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RESUMO

O desenvolvimento de novas matrizes adsorventes macroporosas que permitem separar e
purificar moléculas mantendo sua bioatividade tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores. Nesse contexto, diversas pesquisas exploraram o potencial de aplicacdo de
proteinas purificadas em varios setores. A ora-pro-nobis (OPN) é uma planta que apresenta uma
composicdo nutricional rica, contento alto teor de proteinas, que estdo sendo amplamente
utilizadas como aditivo alimenticio, producdo de embalagens biodegradaveis, peliculas
comestiveis, producdo de biofarmacos, dentre outros. Diante do exposto, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver um criogel de troca ibnica para a adsorcao das proteinas das folhas da
OPN (PFOPN) (Pereskia aculeata Miller). Para isso, a funcionalizagdo dos criogeis de troca
ionica foi realizada utilizando sulfato de amonio (2,75 mols L%, em pH 9,5) contendo os ligantes
de troca i6nica (taurina, cisteina, polietilenoimina e &cido glutamico) a 35 °C por 20 h. Ensaios
de adsorcao foram realizados em batelada utilizando os criogeis funcionalizados, os quais foram
submersos em tamp&o fosfato de sédio (0,25 mol L) e extrato das folhas da OPN em pH 2,5,
5,5 e 8,5, na concentracdo de diluicdo 1:1 a 25 °C por 24 h. O Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) foi aplicado para analisar as diferencas significativas entre os efeitos dos
ligantes sobre a capacidade adsortiva. O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
foi empregado para otimizar o método de funcionalizacdo, onde o tempo variou de 17a39he
a temperatura variou de 28 a 71 °C, utilizando o ligante que apresentou a melhor capacidade
adsortiva no ensaio de adsorcdo. Além disso, 0s criogeis que apresentaram a melhor capacidade
adsortiva foram submetidos a caracterizacdo em termos de suas propriedades quimicas,
morfologicas, térmicas e mecanicas. E, por fim, as isotermas de adsorcéo foram determinadas
a8°C, 15 °C, 25 °C e 35 °C variando as propor¢oes de diluigdo do extrato da folha de OPN e
tampao fosfato de sddio (0,025 mol L?, pH 5,5) em 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10. Os
modelos de Langmuir e Freundlich foram ajustados aos dados experimentais. O criogel
funcionalizado com 4acido glutdmico (criogel-AG) obteve a melhor capacidade adsortiva,
apresentando poros interconectados variando na faixa de 6-75um, capacidade de
intumescimento de 14,113 + 0,867 g g™ e grau de expanséo de 1,569 + 0,058, boa resisténcia
térmica e mecanica, ndo apresentando diferencas significativas em relacdo aos criogeis puros.
Dentre os valores de pH estudados na adsor¢do das PFOPN, em pH 5,5 o criogel se comportou
como um trocador anfotero, apresentando cargas superficiais positivas e negativas. Nessa
condigdo, houve uma maior adsor¢do das PFOPN. Os modelos de Langmuir e Freundlich
ajustados aos dados experimentais, obtiveram resultados preditos de capacidade méxima de
adsorcéo de 172,4 mg g a 400,0 mg g* e 49,58 mg g a 108,3 mg g, respectivamente. A
analise termodinamica baseada na relacdo de Van't Hoff indicou que o processo foi espontaneo
e entropicamente dirigido. Os resultados mostram que o criogel-AG é uma matriz promissora
para uso em processos de captura de proteinas por troca inica.

Palavras-chaves: Troca ionica * Criogel * Isotermas de adsorcéo  Proteina ¢ Ora-pro-nobis



ABSTRACT

The development of new macroporous adsorbent matrices that allow separating and purifying
molecules while maintaining their bioactivity has aroused the interest of many researchers. In
this context, several researches explored the potential of application of purified proteins in
several sectors. Ora-pro-nobis (OPN) is a plant that has a rich nutritional composition,
containing a high content of proteins, which are being widely used as a food additive,
production of biodegradable packaging, edible films, production of biopharmaceuticals, among
others. In view of the above, the objective of this work was to develop an ion-exchange cryogel
for the adsorption of OPN leaf proteins (PFOPN) (Pereskia aculeata Miller). For this, the
functionalization of ion exchange cryogels was performed using ammonium sulfate (2,75 mol
L, at pH 9,5) containing the ion exchange ligands (taurine, cysteine, polyethyleneimine and
glutamic acid) at 35 °C for 20 h. Adsorption assays were carried out in batches using
functionalized cryogels, which were submerged in sodium phosphate buffer (0,25 mol L) and
OPN leaf extract at pH 2,5, 5,5 and 8,5, at 1:1 dilution concentration at 25 °C for 24 h. The
Completely Randomized Design (DIC) was applied to analyze the significant differences
between the effects of ligands on the adsorptive capacity. The Central Composite Rotational
Design (DCCR) was used to optimize the functionalization method, where the time varied from
17 to 39 h and the temperature varied from 28 to 71 °C, using the binder that presented the best
adsorptive capacity in the adsorption test. Furthermore, the cryogels that showed the best
adsorptive capacity were subjected to characterization in terms of their chemical,
morphological, thermal and mechanical properties. Finally, the adsorption isotherms were
determined at 8 °C, 15 °C, 25 °C and 35 °C varying the dilution proportions of OPN leaf extract
and sodium phosphate buffer (0,025 mol L%, pH 5,5) in 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:6, 1:8 and 1:10.
The Langmuir and Freundlich models were fitted to the experimental data. The cryogel
functionalized with glutamic acid (cryogel-AG) had the best adsorptive capacity, presenting
interconnected pores ranging from 6-75 um, swelling capacity of 14,113 + 0,867 g g** and
degree of expansion of 1,569 + 0,058, good thermal and mechanical resistance, showing no
significant differences in relation to pure cryogels. Among the pH values studied in the
adsorption of PFOPN, at pH 5,5 the cryogel behaved as an amphoteric exchanger, presenting
positive and negative surface charges. In this condition, there was a greater adsorption of
PFOPN. The Langmuir and Freundlich models, adjusted to the experimental data, obtained
predicted results of maximum adsorption capacity of 172,4 mg g to 400,0 mg g and 49,58
mg g to 108,3 mg g%, respectively. Thermodynamic analysis based on the Van't Hoff relation
indicated that the process was spontaneous and entropy driven. The results show that cryogel-
AG is a promising matrix for use in ion exchange protein capture processes.

Keywords: lon-exchange ¢ Cryogel » Adsorption isotherms ¢ Protein * Ora-pro-nobis
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade de espécies de plantas e, em meio a essa
biodiversidade, encontra-se as plantas comestiveis ndo-convencionais (PANCs) (QUEIROZ et
al., 2015). As PANCs podem ser facilmente encontradas em jardins, quintais, terrenos baldios,
além de ser uma alternativa alimentar de qualidade, acessivel e com bom custo-beneficio
(KINUPP e BARROS, 2007; ROMANO et al., 2017).

A ora-pro-nobis (OPN) (Pereskia aculeata Miller) é um exemplo de hortalica ndo-
convencional. E uma planta perene com folhas nutritivas, apresenta um consideravel teor de
proteinas de alto valor bioldgico, grandes quantidades de cinzas e € uma 6tima fonte de ferro,
calcio, magnésio e zinco, além de ndo apresentar toxidade foliar (SATO et al., 2019). Ainda,
as folhas da OPN (FOPN) sdo ricas em mucilagem atoxica, composta por proteinas e
arabinogalactanas, que sdo polimeros presentes na estrutura da goma arabica (ICO et al., 2018;
JUNIOR et al., 2013; SOUZA et al., 2009; DUARTE e HAYASHI, 2005).

Como visto, a OPN apresenta uma rica composi¢do nutricional, contendo ainda uma
quantidade significativa de lisina, um aminoacido essencial presente em proteinas de origem
animal, que se apresenta em maior quantidade na OPN do que em hortalicas convencionais
como o espinafre, por exemplo (MARTIN et al., 2017; BRASIL, 2016). Outro aminoacido
essencial que se destaca nas folhas da OPN ¢ o triptofano, representando mais de 20% de seus
amino&cidos, além de ser também uma 6tima fonte de fenilalanina, tirosina, isoleucina, leucina
e treonina (BOTREL et al., 2019).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas exploraram o potencial de aplicacBes de proteinas
purificadas em varios setores, como no enriquecimento de produtos alimenticios (SATO et al.,
2019), producdo de filmes e embalagens biodegradaveis (GU et al., 2019; ZHANG, LIU e
REMPEL, 2018), revestimento e peliculas comestiveis (LACROIX e VU, 2014), regeneracéao
e reparo de tecidos (COSTA, SILVA e BOCCACCINE, 2018; RAI et al., 2018), producéo de
biofarmacos (ABD-AZIZ et al., 2020), adesivos e revestimentos biomimétricos (LIU et al.,
2016), dentre outros.

Nesse contexto, as proteinas vegetais podem ser usadas para a producdo de uma
variedade de bioprodutos, além de serem seguras e de baixo custo (ARIF, CHIA e PAULS,
2018). Em decorréncia de suas propriedades nutricionais e as diversas aplica¢bes que poderiam

ser utilizadas, o estudo de processos de purificacdo dessas proteinas pode gerar um grande
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impacto para futuras pesquisas. Para tanto, as técnicas cromatogréficas sao as mais empregadas
para avaliar o comportamento adsortivo dessas biomoléculas.

Na sequéncia, a cromatografia de troca ibnica € um método amplamente empregado na
separacdo e purificacdo de aminoacidos, peptideos e proteinas (YAMAMOTO et al., 1988).
Essa técnica apresenta boa eficiéncia, alta resolugdo (CUMMINS et al., 2016) e realiza
separagdes sob condicbes ndo desnaturantes (ANDERSEN et al., 2004). Seu principio envolve
a separacdo de biomoléculas ionizaveis de acordo com sua carga elétrica superficial
(BOBLETER e BONN, 2011).

Nas ultimas décadas, nota-se um crescimento no nudmero de pesquisas cientificas
relacionadas com o desenvolvimento de matrizes cromatograficas para a separacdo de
biomoléculas. Dentre esses materiais, destaca-se 0s criogeis poliméricos, considerados
excelentes matrizes de separacdo, por possuir elevada porosidade, alta capacidade de
processamento de biomoléculas, apresentando uma ampla gama de aplicagdes em Vvarios
processos de biosseparacdo (BAKHSHPOUR et al., 2019; ANDAC, GALAEV e DENIZLI,
2016; KUTLUSOY et al., 2017; EROL et al., 2016; KOSE et al., 2016; NEVES et al., 2020
(a); NEVES et al., 2020 (b); OLIVEIRA et al., 2019 (a); NASCIMENTO et al., 2019; MOL et
al., 2019; SILVA et al., 2019).

Todavia, apesar das vantagens relacionadas aos criogeis poliméricos, sua alta
porosidade resulta em uma pequena area superficial disponivel para adsorcéo de moléculas, o
gue leva a uma reducdo da eficiéncia do processo de purificacdo (KUMAR et al., 2006;
VERISSIMO etal., 2017). Por sua vez, podem ser realizadas modificacées na matriz do criogel,
através da funcionalizacdo, com o intuito de aumentar a eficiéncia dos processos de separacao
(INGAVLE et al., 2015).

