presenca do reticulador (Figura 2) (MALLIK; HAGE,
2006; PLIEVA et al., 2009).

Vale ressaltar que o tamanho dos poros do mondlito depende pela quantidade de
acrilamida que foi utilizada e da quantidade de ligagfes cruzadas no processo. Apds todos
0s componentes adicionados, a moldagem da solucdo do criogel é fundamental, pois, as
dimens@es desejadas definem o seu volume final. O proximo processo é o que realmente
define a criogelificacdo, pois, 0 molde contendo a solucdo de poliacrilamida é colocado em
um freezer para que seja a solugdo congelada, esse congelamento faz com que os
mondmeros sejam interconectados por cristais. Em seguida, o molde congelado é entdo
submetido ao processo de descongelamento ou de sublimacéo, na qual os cristais formados
sdo descongelados, resultando na formacdo de uma estrutura altamente porosa de
poliacrilamida (SATZER et al., 2018; MALLIK; HAGE, 2006; PLIEVA et al., 2009;
PODDAR; SHARMEEN; HAGE, 2021). O esquema principal da formacdo do criogel é
descrito na Figura 3. Por fim, o PAam é entdo lavado com agua destilada para remover
qualquer residuo de polimero ndo polimerizado ou iniciador que ainda permaneca na
estrutura sem realizar qualquer ligacdo. Vale ressaltar que, dependendo do objetivo do
criogel, outras etapas de modificacdo quimica ou funcionalizacdo podem ser realizadas para
adicionar grupos funcionais especificos ou para modificar a sua interacdo com diferentes

compostos, incluindo ions metalicos.
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Essa caracteristica porosa do PAam o torna uma matriz versatil e eficiente,
oferecendo uma série de vantagens para a cromatografia de afinidade, como: Maior
capacidade de ligacdo, facilidade de preparagédo e maior estabilidade (MARCUZ et al.,
2021; MOURAO et al., 2019; PLIEVA et al., 2009). Uma das principais aplicacdes do
PAam é a sua utilizacdo na eletroforese, funcionando como uma peneira molecular,
retardando a migracdo de proteinas aproximadamente em proporcdo a sua razdo carga-
massa, sendo o potencial elétrico como a forga de mobilidade da proteina. Como um
método analitico, sua vantagem € que as proteinas podem ser visualizadas, bem como
separadas, permitindo ao pesquisador estimar rapidamente o nimero de proteinas diferentes
em uma mistura ou o grau de pureza de uma preparacdo proteica especifica (BOYLE,
2005).

Além da aplicacdo na eletroforese, na area da salde, estudos quanto as vantagens do
PAam o evidenciam como um componente promissor nessa area (LIU et al., 2010; MAI,
2014; MOURAO et al., 2019). Zhang et al., (2020b), estudaram a insercio de particulas
magnéticas na estrutura do mondlito de poliacrilamica, a adicdo dessas particulas
resultaram em diferentes efeitos nas propriedades dos hidrogéis, como o aumento de
resisténcia a tracdo em 40% (de 0,035 MPa para 0,049 MPa) e uma leve reducdo no seu
intumescimento. Nanocristais Azul da Prussia (PB) ancorados na superficie de esferas
porosas de poliacrilamida demonstrou serem seletivos e eficientes para o sequestro do césio
radioativo. Devido aos poros esféricos bem interconectados, a permeacdo do Cs* no
adsorvente foi facilitada e a capacidade de retencdo com o PB atingiu 90% de sua
capacidade méxima de adsorcdo em 30 min, além de ser altamente seletivo na remocéo de
Cs* contendo outros fons como Na*, K*, Mg e Ca’** (JUNG; CHOI; KO, 2021). Ja
Marcuz et al., (2021), mostraram que a utilizacdo do ligante orto-fosfo-tirosina (P-Tyr)
imobilizado em uma matriz de PAam-alginato se mostrou eficiente para purificar os
fragmentos Fab de solugédo de IgG, com rendimento de 82% e pureza de 95%. Outra forma
de tentar melhorar a capacidade de melhor adsorcdo de proteinas é inserindo metais
imobilizados na estrutura do suporte monolitico (VERGARA-BARBERAN et al., 2019).
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2.3 Cromatografia por afinidade de ions metalicos imobilizados
(IMAC)

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC, do inglés
"Immobilized Metal Affinity Chromatography") é um método de purificacdo de proteinas
que utiliza a interagdo entre resinas contendo ions metélicos imobilizados e grupos
especificos presentes nas proteinas. Em que explora a interacdo entre espécies doadoras de
elétrons presentes na superficie de biomoléculas em solucéo e ions metalicos quelatados
imobilizados em um suporte solido (VERGARA-BARBERAN et al., 2019; BRESOLIN;
MIRANDA; BUENO, 2009). Inimeras sdo as aplicacbes analiticas, preparativas e
industriais de IMAC, como a separacdo e purificacdo de diferentes biomoléculas
(peptideos, proteinas e acidos nucléicos), a separacdo de células a partir de extratos
bioldgicos e estudos de estrutura-funcdo de proteinas (PFAUNMILLER et al., 2013;
PODDAR; SHARMEEN; HAGE, 2021; SHIN et al., 2011).

Nesse caso, ¢ fundamental a participacdo de um agente quelante para a formacao de
ions metalicos complexados na IMAC, pois, essa interacdo se baseia na imobilizacdo do ion
metalico através de ligacbes de coordenacdo com os atomos de N, O ou S presentes na
estrutura do agente quelante (HAMACEK et al., 2023; FIORAVANTE et al., 2022) . Os
ions metélicos utilizados sdo normalmente formados pelos metais de transicdo como Co,
Cu, Ni e Zn, que ao serem quelatados recebem os atomos doados do suporte em questdo e
sdo denominados de “centro de adsor¢do”. Sendo assim, 0 mecanismo de adsorcdo é
baseado em uma interagcdo coordenativa, onde o suporte se comporta como &cido de Lewis
(KHAPARDE; TETALA, 2020; L1 et al., 2017; PFAUNMILLER et al., 2013).

De forma geral, a IMAC pode ser aplicada em vérias areas e tem se mostrado uma
ferramenta muito Util para purificar proteinas que possuem determinados aminoacidos em
suas superficies. (LI et al., 2017; PEREIRA AGUILAR et al., 2020). A seletividade ou a
capacidade de adsorcdo das fases estacionarias IMAC ndo dependem apenas do quelante
imobilizado nas matrizes cromatograficas, mas também da composicdo da fase movel
(MOURA; YANO, 2012; VERGARA-BARBERAN et al., 2019 ; HAMACEK et al.,

2023). Pois, a retencdo de proteinas adsorvidas na fase estacionaria do IMAC ocorre devido
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a contribuicdo de varias interagbes fisico-quimicas, que podem ser intensificadas ou
minimizadas dependendo da constituicdo da fase movel. Por essa razdo, é extremamente
importante escolher a composicdo adequada da fase movel antes de iniciar as separacdes,
para obter a melhor recuperacédo das proteinas-alvo (MOURA; YANO, 2012).

O IMAC tem se mostrado uma excelente ferramenta na &rea separando toxinas que
apresentam essa caracteristica de afinidade i6nica metalica, principalmente pelos ions Ni?*,
Co?*, Zn?* e Cu®" e que também pode ser realizado usando um componente monolitico
como suporte (ELVIRO et al., 2019; KHAPARDE; TETALA, 2020; LINGG et al., 2020;
MOURA; YANO, 2012; TRANG; JIANG; MARCUS, 2019; VERGARA-BARBERAN et
al., 2019). Elviro et al., (2019) estudaram a preparacao e caracterizagdo de um mondlito de
agarose macroporoso na IMAC, contendo Ni?* para adsorcio da albumina de soro bovino
(BSA) em pH 7,4. O monolito foi reutilizado para 20 ciclos adsorcao/dessorcdo e foi
possivel verificar uma porcentagem meédia de adsorcdo de 89,65%, em todos os ciclos.
Khaparde e Tetala, (2020) investigaram a adsorc¢do da IgG para o Cu?* quelatado no poli
(HEMA) e constataram uma leve melhora na capacidade de adsorcdo de 1gG com o ion
metalico (27,8 mg/g de monolito) quando comparado sem ion metélico (23,4 mg/g de
mondlito). Ainda utilizaram o diacrilato de dietilenoglicol como agente de reticulacdo para
melhorar a rigidez do mondlito, mantendo a captura eficiente da 1gG. J& Bakhshpour et al.,
(2016) também utilizaram o poli(HEMA) com os ions Cu?* para purificacdo de 1gG, nesse
caso, a capacidade maxima de adsor¢do deste analito foi 72,3 mg/g de mondlito, e a pureza

da IgG atingiram valores proximos a 90%.

Uma precaucdo desses e outros suportes de IMAC é a necessidade de regeneracao o
leito, sem que ocorra a dessorcdo dos ions quelatados (PFAUNMILLER et al., 2013,;
PODDAR; SHARMEEN; HAGE, 2021; ZHANG et al., 2018). Sendo assim, aprimorar a
capacidade de fixacdo de ions metalicos em suportes monoliticos pode ser fundamental

para melhorar os processos de imobilizacéo e purificacdo de proteinas.

2.4 Imunoglobulina G
O plasma sanguineo humano é um meio complexo e contém proteinas que possuem

valor econdmico (KOVAC et al., 2008). Dentre os tipos de proteinas, as ligadas ao sistema
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imunolodgico recebem destaque e alto valor agregado, sdo elas as imunoglobulinas (1gs).
Existem cinco classes de Igs no soro humano: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, que sdo
glicoproteinas sollveis secretadas pelos linfocitos B no sistema imunol6gico com o
objetivo de neutralizar antigenos (POURROSTAM-RAVADANAQ; SAFA; ABBASI,
2020; BOYLE, 2005). Essas Igs se diferenciam quanto a estrutura e sequenciamento de
aminoacidos, conferindo massa molecular, ponto isoelétricos e a¢Bes varidveis no sistema
imunolégico (GHORBANI; KOMPANY-ZAREH; TAHMASEBI, 2021; MAHMOUDI
GOMARI et al., 2020).

Dentre as imunoglobulinas citadas, 1gG é responsavel por uma grande parte da
imunidade humoral contra infeccbes. Diferentemente das outras classes de
imunoglobulinas, a IgG é a mais abundante no sangue, representando cerca de 75% de
todos os anticorpos circulantes no corpo humano (LI et al., 2002). Além disso, a IgG é
capaz de atravessar a barreira placentaria, fornecendo imunidade passiva para o feto
durante a gestacdo. Além disso, a 1gG possui uma meia-vida mais longa do que outras
classes de anticorpos, o que significa que ela permanece no sangue por mais tempo,
fornecendo uma imunidade mais duradoura contra infecgdes.

A estrutura tipica da IgG tem a forma similar a letra “Y” (Figura 4), dividida em
duas regides contendo uma massa molecular de aproximadamente 150 kDa que sdo unidas
por ligacGes de dissulfeto. Composta por quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias
pesadas (H) e duas cadeias leves (L), cada cadeia pesada é composta por quatro dominios,
enguanto cada cadeia leve contém dois dominios. A regido terminal da molécula, chamada
de fragmento Fc (fragment crystallizabl), é responsavel pela ligacdo com receptores
celulares do sistema imunoldgico, enquanto a regido variavel, chamada de fragmento Fab
(fragment antigen-binding), é responsavel pela ligacdo com o antigeno alvo (GHORBAN!I;
KOMPANY-ZAREH; TAHMASEBI, 2021; MAHMOUDI GOMARI et al., 2020). Vale
conceituar que essa ligacdo que ocorre entre um anico sitio e o antigeno é denominada
afinidade, e quando os dois sitios a afinidade se ligam simultaneamente a dois antigenos
idénticos a forca total de interacdo aumenta e esse termo é chamado de avidez
(GHORBANI; KOMPANY-ZAREH; TAHMASEBI, 2021; MAHMOUDI GOMARI et al.,
2020; BOYLE, 2005).
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Figura 4: Representacdo da Imunoglobulina G com suas regides Fab e Fc.

A 1gG é capaz de atuar de diversas formas no sistema imunoldgico, incluindo a
neutralizacdo de toxinas, a opsonizacdo de bactérias para facilitar sua fagocitose por células
do sistema imunolégico, e a ativacdo do sistema complemento para destruir patdgenos
(CHARLES A JANEWAY et al., 2001; COBB, 2021). As principais aplicagdes da 1gG
incluem sua utilizacéo para a imunoterapia, administracdo de drogas, testes para realizacéo
de diagnoésticos, ou como uso terapéutico para pacientes imunodeficientes primarios e
secundarios no que diz respeito a doencgas imunoldgicas como aloimunizacdo, artrite
reumatoide, purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), sindrome de Kawasaki e até mesmo
cancer (CHARLES A JANEWAY et al., 2001; COBB, 2021). A 1gG também ¢é utilizada
em testes de diagnostico, como o teste de ELISA, para detectar a presenca de antigenos
especificos no sangue (CULHA et al., 2015; MA et al., 2017; POURROSTAM-
RAVADANAQ; SAFA; ABBASI, 2020).

Entretanto, essas aplicacfes requerem uma alta pureza da 1gG (acima de 95%) para
aumentar a confiabilidade nos resultados e, principalmente, a seguranca dos usuarios. Por

iss0, sdo necessarios grandes volumes de IgG para fornecer niveis fisioldgicos eficazes no
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tratamento de algumas das doencas citadas, o que associa a IgG a um alto custo de
producdo (CASTILHO et al., 2008; FASSINA et al., 2001). Desta maneira, buscar
alternativas ao processo de separacdo e purificagdo de IgG do plasma sanguineo €

extremamente importante.

