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RESUMO

Monolitos de criogéis supermacroporosos sdo suportes eficazes na separagdo em
processos downstream. Neste trabalho, criogel de poliacrilamida com ligante fenil foi
preparado com o objetivo de adsorver a proteina BSA (bovine serum albumin). A matriz
de criogel foi caracterizada por medidas de capacidade de inchamento, porosidade. A
modelagem dos dados para as amostras de BSA no sistema criogel-fenil foi analisada
usando dados de equilibrio adsortivo para o modelo de Langmuir, o modelo de
Freundlich e Langmuir-Freundlich. Os resultados experimentais mostraram porosidade
em torno de 16,10%, capacidade de inchamento em torno de 4,82. Os modelos de
Langmuir e Freundlich foram ajustados de maneira satisfatéria, mostrando sim, a sua
aplicabilidade em prever comportamentos de equilibrio adsortivo em sistemas lig-sol. A

matriz apresenta-se como uma tecnologia promissora na area de bioseparagoes.



1. INTRODUCAO

Uma grande porcentagem do soro de leite produzido pelas industrias de laticinios é
descartada sem nenhum tratamento nos corpos de agua, o que gera sérios impactos
ambientais. Sendo que um dos problemas sdo a separacao e purificagdo de biomoléculas
de meios complexos, que pode conter até¢ células e seus fragmentos. O soro ¢ fonte de
proteinas e peptideos funcionais (0,7% m/m), lipideos (0,1% m/m), vitaminas
(0,1% m/m), minerais (0,5% m/m) e lactose (4,9% m/m) Em torno de 10 a 20% do
conteudo proteico do soro de leite € composto por BSA (ZADOW, 2006).

Uma caracteristica estrutural relevante da BSA ¢é a presenca de 17 pontes
dissulfeto na molécula, sendo que o rompimento dessas ligacdes resulta em
modificagdes de algumas de suas propriedades fisicas e estruturais e do perfil de
solubilidade em fungdo do pH (NELSON , 2011, COSTA, 2013).

Os processos cromatograficos sdo em geral preponderantes nos estagios de
separagao e purificagdo de compostos bioldgicos, sendo este processo um dos
responsaveis mais impactantes do custo do processo. Portanto investir na otimizagao
dos processos representa diretamente uma reducao do custo de produgdo e aumento da
qualidade do produto obtido (SHUKLA, 2007).

A cromatografia de leito fixo, cuja fase estaciondria estd empacotada em uma
coluna, mesmo apresentando uma alta capacidade e resolugdo, ndo consegue processar
solugdes com materiais particulados, como por exemplo, homogenados celulares nao
clarificados. Isto ocorre, pois o material particulado diminui a porosidade do Ieito,
aumentando a resisténcia do escoamento e consequentemente gera seu bloqueio
(PESSOA JUNIOR e KILKIAN, 2008).

A cromatografia de leito expandido veio para contornar este empecilho, ja que o
escoamento da fase movel aumenta a porosidade, uma vez que as particulas do
adsorvente ficam em suspensdao. Como a porosidade aumenta o fluxo do material
particulado passa sem aumentar a resisténcia ao fluxo na coluna. Mas apesar de todas
essas vantagens este tipo de cromatografia exige colunas e tipos de equipamentos
especiais.

Quando h4 a combinagdo das caracteristicas da cromatografia de leito fixo com
poros grandes, estes permitem a passagem de solugdes com fragmentos celulares e
materiais particulados sem comprometer o fluxo na coluna. Tais caracteristicas estdo
presentes nas estruturas chamadas de criogéis.

Criogéis, géis poliméricos sintetizados em condigdes criogénicas, tem-se tornado
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uma tecnologia muito util na area de bioseparacdo, como em processamento de
proteinas, virus, entre outros. Isso acontece devido ao fato de que as condigdes
criogénicas conferem a eles um sistema continuo de macroporos interconectados com
variagdo de tamanho de 10-100 um, uma baixa resisténcia ao escoamento ¢ uma difusao
desobstruida de solutos de qualquer tamanho, fatores que os tornam um tipo de fase

estacionaria muito atrativa para cromatografia (PLIEVA et. al, 2004).

2. OBIJETIVO

Desenvolver um criogel supermacroporoso para avaliara a capacidade adsortiva
da proteina BSA (bovine serum albumin), ajustando os modelos de Langmuir,
Freundlich e Langmuir-Freundlich, visando a aplicagdo deste criogel para a purificagdo

de proteinas do soro de leite.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Soro do leite

O soro do leite ¢ o liquido residual extraido a partir da coagulacdo do leite
destinado a fabricacdo de queijos ou de caseina e pode ser obtido através de trés
processos principais: coagulagdo enzimatica, resultando na precipitacdo de caseinas,
matéria-prima para a producgdo de queijos; precipitagao acida ao atingir o pH isoelétrico
da caseina; separagdo fisica das micelas de caseina por microfiltragdo; obtendo-se
independentemente do processo um concentrado de micelas e as proteinas do soro, na
forma de concentrado ou isolado protéico (BRASIL, 2005 ; SGARBIERI, 2005;
HARAGUCHI et al., 2006).