Uma das formas de funcionalizacdo de criogeis € a insercdo de grupos funcionais a
sua superficie a fim de melhorar a eficiéncia durante o processo adsortivo (MACHADO et al.,
2015). Para tanto, sdo empregados grupos epdxis que sdo grupos funcionais decorrentes da
presenca de alil glicidil éter (AGE). Essa ativacdo quimica tem como principal objetivo
imobilizar os ligantes especificos para melhorar a capacidade adsortiva dos criogeis, uma vez
que eles apresentam alta reatividade e formacao de ligagdes covalentes com 0s grupos amina
(NH?>), tiol (SH) e hidroxila (OH) (VAIDYA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2019; BAI, LIl e
WANG, 2006). Além disso, a funcionaliza¢ao pode ser utilizada para tornar o criogel especifico

para captura da molécula de interesse.
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O estudo das relacbes de equilibrio adsortivo (isotermas de adsorcao) é importante
para compreender o processo de adsorgéo visando a melhoria geral das vias do mecanismo de
adsorcdo (AYAWEI et al., 2017). As isotermas fornecem parametros sobre a capacidade de
adsorcdo de um material adsorvente, informac6es sobre a interacdo adsorvente-soluto, meios
para encontrar pardmetros termodindmicos, dentre outros (PICCIN et al., 2017). Além disso,
em complemento & analise das isotermas de adsorcdo, estudos termodindmicos séo
imprescindiveis para avaliar a eficiéncia do adsorvente, nas quais a quantificacdo da energia
livre de Gibbs (AG°ags), entalpia (AH®ads) € entropia (AS°ags) padrdo de adsorcdo sdo usados
para obter informacGes do processo de adsorcdo (PAIVA et al., 2021).

Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo foi desenvolver um criogel de troca iénica,
avaliando-se diferentes tipos de ligantes de troca idnica (cisteina, taurina, polietilenoimina e

acido glutamico), caracteriza-lo e avaliar seu potencial de aplicacdo na adsorcdo das PFOPN.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ora-pro-nobis

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade de espécies de plantas e, em meio a essa
biodiversidade, encontra-se as plantas comestiveis ndo-convencionais (PANCs) (QUEIROZ et
al., 2015). As PANCs desempenham um papel importante na alimentacdo tradicional de muitas
familias, embora tenham perdido, aos poucos, grande parte do seu espaco para outros alimentos
(BARREIRA et al., 2015). Devido a sua caracteristica rustica, ndo necessitam de grandes
acompanhamentos no preé e pds-plantio. Dessa forma, essas espécies identificam-se com o perfil
da agricultura familiar sendo uma Otima op¢do como fonte de renda e também para a
diversificacdo agricola (VIANA et al., 2015).

As hortalicas ndo-convencionais, genericamente chamadas de “ingo”, “daninhas” ou
“mato”, podem ser encontradas em locais de facil acesso como jardins, quintais, terrenos
baldios e podem ser uma alternativa alimentar de qualidade, acessivel e com bom custo-
beneficio (KINUPP e BARROS, 2007; ROMANO et al., 2017). Embora tenha uma importancia
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais e possuir caracteristicas sensoriais que
facilitam o seu consumo (CUNHA et al., 2003), tais hortalicas sdo pouco estudadas pela
comunidade cientifica (QUEIROZ et al., 2015), o que reflete diretamente no desinteresse de
outras empresas (BRASIL, 2010).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-05362015000400504&script=sci_arttext&tlng=pt#B10
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A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller), € um exemplo de hortalica ndo-
convencional e sua ocorréncia estd associada a regides de clima seco. No latim, seu nome
significa “ora por nds”, devido as pessoas as colherem no quintal de um padre e, em seguida,
realizarem suas oracoes (BRASIL, 2016).

A ora-pro-nobis (OPN) teve sua origem na América tropical com relatos de plantas
nativas desde a Fl6rida até o Brasil (BRASIL, 2015). No Brasil, é encontrada na regido Nordeste
que envolve os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&o, Pernambuco e Sergipe; Centro-
Oeste em Goias; Sudeste no Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo; Sul no
Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CAMPOS et al., 2017).

A OPN ¢ tratada como “praga”, por ser dificil de ser controlada, de se disseminar
facilmente, apresentar uma moderada taxa de crescimento e adaptar-se a diversos tipos de solo,
sendo pouco exigente em fertilidade (GONCALVES et al., 2014; MARSARO-JUNIOR et al.,
2011; JESUS et al, 2020).

Ademais, é uma planta perene com folhas nutritivas, lisas, formato eliptico e simétrico
e coloracdo verde escuro (Figura 1a). Seus frutos sdo pequenos, arredondados, espinhosos
(Figura 1b) de coloracdo amareladas/alaranjadas (DUARTE e HAYASHI, 2005; BRASIL,
2015). As flores da OPN possuem de 3 a 4 cm de diametro e se desenvolvem na coloracéo
branca ou rosa (Figura 1c e 1d). Apresentam de 6 a 8 bracteas folhosas que protegem os frutos
durante o seu desenvolvimento e desaparecem gquando esses amadurecem. Os frutos sao verdes
na fase de desenvolvimento (Figura 1e) e alaranjados quando ja maduros (Figura 1f) (BOKE,
1966; MARSARO-JUNIOR et al., 2011). Recomenda-se que a colheita da OPN seja iniciada
de 2 a 3 meses apds o seu plantio, quando as folhas apresentarem em média de 7 a 10 cm de
comprimento (BRASIL, 2016).

Segundo Agostini-Costa et al., (2014), os frutos da OPN sdo comestiveis e também
bastante nutritivos sendo compostos por 1% de proteinas, 0,7% de lipideos, 6,3% de
carboidratos, 0,7 a 9,4% de fibras, 0,02 a 1,25 mg/g de vitamina C, 0,009 mg/g de niacina, 1,74
a 2,06 mg/g de calcio e 0,26 mg/g de fosforo. Além disso, os altos teores de a e B-caroteno
apontam que os frutos sdo fontes propicias de substancias bioativas capazes de enriquecer a

culinéria brasileira.
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Figura 1. Exemplar da ora-pro-nobis: (a) folhas, (b) espinhos, (c) flor branca, (d) flor rosa, (e)
frutos verdes e (f) frutos maduros.

Fonte: Google Imagens (2022)

As folhas da OPN possuem grandes quantidades de cinzas com aproximadamente 16%
em base seca e, em vista disso, € uma 6tima fonte de ferro, calcio, magnésio e zinco. Seu teor
de fibra alimentar é de 39% (ROSA et al., 2020) e seu contetdo proteico é de aproximadamente
25% altamente digeriveis (CONCEICAO et al., 2014), podendo ser comparado com a carne
que é composta por 30% (VALLE, 2000). Também possuem grandes quantidades de vitaminas
e hemicelulose, nutrientes essenciais para a alimentagcdo humana.

A OPN apresenta uma composicdo nutricional rica, contendo uma quantidade
significativa de lisina, um aminoacido essencial presente em proteina animal, que se apresenta
em maior quantidade na OPN do que em hortalicas convencionais como o espinafre, por
exemplo (MARTIN et al., 2017; BRASIL, 2016). Outro amino&cido essencial encontrado € o
triptofano, representando mais de 20% de seus aminoacidos (TAKEITI et al., 2009). As
guantidades de aminoacidos essenciais e ndo essenciais presentes na folha da OPN atendem as
quantidades diarias recomendadas pela Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) (MARTIN et al., 2017).

A folha da OPN e um dos principais elementos que compdes a planta. 1sso se deve a
auséncia de toxidade foliar, alto teor de proteinas de alto valor bioldgico, fibras, minerais e
vitaminas (SATO et al., 2019). O interesse na utilizacdo da OPN vem crescendo nos ultimos
anos pelas industrias alimenticias, especialmente pelo alto teor de proteinas e de mucilagens
(ALMEIDA et al., 2014), podendo ser adicionadas para enriquecer alimentos (MAGALHAES
etal., 2019; PAULA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018; RAMOS e QUEIROZ, 2018), no

desenvolvimento de suplementos alimentares ricos em proteinas ou em particulas ricas em ferro
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(MACIEL et al., 2020; SANTANA et al., 2018). Por outro lado, a mucilagem favorece sua
utilizacdo em produtos carneos emulsionados (LISE, 2018), podendo ser também utilizadas no
tratamento de agua (ROCHA et al., 2017) e ainda, no desenvolvimento de filmes
biodegradaveis (OLIVEIRA et al., 2019).

2.2 Propriedades funcionais das proteinas das folhas da ora-pro-nobis

Uma variedade de polissacarideos extraidos de plantas é utilizada pelas industrias de
alimentos, comésticos e farmacéutica, em virtude de suas propriedades fisico-quimicas
(MUNOZ-MUNOZ et al., 2017; SHOWALTER e BASU, 2016; NAJI-TABASI e RAZAVI,
2017; BOUAZIZ et al., 2016; SRIKAEO, LAOTHONGSAN e LERDLUKSAMEE, 2018; LIU
et al., 2018; HAMEDI et al., 2017). Um exemplo de polissacarideo presente em plantas é a
arabinogalactana (FINCHER, STONE e CLARKE, 1983), podendo ser encontrada nas
sementes, raizes, caules, folhas e flores (MARTIN et al., 2017). Esses polissacarideos naturais
possuem inimeras vantagens quando comparados aos polimeros sintéticos, uma vez que estao
facilmente disponiveis na natureza, sdo atoxicos, de baixo custo, biodegradaveis e, ainda,
(AHMAD et al., 2019) podem ser quimicamente modificados para fornecer outros tipos de
estruturas ganhando cada vez mais espaco no mercado de alimentos (SAHA et al., 2017).

As folhas da OPN apresentam um elevado contetido de arabinogalactana, além de serem
ricas em mucilagem atoxica e proteinas de alto valor biolégico (ICO et al., 2018; JUNIOR et
al., 2013; SOUZA et al., 2009; DUARTE e HAYASHI, 2005). Nos ultimos anos, diversas
pesquisas exploraram o potencial de aplica¢des dos hidrocoloides presentes na mucilagem da
OPN como aditivo alimenticio em bebidas lacteas, filmes alimenticios e, ainda, em
procedimentos médicos como em tratamentos de feridas e processos inflamatorios (GARCIA
et al., 2019; CARVALHO et al., 2014; BARROS et al., 2010). Além disso, tais pesquisas
comprovaram a eficécia desses hidrocoloides como agente formador de filme, emulsificante,
espessante, gelificante, estabilizante e outros (NEVES et al., 2020; LAGO et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2019; JUNQUEIRA et al., 2018; JUNQUEIRA et al., 2019; AMARAL et
al., 2017; AMARAL et al., 2018; AMARAL et al., 2019; CONCEICAO et al., 2014; SILVA
etal., 2017).

Amaral et al., (2018) aplicaram o hidrocoloide da mucilagem da ora-pro-nobis (MOPN)
na producdo de produtos lacteos fermentados e verificaram que este pode manter a qualidade

do produto além de substituir a gordura.
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Em 2019, Junqueira e colaboradores (JUNQUEIRA et al., 2019) avaliaram as
capacidades emulsificantes dos hidrocoloides extraidos da ora-pro-nobis (HOPN) em emulsao
de Oleo de soja em agua. Nos testes realizados, as emulsdes preparadas apresentaram
caracteristicas desejaveis como um grande numero de gotas, maior uniformidade no tamanho
dessas gotas, estrutura morfoldgica estdvel e comportamento reoldgico pseudopléstico.
Entretanto, sugeriram que na presenca de NaCl e pH &acido, o HOPN deve ser utilizado
juntamente com outros estabilizantes para ndo ocorrer desestabilizacdo das emulsdes.

Em outro estudo, realizado por Oliveira et al., (2019), avaliaram a viabilidade de
producdo de filmes a base de MOPN. O estudo indicou que a MOPN pode ser utilizada como
uma embalagem biodegradavel, pois é capaz de formar filmes firmes e flexiveis e, ainda, por
apresentar caracteristicas atdxica e coloracdo escura, tais filmes podem ser utilizados como
embalagens primarias de alimentos, especialmente aos sensiveis a luz como café e chocolate.

Lago et al., (2019) prepararam nanoemulsdes de 6leo em &gua utilizando a MOPN pela
técnica de ultrassom. Avaliaram a influéncia das concentracfes de MOPN e 6leo de soja no
diametro médio das gotas, otimizaram os parametros operacionais do processo, amplitude de
poténcia ultrassonica e tempo de sonicacdo. Os autores relataram que as concentracGes de
MOPN estabelecidas entre 1,0 e 1,5 % e a concentragdo de 6leo de soja inferior a 5,0 %,
possibilita a producdo de emulsdes com valores de didmetros médios das goticulas mais
baixos. Com base nos resultados obtidos, foi possivel inferir que o tratamento contendo 1,5 %
de MOPN e 1,0 % de 6leo de soja apresentou melhor estabilidade cinética, uma vez que baixos
valores de diametro médio de gota foram mantidos durante os 30 dias de
armazenamento. Portanto, concluiram que a MOPN pode ser wusada como
um emulsificante natural no preparo de nanoemulsdes, sendo considerada uma boa alternativa
para substituicdo parcial ou total dos emulsificantes ja disponiveis no mercado.