2.5 Purificagdo da Imunoglobulina G

Pesquisadores de biotecnologia e biofarmacéutica tém dedicado recursos
consideraveis para estudar a producdo em larga escala de anticorpos altamente purificados
para uma ampla gama de aplicagbes. As imunoglobulinas estdo entre os biofarmacos mais
valiosos devido sua aplicacdo em tratamentos terapéuticos (FERRER-MIRALLES et al.,
2015; SALAMANCA et al., 2019; LEAVY, 2010). Considerando o alto nivel de pureza,
que é essencial para esses anticorpos terapéuticos e outras aplicagdes biomédicas, o
desenvolvimento dos processos de producdo e purificacdo econdmicos podem ser uma
tendéncia para acompanhar no mercado farmacéutico em evolucdo (GHORBANI,
KOMPANY-ZAREH; TAHMASEBI, 2021).

Diversos métodos foram desenvolvidos para o enriquecimento ou purificacdo da
IgG e de outros anticorpos presentes no plasma humano. Entre eles estdo os métodos
cromatograficos, como cromatografia de troca iénica (IEC), cromatografia de afinidade
(AC), cromatografia de imunoafinidade, precipitacdo por adicdo de etanol, polietilenoglicol
(PEG) ou sal, crioprecipitacdo e filtracdo em gel (HABEEB; FRANCIS, 1984; LIU et al.,
2003; LAURSEN et al., 2014; PURWANTO; RISKA, 2019; MAGDELDIN; MOSER,
2012). A cromatografia de afinidade se tornou o principal método para a purificacdo de
anticorpos monoclonais, enquanto os procedimentos de purificacdo para anticorpos
policlonais provenientes do plasma tradicionalmente incorporam etapas de precipitacdo
combinadas com cromatografia de troca ibnica (HOFBAUER et al., 2012; KELLEY, 2007;
LOW; O’LEARY; PUJAR, 2007; STROHL, 2009).

Caracteristicas como alto rendimento, alta seletividade e natureza automatizavel
tornaram 0s métodos cromatograficos a primeira escolha para varios setores industriais,
bem como o ramo biomedico. Pois através deste método, a proteina de interesse é
purificada em virtude de suas caracteristicas de ligacdo especificas com ligantes
imobilizados (DA SILVA et al., 2014)
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Na literatura, os principais ligantes para a purificacdo da 1gG séo as proteinas A e G,
pois se ligam especificamente a regido Fc da I1gG, (HOFBAUER et al., 2012;
MAGDELDIN; MOSER, 2012). Entretanto, a forma de obtencdo dessas proteinas é
complexa e apresenta um custo elevado. Diversos estudos tentam minimizar os custos de
purificacdo da IgG utilizando essas proteinas como ligantes, mas esbarram na baixa
capacidade e eluicdo em condices severas (KUMAR; MINA, 2016; LEAVY, 2010;
HOFBAUER et al., 2012; LEE; KANG; LEE, 2021). Huang et al. (2021) investigaram a
reutilizacdo das quatro resinas H-AFV, H-diAFV, H-triAFV e H-tetAFV, essas resinas de
afinidade foram capazes de isolar IgG com alta pureza, com a capacidade de ligacdo
estatica as resinas permanece acima de 75% apo6s 10 ciclos. Entretanto, a propor¢do molar
observada para todas as quatro resinas foi menor do que o nimero correspondente de
dominios de ligacdo, sugerindo que houve uma limitacdo no reconhecimento devido ao
efeito estérico do espaco. Em outras palavras, a menor proporcdo molar indica que nem
todos os sitios de ligacdo disponiveis nas resinas foram capazes de se ligar aos ligantes de
interesse, devido a falta de espaco suficiente para acomoda-los, o que é conhecido como
efeito estérico.

Diversos estudos utilizam criogeis como fase estacionaria para a purificacdo de
proteinas devido a seus poros grandes, baixa queda de pressao e tempo de residéncia muito
curto para adsorcdo e eluicdo (CULHA et al., 2015;DAOUD-ATTIEH et al., 2013;
MOURAO et al., 2019; SUN et al., 2012). Também é visto que esses suportes monoliticos
qguando adicionados grupos ionizaveis em sua estrutura fornecem ligacdo seletiva nas
cavidades impressas com 1gG, a depender da mudanca do valor de pH (PERCIN; IDIL;
DENIZLI, 2019). Salimi et al., (2018) ao utilizarem microesferas monodispersas de SiO>
[Mag (SiO2)] ligado a proteina A, com concentracgdes inferiores a 50 mg/mL, observaram
que o isolamento de 1gG do soro de coelho apresentou pureza superior a 95%. Ao utilizar
variagdes de Cu?* quelatados no criogel de polihidroxietilmetacrilato (PHEMA) com 10%
de polietilenoimina (PEI), a purificacdo de IgG humana foi alcancada e obtiveram uma
capacidade maxima de adsorcdo de 72,28 mg/g de IgG humana (BAKHSHPOUR et al.,
2016). Prasanna e Vijayalakshmi (2010) utilizaram os ions Cu?*, Ni?* e Zn?* na adsor¢&o de
IgG e esse suporte apresentou uma alta capacidade de ligagdo do Cu?* e Ni?*, 14-16 mg/mL

e 7-9 mg/mL, respectivamente para a IgG humana. Entretanto, para o Zn?* a capacidade de
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ligacdo foi de apenas 0,5 mg/ml. Sendo assim, para aprimorar a capacidade de ligacdo dos
metais com a IgG, utilizar o potencial elétrico pode ser tornar uma saida vidvel na busca

por componentes que possam auxiliar a purificacdo da 1gG.

2.6 Proteina Spike (Aminoterminal da SARS-CoV-2)

Nenhum outro virus apds o surto da pandemia de influenza de 1918 afetou téo
drasticamente a populacdo mundial quanto a sindrome respiratéria aguda grave-
coronavirus-2 (SARS-CoV-2), que desde novembro de 2019 ja infectou mais de 230
milhdes de pessoas, além de resultar em quase 5 milhGes de mortes até o presente
momento. O veiculo de transmissdo de virus sao goticulas de aerossol com um diametro de
~ 1-5 um, isso garante uma alta eficiéncia na sua disseminacdo que pode ser reduzida em
consequéncia do distanciamento social e do uso de mascaras (ZHANG et al., 2020;
MULLER et al., 2021). Entretanto, para os contaminados o quadro clinico da SARS-CoV-2
(ou COVID-19), e variavel, oscilando de um curso assintomatico a sindrome do
desconforto pulmonar grave com altas taxas de mortalidade. Os sintomas mais frequentes
da SARS-CoV-2 séo febre, tosse e dispneia, mas sintomas gastrointestinais também foram
descritos (CLARK et al., 2021; HUANG et al., 2020).

O SARS-CoV-2 tem morfologia globular com diametro de 118-136 nm e pequenas
projecdes de 9-12 nm que se estendem do envelope de virus formando o seu dominio de
ligacéo ao receptor (RBD) (MULLER et al., 2021). A Figura 5 mostra que 0 SARS-CoV-2
entra nas células humanas quando o RBD da proteina Spike entra em contato com o
receptor celular ACE2 (Enzima conversora da angiotensina 2) o RBD do virus apresenta
duas unidades estruturais (protbmeros S) presentes nas pontas da proteina que apresentam
acoes distintas na imersdo do virus no corpo celular (CLARK et al., 2021; MULLER et al.,
2021). O protbmero S1 é responsavel pela primeira conexao entre 0 RBD e 0 ACE2 e 0 S2
medeia a fusdo das membranas virais com a célula hospedeira, impedindo que a célula
rejeite 0 restante da estrutura do virus (CLARK et al., 2021; DJOMKAM et al., 2020
HOFFMANN et al., 2020)
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Figura 5: Representacdo da SARS-CoV-2 e 0 como os protdmeros S1 e S2 interagem com
0 receptor ACE2

A ACE?2 esté presente nas células do endotélio vascular do pulméo, do coracéo, do
intestino e do rim, além disso apresenta um polimorfismo que explicaria em partes porque
as pessoas reagem de forma tdo diferente a doenca, em diferentes nacionalidades e etnias
(HOFFMANN et al., 2020). O polimorfismo da ACE2 foi importante para diversas
pessoas, pois a maioria delas apresentou quadros clinicos leves mostrando uma imunizagao
natural contra o virus. A mutacdo que aflige toda a populacdo mundial € a do SARS-CoV-
2, que é impulsionada principalmente por conta de seu protdmero S1 ser altamente flexivel
e adaptavel as resisténcias impostas pelo sistema imunologico (DJOMKAM et al., 2020).
De acordo com Upadhyay et al. (2021), as muta¢Ges ocorrem mais comumente na ligacao
ao receptor dominio da proteina Spike e geram a proteina maior estabilidade, atividade e
potencial de escape de anticorpo. Esses multiplos fatores contribuem para a sele¢do natural

de variantes, e todos eles precisam ser considerados para compreender a evolucdo do virus.
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A Figura 6 mostra como o crescimento de pesquisas cientificas relacionadas a
proteina Spike aumentou significativamente nos Gltimos 2 anos em comparagdo com 0s 3
anos anteriores. Ainda em 2020 a ciéncia protagonizou um recorde de produgéo de vacinas
que teve inicio ja em 2021. Porém, a imprevisibilidade das mutacdes emergentes da SARS-
CoV-2 ndo podem ser descartadas a longo prazo, o que gera a possibilidade de buscar
alternativas para impedir que a proteina Spike consiga interagir com facilidade nas células
humanas. Sendo assim, a identificacdo e isolamento de agentes eficazes para prevenir ou
tratar o SARS-CoV-2 é uma necessidade global urgente para potenciais aplica¢Ges clinicas
e, para orientar o projeto de vacinas para as proximas geracbes (CLARK et al., 2021;
HOFFMANN et al., 2020; MULLER et al., 2021).
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Figura 6: Levantamento da quantidade de artigos publicados nos Gltimos cinco anos com a
palavra “Spike Protein” apenas na se¢ao de “Title, Abstract, Keywords” (Fonte: Autor).
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2.7 Imobilizacdo da proteina Spike

Uma molécula ou célula é referida como imobilizada, se sua mobilidade no espaco
de reacdo for artificialmente restringida (BENEOV; KRLOV, 2012). O tratamento para
restringir a mobilidade de algumas proteinas tem mostrado resultados clinicos promissores
em varias doencas infecciosas, incluindo influenza, HIV e Ebola (DEARLOVE et al.,
2020). As técnicas mais comumente usadas para imobilizacdo de proteinas em suportes
solidos sdo adsorcdo, aprisionamento, ligacdo covalente e ligagdes cruzadas. Dentre as
técnicas, adsor¢do se destaca como a mais simples e barata que envolve interacGes fisicas
geradas entre o suporte sélido e a proteina-alvo, podendo incluir forgas de van der Waals,
interacdes ibnicas e ligagbes de hidrogénio. As propriedades que 0s suportes podem
apresentar sdo distintas a depender do tipo de molécula que se deseja adsorver, para a
adsorcédo de proteinas, a busca de um suporte ideal na aplicacdo de proteinas imobilizadas
estd descrita na Tabela 1 (TRINDADE XIMENES et al., 2021; FURLANI et al., 2020 ;
TETALA; VAN BEEK, 2010). Alguns artigos destacam a importancia de propriedades
como a estabilidade, a uniformidade da imobilizacdo, a especificidade da ligacdo, a
acessibilidade da proteina e a capacidade de regeneracdo do suporte para a imobilizacdo de
proteinas em diferentes contextos de aplicacdo (LI; LEE, 2009; TETALA; VAN BEEK,
2010).
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Tabela 1: Propriedade buscadas em um suporte de cromatografia de afinidade

Propriedades Explicacao
Alta Necessaria para permitir a separacdo de uma proteina de
especificidade de interesse a partir de uma mistura complexa de proteinas.
ligacdo
Alta capacidade A capacidade de ligacdo suficientemente alta é importante para
de ligacéo permitir a purificacéo eficiente de quantidades razoaveis de
proteina.

Essencial para garantir a reutilizacdo do suporte de
Estabilidade cromatografia de afinidade. Pois, 0 suporte deve ser capaz de
guimica e fisica suportar vérias lavagens com diferentes soluc@es de limpeza e
armazenamento adequado.
Baixa afinidade Importante para minimizar a ligacdo de outras proteinas ou
nao especifica componentes da amostra, que podem interferir na especificidade

de ligacéo da proteina de interesse.

Fonte: Li & Lee (2009), Magdelin & Moser (2012,), Tetala & van Beek (2010).

A compreensdo mecanicista da adsor¢do de particulas virais em superficies solidas
pode, em Gltima andlise, contribuir para conter a propagacao do SARS-CoV-2 ou de outros
virus (LI; LEE, 2009; MAGDELDIN; MOSER, 2012; TETALA; VAN BEEK, 2010;
SOLOVIEV et al., 2022). Formas de melhorar as propriedades do suporte vem crescendo
no campo da imobilizacdo de proteinas (LI; LEE, 2009; MAGDELDIN; MOSER, 2012;
TETALA; VAN BEEK, 2010). Polimeros organicos ou inorganicos regulam positivamente
o epitélio das células bloqueando a ligacdo do virus as células e reforgar a barreira de
defesa contra a infiltragdo do virus, se apresentando como um agente protetor/terapéutico
para 0 SARS-CoV-19 (HOFFMANN et al., 2020; MULLER et al., 2021). De acordo com
Soloviev et al., (2022) é possivel simular a adsorcdo do RBD da SARS-CoV-2 na
superficie de SiO2 assumindo que as proteinas sejam consideradas como esferas de raios
manométricos e caracterizadas por um volume especifico parcial, pois ao interagir com o

suporte sofre uma modificagdo de sua estrutura. Benkova e Cordeiro (2021) estudaram a
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adsorcdo da proteina Spike em grafeno e constataram que a adsorcdo ocorre de forma
rpida durante os primeiros 10 ns da simulacéo, e apds 20 ns, um platd é alcangado na
curva de adsorcdo sem apresentar indicacfes dessor¢cdo durante os 40 ns de simulagdes. Ja
Jomhori et al., (2021) observaram que os nanotubos de carbono tem afinidade com o
protdmero S1, consequentemente ocorrendo adsorcdo da proteina Spike no suporte,
resultando em uma diminui¢do no deslocamento meédio da estrutura podendo ser utilizada
como uma barreira para a replicagéo viral.