O soro do leite apresenta proteinas de estrutura globular contendo algumas
pontes de dissulfeto, que conferem certo grau de estabilidade estrutural. As fracdes, ou
peptideos do soro, sdo constituidos de: beta-lactoglobulina (BLG), alfa-lactoalbumina
(ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig's) e glico-macropeptideos
(GMP) conforme mostrado na tabela 1. Essas fra¢cdes podem variar em tamanho, peso
molecular e fun¢do, fornecendo as proteinas do soro caracteristicas especiais. Presentes
em todos os tipos de leite, a proteina do leite bovino contém cerca de 80% de caseina e
20% de proteinas do soro, percentual que pode variar em func¢do da raca do gado, da

racdo fornecida e do pais de origem (AIMUTIS, 2004, HARAGUGHI, 2006).

Tabela 1. Propriedades e composi¢do das fragdes proteicas no leite.

Total de proteinas no

Fracoes Proteicas Aminoacidos Massa Molar (KDa)
Leite (%)
B-lactoglobulina 162 18 12
o-lactoalbumina 123 14 3,5
Imunoglobulinas -- 1000-1430 2
Glico-macropeptideo 689 7 -
Albumina do Soro Bovino 582 66 1
Lactoferrina 612 80 --
Lactoperoxidase 64 78 --

Fonte: ALMEIDA, 2013.



3.2.Albumina do Soro Bovino (BSA)

A albumina de soro bovino (BSA) estd presente no leite em concentragdes
proximas de 0,1 a 0,4 g.L'1 . Possui massa molecular de 66,4 kDa, dimensdes 4 x 14 nm
e ponto isoelétrico igual a 4,9, possuindo assim, um carater dcido (KADI et al, 2006). E
constituida de 582 residuos de aminoacidos, sendo a proteina com maior cadeia de
polipeptidio das proteinas do soro, possuindo 17 ligacdes de dissulfetos e um grupo de
sulfidrilico livre no residuo 34 (PETERS,1985, COSTA, 2013).

A estrutura secundaria da BSA ¢ majoritariamente a-hélice, e ainda possui alta
flexibilidade. A molécula de BSA ¢ constituida por trés sub-dominios I, IT e IIT (figura
1), os quais apresentam, em pH neutro, uma carga eletrostatica de -10, -8 e 0,

respectivamente (PETERS, 1985, COSTA, 2013).

Figura 1. Modelo da molécula de albumina sérica (BSA) identificando regides dos dominios I,
II e 111, os residuos de aminoacidos basicos em azul, neutros em amarelo, e acidos em vermelho,

em pH neutro (CARTER e HO, 1994).

E um peptideo de alta massa molar caracterizado pelo baixo numero de
triptofano e metionina, rico em cistina (aproximadamente 6%), aminoacidos carregados,
acido aspartico e glutdmico, lisina e arginina (FERREIRA, 2009).

Relevante precursor da sintese de glutationa. A ligacdo da BSA com d&cidos

graxos corresponde a cerca de 10% das proteinas do soro do leite. Possui afinidade por
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acidos graxos livres e outros lipideos, favorecendo seu transporte na corrente sanguinea,
uma vez que estabiliza as moléculas evitando a desnaturagio pelo calor. E solaivel em
agua até 35% a 3 °C, mas nota-se uma extensiva precipitacdo na faixa de temperatura de
40 a 50 °C (HARAGUGHI, 2006, VEREDAS, 2000).

A proteina BSA ¢ muito empregada em estudos de adsorcdo em superficies de

materiais devido ao grande conhecimento de sua estrutura, sua funcdo e seu baixo custo.

3.2.1. Propriedades funcionais da BSA

Como ja mencionado a BSA ¢ um dos principais carreadores de acido graxos, os
quais em outra forma sdo insoluveis. Ela também realiza diversas funcdes como
desativacdo de varios metabolitos lipofilicos tdxicos, como bilirrubina e também
eliminagao de radicais livres de oxigénio (FERREIRA, 2009).

A albumina tem afinidade grande por compostos aromdticos pequenos carregados
negativamente e alta afinidade por 4cidos graxos, hematinas, bilirrubina. Forma ligagdes
covalentes com fosfato de piridoxil, cisteina e diversos metais, como por exemplo,
Ag(1), Au(IT), Cu(Il), Hg(Il) e Ni(II) (FERREIRA, 2009).