Tendo em vista que a MOPN apresenta também um grande potencial terapéutico, Barros
e colaboradores (2010), desenvolveram uma pomada contendo extrato de Pereskia aculeata
para avaliar sua acdo cicatrizante em feridas cutaneas de ratos. O teste apresentou resultados
satisfatorios, jA que os parametros de qualidade e estabilidade se mostraram adequados.
Concluiram também que a pomada proporcionou uma aparente melhora no processo de
cicatrizagdo.

Em outro estudo, Ziegler et al., (2020) adicionou a farinha da OPN em bifes de

hambdrgueres com a finalidade de enriquecer o produto. As propriedades nutricionais dos
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hambdrgueres melhoraram, resultando em um aumento no teor de proteinas, cinzas e fibras
alimentares, pequena reducgdo na gordura e reducéo significativa dos carboidratos.

Assim, a MOPN atrai grandes perspectivas devido as suas propriedades funcionais.
Contudo, para se obter proteinas das folhas da OPN com certo grau pureza sao necessarias
etapas de purificacdo. Neste contexto, as técnicas cromatogréficas sdo as mais utilizadas nos

processos de purificacéo.

2.3 Proteinas de origem vegetal

Nos ultimos anos, o desenvolvimento e a aplicacdo de proteinas vegetais atrairam
crescentes interesses cientificos e industriais, no contexto dos conhecimentos e recursos
disponiveis hoje. Proteinas vegetais de soja, feijdo, trigo e milho estdo sendo amplamente
testadas quanto a sua utilizacdo na producdo de bioprodutos, incluindo fibras, embalagens de
alimentos como filmes e revestimentos, adesivos e colas, produtos farmacéuticos, entre outros
(ARIF, CHIA e PAULS, 2018; SHUKLA e CHERYAN, 2001; AIDER, SIROIS-GOSSELIN
EBOYE, 2012; BURGER E ZHANG, 2019; CHOI E HAN, 2001; ZHAO et al., 2020; ACQUA
et al., 2020; PANG et al., 2020; FAN et al.,, 2016; PEANPARKDEE, IWAMOTO E
YAMAUCHI, 2016).

Nesse contexto, a utilizacdo de proteinas vegetais como emulsificantes tem aumentado,
ultrapassando até mesmo o uso de proteinas de origem animal. Dentre as proteinas vegetais,
podemos encontrar principalmente isolado de proteina de soja, ervilha e tremoco, favas e
proteina do trigo. Muitas delas sdo moléculas tensoativas com capacidade de aumentar a
estabilidade e fornecer propriedades fisico-quimicas especificas as emulsdes de agua e dleo.
Em aplicagBes alimentares, por exemplo, as proteinas vegetais sdo conhecidas por serem menos
alergénicas em comparacgdo com as proteinas animais (BURGER e ZHANG, 2019; BURGUS-
DIAZ et al., 2016; KIM, WANG e SELOMULYA, 2020).

Os polimeros naturais como a proteina de soja, a zeina do milho e o gliten, estdo
conquistando cada vez mais atencao tanto no &mbito da pesquisa cientifica quanto da industria
devido a sua acessibilidade e baixo custo (PATNI et al., 2014; SHUKLA e CHERYAN, 2001,
TIAN et al., 2018). Os principais materiais compostos pela proteina da soja sdo adesivos,
filmes, folhas, espumas, fibras, dentre outros. Os filmes biodegradaveis ecologicamente viaveis
sdo bastante empregados, principalmente em embalagens de alimentos (TIAN et al.,
2018). Além disso, a proteina de soja é amplamente utilizada como enchimento de reforco no

campo de espuma de biomassa (ZHANG et al., 2018), e como alternativa aos recursos naturais
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renovaveis para uso extensivo como adesivos na producdo de compoésitos de madeira
(BACIGALUPE e ESCOBAR, 2021; PANG et al., 2020; FAN et al., 2016).

Atualmente, existe um crescente movimento pelas industrias alimenticias para encontrar
proteinas de origem vegetal, com o intuito de substituir as proteinas animais que apresentam
caracteristicas alergénicas (ZHAO et al., 2020). Em analogia as propriedades funcionais
atribuidas pela proteina de soja, a proteina de ervilha também exibe tais propriedades, como a
emulsificacdo, com a vantagem de ndo ser alergénica. As ervilhas sdo compostas de 20 a 30%
de proteinas, no qual 65 a 80% séo compostas por globulinas e 10 a 20% por albuminas. Na
sequéncia, uma maior quantidade de globulinas pode melhorar as propriedades de
emulsificacdo, as quais sdo impulsionadas por sua natureza anfifilica. Além da funcéo
emulsificante (BURGER e ZHANG, 2016), apresenta também capacidade de formacgdo de
filmes ou bioplasticos (ACQUAH et al., 2020; JIA et al., 2020), microencapsulacdo (JANSEN-
ALVES et al., 2019; BAJAJ et al., 2017), dentre outros.

Outra fonte de proteina vegetal estudada € a canola. Embora existam estudos
relacionados, a proteina da canola é raramente utilizada como componente alimentar, devido a
presenca de fatores antinutricionais (CHMIELEWSKA et al., 2020). Por outro lado, é muito
empregada em aplicac@es ndo alimentares, como na fabricacdo de pléasticos, filmes, materiais
de embalagem e adesivos (BANDARA et al., 2018). Essa proteina exibe propriedades
termoplasticas quando plastificantes como agua, glicerol, polietilenoglicol e sorbitol estdo
presentes. A presenca desses plastificantes permite que a proteina da canola passe por uma
transicdo vitrea e facilite a deformacéo e a processabilidade (ZHANG, LI1U e REMPEL, 2018).

Todos esses fatores inferem a importancia de conhecer e estudar mais fontes de
proteinas vegetais que atendam a demanda mundial em termos nutricionais, incluindo os
aspectos de alergenicidade, como também em termos tecnoldgicos aplicando-as em compostos
ndo alimentares. Na sequéncia, fontes de proteinas vegetais ainda desconhecidas podem exibir
um carater tecnolégico unico, podendo ser aplicadas em diferentes areas, contribuindo para com
o0 crescimento do campo cientifico e industrial. Nesse contexto, a MOPN a qual apresenta um
alto teor de proteinas, vem sendo bastante utilizada em diferentes campos, apresentando
resultados satisfatorios (NEVES et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019; LAGO et al., 2019;
CARVALHO et al., 2014). Sabendo que a OPN é rica em proteinas e que sua mucilagem vem
sendo alvo de muitos estudos, pesquisas relacionadas as proteinas de outras partes da planta

como das folhas, por exemplo, sdo essenciais para 0 meio cientifico. Diante disso, o estudo do
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comportamento de separacdo das proteinas das folhas da OPN € indispensavel, pensando nas

inimeras aplicabilidades em sua forma purificada.

2.4 Purificacdo de proteinas por técnicas cromatograficas

A construgéo e otimizagdo de novas metodologias para a separagéo e purificagdo de
biomoléculas, como as proteinas, foi uma condicé@o essencial para a evolugdo das areas das
ciéncias bioldgicas e biotecnologia nos ultimos 50 anos (JANSON, 2012).

Até o inicio do século 20, as tecnologias de separagéo existentes eram as de filtracéo,
precipitagdo e cristalizacdo. Contudo, entre 1930 e 1940, foram desenvolvidos métodos
importantes para separacdo de proteinas como a eletroforese, cromatografia de afinidade e
cromatografia de troca i6bnica (HEALTHCARE, 2010; BRAITHWAITE e SMITH, 2012).

O processo cromatografico baseia-se na separacdo de moléculas presentes em um
sistema contendo duas fases, sendo uma fase moével (fase fluida) e outra fase estacionaria (sélida
ou liquida). Na cromatografia liquida, a fase estacionaria € composta por resinas poliméricas,
monolitos ou geis contidos em colunas de vidro, plastico ou aco inoxidavel. A fase movel fluida
percola através da fase estacionéria, levando consigo diversos solutos presentes na amostra e,
dependendo das interacGes entre 0s solutos e as fases, 0s mesmos serdo mais ou menos retidos
na fase estacionaria (PERES, 2002; ABRAO, 1972; BIOPHARM INTERNATIONAL, 2003).

O botanico Mikhail Tswett, em um de seus artigos publicados, explicou que a separacao
de biomoléculas depende das interacdes das substancias com a fase estacionaria (COLLINS,
2006). Assim, quanto maior a interacdo de um soluto pela fase estaciondria, maior serd o tempo
de retencédo deste e mais tempo ele ird demorar a eluir da coluna. Por meio de um sistema de
deteccdo é possivel avaliar os perfis observados na saida da coluna na forma de um
cromatograma, em funcéo do tempo ou do volume de fase movel (POOLE, 2002).

A finalidade de aplicar as técnicas cromatograficas € conseguir a separacao,
identificacdo e purificagdo das moleculas (COSKUN, 2016). Entre os métodos de
cromatografia liquida destacam-se o de interagdo hidrofilica (OLSEN e PACK, 2013;
IKEGAMI et al., 2008), interacdo hidrofobica (ERIKSSON, 2018; TOMAZ, 2017), e ainda o
de troca idnica (SELKIRK, 2004) e afinidade (MAGDELDIN, 2012).

Neves et al., (2020) sinterizaram um criogel de poliacrilamida para purificar proteinas
do extrato da folhad da OPN, na qual imobilizaram os ligantes L-triptofano (criogel-Trp) e L-

fenilalanina (criogel-Phe) através de reacGes mediadas por hexanodiamina, glutaraldeido e
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moléculas de ligantes. Os criogel-Trp e criogel- Phe foram avaliados de acordo com o tipo e
concentracdo da solucéo salina, pH e efeitos da concentracdo de NaCl na adsorcao das proteinas
da OPN. De acordo com os resultados, o criogel-Phe obteve maior capacidade adsortiva,
alcancando o valor maximo (q= 92,53 mg-g ) quando o extrato bruto da folha da OPN foi
diluido em sulfato de so6dio + NaCl, a pH 7,0. Portanto, concluiram que criogel-Phe possui
propriedades satisfatorias como suporte de cromatografia, sendo promissor para uso na
purificacdo de alto rendimento de proteinas das folhad da OPN.

Mol et al., (2019) preparou um criogel de poliacrilamida enxertado com 2-
(dimetilamino) etil metacrilato (DMAEMA) a fim de analisar a captura da B-glucosidase
produzida pela fermentacdo solida do fungo Thermoascus aurantiacus. O criogel de troca
ibnica apresentou propriedades como alta porosidade, baixa dispersdo, baixa resisténcia ao
fluxo e alta estabilidade. Segundo os autores, o teor de purificacdo foi baixo devido a eluicdo
isocratica e, dessa forma, outras proteinas ndo foram separadas da B-glicosidase pela forca
ibnica. Além disso, um aumento no numero de etapas no processo de purificagdo provoca uma
perda maior de proteina e eleva o custo do processo, o que faz com que as plantas industriais
utilizem o minimo possivel de processos. Os autores concluiram que o extrato enzimatico fluiu
através do adsorvente sem qualquer obstrucdo dos poros e, portanto, este adsorvente é um
suporte atraente para a separacao de biomoléculas, reduzindo tempo e custos.