A inclusdo de particulas magnéticas aos suportes também é uma proposta
promissora para a imobilizacdo de proteinas devido a sua alta area superficial (TRINDADE
XIMENES et al., 2021). Mesmo que a carga geral de uma proteina seja zero, interacdo
eletrostatica entre a proteina e uma superficie ainda podem existir, porque a carga a
distribuicdo na superficie da proteina ndo é uniforme (LI; LEE, 2009). Recentemente foi
descoberto que a superficie do RBD da proteina Spike apresenta caracteristica catiénica
permitindo que a interacdo eletrostatica com outro componente possa impedir sua conexao
com o ACE2 (MULLER et al., 2021). O que sugere possibilidades de estudar a interagéo e

alguns metais com alta polarizabilidade e alto magnetismo.

2.8 Eletroadsorcao

Diversos processos fisicos, quimicos e bioldgicos ocorrem no limite entre duas
fases, ou mesmo com inicio na interface para posteriormente adentrarem no material
especifico. Dentre estes tipos de processos, a adsorcao se trata da mudanca na concentragdo
de uma determinada substancia na interface em comparacdo com as fases vizinhas
(DABROWSKI, 2001; RUTHVEN, 1984).

A adsorcdo tornou-se, entdo, um dos métodos mais populares para este fim,
ganhando importancia como um processo de separacdo e purificacdo, nas ultimas decadas
(COSTA; COSTA; ALMEIDA NETO, 2021; PUGA et al., 2020; MACIAS-GARCIA et
al., 2017; ZHAO et al., 2019; HUANG et al., 2017; LIU; WANG, 2020; SANTOYO-
CISNEROS et al., 2020; TANG et al.,, 2019). Sua aplicacdo abrange diversos setores
industriais, principalmente para fins de secagem de ar, tratamento de agua, purificacdo do
ar, purificacdo de proteinas, remogdo de odor ou para a separagdo de componentes de sua
mistura (PUGA et al., 2020; MACIAS-GARCIA et al., 2017; ZHAO et al., 2019; HUANG
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et al., 2017; LIU; WANG, 2020; SANTOYO-CISNEROS et al., 2020; TANG et al., 2019;
SUN; LIU; YANG, 2020). Embora a tecnologia ndo seja nova, a comunidade académica e
industrial demonstraram interesse no desenvolvimento e comercializacdo de novos
processos com o0 objetivo de intensifica-los (SHARMA et al., 2013; SUN; LIU; YANG,
2020).

Um dos pontos chaves no processo de adsorcdo é observar a interacdo dos
componentes apresentados no sistema, em que a escolha e modificagdo do adsorvente pode
refletir em uma melhor eficacia do processo (RUTHVEN, 1984). A afinidade do adsorvente
para um determinado constituinte é influenciada pela natureza do suporte, natureza de
solvente e variaveis fisico-quimicas. Os critérios de selecdo de um adsorvente para um
adsorbato estabelecido dependem da natureza do adsorbato, tais como sua capacidade de
sofrer oxidacdo, hidroxilacdo, troca idnica, reducdo, redox e reacdes eletroquimicas
(SHARMA et al., 2013; SUN; LIU; YANG, 2020). Além disso, outros critérios devem ser
levados em consideracdo, como custo, especificidade, seletividade, estabilidade,
regenerabilidade e escalabilidade.

Sendo assim, o conhecimento eletroquimico em adsorcdo se tornou fundamental
devido a capacidade reativa de diversos processos envolvendo eletrodos (RIBEIRO et al.,
2014). O processo em que a adsorcédo é realizada com um eletrodo aplicado ao potencial é
conhecida como eletroadsorcdo, nesse processo o0 tempo de aplicacdo da corrente é
importante para regular a quantidade de componentes interagindo na interface (BRETT,;
BRETT, 1993). A densidade de corrente e a tensdo (ou potencial) sdo variaveis
praticamente coexistentes, onde a variacdo de ambas podem provocar uma melhor
transferéncia de elétrons que ocorrem tanto na adsor¢do quanto na dessorcao (se acoplada),
podendo promover um melhor desempenho do processo quando comparado com a adsor¢édo
fisica (DABROWSKI, 2001; DO, 1998; BRETT; BRETT, 1993).

Esse método hibrido combina elementos de adsorgdo com eletroquimica em um
sistema com dois ou mais eletrodos conectados a um circuito externo, conforme mostrado
na Figura 7. O potenciostato funciona como uma fonte de corrente e tensdo para a célula
eletrolitica, transmitida por linhas elétricas para o eletrodo de trabalho, referéncia e contra-
eletrodo. No eletrodo de trabalho, os componentes da solucéo eletrolitica sdo adsorvidos. O

eletrodo de referéncia é geralmente composto de Ag/AgCl (KCI) ou calomelano (Hg.Cly).



40

Seu potencial permanece constante e é conhecido como eletrodo de potencial zero.
Finalmente, o contra-eletrodo de platina fecha o circuito elétrico (NAINAMALAI et al.,
2018).
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Figura 7: Esquema do processo de cléssico de eletroadsorcao.

O processo de eletroadsorcdo vem sendo abordado em diversas areas no campo
industrial, principalmente para purificacdo de proteinas, tratamento de efluentes, remocao
de bactérias, metais pesados e subprodutos em inimeros tipos de residuos (SEN GUPTA,
BHATTACHARYYA, 2011; WAN NGAH; TEONG; HANAFIAH, 2011; COSTA,;
COSTA; ALMEIDA NETO, 2021). Lian et al. (2020), exploram conceitos da natureza
envolvida no processo de adsorgdo em um processo de eletroadsorgéo, sao eles a adsorcéo
fisica (ou fisissorgdo), que se trata a ligagdo do adsorvato a superficie do adsorvente
envolve uma interacédo relativamente fraca, e a adsor¢do quimica (ou quimissorc¢do), a qual
envolve a troca ou partilha de elétrons entre as moléculas do adsorvato e a superficie do
adsorvente, resultando em uma reacdo quimica. No estudo em questdo, € mostrado que com
0 aumento do tempo de exposic¢do e controle do potencial do eletrodo, utilizando niquel

como material catddico, tanto a capacidade de adsor¢éo fisica, que incluiram forcas de van
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der Waals e a interacdo eletrostatica quanto a adsorcdo quimica, que incluiram a interacdo
de ligagdo quimica e ligagdo de hidrogénio no sistema, mostraram que cerca de 93% das
células da bactéria Microcystis aeruginos foram removidas do residuo estudado.

Tang et al. (2019) estudaram a eletroadsorcdo de Zn?** em carvdo ativado e
observaram que os mecanismos de adsor¢do do metal também estdo relacionados com a
natureza do processo (fisissorcdo ou quimissor¢do). Um ponto importante € como o
conhecimento dos parametros de operagdo implica em uma interag&o entre o adsorvente e 0
metal, esses parametros incluem tensdo de carga, concentracdo de Zn?*, volume da solugao,
e taxa de fluxo. O ajuste do pH também pode melhorar a eletroadsorcao, forcando uma
interagdo proximo da maxima entre o adsorvente e os ions metalicos (DOS SANTOS
FRANCO et al., 2020). Alguns trabalhos evidenciam que a seletividade durante o processo
de eletroadsorcdo dependem nao somente do adsorvente em questdo, mas dos parametros
eletroquimicos e principalmente do potencial aplicado (MIN et al., 2020; MACIAS-
GARCIA et al., 2017;SUN et al., 2020).

O modo de trabalhar com a eletroadsorcdo é vasto, entretanto, a industria
farmacéutica e da satde vem utilizando esse processo eletroquimico de forte interacao entre
metal e adsorvente como fonte de remocdo ou identificacdo de componentes relacionados a
funcbes do corpo humano. Basu et al., (2019) apresentaram uma nova forma de realizar a
transducéo de hibridizacdo de DNA aplicando uma diferenga de potencial com variagdes de
0,1 a 0,5 V, sendo inovador porque os trabalhos anteriores com essa perspectiva sO
apresentavam a transducdo com adsorcao sem a influéncia do potencial elétrico. A remocéo
e degradacdo de antibidticos ionizaveis também fazem parte do escopo de estudos na
eletroquimica devido as suas varidveis formas de dissociacdo (CHAO et al., 2021;
GANESAN et al., 2019; ZAIDI et al., 2019). De acordo com Xu et al., (2021) a adsor¢do
da o-transaminase (®-TA) em um novo material hibrido organico-inorgénico, o complexo
de niquel-carnosina (NiCar) apresentou uma abundancia de ions niquel e uma alta
quantidade de sitios propensos a ancorarem a proteina. A afinidade de adsorgédo entre o
grupo funcional imidazol da proteina e o NiCar foi a principal for¢ca no processo de
imobilizacdo, o que forneceu uma ideia para o desenvolvimento de novos carreadores de

imobilizacdo enzimatica.
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O uso combinado da eletroadsorcdo com a eletro-oxidacdo é fundamental para
degradacdo de antibidticos, pois a eletroadsorcdo € um processo que utiliza um eletrodo
polarizado para adsorver seletivamente compostos organicos da solucdo, enquanto a eletro-
oxidacdo é um processo que utiliza um eletrodo polarizado para oxidar compostos
organicos na solucgdo, convertendo-os em produtos inofensivos. Sendo assim, ao aplicar o
potencial aglutina-se os antibioticos em um eletrodo poroso e em seguida, elimina-se
poluentes direta ou indiretamente por oxidacdo eletrocatalitica, também chamada de
oxidacdo direta e oxidacdo indireta (ANTILEN et al., 2016; CHAO et al.,, 2021;
GANESAN et al., 2019; LI et al., 2019). Tais trabalhos mostraram como a utilizacdo da
eletroquimica, por meio do processo de eletroadsor¢do pode ser significativa para obtencéao
de excelentes resultados para a &rea da saude, tanto no aprimoramento quanto na
substituicdo de métodos convencionais. Por isso, torna-se mais interessante a proposta de

substituicdo do agente quelante pelo potencial elétrico para melhorar a fixacdo dos metais.
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CAPITULO 3: MATERIAL E METODOS

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material e equipamentos

Os reagentes para a sintese do PAam foram o N,N-metileno-bis-acrilamida,
adquirido da Sigma-Aldrich, e o0 N, N, N’,N’-tetra-metilenodiamina (TEMED), adquirido
da BioRAD, além do persulfato de aménio ((NH)2S20s) da marca Labitech.

Os reagentes analiticos dos ions metalicos foram: sulfato de cobre (CuSOs), sulfato
de niquel (NiSOs), sulfato de cobalto (CoSOg) e sulfato de ferro (FeSOs), 0s trés primeiros
da marca Synth e o Gltimo da marca Dindmica. As pesagens dos componentes foram feitas
em balanca analitica Sartorius TE214S. As solucGes tampdo utilizadas foram de EDTA 0,1
mol/L, de acetato de sodio e de HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-
etanosulfonico, fornecidos pela Dindmica. Todas as solugGes tiveram o ajuste de pH, em
pHmetro QUIMIS modelo Q400RS. As proteinas utilizadas para serem adsorvidas foram a
IgG humana - Merck e a Proteina spike, fonte de coelho, Uniscience.

Para os processos de eletroadsorcdo foi utilizada uma Fonte de poténcia, Marca
Shimadzu, modelo AUY?220, um refrigerador TECNAL, modelo TE-2005, uma bomba
peristaltica Intllab-dosing pump DP-385 e um agitador rotativo da marca AMETEK,
modelo 616A. No processo em leito fixo, uma coluna de acrilico com extremidades de aco
inoxidavel foi utilizada, j& no processo de batelada, um suporte de ago inoxidavel foi

construido para receber o PAam durante a batelada.
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3.2 Meétodos

A sequéncia de preparos, sinteses, medidas e ensaios do trabalho esta resumida na
Figura 8, onde se apresenta um fluxograma das atividades que englobam as etapas
precedentes ao processo de eletroadsorcéo, etapas que englobam a montagem do sistema,
etapas que envolvem o processo de eletroadsor¢do, as etapas de analise cinética da
eletroadsorcdo dos ions metélicos e também as etapas da adsorcdo das proteinas.

Sintese do Preparo das
monolito de solugbes de
poliacrilamida metais
Medidas de Capacidade ‘]
de sxpans2o, massa de [
Zgusa retida e porosidads _J
W
Wy ol
Eletroadsorgdo Eletroadsorgéo
em batelada em leito fixo
" Medidasde ) " Medidasde )
absorbdnciae e =l absorbancia e
. andlise cinética . analise cinética
' . ' y
Eluicdo dos ions | _| Eluicdo dos ions
metalicos K - metalicos
\_ W, . W,
Medidas de Medidas de
absorbincia e p absorbancia e
andlise cinética analise cinética
g L

Cromatografia de

Microscopia otica afinidade

Figura 8: Fluxograma de atividades do trabalho
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3.2.1 Sintese do mondlito de poliacrilamida

De acordo com Plieva (2004), a sintese do criogel de poliacrilamida iniciou-se
reservando um recipiente contendo etanol no freezer, a temperatura de -20 °C. Os
monodmeros de acrilamida (0,948 g) e de N,N-metileno-bis-acrilamida (0,254 g) foram
dissolvidos em 20 mL de agua deionizada (concentracdo de 6,3% m/v). Essa mistura foi
submetida a um processo de degaseificacdo, durante 20 minutos em banho ultrassénico,
seguida de resfriamento em freezer (-20°C), por 5 minutos. Apds esse periodo, a solucéo
foi retirada do freezer e a polimerizacao via radical livre foi iniciada adicionando-se 1,0 mL
da solugdo de persulfato de amonio em agua (22 mg/mL; 2,2% m/v) e TEMED (19 pL). A
mistura reacional, de volume final de 20,19 mL (concentracdo final de mondmeros de 6%
(m/v)), foi fracionada em seringas plasticas de capacidade 3,0 mL, nas quais se adicionou
cerca de 1,0 mL em cada. Apds serem preenchidas com a mistura reacional, as seringas
foram vedadas e imersas no recipiente contendo etanol a -20°C. Os criogeis foram
mantidos no freezer, em banho de etanol, por 16 horas. O processo de descongelamento do
criogel foi realizado transferindo-o para a geladeira e, ap6s 1 hora, deixando-o a
temperatura ambiente. Depois de totalmente descongelado, o criogel foi lavado com 30 mL
de agua ultrapura (Milli-Q), para remover a fracdo da mistura que ndo reagiu. O

sequenciamento dos experimentos estdo descritos na Figura 9.

