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DESENVOLVIMENTO DE ADSORVENTES MONOLITICOS POLIMERICOS
PARA APLICAGCAO NA PURIFICAGAO DE BIOCOMPOSTOS POR
TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

Anne Mikaelle Vaz Araujo Costa’, Rafael da Costa llheu Fontan?

RESUMO: Técnicas cromatograficas sdo as mais importantes no desenvolvimento de
processos de purificacdo de biocompostos, compondo em média de duas a trés etapas
destes. A demanda das industrias de alimentos e farmacéutica por biocompostos
ativos é crescente, buscando-se, portanto, o emprego de técnicas que mantenham ao
maximo a bioatividade dos mesmos. Devido a isso, o desenvolvimento de novos
adsorventes e sua aplicagdo é constante. Entre os novos adsorventes, os monoliticos
macroporosos vem ganhando destaque por necessitar de um menor numero de etapas
nos processos de purificagdo. Uma das técnicas aplicadas para a purificacdo em
etapas intermediarias do processo envolve o uso de interagdo hidrofébica, realizada
em meio aquoso sem agredir biocompostos. Enzimas sao biocompostos
macromoleculares de interesse em diversos segmentos industriais e bons candidatos
a purificagdo utilizando-se essa técnica, dadas as regides hidrofébicas diferenciadas
existentes em sua estrutura. Assim, pretende-se avaliar o uso de um novo adsorvente
para interagao hidrofébica na purificagdo de enzimas de origem vegetal.
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ABSTRACT: Chromatographic techniques are the most important in the development
of purification processes of biocompounds, composing on average two to three steps of
these. The demand for active biocompounds by the food and pharmaceutical industries
is increasing, and therefore the use of techniques that maintain the maximum
bioactivity of the same is being sought. Due to this, the development of new adsorbents
and their application is constant. Among the new adsorbents, the monolithic
macroporous have been gaining prominence by requiring a smaller number of steps in
the purification process. One of the techniques applied for purification in intermediate
steps of the process involves the use of hydrophobic interaction, performed in aqueous
media without harming biocompounds. Enzymes are macromolecular biocomposites of
interest in various industrial segments and good candidates for purification using this
technique, given the different hydrophobic regions existing in their structure. Thus, we
intend to evaluate the use of a new adsorbent for hydrophobic interaction in the
purification of enzymes of plant origin
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INTRODUGAO: Os significativos avangos tecnolégicos na Biotecnologia,
especialmente devido a manipulagbes genéticas de microorganismos, tornam
possiveis a producado de proteinas e outros biomateriais de interesse industrial, por
meio de processos fermentativos. O método de imobilizagdo tem como principio a
interacao fisica de moléculas de interesse com um suporte, para que esse conjunto
possa interagir seletivamente com biomoléculas a serem purificadas. Essa tecnologia
tem por finalidade facilitar a separagao entre a biomolécula e os demais constituintes
da solucdo aquosa, além de melhorar a estabilidade do suporte para seu reuso em
aplicagdes continuas, com efeito positivo no processo econdmico (SANTOS, 2017).
Apesar das vantagens que a técnica cromatografica (criogel) apresenta, a sua
eficiéncia é limitada quando se leva em conta a area superficial da estrutura.
Portanto, modificacbes quimicas ou fisicas, podem ser feitas visando aumentar a
eficiéncia dos processos de separagao (YAO et al., 2007; YUN et al., 2007; WANG et
al., 2008). o presente trabalho visa a produgdo de estruturas adsorventes
macroporosas hidrofébicas. Para tornar possivel a imobilizagao das proteinas propde-
se a ativagao do criogel através da funcionalizagao com butilamina associado ao uso
de cloreto de sddio em contato com a solugao de proteina a fim de provocar efeito
“salting-out”.

MATERIAIS E METODOS: A sintese dos criogeis foi realizada através da

polimerizacado da Acrilamida e bis-acrilamida, a 7%. Foram adicionados ao baldo, em

banho de gelo, APS e TEMED como agentes catalisadores. Passadas as 24h, os

criogeis foram submetidos a temperatura de -4°C em geladeira por 8h, e depois

encaminhados a estufa com uma temperatura de aproximadamente 60°C por volta de

7 dias para obtencdo de peso constante e estrutura porosa, em seguida foram

lavados para a remocao dos mondmeros e depois fez-se a padronizagao do tamanho

dos criogeis. A caracterizagcdo das colunas consistiu em avaliar o peso e o volume

dos criogeis a fim de determinar a capacidade de inchamento (S), grau de expansao

(ED) e porosidade (P). Coletou-se as massas dos mondlitos em situagdes distintas:

pos estufa (ms), pés dessecador (md), mondlito hidratado (mh), remocéo parcial da

agua (me). A ativagao por gluteraldeido por Kumar et al (2003) e etilamina foram

etapas feitas por agitacédo, exceto a do boroidreto. Os criogéis foram colocados em

contato com 20 mL de alcool metilico por 2 horas. Posteriormente, foram mantidos

em contato com 20 mL de agua destilada, seguido de contato com tampao fosfato de

soédio 0,05 mol/L pH 6 (20 mL), ambos com tempo de contato de 1 hora. Na

sequéncia os criogeis foram expostos a 20mL da solugcdo de ligante anilina, a

10mg/mL no tampé&o fosfato de sédio pH 6,0 durante 14 horas.

Apés esse periodo de contato, as colunas foram imersas em 20 mL de tampao
fosfato de sédio pH 6,0 durante 1 hora e posteriormente colocadas em 20 mL de
solugédo de borohidreto de sédio 0,1 mol/L em tampéao fosfato de sodio pH 6, por 1
hora (sem agitacao). Por fim, foram lavados com 20 mL de agua destilada, por 1 hora.
Apos a ativagao os criogeis foram colocados em estufa a 60°C.

RESULTADO E DISCUSSAO: A polimerizagdo ocorreu como planejado, pois os
criogeis apresentaram aspecto visual satisfatério em sua grande maioria. Os
resultados apontaram um grau de porosidade elevado, portanto satisfatério, no qual foi
possivel obter um criogel com uma elevada fragdo de macroporos, que reflete em bons
resultados de adsorgdo. Os criogeis produzidos foram avaliados com relagédo a
capacidade adsortiva, usando-se BSA como proteina modelo. Verificou-se uma
capacidade adsortiva de 31,77 mg de BSA por grama de criogel, valor compativel com
0 observado em outros trabalhos.



fapesb @

CONCLUSAO: Foi possivel a producdo de funcionalizagdo de matrizes
cromatograficas para uso por interacdo hidrofébica. Os resultados obtidos até o
momento indicam que essas matrizes sdo promissoras, com potencial para o uso na
purificagcao de proteinas.
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