Outra abordagem foi realizada por Yun et al., (2015) em que utilizaram a cromatografia
para separar albumina sérica e imunoglobulina G (IgG) do soro de coelho. Para isso, prepararam
um criogel com uma combinacgéo de ligantes funcionais (grupo amina como ligante de troca
ibnica e grupos benzila hidrofébicos), além de empregar cadeias monoméricas de cloreto de
(vinilbenzil)trimetilamonio (VBTAC) nas matrizes de poliacrilamida (pAAm). A capacidade
dos criogeis de adsorver proteinas variou em funcédo das condicGes de enxertia, da concentracdo
de sal e do pH no processo de adsor¢édo. Os resultados mostraram que, ao utilizar a albumina
de soro bovino como proteina modelo, o criogel teve capacidade de se ligar as proteinas mesmo
em solucéo salina e tamp&o com pH préximo ou abaixo do pl da proteina devido as interaces
eletrostaticas e hidrofobicas. Portanto, concluiram que o criogel pAAmM-VBTAC pode ser
promissor para a purificacdo de IgG e albumina, sendo obtido uma pureza de 98,2% para a IgG
e 96,8% para a albumina.
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2.5 Cromatografia de troca idnica

A cromatografia de troca idnica € um método de separacdo amplamente empregado na
purificacdo de aminoacidos, peptideos e proteinas (YAMAMOTO et al., 1988). Apresenta boa
eficiéncia, alta resolucdo (CUMMINS et al., 2016) e, ainda, realiza separacdes sob condic¢des
ndo desnaturantes (ANDERSEN et al., 2004). Seu principio envolve a separacdo de
biomoléculas ionizaveis de acordo com sua carga elétrica superficial (BOBLETER e BONN,
2011). Em outras palavras, o equilibrio adsortivo é dominado pelas interacGes eletrostaticas
entre os radicais idnicos ligados a superficie da matriz cromatografica e o soluto a ser separado
(ACIKARA, 2013). Em condicdes diferentes do ponto isoelétrico (pl) da proteina, estas
apresentam uma carga liquida positiva ou negativa e, através de interacGes eletrostaticas
interagem com grupos idnicos presentes na superficie da fase estacionaria. O pl € o pH onde a
proteina possui carga liquida nula (DAMODARAN e PARKIN, 2019). As matrizes
cromatograficas de troca ibnica sdo recobertas por céations ou anions, portanto, essas matrizes
serdo neutralizadas por contra-ions aniénicos ou catidnicos. Quando as proteinas estdo
carregadas, estas deslocam os contra-ions, interagindo com a matriz cromatografica por
interagdes eletrostaticas (HEALTHCARE, 2016; GERBERDING e BYERS, 1998).

O processo de separacdo de uma mistura de proteinas por cromatografia de troca
ibnica é ilustrada na Figura 2. Inicialmente, os ions presentes em uma solucdo aquosa
tamponada de baixa forca ibnica, neutralizam os radicais i6nicos da matriz (Figura 2 a). Estes
ions sdo denominados contra-ions. Em seguida, os solutos (neste exemplo, proteinas) com
cargas superficiais, deslocam os contra-ions e, por meio de interagdes eletrostaticas interagem
com 0s grupos idénicos da matriz (Figura 2 b). As proteinas com cargas iguais aos contra-ions
ficardo retidas na matriz, enquanto as que apresentarem cargas diferentes serdo eluidas na fase
movel. Em seguida, um processo de lavagem é realizado por meio do bombeamento de solu¢édo
aquosa tamponada de baixa forca ibnica através da matriz para remover 0s componentes que
ndo foram adsorvidos. Apds, inicia-se 0 processo de eluicdo, o qual consiste no aumento da
forca idnica da fase mével, fazendo com que as interagdes entre contra-ions e radicais idnicos
do adsorvente passem a ser preferenciais, a0 mesmo tempo em que as proteinas adsorvidas na
matriz séo novamente deslocadas para a fase movel, sendo eluidas da coluna cromatografica
(Figuras 2 ¢, 2d e 2 e). Por fim, uma nova lavagem com a solugcdo tampao de baixa forca idnica
é capaz de preparar a coluna cromatografica para um novo processo de adsorcao por troca ibnica
(BOBLETER e BONN, 2011).



23

Figura 2. Processo de separacdo de proteinas por cromatogréafica de troca i6nica.
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Fonte: Adaptado de Acikara (2016).

Os avancos na producdo de novos materiais adsorventes e trocadores idnicos que
visam aprimorar 0s processos cromatograficos sdo constantes (LI et al., 2019; DODS et al.,
2015; ANGELO et al., 2016; WANG et al., 2016). Diante de tal desenvolvimento, destacam-
se os criogeis poliméricos (MOL et al., 2019; MINIM, 2015; PERCIN et al., 2015; OZKAN,
GUVEN E GEZICI, 2018), os quais apresentam estruturas porosas e interconectadas. Tais
materiais sdo eficazes para processos de separacdo de extratos ndo clarificados
(NASCIMENTO et al., 2019; MOL et al., 2019; MOL et al., 2017), além de serem verséteis
quanto a sua funcionalizacdo, o que permite explorar maltiplas interacdes intermoleculares
como forgas motrizes na purificagcdo de macromoléculas (MEMIC et al., 2019).

Percin et al., (2015), purificou a-quimiotripsinogenio, citocromo c e lisozima apartir de
uma coluna monolitica de troca catidnica. Tais colunas eram constituidas de poli acrilato de 2-
hidroxietilmetil (HEMA) e glicidilmetacrilato (GMA) e funcionalizadas com o ligante de troca
catibnica &cido 3-mercaptopropano sulfénico (3-MPS). Os autores observaram alto
desempenho do material nas separacdes cromatograficas, mesmo apés a passagem de litros de

eluentes e 10 a 20 volumes de coluna de solugdo de NaOH 1 mol/L. A separacdo da a-
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quimiotripsinogénio, citocromo c e lisozima foi alcangada por meio de um gradiente linear
gradativo, e nenhuma evidéncia de adsorcao irreversivel das proteinas foi observada.

Outra abordagem foi realizada por Nascimento et al., (2019) em que os autores
utilizaram a cromatografia de troca i6nica como estratégia para purificar lectinas,
principalmente jacalinas, de extrato bruto de semente de jaca. Criogeis de poliacrilamida foram
funcionalizados com grupos ligantes de troca catidnica (acido 2-acrilamido-2-metil-1-
propanossulfonico (AMPSA) ou acido acrilico (AAc) e anibnica (cloreto de [2-(acriloiloxi)etil]
trimetilaménio (AETA-Q) ou 2-(dimetilamino)-etil metacrilato (DMAEMA)). As lectinas
foram capturadas diretamente dos extratos brutos de semente de jaca em um protocolo de etapa
Unica e a eficiéncia do processo foi avaliada em funcéo do fator de purificacdo e da atividade
hemaglutinante recuperada. Os pesquisadores concluiram que os criogeis monoliticos de troca
ibnica apresentam potencial de uso para a purificacdo de lectinas de sementes de jaca em um

protocolo rapido e de etapa Unica.

2.6 Criogel polimérico

Nas ultimas décadas, nota-se um crescimento no nimero de pesquisas cientificas
relacionadas ao desenvolvimento de matrizes cromatograficas para a separacdo de
biomoléculas. Dentre esses materiais, encontram-se 0s criogeis poliméricos, considerados
excelentes matrizes de separacdo, apresentando uma ampla gama de aplicacbes em Vvarios
processos de biosseparacdo por possuirem habilidades de purificacdo com alta eficiéncia
(LOZINSKY et al.,, 2001; INGVLE et al, 2015; BAKHSHPOUR et al., 2019; ANDAGC,
GALAEV e DENIZLI, 2016; ANDRABI et al., 2016; KUTLUSQY et al., 2017; EROL et al.,
2016; KOSE et al., 2016; TAN et al., 2015).

Os criogeis poliméricos sdo géis formados por meio de um processo chamado
gelificagdo criotropia, nas quais sdo sintetizados a partir de uma solucdo de monémeros e
catalisadores, em temperaturas entre -5 °C a -20 °C (Figura 3), sendo que a polimerizagéo
prossegue pelo tempo necessario para formagdo dos cristais de gelo (LOZINSKY, 2002;
LOZINSKY, 2014; SAYLAN e DENIZLI, 2019). Durante o estagio de polimerizacéo, ocorre
a concentragdo dos mondmeros e radicais livres em uma microfase ndo congelada, que resultara
na formacdo da estrutura tridimensional do gel, ao mesmo tempo em que ha a formacéo de
policristais de solventes congelados. Ao final do processo de polimerizacdo, o gel formado é

descongelado a temperatura de refrigeragdo ou ambiente fazendo com que os cristais de gelo
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derretam, e sejam gerados 0s poros (macro, meso e microporos) interconectados dentro da
matriz (LOZINSKY, 2003; JAIN e KUMAR, 2013).

Para a sintese dos criogeis poliméricos de acrilamida sdo utilizados mondémeros de
acrilamida, o mondmero de ligagdo N,N’-metileno-bis(acrilamida), uma solucdo tampédo
tetrametilenodiamina (TEMED) que atua como catalisador da formagao do gel, e o persulfato
de amonio que atua como formador de radicais livres (CARVALHO et al., 2013). Em alguns
casos, 0s criogeis sdo também funcionalizados com co-mondmeros funcionais como alil glicidil
éter (AGE) ou glicidilmetacrilato (GMA), responsaveis por conferir grupos epoxi livres
superficiais, o que permite uma versatilidade na funcionaliza¢do quimica dos criogeis (PLIEVA
etal., 2004).

Figura 3. Diagrama da formac&o dos criogeis poliméricos

Sistema Inicial (A) Sistema congelado (B) Sistema descongelado (C)
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(1) a¢ Precursor de alto peso molecular,

(2) — Solvente;

(3) "+ Precursor de baixo molecular;

(4) Policristais de solvente congelado;
(5) Microfase liquida ndo congelada,
(6) Matrniz polimérica do criogel

(7) {5 Macroporos

(8) — Solvente

Fonte: Adaptado de Lozinsky (2003).

Diversos fatores influenciam as propriedades fisicas dos criogeis como a reticulacao,
a temperatura de gelificacdo, a composicao da solu¢cdo de monémeros, o tempo, a temperatura
e a taxa de congelamento durante o processo de criopolimerizagéo. Para a sintese dos criogeis,
podem ser empregados uma gama de polimeros naturais ou sintéticos (LOZINSKY, 2002),
mondmeros ou oligdmeros, permitindo uma divesidade de novas matrizes (HENDERSON et
al., 2013) como criogeis de poli (&lcool vinilico) (PLIEVA et al., 2005), de gelatina
(SHALUMON et al., 2018), de poliacrilamida (PLIEVA et al., 2004; YAO et al., 2006), de
poli hema (TEKIN et al., 2011) e outros. Além disso, 0s criogeis podem apresentar-se em

diferentes formatos como colunas monoliticas, discos, membranas, beads, filmes, entre outros
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(KUMAR et al., 2006; TURKMEN e DENIZLI, 2014; BAYRAMOGLU e ARICA, 2020;
AISLIYUCE et al., 2012; HOSSEIMI et al., 2020).

Os criogeis poliméricos apresentam uma combinacdo Unica de propriedades como
macroporosidade (poros com diametro de 10 um — 200 um), alta estabilidade mecénica, boa
flexibilidade e biocompatibilidade, o que os leva a serem excelentes materiais cromatograficos
para separagao e purificacdo de biomoléculas (ERTURK e MATTIASSON, 2014; LOZINSKY,
2003), além de apresentarem 6timo custo beneficio e ndo causarem danos ambientais (CIMEN
et al., 2016).

Apesar das vantagens relacionadas aos criogeis poliméricos, sua alta porosidade resulta
em uma pequena area superficial disponivel para adsor¢do, o que leva a uma redugdo da
eficiéncia do processo de purificacio (KUMAR et al., 2006; VERISSIMO et al., 2017). Por
sua vez, podem ser realizadas modificagdes em sua matriz, aumentando assim a eficiéncia dos
processos de separacdo (INGLAVE et al., 2015).