Acrilamida (0,948 g) TEMED (15uL)

N,N-metileno-bis-
acrilamida (0,254g) TR EE AL LS

19 mL H,0 Miliq Sob agitacdo

N l\\ N ( [ - N
L - LAVGEEYL

20 min o\ 5 min - Banho de o
freezer Etanol

Figura 9: llustracdo sequencial da sintese do PAam (Fonte: Autor).
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3.2.2 Solugdes dos ions metélicos

Os sais de CuSOas, NiSO4, CoSO4 e FeSO4 foram utilizados como fonte dos
respectivos ions Cu?*, Ni%*, Co?* e Fe?* na preparagdo das solugdes para a eletroadsorcéo
no PAam. As solugbes foram preparadas com agua destilada e deionizada com uma
concentracdo de 2000 ppm de ion metélico para cada solucdo. O pH dessas solugdes foi
medido por um pH-metro eletronico modelo Q400RS, da marca Quimis, pertencente ao
Laboratorio de Processos Eletroquimicos e Anticorrosdo (LabPEA). A calibracdo do pH-

metro foi feita a partir de solucdes tampao de pH 4,01, 6,86 e 9,18.

3.2.3 Sistemas de eletroadsorgao
3.2.3.1 Sistema de eletroadsorgéo em leito fixo

Para a inicializacdo do processo de eletroadsorcdo em leito fixo, 0 PAam de 4,5 cm
de comprimento foi colocado em uma coluna de acrilico com 4,1 cm de comprimento, 0,9
cm de didmetro interno, 1,2 cm de didmetro externo e rosqueada nas extremidades para o
fechamento do sistema com pecas de agco inox, compondo respectivamente o0 topo e a base
da coluna. Ao fechar o sistema com as pecas de aco inox o comprimento externo total do
sistema foi de 4,9 cm, conforme a Figura 10. A peca descrita na Figura 10 foi projetada
para se adequar as dimens6es do PAam com o objetivo de ndo criar caminhos preferenciais

durante o processo de eletroadsorgé&o.
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Figura 10: A) Visdo transversal do leito de acrilico; B) Visdo longitudinal do leito de
acrilico; C) Visdo transversal da extremidade de aco inox; D) Visdo longitudinal superior
da extremidade de acgo inox; E) Visao longitudinal inferior da extremidade de aco inox

A Figura 11 traz o sistema de leito fixo de eletroadsorcdo dos ions metalicos PAam
com base nas medicBGes citadas na Figura 10. Nas extremidades de aco inox foram
conectados fios de cobre, provenientes de uma fonte de tensédo, com o objetivo de permear
a corrente elétrica por todo o material. Foi fundamental que a parte interna das
extremidades de aco inox permanecesse em contato com o criogel para garantir a passagem
de corrente elétrica. Portanto, o comprimento do criogel foi maior que o comprimento do
leito de acrilico. Apds as conexdes realizadas, a solu¢do contendo os ions metalicos
atravessou o material sob uma determinada vazdo e potencial elétrico. Ao final da conexao,
foram coletados 2,5 mL de solucdo que passou pelo leito em cubetas de acrilico. Com o
processo de eletroadsorc¢do finalizado, o fornecimento de potencial elétrico foi desligado e
em seguida um fluxo de &gua MiliQ atravessou o leito com o objetivo de remover os ions
metalicos que ndo foram eletroadsorvidos pelo sistema. Apds a passagem de 50 mL de agua
MiliQ, o processo de eluigdo dos metais se iniciou, no qual um fluxo de EDTA 0,1 mol.L
atravessou o leito para complexar e remover 0s ions que permaneceram eletroadsorvidos no

criogel, sendo também coletados em cubetas de 2,5 mL. Em seguida, medidas de
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absorbancia em um espectrofotometro de UV-VIS foram realizadas em cada cubeta
coletada no comprimento de onda de 800 nm.

Inicialmente, foi necessario avaliar as limitacdes de vazdo e potencial do sistema.
Embora a bomba utilizada atingisse uma vazdo méaxima de 25 mL/min, sabe-se que valores
elevados podem ser prejudiciais para o PAam, causando desgaste e eventual ruptura dentro
do leito. Além disso, vazdes elevadas resultaram no rompimento dos tubos e conexdes do
sistema, principalmente na parte proxima a bomba peristaltica. Para controlar a vazdo,
utilizou-se um controlador de fluxo e reduziu-se a vazdo para um valor que o PAam e 0s

tubos pudessem suportar, sendo o valor maximo aplicado de 5 mL/min.

Da mesma forma, a fonte de tensdo utilizada, que pode atingir um valor méximo de
até 30 V, foi estudada para verificar o limite anticorrosivo do aco inoxidavel presente nas
extremidades do sistema. Apos varios testes, determinou-se que o valor maximo de tenséo
suportado pelo aco inoxidavel sem ocorrer processo corrosivo é de 5 V. Esses valores
limites serviram como ponto de partida para o planejamento experimental descrito na
Tabela 2, utilizando uma matriz especial para combinacdo dos dados, realizado em
triplicada, tendo como variaveis de respostas a gel (quantidade de material eluida) e a ZTM
(zona de transferéncia de massa). Sendo assim, as limitagdes de vazdo e potencial foram
cuidadosamente consideradas e controladas durante o estudo para garantir a operagédo

adequada do sistema de leito fixo e evitar danos ao PAam e aos componentes do sistema.
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Figura 11: Esquema do sistema dindmico de eletroadsorcao (Fonte: Autor).

Tabela 2: Varidveis do planejamento experimental em niveis codificados e reais dos
fatores: Potencial (V) e Vazdo (mL/min) para aplicacdo na matrizno Statistica em um
sistema de leito fixo.

Niveis (-1) () (+1)
Variaveis
Potencial (V) 1 3 5
Vazéo (mL/min) 3 4 5

3.2.3.2 Sistema de eletroadsorgdo em batelada
Os ensaios de eletroadsorcao, em batelada, foram realizados conforme a Figura 12,

na qual tem-se um esquema do sistema contendo 80 mL de solu¢do de metal e 0 PAam



50

sustentado por uma haste de aco inoxidavel, sujeitos a variagdo do potencial (proveniente
da fonte de poténcia) da rotagdo (proveniente agitador rotativo) e da temperatura
(proveniente do refrigerador). A Figura 13 mostra as dimensdes da haste de aco inoxidavel,
utilizada como suporte para inserir o PAam na solugédo dos ions metalicos.

As coletas das amostras de ions metalicos foram realizadas com uma pipeta
volumétrica de 100 pL, adicionadas na cubeta de quartzo e preenchidas com &gua
deionizada até o volume de 2 mL. Para esse sistema foram realizadas coletas a cada 30
segundos até completar 5 minutos, totalizando 10 coletas nesse formato. Apds 5 min, foram
coletadas mais 10 amostras a cada 5 minutos, finalizando aos 55 minutos de ensaio. Apds 0
processo de eletroadsorcdo ser concluido, o PAam foi levado para o sistema de leito fixo,
onde foi realizada a passagem de &4gua MiliQ e do EDTA 0,1 mol/L, com o objetivo de

eluir os ions metalicos e avaliar suas adsorcoes.

Agitador rotativo

Refrigerador
Fonte de tensido
N
.
@
e ® @ l
&
®d © ® ° !
Haste de aco 2o
inoxidavel Eletrodo de
mmn)  Platina
OJOIO) -
IN ouT

Solugdo de
ions

— metalicos

Linha do
fluido
refrigerante

Fonte: Autor

Figura 12: Esquema do sistema de eletroadsor¢do em batelada.
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Figura 13: A: Visdo lateral da haste que sustenta 0 PAam; B: Visdo superior das roscas e da
parte inferior da haste

Assim, foram realizados testes cinéticos para cada ion metalico individual, com
concentragdes 2000 ppm. As aliquotas foram diluidas e analisadas, em relacdo aos ions
originais presentes na solucdo inicial, no espectrofotdmetro UV-VIS. Inicialmente, houve a
tentativa de utilizar tensdes de 1, 3 e 5V, assim como no sistema de leito fixo. Entretanto,
para o sistema em batelada as tensfes de 3 e 5 V ocasionaram uma corrosdo generalizada
na haste que suporta o criogel, o que fez essas condi¢des serem descartadas. Sendo assim,
foram realizados testes de tensGes para identificar qual é a tensdo maxima que a haste
suporta sem sofrer corrosdo. Sendo assim, ap0s diversos ensaios, a tensdo maxima
encontrada foi de 1,5 V. Essa tensao foi a tensdo padrdo para realizacdo dos ensaios em um
sistema de batelada, alterando o planejamento experimental para a Tabela 3, como

explicado anteriormente.
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Tabela 3: Variaveis do planejamento experimental em niveis codificados e reais dos
fatores: Temperatura (°C) e Rotacdo (rpm) para aplicagdo na matriz no Statistica em um
sistema em batelada.

Niveis (-1) 0) (+1)
Variaveis
Temperatura (°C) 5 15 25

o

Rotacgéo (rpm) 25 50

3.2.4 Caracterizagdo do PAam

3.2.4.1 Capacidade de expansio (S) e porosidade (¢)

As medidas capacidade de expanséo e porosidade foram descritas por Plieva (2004),
Sun et al. (2012) e Mouré&o et al. (2019). Assim, em uma proveta de 50 mL com volume de
agua Milli-Q® conhecido, o PAam € adicionado e a partir do deslocamento de agua foi
medido o volume do criogel expandido (Vm), considerando a densidade da agua (pagua) =
1,0 g/mL. Apos a variacdo do volume, o criogel foi colocado sobre o papel filtro e
movimentado com cuidado, para retirar o0 excesso de agua presente no criogel e em seguida
levado a filtracdo a véacuo, até que ndo houvesse mais agua no papel e a massa de mondlito
filtrado medida. Apos a pesagem, os monolitos foram deixados na estufa durante 24 horas a
60°C e a massa do monolito seco foi devidamente pesada (mg). Em seguida o monolito foi
levado a um ambiente hermeticamente fechado e com umidade controlada (= 90%),
contendo uma solugdo saturada de cloreto de potassio (KCI) sem que o PAam seco entrasse
em contato com a solucdo. As medidas de massa Umida (mw), do PAam umedecido foram
realizadas a cada 24 horas durante 14 dias ou até que o material ndo apresentasse mais
variacdo de massa. Com todos esses dados coletados foi possivel estimar a capacidade de
expansdo, massa de agua retida e a porosidade do criogel, descritos nas Equacgdes 1, 2 e 3,

respectivamente. Todas 0s experimentos foram realizados em triplicata.

5= s A (1)

myg
Em que,

S = Capacidade de expansao,



m¢ = massa do monolito filtrado (g),
Mg = massa do monolio seca (g)
Migya = My, — My
Em que,
Magua = Massa de agua ligada (g),

mw = massa do mondlito umido (g).

¢ — ™ E—?J"I_?" gua

Pigua¥m
Em que,
® = porosidade,
pagua = densidade da agua (g/mL),
Vm = volume deslocado (mL)

3.2.5 Microscopia 6tica (MO)
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A microscopia Otica foi usada para a caracterizacdo da amostra Umida, pois, ao

3.2.6 Andlise da eletroadsorcéo no sistema de leito fixo

incidir a luz na superficie da amostra, foi possivel obter as imagens da mudanca de
coloragdo do criogel. Os ensaios foram realizados no Laboratdrio de Recursos Analiticos e
de Calibracdo (LRAC), da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP com o

equipamento de MO de marca Motic e modelo: BA300 para ampliacdes de 30 e 50 vezes.

Geankoplis (1993) apresentou um método simplificado para o célculo do

através do t, = tempo util e te = tempo equivalente pelas respectivas Equacdes 4 e 5:

te = [ (1 -t

ty = tempo util (min);

comprimento da zona de transferéncia de massa (ZTM), uma das principais variaveis de
resposta do sistema de eletroadsor¢do. Inicialmente € necessario calcular os tempos

equivalentes as quantidades, atil (qu) e total (g:) removidas pela coluna, podendo ser obtida

(4)
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tor = tempo em que a concentragédo na saida da coluna é igual a 5% da concentragéo
inicial de alimentacdo e realizando um balanco de massa na coluna (min);
Cl.=L € a concentracdo do metal em solucgdo na saida da coluna (mmol/L);

Co é a concentracdo de alimentagéo na coluna (mmol/L).

A integral sob a curva (1-C|,=L/Co) € proporcional a area em cinza apresentada na
Figura 14 até o ponto tpr.