Por ser uma proteina de transporte multifuncional, ¢ carregador chave ou
reservatorio de oxido nitrico, influenciando em varios processos fisiologicos

importantes, incluindo neurotransmissao (FERREIRA, 2009).

3.3. Criogéis de poli(acrilamida)

Géis poliméricos tém sido utilizados em diversas areas da biotecnologia, como por
exemplo, suportes para a imobilizagdo de células, materiais para eletroforese assim
como também cromatograficos. Os criogéis, devido a propriedades, como
macroporosidade, boa elasticidade, tem despertado o interesse em diversos trabalhos no
campo da biotecnologia (ARVIDSSON et al., 2002 e 2003).

G¢éis poliméricos consistem em um sistema “polimero-solvente imobilizado”, no
qual macromoléculas interligadas por interagdes quimicas formam uma cadeia 3D
(LOZINSKY, 2003, CARVALHO et al, 2013).

Ha duas vias principais para a produgdo de géis poliméricos sendo elas: via
inchamento limitado ou via inchamento de um xerogel, sendo que parte da formacdo em
um sistema liquido. Assim o sistema inicial é composto por uma solugdo de monomeros

em que a gelatinizagdo ocorre por polimerizagao ramificada ou resultado das ligacdes
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cruzadas quimicas. A gelatinizagdo criotropica ¢ um tipo especifico de sintese de géis,
sendo que o tratamento criogénico permite a formagao de géis, o produto de tal processo
¢ chamado de criogel. (LOZINSKY, 2003, CARVALHO et al, 2013).

Na produgdo de géis poliméricos de poliacrilamida os componentes comumente
utilizados sdo acrilamida, N,N’-metileno-bis(acrilamida), tetrametilenodiamina

(TEMED) e persulfato de amdnio, suas estruturas podem ser observadas na figura 2.

HiC - CH,4
o N-CH,-CH,-N
~ ™~
- H.C
CH,=CH-C-NH, 3 CH,
Acrilamida Tetrametilenodiamina (TEMED)
0 0 , o
I I Ny 54—0
CH,=CH-C-NH-CH,-NH-C-CH=CH, 0,_4‘ %
a—aq
N, N' —metileno-bis(acrilamida) AN //9
.8
0% \_ NHy"

Persulfato de aménio

Figura 2. Estrutura dos componentes usados na sintese de géis de acrilamida (CARVALHO,
2010).
Quando em solugdo, o persulfato de amonio forma radicais livres e estes em

contato com acrimilada ocorre uma reagdo radicular (figura 3).

$,02™ - 2S0;

CONH, CONH,
SO; + CH=CH —» nCH,CH

Figura 3. Radicais livres de persulfato de amonio e reag@o radicular com a acrilamida.

Nesta forma a acrilamida pode reagir em cadeia com outras acrilamidas,
produzindo longas cadeias de polimero, esta solu¢do apesar de viscosa ndo forma gel. A
geleificacdo ocorre quando ha o enlace de varias cadeias, esta polimeriza¢do ocorre na
presenca de N,N’-metileno-bis(acrilamida), o qual ¢ um composto com duas moléculas
de acrilamida em suas extremidades em terminag¢des ndo reativas (ADNADJEVIC &

JOVANOVIC, 2009).



Assim forma-se uma rede de acrilamida, como demostrado na figura 4. O
tamanho dos poros da rede ¢ determinado segundo dois pardmetros: pelo conteudo de

acrilamida por unidade de volume e pelo grau de ligagdo-cruzada.

JI:BNHZ =
505- + nCHgy=CH + [EHE=CH—C-—NH-—]ECH2 *

I
CONHg COMH
1 I
—GHE‘-‘EH-"CHE-CH—CHZ —CH—CHE—?H—

CONH GONH
i i,
CONH  CONHg CONH  CONH,
L |
=CH;=CH=CH; =CH-C HE—LT.H—C HE-—CH—CHE—CH—
CONH
e
CONHp  CONH GONHg
|
~CH~CH, ~CH~CH, ~CH-CH,—CH-CH, ~CH-

EGI*I\-IH CDI:IH

Figura 4. Reagoes das ligacdes cruzadas em cadeias de acrilamida.

A média do tamanho dos poros alcanga um minimo quando total usado de
poliacrilamida 5% ¢ de N,N’-metileno-bis(acrilamida), com isso em muitas formula¢des
o conteudo de (bis)acrilamida utilizado ¢ de 5% para controlar o tamanho do poro
(Tabela 2). O tamanho dos poros ainda pode ser controlado pela variagdo no contetido
total de acrilamida, o que pode ser observado na figura 5 (ARVIDSSON et al, 2002,
CARVALHO, 2010).

Tabela 2. Efeito da concentragdo de bis(acrilamida) no tamanho médio dos poros (raio em A°).