2.7 Funcionalizacdo de criogeis

A funcionalizagéo insere grupos funcionais a superficie dos criogeis a fim de melhorar
sua eficiéncia durante o processo adsortivo (MACHADO et al., 2015), uma vez que este possui
grandes poros reduzindo sua area superficial disponivel (VERISSIMO et al., 2017). A presenca
de grupos funcionais na superficie do criogel € capaz de promover modificagdes quimicas e
alterar a morfologia do mesmo. Além disso, sdo Uteis tanto para melhorar propriedades de
adsorcdo, grau de intumescimento, hidrofobicidade e estabilidade térmica, como para aumentar
a area superficial e imobilizar ligantes especificos (YANG et al., 2016; ARRUA et al., 2009;
YAO etal., 2007; TEKIN et al., 2011; SU et al., 2016). Dentre os métodos de funcionalizacédo
existentes para criogeis, destaca-se 0 método epdxi ativado (Fig. 4) (MATEO et al., 2003).

Para alcangar grupos funcionais diversificados, deve-se optar pela inser¢do de
monodmeros com diferentes grupos funcionais (LEE et al., 2001). O co-mon6mero alil glicidil
éter (AGE) e o metacrilato de glicidil (GMA) fazem parte de grupos funcionais capazes de
sintetizar polimeros ativados com epdxi. Além de apresentarem grupos epoxi terminais em suas
estruturas, possuem funcionalidades particulares, em que AGE e GMA possuem grupos alil e
acrilica, respectivamente. Dessa forma, a funcéo alil/acrilico, possibilita uma copolimerizacao
com outros mondmeros. Os grupos epoxi presentes no AGE e GMA sdo 6timas alternativas

para imobilizacdo de ligantes, uma vez que apresentam alta reatividade e formacéo de ligacOes
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covalentes com grupos amina (NH>), tiol (SH) e hidroxila (OH) (VAIDYA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2019; BAI, L1 e WANG, 2006). Dessa forma, o ligante de interesse se ligara
covalentemente com o grupo epoxi, provocando a reacdo de abertura do anel desse grupo
funcional e, entdo, as proteinas poderdo interagir com o ligante sendo adsorvidas pela matriz
como mostra a Fig. 4. Suportes ativados com grupos epoxis sao fornecidos de forma ativada,
além de serem matrizes ideais para realizar uma imobilizacdo de proteinas em escala
laboratorial e industrial (MATEO et al., 2000; MATEO et al., 2003; MATEO et al., 2007;
HOSSEINI et al., 2018).

Figura 4. Mecanismo de imobilizacdo de proteinas em suportes epoxi.

OH
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Fonte: Adaptado de Mallik et al., (2005).

Uygun et al., (2015) prepararam um novo criogel de poli (metil metacrilato-glicidil
metacrilato) [poli (MMA-GMA)] para imobilizacdo de amiloglucosidase. Os criogeis de poli
(MMA-GMA) imobilizado com amiloglucosidase também foram usados para a producao
continua de glicose a partir do amido, e seu potencial de hidrélise de amido foi demonstrado
com sucesso. Os autores mencionaram que em razao das propriedades Unicas e vantajosas dos
criogeis, como estruturas porosas e interconectadas, curto caminho de difusdo, baixas quedas
de pressdo e alta estabilidade quimica e fisica, este novo material pode ser utilizado para uma
continua producdo de xarope de glicose. Os resultados indicaram que 0s criogeis
funcionalizados com epdxi ofereceram uma boa alternativa para aplicacdes de imobilizacdo de
amiloglucosidase com maior estabilidade operacional e térmica, além de capacidade de
reutilizacdo. Além disso, concluiram que esses criogeis podem ser usados tanto para imobilizar

amiloglucosidase como também outras enzimas de valor industrial.

2.8 Isotermas de adsorc¢ao

A palavra isotérmica vem do grego, em que “iso" significa “igual” e¢ “térmica”
significa “calor”. Dessa forma, o termo isoterma de adsor¢do pode ser atribuido a ensaios de
adsorcéo realizados sob temperaturas constantes, ou seja, sob condigdes isotérmicas (MELO et
al., 2020). As curvas de isotermas de adsorcdo podem ser representadas na forma de graficos
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na qual relacionam a quantidade de adsorbato retido na matriz e a quantidade de adsorbato
remanescente na fase movel, quando as duas fases estdo em equilibrio em uma determinada
temperatura (PICCIN et al., 2017).

Ao estudar novos materiais adsorventes, € necessario definir uma relacéo de equilibrio
para o sistema, uma vez que a interagdo entre o adsorbato e o adsorvente é expressa através das
isotermas de adsorcao, por meio das relagdes de equilibrio (LAZZARI et al., 2021).

Na Figura 5, é apresentado graficos obtidos das isotermas que fornecem informacoes
relevantes sobre o0s processos de adsorcdo. Nesse contexto, a isoterma linear demonstra que a
massa de adsorbato retida por unidade de massa do adsorvente (g) € proporcional a
concentracdo de equilibrio (Ce) do adsorbato na fase liquida. J& a isoterma favoravel retrata que
a massa do adsorbato retida por unidade de massa do adsorvente é alta para uma baixa
concentracdo de equilibrio do adsorbato na fase liquida. Por outro lado, a isoterma desfavoravel
evidencia que a massa de adsorbato retida por unidade de massa do adsorvente € baixa mesmo
para uma alta concentracdo de equilibrio do adsorbato na fase liquida. Por fim, a isoterma
irreversivel revela que a massa de adsorbato retida por unidade de massa do adsorvente nao
depende da concentracdo de equilibrio do adsorbato na fase liquida (MOREIRA, 2008; ALVES,
2007; MELO et al., 2020).

Figura 5. Comportamento de isotermas de adsorgéo

Irreversivel

- Favoravel

Extremamente
favoravel

Linear
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Ce
Fonte: Adaptado de Alves (2007) e Moreira (2008).

De acordo com Piccin et al. (2017), em sistemas de adsorcdo em fase liquida, as
isotermas sdo importantes devido aos seguintes aspectos:

e E possivel obter a capacidade maxima de adsor¢do de um determinado adsorvente em

diferentes condigdes experimentais através dos parametros isotérmicos e, quanto maior a

capacidade, maior a qualidade do adsorvente;
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e Além de avaliar a qualidade do adsorvente, também é possivel obter informac6es sobre as
propriedades energéticas, estéricas e de afinidade;

e Pode fornecer informagdes sobre o0 mecanismo de interagdo que ocorre entre o adsorvente
e 0 adsorbato;

e Em termos de modelagem da taxa de adsor¢do, geralmente é considerado um equilibrio
local, para resolver as equacOes diferenciais parciais. Este equilibrio local é descrito
matematicamente pelas isotermas de adsorcao;

e Parametros termodinamicos de adsorc¢do, como variacdo de energia livre de Gibbs padrao
(AG®), variagdo de entalpia padrdo (AH®) e variacdo de entropia padrao (AS®), podem ser
encontrados nas isotermas. Esses parametros sdo fundamentais para verificar a
espontaneidade e natureza da operacdo de adsorcao.

A maioria das andlises de equilibrio de adsor¢do comeca com a classificacdo das
isotermas. Esta classificacdo é importante na modelagem tedrica de fen6menos de adsor¢do. A
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) classifica as isotermas em 6 tipos,
como mostra a Figura 6, de maneira simplificada (LIMA et al., 2020).

Figura 6. Classificacdo IUPAC de isotermas de sor¢ao

Amount adsorbed ———»

Relative pressure —»

Fonte: IUPAC (1985).

As isotermas do tipo | sdo reversiveis e possui inclinagdo ndo linear. Nesse caso, ha
uma diminuicdo da disponibilidade dos sitios de adsor¢do quando a concentracdo da solugdo
aumenta, indicando que todos os sitios da superficie estdo ocupados. No caso da adsorc¢éo fisica,
as isotermas de sorcao obtidas em materiais microporosos sdo frequentemente do tipo 1. Ja as
isotermas de adsorcdo do tipo Il s&o obtidas em adsorventes ndo porosos ou macroporosos. O
ponto B mostrado na figura indica o estagio em que a superficie da monocamada esta saturada
e a adsorcdo multicamada comeca a ocorrer (LOWELL et al., 2004; NASCIMENTO et al.,
2020; IUPAC, 1985; DONOHUE e ARANOVICH, 1998; FALONE e VIEIRA, 2004).
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As isotermas do tipo I1l s&o reversiveis, incomuns e ndo apresentam o ponto B como
as do tipo Il. Esse tipo de isoterma apresenta adsor¢do lenta devido a fraca interacdo entre
adsorbato e adsorvente. As do tipo IV sdo comumente vistas em materiais mesoporosos. Sao
caracterizadas pela alca de histerese, que esta associada a ocorréncia de condensagdo dos poros.
Nessa isoterma, a adsor¢do ocorre em camadas, em superficie homogénea ndo porosa. A parte
inicial do tipo IV pode ser atribuida a adsor¢do monocamada-multicamada como no caso da
isotérma tipo Il (LOWELL et al., 2004; DONOHUE e ARANOVICH, 1998).

As isotermas do tipo V retratam a condensacdo de poros e alca de histerese assim
como ocorre nas isotermas do tipo IV. No entanto, a parte inicial desta isoterma esté relacionada
com as do tipo Ill, indicando fracas interagdes entre o adsorvente e o adsorbato. Por fim, as
isotermas do tipo VI representam a adsor¢do multicamada em uma superficie uniforme e ndo
porosa. A nitidez das etapas depende da homogeneidade da superficie adsorvente, da adsor¢éo
e da temperatura (LOWELL et al., 2004).

Dentre os modelos existentes de isotermas de adsor¢édo, os mais utilizados séo os de
Langmuir e Freundlich, mesmo sendo modelos introduzidos ha cerca de 70 anos. Este fato
reflete na simplicidade de suas equacfes, bem como sua capacidade de ajustar uma ampla
variedade de dados de adsorcdo. Embora estes modelos apresentem uma base tedrica, em sua
maioria, quando aplicados sdo realizados ajustes de forma empirica para cada sistema em
particular (SILVA, 2010; RODRIGUES, 2002; KINNIBURGH, 1986). A Figura 7 apresenta
0s modelos com suas respectivas curvas e equacoes.

Figura 7. Tipos, equaces e curvas de isotermas de adsor¢ao.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues (2002)
2.8.1 Modelo de Langmuir

O modelo de Langmuir é comumente utilizado para representar a adsor¢do de
proteinas (HORBETT, 2018; COGLITORE et al., 2019). Este modelo de adsor¢do tem sido



31

amplamente aplicado para simular a adsor¢do monocamada na superficie adsorvente sem
interagdes soluto-soluto e soluto-solvente, onde a superficie do adsorvente é assumida como
uniforme e os sitios ativos sdo distribuidos uniformemente no adsorvente (WANG et al., 2018).

O modelo é restrito as seguintes hipoteses (MELO et al., 2020):

e Existe um numero definido de sitios;

e As moléculas adsorvidas nédo interferem na adsorcao de outras moléculas;

e A adsorcao ocorre em uma monocamada.

e Cada sitio pode adsorver apenas uma molécula.

A equacdo que representa 0 modelo de Langmuir é apresentada abaixo (Equacao 1)

(MOL et al., 2017; LANGMUIR, 1916):

K;.C
e = q;n f K; C: @)
Ou na forma linearizada como:
C__1 1 ¢
Qe Qmax- KL CImax ¢

Onde qmax representa a capacidade de adsorgdo maxima do adsorvente (mg.g?),

assumindo-se a formacdo de uma monocamada de adsorbato sobre o adsorvente; e K
representa a constante de Langmuir (L.mg™). Os pardmetros K, € qmax Podem ser calculados

a partir dos coeficientes linear e angular, respectivamente, da reta C./q,. em funcéo de C,.
2.8.1 Modelo de Freundlich

O modelo proposto por Freundlich foi um dos primeiros a equacionar a relagéo entre
a quantidade de material adsorvido e a concentragdo do material na solugdo em um modelo com
caracteristicas empiricas. Esse modelo empirico pode ser aplicado a sistemas ndo ideais, em
superficies heterogéneas e diferentes constantes de adsorcdo de equilibrio podem ser
determinadas (LEE et al., 2012; FOO e HAMEED, 2010; MELO et al., 2020).