C/C,

Fonte: Autor

Figura 14: llustracdo da curva de ruptura com a area grifada em cinza a quantidade util de
adsorcdo em relacdo ao (C/Cox t)

Da mesma forma, o tempo equivalente a quantidade de ions metalicos, ¢, se todo o

leito estiver em equilibrio com a alimentacéo (te) pode ser calculado pela Equag&o 5:
Clg=
t, = [y (1—=Fhat (5)

t = 0 tempo de exaustéo do leito (min);
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A integral sob a curva (1-C|.=./Co) é proporcional a area acima da curva apresentada
na Figura 14 até o ponto de saturacdo (C/Co = 1, t). A razdo entre t, € te, T, ¢ uma fragdo do
comprimento total do leito (Ht), chamada altura atil (Hu) do leito e dada pela Equacéo 6:

Hu = 1.Ht (6)

Sendo,
Hu =1.Ht+ ZTM @)

em que, ZTM corresponde a zona de transferéncia de massa, é a diferenca entre a altura
total (Ht) e util (Hu) do leito e pode ser calculada pela substituicdo da Equacdo 6 na

Equacéo 7.
ZTM = (1-7) Ht (8)

Pelo balanco material na coluna e a partir das curvas de ruptura obtidas até a
saturacdo do leito, a quantidade de metal retida no leito (q:) é calculada pela Equacéo 9:

o’ |Z:
g, =22 [[(1—=Fha )

Q = avazdo de operacdo (mL/min);
m = massa de mondlito (g).
Assim, a quantidade de metal retida no leito até o ponto de ruptura (qu) é calculada

de acordo com a Equacdo 10:

=58ty — =y (10)

W El:l
A porcentagem de Adsorcao no leito (%AL) sera obtida considerando a fragdo de
metal em solucéo que ficou retida no solido de todo efluente que foi utilizado no processo

até a saturacdo do leito.
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3.2.7 Eluicao dos ions metalicos

Os ions de cobre e niquel serdo dessorvidos com uma solucdo de EDTA 0,1 mol/L
pH 7,0, sendo feita a coleta de aliquotas de 2,5 mL para analise por espectrofotometria de
ultravioleta, repetindo essa etapa até a obtencdo de absorbancia zero, indicando a eluigéo

méaxima dos ions foi alcancada. As eluicbes serdo realizadas no sistema leito fixo.

3.2.8 Anélise das curvas de eluicdo

As curvas de eluicdo relativas a dessorcdo dos metais da poliacrilamida, obtidas em
sistema dindmico, nas mesmas vazdes em que se realizou a remocao, serdo avaliadas com
relacdo a quantidade eluida de metal. Esta quantidade sera calculada integrando a curva de
eluicdo. A érea abaixo da curva multiplicada pela vazéo de alimentacdo, Q, por grama de
poliacrilamida, m, fornecerd a quantidade de metal eluida (ger) que €, assim como a ZTM,

outra principal variavel de resposta do sistema de eletroadsocdo (VOLESKY et al., 2003):

g, =2[cC,.dt (12)

Cel = concentracdo do material eluido.

A porcentagem de eluicdo sera determinada considerando a quantidade total de

remocao (qr) como sendo 100% do metal a ser extraido da poliacrilamida.

3.2.9 Cromatografia de afinidade para a 1gG

Apos realizar e avaliar a etapa de eletroadsorcdo dos ions metélicos no PAam, a
proxima etapa foi avaliar a capacidade da coluna interagir com a IgG, atraves dos ions
metalicos eletroadsorvidos na PAam. As solugGes tampdo escolhidas para avaliar a
adsorcéo da IgG na coluna foram: tampdo de eluicdo, acetato de sodio (NaO2CCHzs) 25
mmol/L em pH = 4; tampdo de adsor¢do HEPES (Acido 4-(2-HidroxiEtil)-1-
PiperazinEtanolSulfénico) 25 mmol/L e o tamp&o de regeneracdo de EDTA 0,1 mol/L. A
Tabela 4 demonstra a sequéncia das solugfes escolhidas, incluindo a etapa com a

alimentacéo de 1 mL de 1gG (2mg/mL).
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Durante toda a cromatografia, foram coletadas fraces de 2,5 mL da corrente de
saida. Essas fragbes foram quantificadas em termos de proteina total pelo método de
Bradford (1976). Vale ressaltar que a cromatografia foi realizada pela a¢éo da gravidade em

uma coluna de 13 cm, com diametro interno igual ao do PAam, como mostra a Figura 15.

Tabela 4: Sequéncia da introducdo das solugcbes no leito e suas coletas para a anélise da
adsorcédo da proteina

Ordem de Solucéo Numero de coletas
introducgéo no leito
1 Acetato de sodio 10
2 HEPES 10
3 HEPES (com IgG) 20
4 Acetato de sodio 20
5 EDTA 10
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Entrada das solucoes
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Figura 15: Esquema de cromatografia por gravidade para coletar as amostras.

3.2.10 Cromatografia de afinidade para a proteina Spike

De maneira analoga a cromatografia da 1gG foi utilizado o tampao de eluicéo,
acetato de sodio (NaO2CCHz) 25 mmol/L em pH = 4 e o tampédo de adsor¢do, HEPES
(Acido 4-(2-HidroxiEtil)-1-PiperazinEtanolSulfonico) 25 mmol/L em pH 7,0. Entretanto, a
quantidade da proteina foi de 100 pug/mL. Durante toda a cromatografia, foram coletados
fracdes de 2,5 mL da corrente de saida. A eluigdo final dos fons Cu?* também foi feita com
0 EDTA 0,1 mol/L. Essas fra¢cdes também foram quantificadas em termos de proteina total
pelo método de Bradford (1976).



59

CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese do PAam

O PAam apresentou coloracdo branca e opaca, além de ser visualmente homogéneo.
Na avaliacdo da elasticidade do material foi possivel, tanto comprimir, quanto seca-lo sem
0 comprometimento de sua estrutura, que ap6s descompressao e reidratacdo, retornou ao
estado inicial ndo apresentando qualquer rachadura ou deformacdo visual. De acordo com
Carvalho et al. (2014), criogéis de PAam podem ser comprimidos em até 50% de seu
volume sem sofrer deformagdes permanentes. A Figura 16 mostra 0 mondlito com uma
estrutura homogénea e de caracteristica esponjosa, e devido a sua facilidade de reter agua é
provavel que a quantidade de poros esteja adequada para aplicagdes futuras na

cromatografia de afinidade.

Figura 16: a) PAam ndo comprimido e totalmente preenchido com agua b) Compresséo do

PAam c) descompressdo do PAam ap0s a retida de agua
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4.2 Capacidade de expansao (S), massa de agua retida (magua) e porosidade

(0)

Apobs a medicdo de volume e massa do PAam, foi possivel obter a capacidade de
expansdo do material, de acordo com a Equacdo 1, com um resultado de 17,97 (+1,46).
Esse resultado indica que o PAam tem uma boa capacidade de reter um alto volume de
agua em seus poros, facilitando o fluxo continuo de solugées. E importante notar que uma
capacidade de expansdo muito elevada pode prejudicar as caracteristicas mecanicas do
criogel para cromatografia, resultando em uma baixa capacidade de retencdo de material
(ARVIDSSON et al., 2003; CARVALHO et al., 2014)

Além disso, para avaliar a quantidade de massa de agua retida (Equacédo 2), foram
realizadas medicGes diérias do PAam durante 14 dias, a cada 24 horas. O resultado médio
obtido foi de 0,081 g (+ 0,0122), o que demonstra que, devido a capacidade de expanséo e a
baixa quantidade de agua retida, 0 PAam esta em condicdes ideais para operar em sistemas
que envolvem fluxo de solugcbes. A proporcao de massica do PAam preenchido com agua
pode ser observada na Figura 17.

Os resultados da distribuicdo da composi¢do méassica do PAam confirmam o que a
literatura ja aborda sobre esses componentes: eles possuem uma grande capacidade de reter
agua a medida que expandem seu volume. Esse fenbmeno ocorre devido a presenca de
poros bem distribuidos, formados pelo derretimento dos cristais de gelo apds a
criogelificacdo. De acordo com Arvidsson e colaboradores (2003), a porosidade do criogel
influencia diretamente a resisténcia do material ao fluxo.

Por fim, os valores de porosidade do PAam sintetizado apresentaram uma média de
77,43% (x 5,11%). Esses resultados estdo em conformidade com Plieva et al. (2004), que
estabeleceram uma faixa adequada de porosidade (entre 70% e 90%) para garantir uma
interacdo eficiente com as biomoléculas na cromatografia de afinidade. E importante
ressaltar que valores elevados de porosidade permitem que o mondlito suporte taxas de
fluxo mais altas, porém resultam em materiais mais frageis, comprometendo seu uso como
fase estacionaria em cromatografia (PLIEVA et al., 2009). Com a sintese e a validacdo dos
ensaios da estrutura do material, os primeiros ensaios de eletroadsorcdo foram realizados

com o objetivo de determinar uma faixa de condigOes de trabalhos adequadas.
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M % Massa seca ™ % Massa de agua ligada M % Massa de agua nos poros

Figura 17: Composicao massica do monolito de poliacrilamida

4.3 Sistemas de eletroadsorc¢ao

Primeiramente, como a concentracdo € uma resposta analitica dos ensaios, fez-se
uma varredura inicial para cada ion no espectrofotdbmetro UV-Vis para identificar qual o
melhor comprimento de onda para ser feita a leitura da absorbancia em cada ion metalico,
sendo 809 nm para o Cu?*, 394 nm para o Ni?*, 511 nm para o Co?* e 304 nm para o Fe?",
como mostra a Figura 18. A partir desses valores, foram realizadas medicfes em

concentragOes distintas para obter curvas de calibracdo para cada ion metalico (Figura 19).
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Figura 18: Varredura do comprimento de onda dos ions Cu?*, Ni?*, Co?* e Fe?*
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Com base nesses dados iniciais, serdo apresentados resultados que fornecem
insights valiosos sobre a eficiéncia e a viabilidade dos sistemas de eletroadsorgéo de
batelada e leito fixo para a adsorcao de ions metalicos em PAam.

4.3.1 Eletroadsorcdo em sistema de leito fixo

4.3.1.1 Eletroadsorcédo do ion Fe?

O primeiro fon metalico estudado foi o Fe?*, pois, estudos mostraram que algumas
proteinas (principalmente a Spike) tem capacidade de serem influenciadas por campos
magnéticos, sendo assim, utilizar metais ferromagnéticos para avaliar esse comportamento
torna-se indispensavel (SOLOVIEV, 2022). Entretanto, a utilizagdo do ion Fe** em um
sistema de eletroadsorcdo sem a ocorréncia de oxidacdo e formacdo de corrosdao apresenta

desafios significativos.

A Figura 20 mostra um dos testes iniciais da aplicacdo dos fons Fe?* no PAam.
Apesar da mudanca da coloracéo ser significativa, os ions metalicos ndo se encontram
eletroadsorvidos, pois, o fon Fe?" é altamente propenso a oxidagdo, especialmente em
ambientes eletroquimicos, onde ocorrem reacBes de transferéncia de elétrons. Isso ficou
claro com a diferenca de tonalidade na parte superior da imagem (&nodo) da parte inferior
(catodo), o que mostra que ocorre a oxidagdo do ion Fe?* resultando na formagdo do ion
Fe3*, que possui propriedades quimicas e eletroquimicas diferentes (GENTIL, 2008).

Figura 20: PAam apds o processo de eletroadsorcdo do Fe?* em leito fixo
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Uma das principais razdes pelas quais a utilizagio do ion Fe?* em um sistema de
eletroadsorcdo sem oxidacdo € dificil é devido a sua natureza redox, pois, 0 ion Fe** tem
uma tendéncia natural de perder elétrons e se oxidar para Fe**. Em um sistema
eletroquimico, onde um potencial elétrico é aplicado, essa oxidacdo é ainda mais provavel.
Como resultado, a formacio de Fe®" interfere na capacidade de adsorcdo eletroquimica e
prejudica o desempenho do sistema. Além disso, a oxidagdo do ion Fe?* para Fe3* também
estd associada a formacdo de produtos de corrosdo, como 6xido (Fe20s3) e hidréxido de
ferro (Fe(OH)s) representados nas Equacdes 12 e 13 (MERCON; GUIMARAES;
MAINIER, 2004).

4Fe’* + 30 — 2Fe03 (12)
Fe** +30H — Fe(OH)3 (13)
Observando a Figura 20, esses produtos de corrosdao foram formados e se
depositaram nas superficies e nos poros do material PAam, obstruindo os poros e reduzindo
a eficiéncia da adsorcdo. Além disso, a corrosdo dos eletrodos pode levar a degradacédo do
material e a diminuicdo da vida Gtil do sistema. Ficou claro também que ao realizar um
teste de compressdo do PAam, o desprendimento de pequenas particulas arenosas foi
observado, provavelmente sdo os 0xidos e hidroxidos de ferro formados durante o processo.
Em resumo, a utilizagio do jon Fe?* em um sistema de eletroadsorcdo sem a ocorréncia de
oxidacdo e formacdo de corrosdo se mostrou desafiadora devido a natureza redox do ion
Fe?* e a propensdo a formagdo de Fe®" e produtos de corrosdo. Tornando-se inviavel
prosseguir nos estudos de eletroadsor¢do com esse ion no PAam.

4.3.1.2 Eletroadsorcdo do ion Cu?*

Seguindo no estudo dos metais, a Figura 21 apresenta os resultados das amostras
coletadas durante o processo de eletroadsorgdo dos ions Cu?* no PAam para as vazdes de 3,
4 e 5 mL/min, variando os potenciais de 1, 3 e 5 V. As curvas apresentadas na Figura 21
sdo representadas graficamente por C/Co versus t, em que C/Co corresponde a razdo da
concentracédo na saida da coluna e a concentracdo inicial, e t corresponde ao tempo de fluxo

do fluido pela coluna. Como o PAam é muito poroso, ja era esperado que a curva de
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ruptura do leito atingisse seu limite rapidamente, pois, nessas vazdes elevadas (entre 3e 5

mL/min), o preenchimento da coluna é mais rapido, tornando o experimento mais célere.