Total de acrilamida + % de N,N’-metileno-bis(acrilamida) do total de acrilamida

N,N’-metileno- 1 5 15 25
bis(acrilamida) (%)(m/v)

6.5 24 19 28 -
8.0 23 16 24 36
10.0 19 14 20 30
12.0 17 9 - -
15.0 14 7 - -

Fonte: Cooper (1997).
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Figura 5. Influéncia da concentracdo de acrilamida no tamanho médio dos poros (Fonte:

Cooper, 1997).

Para catalisar a formacao do gel o usa-se o tampao TEMED, devido aos radicais
livres deste. Tampdes também mantém o pH dentro do gel e ainda conduz corrente
através de um campo elétrico.

Analisando micro e macroscopicamente Butler e Bruice (1964) e Pinock (1966)
evidenciaram que em solugdes moderadamente congeladas a microfase liquida ndo
congela. Assim as substancias dissolvidas concentram-se na regido ndo congelada, tal
efeito ¢ chamado de crioconcentracdo.

Estudos termodinamicos mostraram que o sistema possui duas fases, uma
policristalina do solvente puro congelado e outra microfase nao congelada contendo os
componentes dissolvidos na solugdo inicial. Lozinsky (1986) ainda mostrou que poros
maiores foram formados no ponto de congelamento mais alto, ou seja, quanto menor a

temperatura menor o tamanho médio dos poros (LOZINSKY, 1986).

3.3.1. Caracterizacdo das matrizes de criogel

Os criogéis possuem um sistema de macroporos interconectados com tamanhos
que variam de 10-100 um, diferenciando-se por fornecer uma baixa resisténcia ao
escoamento e uma difusdo facilitada por solutos de qualquer tamanho. Isto confere
vantagens quando comparadas a cromatografica de leito fixo, ndo sendo capaz de
processar materiais particulados e a cromatografia de leito expandido, a qual requer
equipamentos especiais.

Para caracterizar as matrizes cromatograficas existem diversas metodologias,

dentre elas pode-se citar a porosidade. A dgua no interior do criogel é encontrada de
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varias formas, sendo ligado ao polimero, dentro dos pequenos poros ou grandes poros.
Esta ¢ responsavel pela porosidade, podendo ser retirada mecanicamente por
compressao do criogel, ja que este possui uma elasticidade intrinseca. Para calcular a
porosidade mede-se o conteudo de agua livre presente e o volume, calculando-se pela

formula a seguir descrita por Yao et al., 2006.

— Mw-ms (1)

? PwVo

Onde m,, ¢ a massa da amostra saturada de dgua e my a massa da amostra apos a
remoc¢ao da agua livre, py, ¢ a densidade da agua e V € a diferenga entre V; e V|, sendo
que V3 ¢ o volume final apds imersdo da amostra em uma proveta graduada contendo

agua e V ¢ o volume inicial de 4gua na proveta (ARVIDSSON et al., 2003).

3.4. Aplicagao

Utilizar o criogel para captura direta de biomacromoléculas tem se tornado uma
opcdo atraente, pois como ja mencionado, eles possuem poros interconectados de
diversos tamanhos, permitindo que o escoamento de massa através dos poros seja
convectivo e apresenta baixa resisténcia a transferéncia de massa.

O transporte convectivo através dos poros com um diametro acima de 1000 nm
faz com que a capacidade de interacdo com a matriz ndo mude com a velocidade, isto
tem sido verificada experimentalmente e também apoiada por analises tedricas. Apesar
da baixa area de superficie total, estes poros proporcionam uma area suficiente para a
adsorcdo destas biomoléculas grandes, que ndo podem penetrar nos meios de
cromatografia convencionais concebidos para a separacdo de proteinas (JUNGBAUER
e HAHN, 2008).

Os criogéis tem uma ampla aplicacdo na microbiologia, pois suas propriedades,
como macroporosidade, biocompatibilidade, estabilidade fisico-quimica, mostrou-se
eficiente para o processamento de suspensoes de células e virus, purificacdo de células,
dentre outras linhas de pesquisa da microbiologia.

De acordo com Jungbauer & Hahn, 2008, os mondlitos sdo considerados como
o material de cromatografia de quarta geragdo, e sua utilizagdo para a separagdo
preparativa de biomoléculas tem evoluido. Colunas de monoliticos até 8L em tamanho

j& estdo comercialmente disponiveis para a separagdo de grandes biomoléculas tais
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como proteinas, agregados proteicos, DNA plasmideo e virus. Devido a propriedades
inerentes dos monolitos, como operacao rapida e de alta capacidade para biomoléculas
grandes, tem-se tornado interessante para estas aplicagdes (JUNGBAUER e HAHN,
2008).