A equacao que representa 0 modelo de Freundlich é apresentada abaixo (Equagéo 2)
(SHAO e HALL, 2016):

qe = KrCeq (2)

Ou na forma linearizada como:

1
Ing, = anF-I_E InCeq
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Onde q. representa a quantidade de adsor¢do no equilibrio de proteinas, Ceq
representa a concentracao de proteina de equilibrio, K € uma constante que indica a capacidade
de adsorcdo do substrato e 1/n é uma constante de Freundlich que indica a intensidade de

adsorcao.

2.8.2 Termodinamica do processo adsortivo

A adsor¢do € um fendbmeno que depende diretamente da temperatura do sistema. Com
isso, a avaliagdo dos parametros termodindmicos envolvidos é de extrema importancia, pois séo
indicadores da possivel natureza da adsorcdo. Contudo, 0 processo adsortivo pode ser
caracterizado em relacdo a esses parametros da seguinte forma (SAHMOUNE, 2019):

e Variagdo de energia livre de Gibbs (AG®ags) que indica a espontaneidade do processo;
e Variagdo da entalpia (AH®ads) que indica se o processo € exotérmico ou endotérmico;
e Variagao da entropia (AS°ags) que esté relacionada ao grau de organizacao do sistema.

A energia livre de Gibbs pode ser determinada pela Equacdo 3 (LIMA et al., 2019;
BATOOL et al., 2018):

AG°ads = —RTIn K, (3)

Onde AG°®as € a variagdo da energia livre de Gibbs padrdo (J.mol?), R é a constante
universal dos gases (8,3145 J.molt K1), T é a temperatura absoluta (K) e K. é a constante de
equilibrio (adimensional) obtida do modelo de Langmuir.

A variacdo da entalpia e da entropia podem ser determinadas empregando-se a
equagao de Van’t Hoff, através da Equagdo 4 (RAGANATI et al., 2018; MOL et al., 2017):

_ —AH®q45s | AS®aqs (4)
InK, = RT + R +0

Onde R € a constante universal dos gases (8,3145 J.mol* K1), T é a temperatura

absoluta do sistema (K), AH®gds € a variacdo de entalpia, AS°ds € a variacao de entropia e 6 é
uma constante dependente da razdo entre as fases e € constante com a temperatura.

O coeficiente angular e linear da reta In K. versus 1/T pode ser usada para encontrar
o valor de AH®ds. Quando a AH®ds € a AS%qs dependem da temperatura, a curva de In K versus
1/T gera uma relacdo ndo linear (SOUSA et al., 2014) podendo ser aproximada por um

polinémio de segundo grau de acordo com a Equacéo 5:

b ¢
= -+ — 5)
InK; a+T+T2+ln9

Onde «a, b e ¢ séo parametros empiricos.
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Derivando a equacgéo 4 em relacéo a 1/T, obtém-se:
dlnK, \  AH°44; (6)
N/~ R
2(r)

Derivando a equacdo 5 em relagdo a 1/T, obtém-se:

6lnfL _ b+2.% ()
2(r)
Igualando as Equagdes (6) e (7), obtém-se:
AH® 44 _ c o c 8
— = = b+ 20— Mg = R (b +2.7) (8)

Atraves da equagdo 8, pode-se determinar a AH%gs, em funcéo da temperatura.
E, por fim, pode-se determinar a AS°ugs, sendo calculada pela relagdo de Gibbs-
Helmholtz, através da Equacéo 9:
AG®qas = AH%qqs — T.AS®gqs )
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Desenvolvimento de um criogel de troca i6nica para captura das proteinas das folhas da
ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller)

Resumo

O desenvolvimento de novas matrizes adsorventes macroporosas que permitem separar e
purificar moléculas mantendo sua bioatividade tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores. Nesse contexto, diversas pesquisas exploraram o potencial de aplicacdo de
proteinas purificadas em varios setores. A ora-pro-nobis (OPN) é uma planta que apresenta alto
teor de proteinas, que estdo sendo amplamente utilizadas pelas industrias de alimentos,
farmacéuticas, comésticos, etc. Diante do exposto, foi desenvolvido um criogel de troca idnica
para uso na adsorcdo das proteinas das folhas da ora-pro-nobis (Pereskia aculeata
Miller). Dentre os valores de pH estudados (2,5, 5,5 e 8,5) e o0s tipos de ligantes de troca i6nica
testados (cisteina, taurina, polietilenoimina e acido glutdmico), em pH 5,5 houve uma maior
adsorcdo das proteinas para todos os ligantes, na qual o criogel funcionalizado com &cido
glutamico (criogel-AG) apresentou o melhor resultado de capacidade adsortiva (54,435 mg/g +
mg/g). Nessa condi¢&o, o criogel-AG se comportou como um trocador anfétero, apresentando
cargas superficiais positivas e negativas. O criogel-AG apresentou poros interconectados com
tamanho variando na faixa de 6 um a 75 um, capacidade de intumescimento de 14,113 + 0,867 g
g e grau de expansdo de 1,569 + 0,058 ml g, boa resisténcia térmica e mecénica (21 kPa). As
isotermas de adsorc¢do foram determinadas a 8 °C, 15 °C, 25 °C e 35 °C variando as proporgoes
de diluicdo do extrato da folha de OPN e tampé&o fosfato de sodio (0,025 mol L, pH 5,5) em
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10. Os modelos de Langmuir e Freundlich ajustados aos dados
experimentais apresentaram valores preditos de capacidade méxima de adsorcéo de 151,9 mg
gt a1083,6 mgg’e 49,58 mgg?al08,7 mgg?l, respectivamente. A anélise termodinamica
baseada na relacdo de Van't Hoff indicou que o processo foi espontaneo, entropicamente
dirigido. Os resultados mostram que o criogel-AG é uma matriz promissora para uso em
processos de captura de proteinas por troca idnica.

Palavras-chaves: Troca ionica ¢ Criogel ¢ Isotermas de adsorgdo * Proteina ¢ Ora-pro-nobis
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Introducéo

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade de espécies de plantas e, em meio a essa
biodiversidade, encontra-se as plantas comestiveis ndo-convencionais (PANCSs) (Queiroz et al.
2015). As PANCs podem ser facilmente encontradas em jardins, quintais, terrenos baldios,
além de ser uma alternativa alimentar de qualidade, acessivel e com bom custo-beneficio
(Kinup e Barros, 2007; Romano et al. 2017).

A ora-pro-nobis (OPN) (Pereskia aculeata Miller) ¢ um exemplo de hortalica néo-
convencional. Ademais, € uma planta perene com folhas nutritivas, na qual apresenta um
consideravel teor de proteinas de alto valor bioldgico, grandes quantidades de cinzas e, em vista
disso, é uma 6tima fonte de ferro, calcio, magnésio e zinco, além de ndo apresentar toxidade
foliar (Sato et al. 2019). Ainda, as folhas da OPN (FOPN) sao ricas em mucilagem atoxica,
composta por proteinas e arabinogalactanas, que sdo polimeros presentes na estrutura da goma
arébica (Ico et al. 2018; Junior et al. 2013; Souza et al. 2009; Duarte e Hayashi, 2005).

A OPN apresenta uma quantidade significativa de lisina (+4,65%), um aminoacido
essencial presente em proteinas de origem animal, que se apresenta em maior quantidade na
OPN do que em hortalicas convencionais como o espinafre, por exemplo (Martin et al. 2017,
Brasil 2016). Outro aminoacido essencial que se destaca nas FOPN é o triptofano,
representando mais de 20% de seus aminoacidos, além de serem também 6timas fontes de
fenilalanina, tirosina, isoleucina, leucina e treonina (Botrel et al. 2019).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas exploraram o potencial de aplicacdes de proteinas
purificadas em varios setores, como no enriquecimento de produtos alimenticios (Sato et al.
2019), producao de filmes e embalagens biodegradaveis (Gu et al. 2019; Zhang, Liu e Rempel,
2018), revestimento e peliculas comestiveis (Lacroix e Vu 2014), regeneracdo e reparo de
tecidos (Costa, Silva e Boccaccine 2018; Rai et al. 2018), producdo de biofarmacos (ABD-
AZIZ et al. 2020), adesivos e revestimentos biomimétricos (Liu et al. 2016), dentre outros.

Nesse contexto, as proteinas vegetais podem ser usadas para a producdo de uma
variedade de bioprodutos, aléem de serem seguras, de baixo custo e de rapida implantagéo (Arif,
Chia e Pauls 2018). Em decorréncia de suas propriedades nutricionais e as diversas aplicacdes
biotecnoldgicas, o estudo de processos adsortivos das proteinas da OPN abre perspectivas para
a geracdo de produtos plant-based e como nova fonte de proteinas vegetais. Para tanto, técnicas
cromatograficas séo as mais empregadas para avaliar a captura e separacao de proteinas.

A cromatografia de troca ibnica ¢ um método amplamente empregado na separacdo e

purificacdo de aminoécidos, peptideos e proteinas (Yang et al. 2022; Ebere et al. 2019; Jiao et
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al. 2019; Yamamoto et al. 1988). Essa técnica apresenta boa eficiéncia, alta resolucdo (Ebere
et al. 2019; Cummins et al. 2016) e, ainda, realiza separacdes sob condi¢des ndo desnaturantes
(Farsang et al. 2020; Goyon et al. 2017; Andersen et al. 2004). Seu principio envolve a
separacao de biomoléculas ionizaveis de acordo com sua carga elétrica superficial (Bobleter e
Bonn, 2011; Amartely et al. 2018).

Nas ultimas décadas, nota-se um crescimento no nimero de pesquisas cientificas
relacionadas com o desenvolvimento de matrizes cromatograficas para a separacdo de
biomoléculas. Dentre esses materiais, encontram-se 0s criogeis poliméricos, considerados
excelentes matrizes de separacdo, apresentando uma ampla gama de aplicacdes em Varios
processos de biosseparacdo e possuem habilidades de purificagio com alta eficiéncia
(Bakhshpour et al. 2019; Andag, Galaev e Denizli, 2016; Andrabi et al. 2016; Kutlusoy et al.
2017; Erol et al. 2016; Kose et al. 2016; Neves et al. 2020; Oliveira et al. 2019; Nascimento et
al. 2019; M0l et al. 2019; Silva et al. 2019).

Apesar das vantagens relacionadas aos criogeis poliméricos, sua alta porosidade
resulta em uma pequena area superficial disponivel para adsorcdo de moléculas, o que leva a
uma reducdo da eficiéncia do processo de purificacdo (Kumar et al. 2006; Verissimo et al.
2017). Por sua vez, podem ser realizadas modificacbes na matriz do criogel, através da
funcionalizagdo, com o intuito de aumentar a eficiéncia dos processos de separacdo (Shakya
2022; Memic et al. 2019; Ingavle et al. 2015).

A funcionalizacdo quimica dos criogeis insere grupos funcionais a sua superficie a
fim de melhorar a eficiéncia durante o processo adsortivo (Machado et al. 2015). Para tanto, a
reatividade de grupos epdxis superficiais oriundos do alil glicidil éter (AGE) pode ser
explorada. Por meio da funcionalizacdo via método epoOxi tem-se a formacdo de ligacGes
covalentes com os grupos amina (NH>), tiol (SH) e hidroxila (OH) presentes (Vaidya et al.
2008; Oliveira et al. 2019; Bai, Li e Wang, 2006) por exemplo, em aminoacidos e proteinas.
Na literatura séo relatados trabalhos em que foram utilizados os aminoécidos L-triptofano, L-
fenilalanina, fosfo-L-tirosina, L-histidina, lisina, como ligantes para a producéo de criogeis de
troca idnica, afinidade, interacdo hidrofobica (Neves et al. 2020; Oliveira et al. 2020; Ml et al.
2022; Marcuz et al. 2021; Elkak et al. 2017; Corman 2018).