1.2
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0,44
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Figura 21: Curvas de rupturas em leito fixo para diferentes tensdes e vazdes aplicadas para
o fon Cu?*

Ap0s o processo de eletroadsorcao, as eluigdes foram realizadas com a passagem de
EDTA 0,1 mol/L no leito com a intencdo de remover e verificar a quantidade de ion
eletroadsorvida no PAam, resultando nos denominados Exp 1 (ap6s a eletroadsorcdo em 1
V), Exp 2 (ap6s a eletroadsorcdo em 3V) e Exp 3 (ap6s a eletroadsorcdo em 5V).
Inicialmente, a Figura 22 apresenta os valores da eluicdo do Cu?* que demonstram que a
partir de 3 V, a interagdo PAam-Cu?* tem efetividade na eletroadsorcdo do ion metalico.
Chegando a atingir nas primeiras coletas valores acima de Co, 0 que mostra que a
quantidade de material acumulada no PAam pode ultrapassar a concentracdo da solugéo do
fon Cu?". A Figura 22 também mostra que para 1 V, ndo teve forca suficiente para
conseguir eletroadsorver os ions Cu?*, e que independentemente da vazao aplicada, ou seja,
independente do tempo que a solugdo passe pelo PAam, para o potencial de 1 V é
indiferente o processo de eletroadsorcdo. Esses resultados mostram que, apesar do PAam

ndo ser um material condutor, é possivel que ocorra uma pequena condutividade idnica na
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solugcdo aquosa em contato com o criogel, devido a presenca dos ions metalicos e do
potencial aplicado. Essa condutividade ibnica na solugdo pode ser utilizada para induzir a
migracdo dos ions metélicos para o interior do criogel por meio de um campo elétrico
aplicado (GUO; ZHOU; XU, 2021).
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Figura 22: Curvas de eluicdo para eluigdo dos ions Cu?* em leito fixo para diferentes
vazoes

Apds a migracdo dos ions metalicos para o interior do criogel, eles podem ser
adsorvidos em sitios especificos do PAam. E comum que esses sitios sejam criados pela
introducdo de grupos funcionais especificos na poliacrilamida ou por meio de modificacdes
quimicas na superficie do criogel (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009; MOURAO;
CARMIGNOTTO; BUENO, 2016). No entanto, apenas com a inclusdo do potencial
elétrico, o PAam pode ser tornar um material adsorvente seletivo para jons Cu?*, o que
demonstra o carater inovador desse processo. Esses resultados referentes a eletroadsorcéao

dos ions Cu?* tem caréter inico e pioneiro na literatura, demonstrando a novidade do tema.

A Tabela 5 mostra as respostas cinéticas do processo do sistema de eletroadsor¢édo
em leito fixo para o ion Cu?*, é possivel observar que o potencial menor resultou em

maiores valores para a ZTM e menores resultados para as quantidades de material
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adsorvidas e eluidas. Confirmando que para menores potenciais a interagdo PAam—Cu?*
ndo é efetiva. Vale ressaltar que os resultados de qu, Qe € Qel, NA0 Necessariamente poderiam
estar ligados a influéncia do potencial, j& que o PAam € de um material esponjoso e poroso,
e ao entrar em contato com a solucéo pode ter a capacidade de adsorver os componentes
sem a necessidade de um potencial elétrico. Entretanto, com o aumento do potencial, a
ZTM para 3 V e 5V tem uma reducdo expressiva, indicando que a adsor¢ao ocorreu em um
menor tempo e com maior eficiéncia. A eficiéncia do processo € vista com nitidez em
comparacdo com os resultados de 1 V, obtendo maiores quantidades de material e, em
alguns casos, dobrando o valor da eficiéncia do leito, chegando a valores acima de 80%
(experimento 4, 7 e 9). Além disso, o que definiu, de fato, uma eletroadsorcdo eficiente
foram os resultados de eluicdo dos ions (ge)) com o EDTA 0,1 mol/L. Esses resultados
mostram uma eluicdo muito maior para 0S experimentos com maiores potenciais,
mostrando que a interacdo PAam—Cu?* é efetiva, mantendo os ions metalicos no PAam,
ressaltando o diferencial desse trabalho em relagdo aos demais que utilizam um agente
quelante (AQ) como intermediario na interacdo PAam-AQ-Metal (HAMACEK et al., 2023;
MOURAO et al., 2019; FIORANTE et al., 2022).

Tabela 5: Resultados do Planejamento experimental em duplicata para o sistema de leito
fixo com o ion Cu?*

Experimento Potencial Vazdo ZTM Qu ol n el
(V) (mL/min) (cm) (mg/g)  (mg/g) (%)  (mglg)

2,69 7,08 11,33 42,50 1,45
2,52 4,02 9,15 43,93 1,68
2,63 8,25 11,81 41,67 1,21
0,66 14,67 16,47 85,36 15,45
0,84 14,25 19,81 71,67 11,93
0,71 13,65 15,20 68,41 14,51
0,75 12,84 14,42 83,25 15,33
0,72 11,04 15,81 75,01 14,26
0,68 16,25 17,48 82,64 16,83
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A avaliacdo da Tabela 5 para os parametros de ZTM e el foi realizada por meio do
software Statistica, considerando o limite de confianca de 95% para analisar quais variaveis
independentes sdo estatisticamente significativas e qual é a magnitude e a direcdo de seus
efeitos na varidvel dependente. Nesse caso, as variaveis dependentes analisadas foram
“ZTM” e “Qel”, € as variaveis independentes sdo "Potencial” e “Vazéo”.

Ao observar os graficos de Pareto (Figura 23) para as duas varidveis, é possivel
considerar que a variavel Potencial tem mais significancia do que a vazéo tanto em relagéo
ao ZTM, quanto ao gel. Porém, de acordo com o Grafico de Pareto, nenhuma das variaveis

indicam um efeito significativo de p >0,05.
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Figura 23: Grafico de Pareto para o sistema em leito fixo considerando as respostas
de a) ZTM e b) gel

Os gréficos de valores observados x previstos consegue prever com uma boa
precisdo os valores reais do modelo ajustado, isso significa que hd uma boa homogeneidade
entre os valores observados experimentalmente com o valor previsto no modelo, conforme
a Figura 24. Além disso, as superficies de resposta (Figura 25) revela regies de resposta
otimizada para maiores valores de Potencial aplicado, onde é fornecido uma reposta de
ZTM menor e uma resposta de gel maior. Observavndo tambem que hd uma maior

sensibilidade das variaveis dependentes em relagdo ao potencial do que em relagdo a vazao.
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Figura 24: Grafico de Valores observados vs previstos considerando as respostas de a)
ZTM e b) gel
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Figura 25: Superficie de resposta considerando as respostas de a) ZTM e b) el

A andlise estatistica expressa nas Tabelas 6 e 7 foram realizadas pelo Software R
considerando o limite de confianga de 95% e a utilizagcdo da Regressdo linear multipla.
Dessa forma, foi possivel analisar mais precisamente os efeitos da vazdo e do potencial
aplicado no processo de eletroadsorcao.

Os resultados indicaram que, para a variavel Potencial, o valor de t (-4,2920) e
valor-p (0,00513) para a ZTM e o valor de t (5,007) e o valor-p (0,00244) para 0 (el

indicam que esses coeficientes sdo estatisticamente significativos, ou seja, ha evidéncia
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suficiente para afirmar que a variavel Potencial tem um efeito significativo tanto na ZTM
quanto na ge. J& para a variavel Vazdo, o valor de t (-0,060) e o valor-p (0,95384) para a
ZTM e o valor de t (0,038) e o valor-p (0,97086) para a gel, Sugerem que esse coeficiente
ndo € estatisticamente significativo, ou seja, ndo ha evidéncia suficiente para afirmar que a

variavel Vazao tem um efeito significativo nas variaveis ZTM e Q.

Tabela 6: Andlise estatistica para a varidvel ZTM utilizando a Regresséo linear multipla.

Variaveis Estimativado  Desvio padréo Valor de t Valor-p
valor estimado

Coeficiente linear 2,83139 0,96089 2,947 0,02573

Potencial -0,47417 0,11046 -4,292 0,00513

Vazéo -0,01333 0,22093 -0,060 0,95384

Tabela 7: Analise estatistica para a variavel ge utilizando a Regressao linear multipla.

Variaveis Estimativado  Desvio padréo Valor de t Valor-p
valor estimado

Coeficiente linear -0,43889 6,09266 -0,072 0,94491

Potencial 3,50667 0,70041 5,007 0,00244

Vazao 0,05333 1,40083 0,038 0,97086

Além disso, a analise forneceu dados adicionais de métricas de ajuste e significancia
do modelo de regressdo multipla, apresentados na tabela 8. Nesse caso, os valores de R? de
0,7544 e 0,8069, para a ZTM e gel, respectivamente, significam que aproximadamente 75%
e 81% da variabilidade dessas variaveis € explicada pelas varidveis independentes do
modelo. J& o valor de F, € um teste estatistico que avalia se existe uma relacdo linear
significativa entre as varidveis independentes (Potencial e Vazdo) e as variaveis
dependentes (ZTM e ger). O valor de F € 9,215 e o valor-p associado ao teste é de 0,01482,
indicando que ha evidéncia estatistica significativa para rejeitar a hipotese nula de que nao
existe relacdo linear entre as variaveis independentes e a variavel dependente. J& para a

variavel dependente ge, 0 valor de F é 12,53 e o valor-p associado ao teste é 0,007204,
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também indica que ha evidéncia estatistica significativa que rejeita a hipotese nula de que
ndo existe relagdo linear entre as variaveis independentes e a variavel dependente.

Tabela 8: Métricas de ajustes e significancia do modelo de regressdao multipla paraa ZTM e
para o Qel.

Estimativa do Graus Coeficiente de

Variaveis desvio padrao de determinacéao Valorde F  Valor-p
dos residuos  liberdade (R?)

ZTM 0,5412 6 0,7544 9,215 0,01482

Qel 3,431 6 0,8069 12,53 0,007204

Sendo assim, com base nos resultados apresentados, o Potencial apresenta um efeito
significativo nas variaveis dependentes ZTM e e, enquanto a Vazdo ndo apresenta um
efeito estatisticamente significativo. Além disso, o tem um bom ajuste geral, com uma
porcentagem de variabilidade explicada pelas varidveis independentes. Sendo assim, para
ambas as variaveis dependentes os valores de F e o valor-p sugerem que os modelos como
um todo sdo estatisticamente significativos. Vale ressaltar que, em relacdo a influéncia da
vazdo no sistema, ndo foram obtidos resultados que demonstrem a influéncia dessa
variavel. 1sso sugere que a taxa de adsor¢do com potenciais maiores € tdo rapida que a
quantidade de ions fixadas independem da velocidade com que a solugdo esta percorrendo
o leito. Ademais, encontrar o ponto de ruptura das curvas se mostrou uma tarefa
desafiadora para vazdes elevadas, devido a essa taxa de adsorcdo ser rapida, em alguns
casos o leito parece iniciar rompido. Sendo assim, foi necessario realizar ensaios com

menores vaz0es para tentar entender melhor o processo de ruptura do leito.

4.3.1.2.1 Eletroadsorcado do ion Cu?* em menores vazdes

Mesmo com os resultados demonstrados, com as vazdes elevadas o leito é
preenchido rapidamente, dificultando localizar a determinar qual é de fato o ponto de
ruptura do leito para calcular a ZTM e a quantidade de material adsorvida. Sendo assim,
para melhor estudar o processo de eletroadsor¢do, o planejamento experimental foi
realizado em triplicata para dois fluxos distintos (1 e 2 mL/min) e trés tensdes diferentes (1,
3 e 5 V). O comportamento curvilineo (ou ndo) da curva de ruptura delineia uma regido do
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leito na qual esta ocorrendo a adsor¢édo. Esta regido é definida como a zona de transferéncia
de massa (ZTM), pois, se trata especificamente da regido ativa do leito onde a adsorcéo
acontece. Conforme as Figuras 26 e 27, a regido de ruptura do leito é influenciada pela
quantidade de volume de solucdo, ou seja, quanto maior a vazdo de alimentagcdo, menor o
tempo necessario para atingir a saturacdo, sendo aproximadamente 150 e 70 s para vazoes
de 1 e 2 mL/min, respectivamente. Porém, um menor tempo de residéncia ndo diminui a
capacidade do leito, pois, com o potencial elétrico aplicado ndo foi verificado uma

diminuicdo no processo de eletroadsorcgdo dos ions Cu?* no leito.
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Figura 26: C/Co versus tempo para a eletroadsorcdo de ions Cu?* no PAam com para vazao
de 1 mL/min a) curva de ruptura b) inicio do rompimento do leito
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Figura 27: C/Co versus tempo para a eletroadsorcdo de ions Cu?* no PAam com para vazao
de 2 mL/min a) curva de ruptura b) inicio do rompimento do leito

Para todas as tensdes aplicadas, foram observadas que as taxas de adsor¢do do cobre
independem da vazdo aplicada. Entretanto, ap0s esse processo, se fez necessario passar
pelo leito 50 mL de &gua miliQ com o objetivo de remover os ions que ndo foram
eletroadsorvidos e o0s ions que adsorveram mais fracamente com o crigoel, sendo
facilmente solvatados com o fluxo de agua. Pois, a intensidade da eletroadsorcdo deve ser

mantida mesmo apds interromper o fornecimento de potencial elétrico.