3.5. Modelagem dos dados

A isoterma de adsor¢do representa a quantidade de um determinado soluto
adsorvido por uma superficie adsorvente, em fun¢do da concentragdo de equilibrio do
soluto. Para se construir uma isoterma de adsor¢do coloca-se em contato a solucdo
contendo o componente a ser adsorvido em diferentes concentragdes iniciais € em
temperatura constante até o equilibrio, determinando-se assim a quantidade de material
adsorvido. No processo de adsor¢do, a temperatura, o pH, e o tipo de material
adsorvente sdo parametros que influenciam na forma da isoterma (VEGLIO et al. 2003).

Os modelos de isoterma de Langmuir ¢ de Freundlich sdo os mais comumente
utilizados na literatura. O modelo de isoterma de Langmuir assume que todas as forcas
que atuam na adsor¢do sdo similares em natureza aquelas que envolvem uma reagdo
quimica e que a adsor¢@o se resume em uma Unica camada de moléculas da substincia

sobre a superficie das particulas solidas (TAGLIAFERRO, 2011).

— _AmC (2
(kg+C™)

q

Onde gy, ¢ a capacidade maxima adsortiva do adsorvente, kq € a constante de equilibrio

da adsor¢do, q ¢ a concentragdo da proteina no adsorvente e C* concentracdo da
proteina na fase liquida.

Para validar as suposi¢des que os sitios de interagdo estdo presentes na superficie

do adsorvente, faz-se a linearizagdo, assim tem-se o0 semireciproco:

C* _ Kq c* 3)
de dm dm

O grafico linear C*/q. vs C* confirma a validade do modelo de Langmuir para o
processo. A equagdo de reta obtida apresenta coeficiente angular correspondente a 1/qy,

e coeficiente linear correspondente a Ky4/ qm. Se C*/q. vs C*apresentar-se convexo o
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cooperativismo ¢ negativo, se ¢ linear a interacdo independente entre a proteina e sitios
ligantes ¢ ressaltada, j4 se for concavo o cooperativismo positivo ¢ observado.
O modelo de isoterma de Freundlich considera que a adsor¢do ocorre em

multicamadas e € util para descrever a adsor¢ao em superficies altamente heterogéneas.
g’ =KC? (4)

Sendo K a constante de equilibrio de Freundlich e n o fator capacidade da isoterma de
Freundlich.
A forma linear da Equagdo de Freundlich ¢ dada pela equagdo abaixo

(TAGLIAFERRO, 2011).
log q* = logK¢+ 1/nlogC, (5)

Sendo K¢ e n constantes relacionadas com a capacidade de adsor¢do. Os valores de K¢ e
n podem ser obtidos pela intersec¢do e inclinacdo do grafico linear de log g* vs log C..
O valor de n entre 2 e 10 indica adsorc¢ao favoravel (TAGLIAFERRO, 2011).

Os modelos de Langmuir e Freundlich podem ser combinados para descrever o

comportamento das proteinas em adsorventes de afinidade.

« _ Gmar) (€)' (6)
T = v

Onde K4 é a constante de dissociagdo aparente, a qual inclui contribuicdes das ligagdes
dos ligantes em mondmeros, dimero-mondémeros. O qmr) ¢ a capacidade maxima de
ligagdo, e m ¢ o coeficiente numérico da isoterma de Langnuir-Freundlich
(TAGLIAFERRO, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
Acrilamida (AAm, 99,9%), N,N’-Metilenobisacrilamida (MBAAm, 99%), alil glicidil
éter (AGE) Per-sulfato de Amonio (APS, 98%), N,N,N’,N’-Tetrametil-etilenodiamina
(TEMED, 99%), Citrato de Sodio, Fosfato de Sédio, Cloreto de Sodio, agua Mili-Q,
HCI1 10 M, NaOH 6 M. Banho ultratermostatico, sonicador, bomba peristaltica, estufa,
pHmetro, BOD, Seringas de 10 mL, béquer, balao volumétrico, proveta, microtubos do

tipo Eppendorf, filtro para seringa 0,22um.

4.2.Sintese da matriz

A producdo da matriz de criogel foi desenvolvida no laboratério da Universidade
Federal de Sao Jodo del-Rei campus Alto Paraopeba, de acordo com a metodologia de
Kumar et al (2006), segundo as seguintes modifica¢des: dissolu¢ao de 4,74 g de AAm,
1,27 g de MBAAM e 1 mL de AGE em 100 mL de agua Mili-Q e desgaseificacdo desta
solugdo em ultrassom por 5 ciclos de 1min; adicionou-se 95 pL de TEMED,
homogeneizou-se a solucdo e levou-a para o banho de gelo por 5 minutos; foi
acrescentado 110 mg de APS. Injetou-se 10 mL da solugdo reacional em seringas,
vedou-as e as amostras foram mantidas em banho ultratermostético a -12°C overnight.
Por fim, lavou-se cada resina com 50 mL &gua deionizada sob vazdo de 1 mL/min

usando bomba peristaltica.

