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RESUMO

Monolitos de criogéis supermacroporosos sao suportes eficazes na separacdo em
processos downstream. Neste contexto, criogel de poliacrilamida de troca iénica (IE) 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 e
capacidade de troca ionica. A modelagem dos dados para as amostras de BSA no sistema
Criogel-IEC foi analisada usando dados de equilibrio adsortivo para o modelo de
Langmuir. Os resultados experimentais mostraram porosidade em torno de 0,2841,
capacidade de inchamento em torno de 13,38 e capacidade de troca iénica de 825umol
gat/g. Os resultados de adsorcdo apresentaram uma boa resposta de interacdo entre o
sistema criogel-IEC com a proteina BSA. O modelo de Langmuir foi ajustado de maneira
satisfatoria, mostrando sim, a sua aplicabilidade em prever comportamentos de equilibrio
adsortivo em sistemas liquido-solido. A matriz de criogel-IEC apresenta-se como uma
tecnologia promissora na area de bioseparacoes.

1. INTRODUCAO

Uma grande porcentagem do soro de leite produzido pelas industrias de laticinios é descartada
sem nenhum tratamento nos corpos de agua, 0 que gera sérios impactos ambientais. O soro é 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) Zadow (2006). Em torno de 15 a 20% do contetdo proteico do soro
de leite é composto por BSA.

A BSA ¢é uma proteina proveniente do soro de queijo. Conta com a presenca de 17 pontes
dissulfeto na molécula, sendo que o rompimento dessas ligacGes resulta em modificacfes de algumas
de suas propriedades fisicas e estruturais e do perfil de solubilidade em fung&o do pH. (Zadow, 2006).

Criogéis, géis poliméricos sintetizados em condigOes criogénicas, tem se tornado uma
tecnologia muito Util na area de bioseparagdo, como em processamento de proteinas, virus, entre
outros. Isso acontece devido ao fato de que as condicBes criogénicas conferem a eles um sistema
continuo de macroporos interconectados com variagdo de tamanho de 10-100 pum, uma baixa
resisténcia ao escoamento e uma difuséo desobstruida de solutos de qualquer tamanho, fatores que os
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tornam um tipo de fase estacionaria muito atrativa para cromatografia (LOZINSKY et al, 2008).
O trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar resinas supermacroporosas de criogel
trocadora de ions e avaliar o processo de adsorcao da proteina BSA em tais resinas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Acrilamida (AAm, 99,9%), N,N’-Metilenobisacrilamida (MBAAm, 99%), N,N- N, 2-
Dimetilaminoetil Metacrilato (DMAEMA, %), Per-sulfato de Amoénio (APS, 98%), N,N,N’,N’-
Tetrametil-etilenodiamina (TEMED, 99%).

2.2. Sintese da matriz de IEC

A producéo da matriz de criogel foi desenvolvida de acordo com a metodologia de Arvidsson
et al. (2002), segundo as seguintes modificacGes: dissolucdo de 4,21 g de AAm, 1,87 g de MBAAM e
1mL de DMAEMA em 100 mL de agua Mili-Q e desgaseificacdo desta solucdo em ultrassom por 5
ciclos de 1min; ajustou-se o pH entre 6,3 — 6,8 com HCI 1M; adicionou-se de 90 uL de TEMED em
seguida, homogeneizou-se a solugéo e levou-a para o banho de gelo por 5 minutos; foi acrescentado
288 mg de APS. Injetou-se 10 mL da solucédo reacional em seringas, vedou-as e as amostras foram
mantidas em banho ultratermostéatico a -12°C por 5 h e -15°C overnight. Por fim, lavou-se cada resina
com 50 mL agua deionizada sob vazédo de 1 mL/min.
2.3. Caracterizacdo das Matrizes
Capacidade de Inchamento: A capacidade de inchamento do criogel (Sw/w) 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 (mw) das mesmas. As matrizes foram secas a 60°C até
peso constante, as massas das amostras secas (md) foram determinadas e a capacidade de inchamento
foi calculada pela Equacédo 1:
Sw/w: (e 10g) (1)

my

Onde Sy € a capacidade de inchamento (g H,O/ g de gel seco) e my, e my sdo as massas (g) da
amostra em peso Umido e seco, respectivamente.

