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Resumo: O criogel € um importante instrumento para a purificagao de biocompostos por
técnicas cromatograficas. Este material, obtido a partir do congelamento de uma mistura
reativa, € uma alternativa para transforma-los em adsorventes capazes de promover
interacbes ibnicas, ou seja, potencial interagdo entre matriz-biomolécula a partir de ions
contrapostos.Possuem caracteristicas fisico-quimicas como, estrutura macroporosa,
grupamentos idnicos e outros, que desempenham de modo positivo seu objetivo no
processo de imobilizagao e purificagdo de proteinas e/ou enzimas devido propriedades
especificas destes biocompostos. Para este trabalho, foi realizada a produgédo e
funcionalizagdo de trocadores idnicos supermacroporosos possuido de grupamentos
amina disponibilizados pelo aminoacido. Estes criogéis foram caracterizados e aplicados
para adsor¢gao das moléculas de proteina do soro do leite: a Albumina Soro Bovina
(BSA). A capacidade adsortiva foi de 23,46 Masa.g criogeiseco - De€SSa forma é possivel
concluir que os criogéis poliméricos podem ser utlizados como colunas de extracao e
purificagao de biomoleculas ativas.
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Title: DEVELOPMENT OF POLYMERIC MONOLITHIC ADSORBENTS FOR
APPLICATION IN THE PURIFICATION OF BIOCOMPOUNDS BY
CHROMATOGRAPHIC TECHNIQUES

Abstract: The cryogel is an important instrument for the purification of biocompounds by
chromatographic techniques. This material, obtained from the freezing of a reactive
mixture, is an alternative to transform them into adsorbents capable of promoting ionic
interactions, that is, potential interaction between matrix-biomolecule from opposing ions.
They have physicochemical characteristics such as, macroporous structure, ionic groups
and others, which positively perform their objective in the process of immobilization and
purification of proteins and/or enzymes due to the specific properties of these
biocompounds. For this work, the production and functionalization of supermacroporous
ion exchangers with amine groups made available by the amino acid was carried out.
These cryogels were characterized and applied for adsorption of whey protein molecules:
Bovine Serum Albumin (BSA). The adsorptive capacity was 23.46 mBSA.g -1 . Thus, it is
possible to conclude that polymeric cryogels can be used as columng.§asgxtraction and
purification of active biomolecules.
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INTRODUCAO: As principais proteinas presentes no soro sdo B-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, as imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase e a albumina de soro
bovino (BSA). Essas proteinas apresentam uma estrutura globular contendo algumas
pontes de dissulfeto, que conferem certo grau de estabilidade estrutural. Ao saber que a
BSA corresponde cerca de 10% das proteinas do soro do leite, estudos sobre purificagéo
e obtencdo de maior grau de pureza da mesma passam ser importante devido tal
propriedade [6]

Os métodos adsortivos sao utilizados em pelo menos uma etapa de
praticamente todos os processos de purificacdo de biocompostos existentes. Por essa
razao a otimizagcao dessas técnicas € de grande relevancia, por trazer impacto direto no
rendimento de tais processos e o surgimento de colunas cromatograficas ditas nao
convencionais € promissora [4].

Dentre as colunas cromatograficas nado convencionais, os criogeis poliméricos
vém apresentando destaque. Estes possuem elevada porosidade, com grandes poros
interconectados, apresentando baixa resisténcia ao escoamento, permitindo o uso de
solugbes mais viscosas, e essa caracteristica traz consigo uma reducdo nos custos
operacionais, pois elimina etapas de pré-preparo das amostras como pré-concentragao,
sem afetar a eficiéncia da purificagcao.[1]

Frente a isso, foi sintetizado e modificado um criogel de poliacrilamida para
promover a adsorcdo da BSA via troca ibnica, a partir da imobilizagcdo de aminoacidos
em sua estrutura, utilizando o método do glutaraldeido para tal. [2]

MATERIAL E METODOS:
Sintese dos criogeis poliméricos

Para a producao dos criogéis, foram utilizados os reagentes listados abaixo, que
possuem grau de pureza analitico. Os componentes utilizados na sintese de criogéis sédo
acrilamida (Aam), N,N-metileno-bis-acrilamida (BAam), tetrametil etilenodiamina
(TEMED), persulfato de amoénio (APS) e alil-glicidil éter (AGE). Foram usadas seringas
plasticas descartaveis de 10mL. Diversas vidrarias tais como béqueres, micropipeta,
provetas, baldes volumétricos, balanca analitica de precisdo, banho ultrassénico, banho
termostatico, entre outros.