4.3.Caracterizacdo das Matrizes

Para a caracterizagdo das matrizes os experimentos foram realizados em trés
monodlitos diferentes, sendo que para cada mondlito foram realizadas duplicatas,
realizou-se isto para os protocolos de capacidade de inchamento e porosidade.

Capacidade de Inchamento: A capacidade de inchamento do criogel (Sww) foi

determinada por meio da imersdo das matrizes em recipientes contendo dgua por um
intervalo de 2 h. A cada 15 min os recipientes foram agitados manualmente e de forma
lenta. Em seguida, retirou-se o excesso de agua das matrizes e, entdo, obteve-se o peso
umido (my) das mesmas. As matrizes foram secas a 60°C até peso constante, as massas
das amostras secas (mg) foram determinadas e a capacidade de inchamento foi calculada
pela equagao:
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(my,-mg) (7
Sw/w= —

Onde Sy € a capacidade de inchamento (g H,O/ g de gel seco) e my, € my sdo as massas
(g) da amostra em peso umido ¢ seco, respectivamente.
Porosidade: a porosidade do monolito de criogel foi avaliada de acordo com o

procedimento relatado em Yao et al. (2006) e, entdo, calculada segundo a equagao (1).

4.4. Acoplamento do ligante fenil

A matriz de criogel (10 mL), seca a 60°C até massa constante, foi cortada em
pequenos pedagos. Equilibrou-se a coluna com 50 mL de tampao de carbonato de sodio
0,1 mol L™ pH 9,5 a uma vazao de 2mL/min. Preparou-se 30 mL de solugdo de fenol
0,3 mol L'l, em tampao carbonato de soédio 0,1 mol L'e pH 10, esta foi bombeada na
coluna a uma vazao de 1,2 mL em modo de refluxo, durante 24 h. Em seguida, tratou-se
a coluna solu¢do de etanolamina 0,1 mol Ll em tampao carbonato de sodio 0,1 mol L!
e pH 9,5, por 3 h. Por fim lavou-se o sistema criogel-fenil com agua até pH neutro. As
amostras foram secas a temperatura de 60 °C até que sua massa permanecesse

constante.

4.5.1sotermas de adsorgao

Realizaram-se os experimentos seguindo o delineamento fatorial, considerando trés
variaveis: pH, concentragdo de NaCl e temperatura. Fez-se os experimentos nos pHs de
3,3 ¢ 4,5, utilizando tampao de citrato de sodio 20 x 10°mol L' ¢ pH 6,2, utilizando o
tampdo de fosfato de sodio 20 x 10° mol L como tampdo de equilibrio. J4 as
temperaturas foram 25°C, 30°C e 40°C e as concentragoes de NaCl foram de
50 x 10° mol L™ e 150 x 10 mol L. 15 + 5 mg da matriz de criogel foram pesadas e
colocadas em microtubos de 2 mL. Colocou-se o tampao de equilibrio e a BSA em
diferentes quantidades, obtendo no final concentragdes de 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,9;
1,2; 1,5 e 2 mg/mL de BSA em um volume total de 1,3 mL. Os tubos foram postos em
uma incubadora com temperatura controlada (BOD) com agita¢do constante por 12 h.
Apbs o sobrenadante era filtrado com filtro para seringa e a concentragdo mensurada

por espectrometria a 280 nm.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Producdo do criogel

As matrizes de criogel obtidas apresentaram-se como um mondlito esponjoso
(figura 6), com a formagdo de supermacroporos, como esquematizado na figura 7. A
formacdo destes poros possibilitam a passagem de moléculas grandes e confere

elasticidade ao mondlito.

Figura 6. Monolito de criogel ap6s banho ultratermostatico a -12°C overnight.

Sistema descongelade (C)

Sistemna Inicial (A) Sistema congelado (B)

— i
|—=% . = L
£ — 1 ¥ Conigelaments _* ., |Pescongelamento —5
. o» —_— ™ | P & _— |5
3— . i€ i‘\\

Figura 7. Apresentagdo esquemdtica da criopolimerizagdo e formagdo da estrutura de
supermacroporosa em uma matriz de polimero continua. 1, precursor de alto peso molecular; 2,
solvente; 3, precursor de baixo peso molecular ou substincias soluveis; 4, policristais do
solvente congelado; 5, microfase liquida ndo congelada; 6, rede polimérica do criogel; 7,
macroporos ¢ 8, solvente descongelado. Inicialmente ocorre a polimerizagdo em volta do cristal

de gelo e depois do descongelamento ficam os poros. Fonte (LOZINSKY, 2003).