Ap6s 0s 50 mL de agua, ao utilizar 0,1 mol L* de EDTA como agente complexante
de fons Cu?*, foi possivel remover os ions Cu?* do leito através das curvas de eluigio
relativas a dessorcdo dos ions Cu?*, nas mesmas vazbes em que se realizou a
eletroadsorgédo. As Figuras 28-a e 28-b apresentam as curvas de elui¢do para 2 e 1 mL/min,
respectivamente. E necessario ressaltar que o Exp 1 se trata do crigoel ausente de tensdo
durante a eletroadsorcao, e os Exp 2, 3 e 4 foram 0s experimentos com 1, 3 e 5V durante o

processo de eletroadsorcdo. Analisando os Exp 1 de ambas as Figuras, praticamente ndo
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foram identificados ions Cu?* na eluigéo, indicando que n&o ocorreu adsor¢do na auséncia
de potencial elétrico. Para 0 Exp 2, para a vazdo de 2 mL/min, o comportamento foi similar
ao Exp 1, ou seja, o potencial de 1 V néo foi suficiente para promover uma eletroadsorcao
suficiente para evitar o processo de solvatacdo do ion e arraste pelo fluxo de agua. Para 1
mL/min foi observado uma eletroadsorcdo mais branda, e a curva de eluicdo mais
inclinada, iniciando em C/Co = 0,37. Essa diferenca entre as vazdes é importante, pois,
apesar de apresentar eletroadsorcéo, quando a vazdo da &gua miliQ passada pelo sistema
antes do EDTA é mais elevada, a intensidade do fluxo influencia na dessorcéo dos ions

Cu®

Quanto aos Exp 3 e 4, a relagdo C/Co para 2 mL/min atingiu inicialmente 1,4 e para
1 mL/min atingiu 1,1, demonstrando uma concentracdo de ions removida acima da
concentragdo inicial Co. Portanto, o processo de eletroadsor¢éo se mostrou eficiente para 3
e 5V, uma vez que, mesmo apds 50 mL de agua miliQ, os ions eletroadsorvidos nessas
tensdes permaneceram e foram dessorvidos somente com o agente complexante EDTA 0,1
mol/L. As curvas referentes as duas tensdes citadas apresentaram um rapido decaimento, ou
seja, a maior parte dos fons Cu?* foram removidas nas primeiras coletas de amostras e
atingiram rapidamente o equilibrio, principalmente para a vazdo de 2 mL/min. Os Exp 3 e 4
comprovaram que a uma determinada tenséo, foi possivel eletroadsorver os ions Cu?* em
criogeis monoliticos de poliacrilamida e que houve uma tensdo minima necessaria para que
a eletroadsorcdo fosse efetiva. Conforme a similaridade das curvas dos Exp 3 e 4 para as
duas vazdes, ndo se fez necessario se aprofundar em maiores tensdes. Além disso, tensdes
acima de 5 V sdo limitadas experimentalmente devido a resisténcia do ago inox (nas
extremidades do sistema) sofrer oxidacdo, ndo sendo um atrativo do ponto de vista

industrial, pois a corrosao é um problema a ser evitado.
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Figura 28: Eluicéo dos ions Cu?* em EDTA 0,1 mol.L! para a) 1 mL/min e b) 2 mL/min
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A representacdo cinética dos dados experimentais de ensaios de eletroadsorcdo na
forma de curva de ruptura deve ser comparada com dados analiticos. O método
simplificado para o calculo do comprimento da zona de transferéncia de massa (ZTM) foi
realizado através dos tempos equivalentes as quantidades, util (qu) e total (q:) removidas
pela coluna, considerando o tempo de ruptura (tb) como os tempos em que 0 processo se
inicia observados nas Figuras 26-b e 26-b, e considerando a concentracdo na saida da
coluna igual a 5% da concentracéo inicial de alimentacao.

Com os parametros cinéticos definidos nas Equacdes 4-10, a Tabela 9 apresenta 0s
resultados da ZTM com menores valores para maiores potenciais obtidos, indicando uma
maior eficiéncia na eletroadsorcdo dos ions cobre no crigoel monolitico de poliacrilamida.
Para as duas vazoes testadas, foi observado uma diferenca significativa entre a ZTM,
demonstrando que a exposi¢do mais rapida a um volume maior de ions Cu?* favoreceu o
processo de eletroadsorcdo. Para maiores valores de vazao, a pressao interna do leito foi um
limitante, dificultando a aplicacdo na purificacdo de biomoléculas. Além disso, a
porcentagem de adsorcao no leito (n) foi obtida considerando a fracdo de metal em solucéo
que ficou retida, na matriz de poliacrilamida, de todo efluente que foi utilizado no processo
até a saturacdo do leito.

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram a baixa quantidade de Cu?* eluidas
(ger) Nno Exp 2 para ambas as vazdes, reforcando que a tensdo de 1 V ndo foi suficiente para
eletroadsorver os ions Cu?* com efetividade. Os dados para os Exp 3 e 4 apresentam uma
quantidade de fon Cu?* eluida similar com a q: apresentada na Tabela 8, 0 que mostra que a
quantidade efetivamente eletroadsorvida com as tensdes de 3 e 5 V foram eluidas
posteriormente com a complexagdo do EDTA 0,1 mol.L. Sendo assim, o processo de
eletroadsorcdo dos ifons Cu?* em PAam se mostrou eficaz e pode ser utilizado para
purificacdo de biomoléculas em sistemas cromatograficos, principalmente visando a
substituicdo do agente quelante necessario no IMAC. Ou seja, o trabalho demonstra que em
um sistema de leito fixo ajustado e devidamente dimensionado, apenas com a aplicacdo do
potencial é possivel eletroadsorver o Cu?* no PAam, sem a necessidade da utilizagdo de um

agente quelante para adsorver o fon Cu?*,
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Tabela 9: Parametros cinéticos calculados dos processo de eletroadsorcdo para 1 mL/min e
2 mL/min

Experimento Potencial Vazédo ZTM qu qt n el
(V) (mL/min) (cm) (mg/g)  (mg/g) (%)  (mglg)

2,02 6,57 11,92 55,09 1,35
1,49 9,60 14,34 66,97 15,45
0,84 11,93 14,68 81,30 14,32
0,80 13,33 16,23 85,36 4,20
0,69 11,51 13,58 82,16 19,13
0,69 14,26 16,83 87,41 16,85

o O WD
g W = O W B
N D W

4.3.1.3 Eletroadsorcdo do ion Co?* e Ni?*

Apos os resultados inovadores da eletroadsorgdo do ion Cu®* e da comprovacéo de
uma interacdo direta do PAam-Cu?*, outros dois fons metélicos foram testados no sistema
de leito fixo. Os resultados de eletroadsorcdo apresentados nas Figuras 29 e 30 para o Ni*
e Co?*, respectivamente, mostram uma similaridade com a Figura 21, referente a
eletroadsorcdo do fon Cu?'. Sugerindo a possibilidade de uma interagdo PAam-Ni?* e
PAam-Co?" devido a passagem do potencial elétrico em um sistema de leito fixo.
Entretanto, nas Figuras 31 e 32, sdo observadas as elui¢des referentes aos jons Ni%* e Co?*,
respectivamente, e de acordo com esses resultados, os fons Ni?* e Co?" ndo foram
eletroadsorvidos pelo PAam, independente do potencial aplicado, o que torna dificil de
quantificar esses ions na eluicdo com EDTA 0,1 mol/L. Os poucos pontos observados no
inicio das coletas de eluicdo sdo considerados como ions adsorvidos sem a influéncia do
potencial eletrico, devido sua baixa quantidade em comparacdo com os ions Cu?*, pois,
apesar da polaridade da dgua em remover esses ions, 0 EDTA como agente complexante
tende a retirar por completo os ions que podem ter sidos adsorvidos sem a influéncia do
potencial. Esses resultados sugerem que o Cu?* tem propriedades e caracteristicas
especificas que devem ser investigadas, com o objetivo de elucidar essa relagdo PAam-Cu?*

com a passagem de um potencial elétrico.
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Figura 29: Resultados em leito fixo para diferentes tensdes e vazdes aplicadas para o ion
Ni2*
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Figura 30: Resultados em leito fixo para diferentes tensdes e vazdes aplicadas para o ion
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Figura 31: Resultados para eluigdo dos fons Ni?* em leito fixo para diferentes vazdes
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Figura 32: Resultados para eluigdo dos ions Co?* em leito fixo para diferentes vazdes
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A Tabela 10 mostra as principais caracteristicas dos ions Cu?*, Ni?* e Co?*, bem como
suas semelhancas e distingdes que podem ajudar a elucidar o porqué do ion Cu?* ser
eletroadsorvido no PAam e os demais ndo. O tamanho relativamente pequeno dos ions
citados permite que eles se encaixem em espagos menores nas superficies dos materiais
adsorventes, 0 que significa que pode adsorver mais eficientemente em superficies com
poros menores. Ademais, a alta polarizabilidade desses ions permite que eles sejam
facilmente atraidos por cargas opostas eletrostaticas, pois, a polarizabilidade aumenta com
o tamanho do ion e com a facilidade com que os elétrons em orbitais d podem ser

deformados.

Como os fons Cu?*, Ni** e Co?" tém tamanhos diferentes, a polarizabilidade segue a
ordem de tamanho do fon: Cu?* > Ni?* > Co?* (GRIFFITHS; INGLEFIELD, 2005). Logo,
quanto mais polarizado, mais facil distorcer os orbitais d, essa maior distorgio do Cu?* faz
com que ele seja um melhor adsorvato do que 0s outros metais. Ja que, a configuracdo
eletronica d® do fon Cu?* significa que ele tem nove elétrons na camada d (SILVA et al.,
2019). Esses elétrons podem estar distribuidos em diferentes niveis de energia dentro da
camada d, mas a configuracdo d® implica que existe um Unico elétron desemparelhado em
um dos orbitais d. Esse elétron desemparelhado confere ao ion Cu?* um momento
magnético e torna-o altamente reativo. Além disso, a tltima camada d® do fon Cu?*, torna-o
altamente capaz de formar ligagdes coordenadas fortes com grupos de ligacdo em materiais
adsorventes, o que aumenta a forca e a capacidade de adsorcdo (GRIFFITHS;
INGLEFIELD, 2005; SILVA et al., 2019).

Tabela 10: Tabela das propriedades dos Cu?*, Ni?* e Co?*

lons metalico Raio idnico Polarizabilidade Configuracao
eletronica
Cu® 0,073 nm Alta d®
NiZ* 0,069 nm Alta a®

Co%t 0,065 nm Alta d’
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Essa interacdo € possivel pois o PAam tem grupos amida (-CONH,) em sua
estrutura, podendo formar ligacGes coordenadas com os fons Cu?*, devido a doacdo de
pares de eletrons do 4tomo de nitrogénio (GURYCA et al., 2007). Em comparag&o com 0s
fons Ni?* e Co?*, suas configuragdes eletronicas podem limitar suas capacidades de formar
ligacGes coordenadas fortes com materiais adsorventes, reduzindo assim suas capacidades

adsortivas em um sistema de leito fixo.

Ademais, o entendimento da funcdo do PAam no sistema de leito fixo com o ion
Cu?* também deve ser discutido. Pois, ocorre uma passagem forcada da solugdo pelo
PAam, 0 que mostra que se a corrente estiver passando pela solucdo de ions metélicas,
obrigatoriamente ird entrar em contanto com o PAam, fazendo dele uma espécie de “fio
condutor” do sistema, ligando as extremidades de aco inoxidavel. Vale ressaltar que se
fosse transcrever esse sistema em um circuito equivalente (Figura 33), o PAam funcionaria
como um resistor do sistema, devido a sua alta resistividade. Por isso, se faz necessaria a
aplicacdo de tensdes elevadas para que o processo de eletroadsor¢cdo ocorra no PAam. Além
disso, por se tratar de um mesmo material (aco inoxidavel) ndo é observado uma diferenca
de potencial significativa para que ocorra a corrosdo em voltagens menores que 5 V. Sendo
assim, uma das inventividades desse trabalho foi encontrar o ajuste ideal de um sistema
minuciosamente dimensionado, que acomodasse 0 PAam com o potencial adequado para a
fixacdo dos fons Cu?*, somente assim é possivel considerar essa aplicacdo viavel para

substituicdo de agentes quelantes para purificacdo de proteinas no processo de IMAC.
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Figura 33: Representacao do sistema de eletroadsorcdo em leito fixo como um circuito
eletrico equivalente.

4.3.2 Eletroadsorcao em sistema de batelada

Neste topico, serdo apresentados 0s resultados obtidos no sistema de eletroadsor¢édo
em um sistema de batelada utilizando o PAam como adsorvente. Pois, esse sistema, assim
como o sistema em leito fixo pode trazer para o debate como a eletroadsorcdo em um
criogel pode ser ampliada para producdo em larga escala, abordando a viabilidade,
estabilidade e capacidade de regeneracdo do PAam ao longo do tempo.

4.3.2.1 Eletroadsorcdo dos ions Cu?*, Ni** e Co?*

A Figura 34 apresenta a relagdo C/Co vs tempo para a eletroadsor¢do de Cu?
respectivamente, em diferentes temperaturas e diferentes rotaces. A utilizacdo desses dois
parametros é justificada por trabalhos mostram que sistemas de adsorcdo podem ser
melhorados com a aplicagcdo de energia, seja ela cinética ou téermica (COSTA; COSTA;
ALMEIDA NETO, 2021). A tentativa de eletroadsorver os ions metalicos no sistema de
batelada foi baseada na possibilidade de melhorar a eletroadsorcdo, mesmo em voltagens
menores. Entretanto, a Figura 35 mostra que ndo existe um decaimento significativo em

relagdo C/Co=1 que justifiguem que o potencial eletroquimico esta influenciando na
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mudanca da concentracéo inicial em favorecimento de uma captura dos ions metalicos pelo
PAam.