Além das caracteristicas fisicas, é necessario conhecer o comportamento adsortivo do
criogel produzido. Nos ultimos anos, diversos autores estudaram as isotermas de adsorcéo de
criogeis poliméricos em processos de separacao de biomoléculas (Lazzari et al. 2018; Erzengin
et al. 2022; Bilgin et al. 2018; Yesilova et al. 2018; Dragan et al. 2019; Huseynli et al. 2020).
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O estudo das relagfes de equilibrio adsortivo (isotermas de adsor¢éo) é importante para a
compreencao do processo de adsor¢éo visando a melhoria geral do sistema (Ayawei et al. 2017).
Além disso, as isotermas fornecem parametros sobre a capacidade de adsorcao de um material
adsorvente, informacdes sobre a interagdo adsorvente-soluto, meios para encontrar parametros
termodindmicos, dentre outros (Piccin et al. 2017). Nesse contexto, em complemento as
isotermas de adsorcdo, os parametros termodindmicos sdo imprescindiveis para avaliar o
potencial do adsorvente. A quantificacdo da variagdo da energia livre de Gibbs (AG°®ads),
entalpia (AH®ags) € entropia (AS®ads) de adsorgdo é usada para obter informagdes do processo de
adsorcéo (Paiva et al. 2021).

Os objetivos desse estudo foram desenvolver um novo criogel de troca ionica, via
método epoxi, avaliando-se diferentes ligantes (cisteina, taurina, polietilenoimina e &cido
glutdmico), para a captura das proteinas das folhas da OPN. Otimizar a funcionalizacdo do
criogel em fungdo da temperatura e pH do meio, empregando um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR). Caracterizar 0s criogeis quanto as suas propriedades quimicas,
morfologicas, térmicas e mecanicas. Determinar as isotermas de adsorcéo e testar os modelos

de Langmuir e Freundlich ajustados aos dados experimentais.

Material e Métodos

Materiais

Acrilamida (AAm, 98,5%), N, N'-metileno-bis-acrilamida (BAAm, 99%), alil glicidil
éter (AGE, 99%), N, NN ', N'-tetrametileno-diamina (TEMED, 98,0%), persulfato de aménio
(APS, 98,0%), ligantes (cisteina, taurina, polietilenoimina e é&cido glutamico), 1,6-
hexanodiamina e glutaraldeido (50% v/v) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA). Fosfato de sddio, hidroxido de sodio, acido fosférico 85%, sulfato de aménio, hidréxido
de amonio foram adquiridos da Sigma e Dinamica (S&o Paulo, BRA). Agua deionizada foi
utilizada em todos os experimentos. Os demais reagentes séo descritos ao longo da metodologia

e foram de grau analitico.

Preparo do extrato bruto das folhas da OPN
O extrato bruto das folhas da OPN foi obtido conforme o procedimento adaptado de
Lago et al. (2019). As folhas da OPN foram colhidas na cidade de Luz - MG e armazenadas em

congelador até a sua utilizacdo. O extrato da OPN foi produzido pela mistura de 200 g de folhas
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com 500 mL de &gua gelada, triturando-as por 10 min usando um liquidificador (Arno Optimix
Plus 110V). Posteriormente, a mistura foi filtrada manualmente com uma camada de tecido de
organza e, novamente filtrada com trés camadas de tecido de organza. Apos a filtracao, o liquido
foi submetido a centrifugacdo a 4680 x g por 7 min (SP Labor SP-701, Brasil) e o sobrenadante
obtido foi utilizado como extrato bruto para os ensaios de adsor¢éo, o qual foi caracterizado em
termos do contetdo de umidade, cinzas, fibras, gordura, proteina e carboidrato, segundo as

normas da International Association of Official Analytical Chemists (AOAC 2012).

Sintese dos criogeis

Os criogeis foram produzidos de acordo com a metodologia proposta por Verissimo
et al. (2017). Uma proporcéo de 9,86% m/v de mondmeros (1,185 g AAm, 0,3175 g BAAm e
1 mL de AGE) foi dissolvida em 25 mL de dgua deionizada até a solubilizacdo completa. Em
seguida, foram adicionados 100 puL de APS (27,5% m/v) e 23,8 uL. de TEMED. A soluc¢ao foi
entdo vertida em seringas plasticas com volume nominal de 5 mL, vedadas e mantidas em banho
ultra-termostatico (Nova Etica 521 / 3DE, Brasil) contendo etilenoglicol a -14 °C por 24 h. Os
criogeis produzidos foram descongelados em temperatura ambiente e lavados com agua
deionizada. Posteriormente, os adsorventes foram secos em estufa (Tecnal TE-395, Brasil) a 60
°C por 48 h e armazenados em dessecador até 0 uso.

Funcionalizacao dos criogeis via método epoxi

A imobilizacdo dos ligantes de troca idnica (cisteina, taurina, polietilenoimina e &cido
glutdmico) nos criogeis foi realizada explorando a reatividade dos grupos epoxi decorrente do
co-mondmeno alil glicidil éter (AGE) (Wheatley e Schmidt JR 1999; Altintas et al. 2007;
Oliveira et al. 2019). Inicialmente, os criogeis puros foram cortados em pequenos pedacos de
aproximadamente 3,0 cm (z 0,250 g) e imersos em 50 mL de uma solugdo tampao de sulfato
de aménio 2,75 mol/L (em pH 9,5), contendo 0,5 g do ligante de troca idnica (cisteina, taurina,
polietilenoimina e acido glutamico), a 35 °C por 20 h (Wheatley e Schmidt JR 1999). Em
seguida, a solugdo residual foi removida lavando os criogeis com 1000 mL de &4gua deionizada

e, entdo, as matrizes foram secas a 40 °C por 48 h e armazenadas em um dessecador até o uso.

Caracterizagao dos criogeis
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Os criogeis produzidos foram submetidos a caracterizacdo em termos de suas
propriedades quimicas por meio de Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de
Fourier usando a técnica de refletancia total atenuada na faixa de 4000 a 500 cm™.

O conteudo de grupos epoxi foi determinado pela saturacdo de uma solucédo de
Cu2S04 na superficie do criogel e, em seguida, a eluicdo dos ions adsorvidos ocorreu aplicando
uma solucdo de EDTA. Para a leitura da absorbancia do eluido utilizou-se um
espectrofotometro a 730 nm, e a quantificacéo foi feita atraves da equacdo 1 (Arvidsson et al.
2003).

coA (1)
el

Onde C é a concentracdo da solucdo (mol/L), A é a absorbancia, € é a absorvidade molar
(L/mol.cm) e | é a espessura da cubeta (cm).

A capacidade de troca ionica foi realizada com base na troca de ions H* do HCI pelos
fons Na* do NaCl em um sistema fechado. Em seguida, fez-se a titulagdo com HCI ou NaOH e
a quantificacdo da capacidade de troca catibnica e anionica foram realizadas atraves das
equacOes 2 e 3, respectivamente (Fontan et al. 2017).

_ 6V (MNaOHf VNaOH) _ MyaonfVnaon ] (2)
e m 4 amostra 4 branco
_ 6V (MHleVHCl> _ MyaifVha ] (©)
me m 4 amostra |4 branco

Onde A,,, é a capacidade iénica (mol/kg), V- € o volume de NaCl adicionado aos tubos
(L), m é a massa de criogel seco (Kg), Myqou € Myc; S0 as concentracBes de NaOH e HCI
usadas na titulacdo (mol/L), respectivamente, f € o fator de correcdo das solucfes de NaOH e
HCI, Vyaon € Vicr sao 0s volumes de NaOH e HCI usados na titulagdo (L) e V é o volume da
solucéo titulagdo com NaOH ou HCI (L).

O ponto de carga zero foi determinado pela variagdo do pH de solugdes aquosas
contendo amostras de criogel, por um periodo de 24 h (Mdl et al. 2019). Também foram
determinadas suas propriedades morfologicas (fragdes de macro (pm), meso € microporos (gm)
(Plieva et al. 2004), capacidade de inchamento (S) (Savina et al. (2005), grau de expanséo (ED)
(Gongalves et al. 2016).

A estrutura do criogel foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

As propriedades térmicas foram determinadas por termogravimetria, onde 5 mg de amostra



55

foram aquecidas de 25 a 750 °C sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL/min) a uma taxa
de aquecimento de 10 °C/min (Neves et al. 2020).

As propriedades mecanicas foram analisadas por ensaios de compressao axial, na qual
foi aplicada sobre o criogel hidratado uma carga de 5 kN com velocidade de 0,5 mm/s, onde foi
compactado para 60 % da sua altura inicial. O modulo de Young (E) que representa a rigidez
do material, foi determinado pela equagéo 4 (Wang e Yang, 2018).

i @)

=F
r? h

Onde E é o médulo de Young (Pa), F é a forca maxima aplicada ao criogel (N), 7rr? é a area de

secdo transversal, Ah € a variacdo na altura (m) e h é a altura inicial do criogel (m).

Efeito do pH e do tipo de ligante na adsorcéo das proteinas das folhas da ora-pro-nobis

Visando determinar a melhor condicdo de pH (2,5; 5,5 e 8,5) e do tipo de ligante de
troca idnica (cisteina, taurina, polietilenoimina e &cido glutamico) para adsorc¢do das proteinas
das folhas da OPN, foi empregado um delineamento fatorial 3 x 4, para avaliar a capacidade
adsortiva dos criogeis. Para isso, ensaios de adsorcdo das proteinas da OPN foram realizados
em batelada, usando tubos de centrifugacdo de 15 mL onde foi adicionado 0,02 g do criogel e
2,5 mL de solucdo salina de fosfato de sodio 0,025 mol/L em diferentes valores de pH (2,5; 5,5
e 8,5), durante 30 minutos, para equilibrar o adsorvente. Em seguida, foram adicionados 2,5
mL do extrato de OPN (99% de umidade; base seca: 1,32% de extrato etéreo, 24% de proteina,
18,6% de cinzas, 0,3% de fibras e 56% de carboidrato) em pH (2,5; 5,5 ou 8,5). O pH da solucdo
contendo as proteinas da OPN foi ajustado com é&cido fosférico ou NaOH e conferido em
pHmetro. Os ensaios de adsorcdo foram realizados em temperatura ambiente (25 °C + 1,5 °C),
sob agitacdo de 30 rpm por 24 h em Banho Dubnoff Microprocessado (QUIMIS - Q226M2).
Posteriormente, os tubos foram centrifugados em uma Centrifuga Excelsa Il (FANEM, SP -
BRA) a 3000 x g por 10 min e os sobrenadantes foram coletados para quantificagcdo do teor de
proteinas. Todos os ensaios de adsorgédo foram realizados em quadruplicata.

A capacidade adsortiva (q, mg/g) dos criogeis de troca i6nica foram determinadas de
acordo com a Equacdo 5. A quantificacdo das proteinas na solucdo inicial e nos sobrenadantes
foi mensurada pelo metodo de Bradford (1976), através da leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro (Nova 200 UV, Brasil) em 595 nm. Uma curva analitica foi construida
usando solucdo de albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrdo, com concentragoes

variando de 0,05 mg/mL a 1 mg/mL.
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(CO - C) XV (5)
m

onde g é a quantidade de proteina da OPN adsorvida no criogel (mg/g); ¢, e c¢ sao,
respectivamente, as concentracdes iniciais e finais das proteinas em solugdo (mg/mL); m é a
massa de criogel seco (g) e V é o volume de solucéo de proteinas (mL).

Os ensaios foram conduzidos no Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os
resultados experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste Tukey a 95% de significancia. O pacote estatistico SAS University
Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) foi usado nas analises estatisticas.

Otimizacao da funcionalizacdo dos criogeis de troca i6nica via método epoxi

Ap0s os ensaios de adsorcdo das proteinas da OPN utilizando os ligantes de troca
ibnica foi selecionado o que apresentou melhor resultado para prosseguir com os procedimentos
de otimizacdo. Nestes procedimentos foi empregado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 22, contendo 4 pontos centrais e 4 axiais, visando otimizar o método de
imobilizacdo do ligante de troca i6nica acido glutdmico na superficie dos criogeis e aumentar
sua capacidade adsortiva. No delineamento, variou-se a temperatura de 29 °C a 71 °C e o tempo
de contato do ligante com o adsorvente variou de 17 h a 39 h. Como variavel resposta deste
delineamento, foi selecionado a quantidade de proteina da OPN que o criogel de troca idnica
adsorveu (q, mg/g).