5.2.Caracterizagao do criogel

Apds a produgdo dos criogéis, os mesmos foram caracterizados de acordo com a
metodologia descrita por Yao et al. (2006), e os dados obtidos da caracterizacdo do

monolito sdo apresentados nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Parametros da caracterizagdo da matriz de criogel sintetizado.

Mondlito  mq (g) my()Sww ma(g)e my(g)9 my(g)e Vi(mL) Vi(mL) Vy(mL)

1 0,20425  1,05225 0,08105 0,5447  1,0893 15 15,3 0,3
2 0,1373 0,9265  0,03875 10,2397 0,66265 15 15,15 0,15
3 0,1886  1,06185 0,118 0,88255 1,70785 15 15,4 0,4

Tabela 4. Valores da caracterizagdo do mondlito de criogel, capacidade de inchamento,

porosidade e fracdo total de agua.

Coluna Swiw( 820/ el seco) 0 (%) F.T.A (v/v)
1 4,1 (£0,5) 16,0 (= 0.1) 36 (£5)
2 5,748 (+0,006) 6,3 (£0,1) 9,3 (£0,3)
3 4,6 (£0,3) 33(x0,1) 63 (x4)

Média 4,8 (£0,6) 18,5 (+0,1) 34 (£ 6)

Sendo que AAm ¢ responsavel pela linearidade das cadeias e a MBA Am fornece
ligagdes cruzadas na etapa de polimerizagdo, assim quanto mais proxima a relagdo
AAmM/MBAAmM, mais compacta sera a estrutura, tendo reflexo direto na capacidade de
inchamento, tornando-a menor. O valor médio encontrado para a capacidade de
inchamento foi de 4,8, valor este proximo do descrito pela literatura, o qual ¢ 4,15, para
a concentragdo final de 6% de mondomeros (ARVIDSSON et al., 2002, KUMAR et
al.,2003).

O resultado apresentou-se satisfatorio ja que a capacidade de inchamento ¢ uma
forma de medir a expansao da matriz, assim valores altos podem ndo ser atrativos, uma
vez que as matrizes de criogel seriam mais maleaveis, suportando menos as pressoes.

A porosidade média encontrada foi de 18,5% e o contetido de 4gua total no
monolito foi de 34,% (v/v), assim em torno de 15,95% da agua total ficaram retidas na
matriz do polimero e nos pequenos poros, onde ha pouca probabilidade do fluido
corrente passar. Esse percentual condiz com o descrito em literatura, contudo os valores
da porosidade e fracdo total de dgua foram baixos quando comparado ao da literatura,

mostrando que o mondlito possuia pouca agua livre.
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5.3.Isotermas de adsorgao

As isotermas de adsor¢do, construidas a partir de dados experimentais, foram
ajustadas de acordo com os modelos das isotermas de Langmuir e Freundlich. Os
modelos de Langmuir e Freundlich ajustaram-se de maneira satisfatoria, apresentando-
se como modelos com aplicabilidade aceitavel para prever o comportamento adsortivo
do sistema. As condi¢des que apresentaram mais adsorcdo e melhores ajustes podem ser

observadas na tabela 5 e as isotermas podem ser analisadas na figura 8.

Tabela 5. Condigdes de temperatura (°C), pH e concentragdo de salina (10~ mol L™)que

apresentaram melhor adsorcao.

Temperatura (°C) pH Concentrac¢ao de NaCl (mM)
25 3.3 150
25 4,5 50
30 4,5 150
30 6,2 150
40 4,5 150
40 6,2 150
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Figura 8. Isotermas obtidas nas temperaturas de 25°C, 30°C e 40°C.
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O ajuste foi realizado em fun¢do das concentragdes de NaCl, temperatura ¢ pH

avaliados e para ajustar os dados experimentais utilizou os valores dos pardmetros de

cada um dos modelos, apresentados nas tabelas de 6 a 8.

Tabela 6. Parametros do modelo de Langmuir.

T °C pH NaCl (mM) Qm Ky R’
25 3,3 150 1,6939 12,817 0,96
25 4,5 50 02112 0,7911 0,91
25 45 150 1,47x10’ 1,58x10° 0,93
25 6,2 150 1,28x10° 1,14x10" 0,94
30 33 50 1,26x10° 1,34 x10" 0,89
30 4,5 50 5,14x10° 4,07x10° 0,87
30 45 150 1,02x10° 5,58x10° 0,88
30 6,2 50 2,4597 16,012 0,81
30 6,2 150 2,43x10° 1,40x 10’ 0,79
40 3.3 50 7,92x107 5,12x10° 0,77
40 33 150 1,99x10° 8,63x10° 0,69
40 4,5 50 2,67x10° 9,30x10° 0,67
40 4,5 150 0,6905 4,2524 0,92
40 6,2 50 3,86x10° 1,92x10’ 0,91
40 6,2 150 1,02x10° 5,58x10" 0,87