Porosidade: a porosidade do mondlito de criogel foi avaliada de acordo com o procedimento relatado
em Yao et al. (2006) e, entdo, calculada segundo a Equacéo 2

(my,-mg)
 e— 2
0= o )

2.4. Experimentos de troca-iénica

A matriz de criogel IEC (10 mL), seca a 60°C até peso constante, foi cortada em pequenos
pedacos, sendo transferida para um béquer, o qual continha uma mistura de 40 mL de HCI 0,1M e 15
mL de solugdo saturada de NaCl. A mistura foi mantida a temperatura ambiente durante 24 horas,
com agitacdo periddica. Em seguida, foi titulada com NaOH 0,1M até pH 6,9-7,3 em agitagdo lenta.
Um branco contendo uma mistura de 40 mL de HCI 0,1M e 15 mL de solucdo saturada de NaCl foi
titulada até ao mesmo valor de pH .

Titulacdo dos grupos amino terciarios: foi realizada de acordo com Staby et al. (2000). Através
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de uma coluna de IEC foi bombeado 50 mL de KCI 1,0M, pH 3,0 a uma taxa de fluxo de 1 mL/min.
Em seguida, a matriz IEC criogel foi retirada da coluna, cortada em pequenos pedacos e transferindo-
os para um béquer contendo 40 mL de KCI 1,0M, pH 3,0 . A mistura foi titulada com solugdo de
NaOH 0,1M até pH 12. Uma solu¢do em branco (40 mL 1,0M de KCI, pH 3,0 ) foi titulada em
relacdo ao mesmo intervalo de pH.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Producéo do criogel

As matrizes de criogel obtidas apresentaram-se como um mondlito esponjoso, como mostrado
na Figura 1. Estes resultados estdo de acordo com os observados por Carvalho et al., 2014 ao
avaliarem o processo de adsor¢do da proteina Lactoferrina em colunas supermacroporosas de criogel.
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Figura 1 — Coluna supermacroporosa de criogel de troca ionica.

3.2. Caracterizacao do criogel
Os dados obtidos ap6s a caracterizacdo do monolito sdo apresentados na Tabela 1.
Tabela 1 — Parametros da caracteriza¢do do matriz de criogel sintetizado

Ma (9) Mw(@)Sww Ma(@e Ms(ge Mw(@e Vi(mL) Vo(mL) Vo(mL) Sww(%) ®@(%)

0,1104 15452  0,11455 0,9471 11,5328 15 15,375 0,375 13,3828 28,41

As matrizes de criogel apresentaram com boa capacidade de inchamento e porosidade. Os
resultados apresentados estdo de acordo com os encontrados por Arvidsson et al., 2002.

3.3. Capacidade de adsorcéao

A matriz apresentou uma capacidade de troca-idnica alta, sendo esta de 825umol gat/g. A
titulagdo do monolito resultou na curva de titulacdo da Figura 2. O desenvolvimento da matriz de
troca idnica pertence ao tipo fraco de troca anidnica. A curva de titulacdo da solugéo salina (Branco) é
apresentada para tal comparacdo. Os resultados encontrados estdo de acordo com 0s encontrados por
Arvidsson et al., 2002.
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Figura 2 — Gréfico da curva de titulagdo dos aminos terciarios.

4. CONCLUSAO

A matriz de criogel de troca i6nica foi produzida e caracterizada. Os resultados encontrados
neste trabalho estdo de acordo com os encontrados em literaturas. A matriz de criogel mostrou-se
eficiente na capacidade de troca-ibnica, sendo que os resultados obtidos para a adsorcao apresentaram
boa resposta de interacdo entre o sistema criogel-IEC com a proteina BSA.
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