Os resultados mostram que independentemente da temperatura e da rotagdo
aplicada, os valores de concentracdo C/Co variam entre 0,93 e 0,96. O que néo
necessariamente pode ser resultante da influéncia do potencial, pois, como o PAam trata-se
de um material esponjoso, ao entrar em contato com a solucéo pode ter uma interacdo entre
0 ion e o PAam, que seja minima e natural de sua estrutura, sem ocorrer de fato uma
eletroadsorcdo. O principal motivo de ndo ocorrer a eletroadsorcdo é a impossibilidade de
utilizar potenciais acima de 1,5 V, essa tensdo aplicada ndo permite explorar ao PAam
explorar sua capacidade de adsorver de forma efetiva os ions metélicos, principalmente o

jon Cu?*.
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Figura 34: Resultados dos ions Cu?* em batelada, para 1,5 V variando a temperatura e
rotacdo do sistema
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Figura 35: Eluic&o dos ions Cu?* em um sistema de batelada apds o desligamento do
sistema de eletroadsorcdo em 1,5 V e ap0s passar por diferentes temperaturas e rotacdes.

A nao eletroadsorcdo em um sistema de batelada pode ser representada na Figura
35, que apresentam a relacdo C/Co vs tempo para a eluicdo em EDTA 0,1 mol/L dos
ensaios realizados para o ion metalico Cu?*. Vale ressaltar que os Exp 1, Exp 2 e Exp 3
citados nas figuras representam que 0s experimentos passaram por uma rotacéo de 0, 25 e
50 rpm, respectivamente. Sendo assim, ap6s a eluicdo, ficou comprovado que ndo foi

possivel eletroadsorver os ions metélicos nesse sistema, mesmo insistindo em aplicar

energia cinética e térmica no processo. Quanto aos fons Ni** e Co?", as imagens de
eletroadsorcdo sdo analogas as Figuras 34 e 35 para o ion Cu?*,

Para o sistema em batelada, 0 PAam estd imerso na solugdo, sustentado por sua
haste. Nesse caso, ndo existe a garantia que a solucdo de ions metalicos que entra nos poros
do PAam seja responsavel por conduzir eletricidade. A Figura 36 mostra que ao aplicar um
potencial eletrico, o sistema com ou sem PAam ndo apresenta diferenca alguma na
conducdo da corrente elétrica, como se 0 processo ignorasse a presenca do criogel, pois a

solugdo permite a transferéncia de elétrons entre o aco inoxidavel e o eletrodo de platina.

84
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Sendo assim, 0 PAam ndo atua como resistor do processo, ndo sendo possivel explorar

tensoes elevadas.

Fonte de tensdo Fonte de tensio
°C ) °C )
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\\_\ L L
PAam —1 \ \ Eletrodo
" Eletrodo de Plat;
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ions metalicos ions metalicos

Figura 36: Representacao de como o sistema de batelada ndo engloba o PAam, favorecendo
a interagéo entre os eletrodos.

Na eletroguimica, quando dois metais com potenciais eletroquimicos diferentes séo
conectados por uma fonte de tensdo em uma solucdo de ions metalicos, ocorre um processo
chamado de célula eletroquimica ou célula galvanica (TICIANELLI; GONZALEZ, 2013).
Ou seja, no anodo (aco inoxidavel), o metal com o potencial mais negativo sofre oxidagédo
mais facilmente, liberando elétrons para a solucéo eletrolitica. Esses elétrons sdo atraidos
pelo catodo (eletrodo de platina) onde ocorre a reducdo dos ions metélicos presentes na

solucdo, recebendo os elétrons e formando 4&tomos do metal sélido depositados no catodo.

Com potenciais aplicados elevados, todo o processo de corrosao inicia na chamada
regido de interface (Figura 37) esse processo tem inicio na chamada de regido de interface,
que € a area de contato do eletrodo com a solugcdo com ions metalicos, onde ocorre as
principais reagOes eletroquimicas. Sendo assim, além da ndo possibilidade de utilizar o
PAam como resistor do sistema, devido a diferenca de potencial entre os dois metais
utilizados no processo, a corrosdo tende a ocorrer com mais facilidade por proporcionar

uma diferenga de potencial elevada no anodo, como mostra a Figura 38 (WOLYNEC,
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2013). Essa diferenca dos sistemas s6 reforca a dificuldade de encontrar um
dimensionamento preciso e vidvel para eletroadsorver diretamente os ions metalicos em
PAam, o que valoriza a inovacdo do sistema de eletroadsor¢do para os fons Cu?* em leito

fixo.

Figura 37: Demonstracdo da regido de interface do sistema de batelada, onde inicia-se a
corrosao do aco inoxidavel.

Figura 38: Fotografia da haste de aco inoxidavel com o PAam ap6s um experimento com
tensbes acima de 1,5 V.
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4.4 Microscopia Otica

Com o intuito de verificar a presenca dos fons Cu?* no PAam, as fotografias de 30 e
50 vezes sdo apresentadas na Figura 39 para as amostras submetidas a 1, 3 e 5V em um
sistema de leito fixo. As Figuras 39, 40, 41, 42, 43 e 44 mostram o detalhamento da
estrutura rugosa e porosa do material, e em algumas imagens é possivel identificar tragos de
coloragdo azul, representando onde os ions Cu?* podem ter sido adsorvidos. As Figuras 39
e 40 mostram que para 1 V ndo é possivel identificar com clareza a coloracao azul dos ions
Cu?* na estrutura do PAam. Entretanto, para os resultados de 3 e 5 V, principalmente para
um aumento de 50 vezes (Figura 43 e 44, respectivamente) é possivel identificar alguns
tracos de coloragéo azul onde s&o formados os poros do PAam.

Essa interacdo ocorre por meio da doacdo de pares de elétrons do atomo de
nitrogénio para o ion metalico, formando uma ligacéo de coordenacédo. Portanto, é provavel
que os ions Cu?* sejam adsorvidos nas regides onde os grupos amida estio presentes na
matriz de poliacrilamida. E importante considerar que a distribuicio exata dos fons Cu?* na
matriz do criogel podera depender de diversos fatores, além da disponibilidade dos grupos
amida, como a concentracdo dos ions na solucdo e as condi¢des experimentais especificas,

principalmente o potencial aplicado.
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Figura 39 Microscopia Otica para as amostras submetidas a eletroadsor¢io em leito fixo
para 1V aumentada 30 vezes

Figura 40: Microscopia Otica para as amostras submetidas a eletroadsorgdo em leito fixo
para 1 V aumentada 50 vezes
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Figura 41: Microscopia Otica para as amostras submetidas a eletroadsor¢do em leito fixo
para 3 V aumentada 30 vezes.

Figura 42: Microscopia Otica para as amostras submetidas a eletroadsor¢do em leito fixo
para 3 V aumentada 50 vezes.
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Figura 43: Microscopia Otica para as amostras submetidas a eletroadsorcdo em leito fixo
para 5 V aumentada 30 vezes.

Figura 44: Microscopia Otica para as amostras submetidas a eletroadsorcdo em leito fixo
para 5 V aumentada 50 vezes.
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4.5 Ensaios de cromatografia de afinidade

Os resultados para cromatografia foram realizados ap6s a eletroadsorcdo dos ions
Cu?* em leito fixo, para as tensdes de 3 e 5V. Assim como nos ions metalicos, fez-se uma
varredura inicial para cada ion no espectrofotometro UV-Vis para identificar qual o melhor
comprimento de onda para ser feita a leitura da absorbancia da 1gG, 294 nm como mostra a
Figura 45 a. A partir desse valor, foram realizadas medigdes em concentragdes distintas
para obter curvas de calibracdo para a IgG (Figura 45 b). Para a proteina Spike, foi utilizado
como base trabalhos anteriores que obtiveram o comprimento de onda da proteina Spike
280 nm (SOLOVIEV et al., 2022). Para ambos os casos, as medicdes da concentracdo de
Cu?* também foram avaliadas, pois, é importante observar se os fons ndo irdo dessorver
durante a passagem das solucGes tampao.
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Figura 45: a) Varredura do comprimento de onda da IgG; b) Curva de calibracdo da 1gG
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4.5.1 Ensaios de cromatografia para a 1gG

As Figuras 46 e 47 apresentam os ensaios de cromatografia realizados ap6s o PAam
ser submetido a um potencial de 3 e 5 V, respectivamente, em um sistema de leito fixo.
Incialmente, é possivel observar a dessor¢do dos ions Cu?* antes da passagem da proteina.
Isso ocorre porgue o acetato de sodio tem a capacidade de tamponar os fons Cu?* por meio
da coordenacgéo dos ions metalicos, devido ao par de elétrons livres do atomo de oxigénio,

realizando uma ligacéo de coordenaco com os jons Cu?*.

Apesar do Cu?*, possivelmente, estar interagindo com o PAam através da interagio
com o0s grupos amida, sem a presenca do potencial, a capacidade de interacdo entre esses
dois componentes pode ser reduzida, tornando-o suscetivel a outros compostos retirarem os
fons Cu?* do PAam. Sendo assim, com a passagem do acetato de sodio em pH = 4, é
observado uma dessorcéo significativa dos fons Cu?*, mostrando que o acetato de sodio
desempenha um papel maior na estabilizacéo e transporte desses ions.

Ainda nas Figuras 46 e 47 quando analisados os resultados referentes a 1gG, é
observado que sem os ions Cu?* presentes no PAam, ndo existira a adsorcdo da proteina.
Pois, é necessario que os fons Cu?" estejam presentes para interagir com a cauda de
histidina da 1gG. Sendo assim, apesar da eletroadsorcdo do Cu?* em um sistema de leito
fixo ocorrer no PAam, ela ndo é efetiva o suficiente para suportar um sistema tamponante

do processo cromatogréafico.
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Figura 46: Ensaio de cromatografia com 1gG ap0s a eletroadsorcéo de fons Cu?* em
potencial de 3 V.

—u— |gG

— = Cuy?t

10

(o]
4
4

7 (sem IgG)
7 (com IgG)

EDTA 0,1 mol/L

Acetato de sddio pH

Concentracdo (mg/mL)
Acetato de sddio pH

HEPES pH
HEPES pH

0 10 20 30 40 50 60 70

Numero de coletas

Figura 47: Ensaio de cromatografia com IgG apos a eletroadsorcgéo de fons Cu?* em
potencial de 5 V.



94

4.5.2 Ensaios de cromatografia para a Proteina Spike

Assim como para a IgG, a dessorcdo dos fons Cu?* ocorreu com o acetato de sddio
no inicio do processo, 0 que impede que o ACE2 da proteina Spike interaja com o metal
durante a etapa de insercdo da proteina. Essa limitacdo da solucdo tampédo foi um
impeditivo determinante para avaliar o processo de adsor¢do das proteinas. Além disso,
para a proteina Spike a quantidade em 100 pL/L foi muito reduzida, impedido de detectar
no espectrofotdbmetro UV-Vis sua saida. Sendo assim, a Figura 48 apresentou nitidamente

apenas a dessorcéo dos ions Cu?*.
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Figura 48: Ensaio de cromatografia com a Proteina Spike apds a eletroadsorgéo de ions
Cu?* em potencial de 3 V.
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CAPITULO 5: CONCLUSAO

5 CONCLUSAO

O trabalho abordou de forma pioneira o estudo sobre a eletroadsor¢do dos ions
metalicos Fe?*, Co?*, Cu®" e Ni?* em uma matriz polimérica de PAam, para dois sistemas
distintos de eletroadsorcdo, em batelada e em leito fixo, visando a substituicdo do agente
quelante por um sistema de eletroadsor¢do. Pode-se concluir que, devido ao minucioso
dimensionamento proposto pelo trabalho e do ajuste das varidveis, foi possivel
eletroadsorver os ions Cu?* no PAam. Essa eletroadsorgdo especifica pode ser explicada
pela subcamada d°® do jon Cu?* ser capaz de interagir mais fortemente em regides onde
estdo presentes os grupos amida do PAam. Os resultados confirmaram que independente da
vazdo aplicada, essa varidvel ndo influencia significativamente na eletroadsorcdo, a variavel
fundamental para o processo ocorrer é o potencial. Os experimentos 4, 7 e 9 para o Cu?*,
obtiveram em porcentagem de quantidade adsorvidas acima de 80%. Como os melhores
resultados de eletroadsorcdo foram em potenciais elevados (3 e 5V), houve uma limitagédo
do processo para o sistema em batelada devido a diferenca de potencial entre o eletrodo de
platina e o suporte de ago inoxidavel, prevalecendo a interacdo entre os metais e ignorando
o PAam no sistema. Quanto aos outros metais, o Fe?* rapidamente se oxida durante o
processo, formando Oxidos e hidréxidos produtos de corrosdo, preenchendo o leito e
comprometendo sua eletroadsorcdo. Em relagdo ao Ni?* e o Co?*, esses metais ndo
apresentaram uma eletroadsorcao significativa devido as caracteristicas desses ions serem
diferentes do Cu?*. Para a aplicagdo na cromatografia de afinidade, visando a adsorcio da
IgG e da Proteina Spike, houve a dessorcdo dos ions Cu?* no inicio do processo, limitando

a adsorgéo.
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CAPITULO 6: SUGESTOES FUTURAS

6 SUGESTOES FUTURAS

Para futuras pesquisas relacionadas a esse trabalho, algumas sugestes podem ser

consideradas:

e Explorar a modificacdo da matriz do criogel de poliacrilamida: Testar
diferentes composi¢des e estruturas do criogel, utilizando outros polimeros ou
modificando as propriedades da poliacrilamida, a fim de melhorar a adsorgdo dos

jons metélicos.

e Investigar condicGes de operagdes otimizadas: Analisar pardmetros como pH e
concentracéo dos ions Cu?*, a fim de determinar as condicdes ideais para a maxima

adsorcao.

e Estudar a regeneracao e reutilizacdo do criogel: Avaliar métodos de regeneracao
do criogel apds a adsorcdo dos ions metalicos, permitindo sua reutilizacdo e

prolongando a vida util do material.

e Reavaliar o sistema tamponante: Avaliar sistemas tamponante que evitem a
dessorcdo preliminar dos ions metalicos, para que seja possivel avaliar sua

capacidade de adsorver as proteinas.
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