Os dados ajustados para o modelo de Langmuir apresentaram resultados

relativamente satisfatorios, ja que o coeficiente de correlagdo (R?), o qual indica a
porcentagem de ajuste do modelo a amostra, variou entre 67% até 96%. Uma possivel

explicacdo para isto foram os altos valores de K4 , o qual representa a razdo entre a

constante de dessor¢do e a de adsor¢do. Valores pequenos para Ky significam que a

constante de adsor¢do ¢ bem maior do que a constante de dessorgdo, indicando que a

adsor¢do ocorre rapidamente e que o equilibrio ¢ atingido rapidamente. Assim o

equilibrio pode néo ter sido atingido (ARAUJO, 1996).
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Tabela 7. Parametros do modelo de Langmuir-Freundlich.

T °C pH NaCl (mM) U Kq " R’
25 33 150 0,1 0,01 3 0,86
25 4,5 50 0,1263 0,1664 1,5322 0,92
25 4,5 150 8,7x10° 7,0x10° 1,6617 0,48
25 6,2 150 1,1 2,01 3 0,87
30 3,3 50 7831 53245 2,2705 0,91
30 3,3 150 0,6834 0,8568 3,3643 0,93
30 45 150 0,4029 1,0591 1,6989 0,90
30 6,2 50 0,2288 0,6918 1,4948 0,95
30 6,2 150 11871 38085 1,9144 0,89
40 3,3 50 10695 59965 1,4706 0,91
40 3,3 150 0,5303 1,0251 1,9994 0,76
40 4,5 50 3,3046 6,7546 1,9013 0,87
40 4,5 150 0,1180 0,0463 2,9582 0,81
40 6,2 50 1,4x10* 4,5x10* 2,46 0,47
40 6,2 150 0,0865 0,5255 2,1019 0,89

Tabela 8. Parametros do modelo de Freundlich

T °C pH NaCl (mM) K n R’
25 33 150 0,1260 0,9955 0,7653
25 4,5 50 0,1283 1,4323 0,7923
25 4,5 150 0,1243 0,6018 0,7431
25 6,2 150 0,1831 0,6243 0,9485
30 3.3 50 0,1471 0,4404 0,8257
30 3,3 150 0,5603 0,3287 0,9687
30 4,5 150 0,2208 0,7444 0,8633
30 6,2 50 0,1470 1,0085 0,8773
30 6,2 150 0,3117 0,5224 0,9134
40 33 50 0,1784 0,6800 0,7615
40 3.3 150 0,2786 0,6721 0,6992
40 4,5 50 0,4432 0,5483 0,9177
40 4,5 150 0,1383 1,0369 0,8367
40 6,2 50 0,3299 0,4065 0,9445

40 6,2 150 0,0591 0,8187 0,7089




A proteina BSA apresentou melhor resposta de interagdo com o sistema criogel-
fenil quando a concentragcao de NaCl era maior. A concentracdo de sal no sistema tem
um profundo efeito sobre a distribuigdo da proteina entre as fases. Quando a forga
ionica ¢ maior, ha um maior nimero de ions cloreto em solu¢do competindo com a
proteina, levando a uma menor adsor¢do (ARAUJO, 2006). E ainda a adi¢io de sal
reduz as interagOes eletrostaticas, mas reforca as interacdes de coordenacdo e
hidrofobicas, assim ocorrem diferentes tendéncias para diversas proteinas, dependendo
de sua hidrofobicidade (BRESOLIN, 2009).

O efeito da temperatura ¢ um evento mais complexo de se avaliar, ja que pode
afetar tanto as propriedades fisico-quimicas do soluto, quanto do adsorvente, como
ainda mudangas conformacionais na proteina.

Em relacdo ao pH, o que apresentou melhor adsor¢do foi de 4,5, proximo do
ponto isoelétrico, alterando a conformagdo da proteina deixando-a com mais afinidade

pelo ligante fenil do mondlito
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6. CONCLUSAO

O monolito de criogel é uma boa op¢do para o uso em cromatografias que
apresentam particulas em suspensdo devido a suas caracteristicas intrinsecas, como
supermacroporos.

O criogel mostrou-se eficiente na adsor¢do, sendo que os resultados obtidos
apresentaram boa resposta de interagdo entre o sistema criogel-fenil com a proteina
BSA. A caracterizagdo do monolito obteve bons resultados, sendo estes porosidade em
torno de 16,10% e capacidade de inchamento em torno de 4,82.

Assim monolitos de criogel mostraram-se uma tecnologia promissora para
futuramente ser testada no processamento do soro de leite para o reaproveitamento das

proteinas contidas neste, ja que estas possuem diversas aplicagoes.
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