Imobilizagao do grupo funcional

Inicialmente, os criogeis sdo colocados em contato com 20 mL de alcool metilico
por 2 horas. Posteriormente, sdo mantidos em contato com 20 mL de agua destilada,
seguido de contato com tampéo fosfato de sédio 0,05 mol.L-' pH 6 (20 mL), ambos com
tempo de contato de 1 hora. Na sequéncia os criogéis devem ser expostos a 20mL da
solucdo de ligante (os aminoacidos sozinhos) a 10 mg.mL-' no tampao fosfato de sdédio
pH 6,0 durante 14 horas. Feito isso, as colunas devem ser imersas em 20 mL de tampao
fosfato de sodio pH 6,0 durante 1 hora e colocadas em 20 mL de solugao de borohidreto
de sédio 0,1 mol.L-" em tampao fosfato de sédio pH 6, por 60 minutos. A etapa de
contato das colunas com a solugdo de borohidreto de sédio € a unica realizada sem
agitacdo e com o recipiente aberto. Posteriormente sdo lavados com 20 mL de agua
destilada, por 1 hora. Apds a ativagao os criogeis devem ser colocados em estufa a 60°C
e apos a secagem tem-se uma coluna adsorvente monolitica supermacroporosa de troca
iénica.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os criogeis sintetizados apresentaram aspectos visuais satisfatérios como
estruturas consistentes, cilindricas esponjosas quando umedecidas, lisas e porosas,
conforme relatado por diversos autores e estdo visualmente aptos para serem
funcionalizados, caracterizados apds a ativacdo, e posteriormente, purificados [5]. Os
dados obtidos por meio da caracterizagdo do criogel controle para serem comparados
aos dados do criogel ativado estao disponiveis na Tabela 1.

O resultado demonstra que os criogeis funcionalizados com acido aspartico tem
potencial para adsorcéo de proteinas, obtendo um valor médio de 23,46 Mgsa/Jcriogelseco-
Mais estudos se faz necessario no intuito de aperfeicoar as condi¢cdes de adsorgao,
aumentar a capacidade adsortiva e consequentemente o grau de pureza nos processos
de purificacdo de enzimas [7]. O valor médio obtido para a capacidade adsortiva dos
criogéis funcionalizados com acido aspartico esta apresentado Tabela 2.

Tabela 1- Valores médios obtidos para Capacidade de Inchamento (S), Grau de
expansao (ED), porosidade total e fragdes de poros das matrizes produzidas.

Parametro Criogel
Controle
S (kg/kg) 15,46 £ 1,54
ED (L/kg) 18,12+ 2,03
Fracdo de macroporos 0,082 + 0,04
Fragcao de 0,11 +£0,04
micro/mesoporos

Porosidade total 0,92 £ 0,004

Tabela 2 — Avaliagdo da capacidade de adsorg¢ao do criogel funcionalizado com &cido
aspartico.
Determinacgao Criogel
Capacidade adsortiva (mgssa.g™ criogel seco ) 23,46 + 0,56

Conclusao

Foi possivel a produgdo de criogéis poliméricos funcionalizados com acido
aspartico via método do glutaraldeido. Foi verificado também que o criogel produzido
obteve valores satisfatérios para porosidade, capacidade de inchamento, e que por este
fato a sua estrutura é constituida majoritariamente de macroporos. Por fim, verificou-se
que foi possivel a adsor¢do da BSA na coluna produzida. Mais estudos sdo necessarios
para aperfeicoar seu uso, mas os resultados encontrados sugerem que tal matriz é
promissora para ser utilizada em processos de purificacdo de proteinas.
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