Os resultados obtidos a partir do DCCR foram submetidos a analise de regresséo ao
nivel de significancia de 5%. Todas as analises estatisticas foram realizadas no pacote estatistico
SAS® University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A confiabilidade do modelo
matematico obtido foi avaliada verificando-se a falta de ajustamento do modelo (p>0,05), o
coeficiente de determinacgdo R? e o nivel de significancia (p<0,05) dos coeficientes da regressao.
As superficies de resposta foram geradas no software SigmaPlot versdo 12 (Systat Software,
Inc., San Jose, EUA).

Isotermas de adsorcéo e analises termodinamicas

Para obtencéo das isotermas de adsor¢édo, foram empregadas diferentes proporcdes de
extrato de OPN: solugdo salina de fosfato de sodio (0,025 mol/L, pH 5,5) (1:1, 1:2, 1:3, 1:4,
1:6, 1:8 e 1:10). As isotermas foram determinadas nas temperaturas (8 °C, 15 °C, 25°C e 35°C)
e 0s ensaios de adsorcdo foram realizados em batelada. Para isso, foram utilizados tubos de

centrifugacdo de 15 mL onde foram adicionados 0,02 g do criogel e as respectivas quantidades
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de solucdo de fosfato de sédio, durante 30 minutos, para equilibrar o adsorvente. Em seguida,
foram adicionadas as respectivas quantidades de extrato das folhas de OPN em pH 5,5. O pH
da solucéo contendo as proteinas da OPN foi ajustado com acido fosférico ou NaOH e conferido
em pHmetro. Os ensaios de adsor¢cdo foram realizados sob agitacdo de 30 rpm por 24 h.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados (Centrifuga Excelsa Il FANEM, SP — Brasil) a
3000 x g por 10 min e os sobrenadantes foram coletados para quantificacao do teor de proteinas.
Todos os ensaios de adsorcdo foram realizados em triplicata. A capacidade adsortiva (q, mg/g)
dos criogeis foram determinadas de acordo com a Equacéo 1. A determinacdo dos parametros
do modelo de Langmuir (qmax € K.), € Freundlich (kg e n), foram estimados por meio de

linearizacao das isotermas de adsorc¢do, utilizando-se o software Microsoft Excel.

Resultados e Discussao

Sintese dos criogeis

Os criogeis sintetizados apresentaram estrutura uniforme, esponjosa e rigida, de
formato cilindrico e coloracdo esbranquicada, como mostra a Figura 1. Além disso, foi
observado que ao serem hidratadas, as matrizes poliméricas exibiram alta porosidade, e, ap6s

serem secas e reidratadas, mantiveram suas caracteristicas estruturais.

Fig. 1 Criogeis poliméricos

Efeito do pH e do tipo de ligante na adsorc¢ao das proteinas da OPN

As condicgdes de adsorcdo das proteinas das folhas da OPN foram avaliadas em fungéo
do tipo de ligante de troca iénica e pH. Os resultados médios para a capacidade adsortiva (mg
g1) dos criogeis de troca i6nica sdo mostrados na Tabela 1. Os resultados médios para a variavel

resposta q foram submetidos 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 1 Resultado do Delineamento Inteiramente Casualizado da capacidade adsortiva (q) dos
criogeis de troca idnica (taurina, polietilenoimina, cisteina e cido glutdmico) sobre as proteinas
da OPN. [Tampéo fosfato de sodio, 0,025 mol L*; pH 8,5,5,5 ¢ 2,5, a 25 °C].

q(mgg™)
Ligantes pH pKa
25 5,5 8,5
. SOsH=1,5
Taurina 42,796 + 3,398°¢ 42 701 + 3,8920¢d 34,217 + 2,774%
NH. - 9,08
Polietilenoimina 39,061 + 2,598 45718 + 2,671 38,878 + 3,214 NH, = 9,06
COOH=1,71
Cisteina 38,985 + 3,131¢ 51,970 £ 2,977° 27,426 + 2,445¢ SH = 8,33
NH, = 10,78

a —COOH =2,19
Acido glutimico 46,086 + 5,721 54,435+ 3,227% 33,744 +3,386% y —COOH = 4,25
NH, = 9,67

*QOs valores medios seguidos de mesma letra para cada tipo ligante indicam que ndo ha diferenca estatistica entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Observou-se que para todos os tratamentos utilizando o fosfato de sédio (0,025 mol L~
1y em pH 5,5, os criogeis apresentaram melhor capacidade adsortiva, sendo o acido glutdmico
o ligante que apresentou maior valor de q (54,435 + 3,227 mg g2).

Todos os aminoacidos estudados contém o grupo amino (NH2) em sua estrutura e
somente 0s aminodacidos cisteina e &cido glutamico contém o grupo carboxilico (COOH).
Segundo Hoffman e Gobran (1973), os acidos carboxilicos sdo capazes de se ligar em grupos
epoOxi através de reacdes de esterificacdo, seguida de eterificacdo, esterificacdo e hidrolise.
Diante disso, é possivel presumir que além dos grupos NH2, os grupos COOH também se
ligaram aos grupos epdxi. Visto que a cisteina e 0 acido glutamico apresentaram resultados de
capacidade adsortiva proximos, pode-se afirmar que as ligagcdes entre os grupos carboxilicos e
0s grupos epoOxi aumentaram a eficiéncia e a densidade de sitios de adsor¢édo do criogel.

Em pH 2,5 todos os criogeis estavam carregados com mais cargas positivas, visto que o
pH do meio é menor que os valores de pKa dos grupos residuais da maioria dos ligantes testados
(Tabela 1). Assim, as cargas superficiais positivas do adsorvente sdo neutralizadas por anions
em solucéo. De acordo com Morais et al. (2019), as proteinas do extrato da OPN apresentam
ponto isoelétrico (pl) em torno de 1,7. Sendo assim, as proteinas estavam carregadas
negativamente para todos os ligantes testados. Portanto, as proteinas da OPN carregadas
negativamente deslocaram os anions que estabilizavam a matriz e, dessa forma, foram

adsorvidas nos criogeis por troca anibnica.
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Jaem pH 5,5, o criogel comportou-se como um trocador anfétero, por apresentar cargas
superficiais positivas e negativas, visto que esse pH estava entre os valores de pKa dos grupos
residuais da maioria dos ligantes testados. Nessa condi¢do, houve uma maior adsorcdo das
proteinas da OPN para todos os ligantes, como pode ser visto na Tabela 1. Por outro lado, em
pH 8,5, o criogel estava carregado com mais cargas negativas, visto que o pH do meio é maior
que os valores de pKa dos grupos residuais da maioria dos ligantes. Nessa condicao, as cargas
superficiais negativas da matriz sdo neutralizadas pelos cations em solucdo. Foi observado uma
baixa adsorcao das proteinas das FOPN, uma vez que essas estdo carregadas negativamente e
ndo deslocardo os cétions que estabilizam a matriz, além de apresentarem repulsédo eletrostatica
com o criogel carregado negativamente (Gerberding e Byers, 1998; Mol et al. 2019, Healthcare,
2016). Nesse contexto, a adsorcdo das proteinas no adsorvente pode ter ocorrido devido as
interacbes com as cargas positivas dispersas na superficie da matriz, além também da
contribuicdo das interacdes hidrofébicas (Oncel et al. 2005; Yilmaz et al. 2009).

Por apresentar os maiores resultados de capacidade adsortiva, 0Ss criogeis
funcionalizados com acido glutdmico foram selecionados para a otimizacdo do protocolo de

imobilizacdo do ligante via método epoxi.

Otimizacao da funcionalizacdo dos criogeis de troca ibnica via método epoxi
Os resultados do DCCR para a capacidade adsortiva (q) dos criogeis funcionalizados

com acido glutdmico séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Resultado do Delineamento Composto Central Rotacional para a capacidade
adsortiva (q) dos criogeis de troca i6nica (acido glutamico) sobre as proteinas das FOPN.
[CondicBes de adsorcdo = Tampéo fosfato de sddio = 0,025 mol L%; pH 5,5 a 25 °C].

Tratamento X1 - (Temperatura - °C) X2 - (Tempo - h) Capacidade adsortiva

(mg/g)
1 -1 (35) -1 (20) 96,136 + 3,227
2 1 (65) -1 (20) 89,323 + 1,224
3 -1 (35) 1 (36) 99,407 + 2,994
4 1 (65) 1 (36) 88,859 + 3,320
5 -1,41 (28,79) 0 (28) 93,259 + 5,751
6 1,41 (71,21) 0 (28) 91,165 + 1,444
7 0 (50) -1,41 (16,69) 92,586 + 3,065
8 0 (50) 1,41 (39,31) 94,199 + 3,465
9 0 (50) 0 (28) 105,365 + 5,347
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10 0 (50) 0 (28) 103,426 + 1,412
11 0 (50) 0 (28) 102,680 + 6,450
12 0 (50) 0 (28) 102,008 + 5,199

Os resultados obtidos no DCCR foram submetidos a analise de regressdo e o0 modelo
matematico obtido é apresentado na Equacédo 6. Os termos lineares e quadraticos das variaveis
tempo (t) e temperatura (T) foram significativos (p < 0,05), o coeficiente de determinacéo (R?)
obtido foi de 0,902, a raiz quadrada do erro médio foi 2,2851 e a falta de ajuste do modelo foi
ndo significativa (p > 0,05).

q = —9,839 + 2,240T + 4,309t — 0,024T? — 0,076t> (6)

A Figura 2a e b representam, respectivamente, a superficie de resposta e curva de
contorno para a capacidade adsortiva dos criogeis em funcdo do tempo e temperatura. Por meio
da Figura 2 é possivel identificar as condi¢fes Otimas para a imobilizacdo do ligante de troca
ibnica, &cido glutdmico, na superficie do criogel, uma vez que a variavel resposta capacidade
adsortiva foi maximizada nos intervalos de tempos de 22 h a 32 h e temperatura entre 50 °C e

62 °C.
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Fig. 2 Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para capacidade adsortiva.

A condicdo experimental 6tima para a funcionalizagéo dos criogeis com acido glutamico
(criogel-AG) foi obtida a temperatura de 50 °C e tempo de contato da solucéo de ligante com o
adsorvente de 28 h. Nessa condicao, a média dos valores de capacidade adsortiva obtidos foi
de g = 103,369 mg/g + 4,602 mg/qg.

Nas etapas subsequentes, 0s criogeis de troca idnica imobilizados de &cido glutamico

foram sintetizados nessa condicdo e foram caracterizados quanto as suas propriedades
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quimicas, morfoldgicas, térmicas e mecanicas e também foram utilizados nos ensaios de
isotermas de adsorcdo das proteinas da OPN.

Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR foram realizados para determinar os grupos funcionais

presentes nos criogeis puro e criogel-AG. Os resultados sdo apesentados na Figura 3.
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Fig. 3 Espectro de FTIR do criogel puro (a) e do criogel-AG (b).

A forte banda em 2360 cm™ observada no espectro do criogel-AG (Fig. 3b) esta
relacionada com grupos de aminoacidos (—-NH) (Eskander, Ezz El Arab e Abdel-Gawad, 2018;

Guesmi et al. 2020; Andrade et al. 2020), também esta associada ao alongamento e deformacao
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de grupos C—H e C—N (Schwanninger et al., 2011; Salas-Valerio et al. 2022; Bharathi e Santhi,
2019), e absorcdo da ligacdo CH em CHsz (Yang et al. 2019). Amino&cidos apresentam
estiramento NHs", dobramento NH (assimétrico/simétrico) e estiramento COO"
(assimétrico/simétrico) (Pavia et al. 2010). De acordo com Kumar et al. (2015) uma banda de
estiramento ampla e forte (NHs*) na regido 3410-2360 cm™ foi observada também para o
ligante B-alanina. De acordo com as Figuras 3a e b, em ambos 0s espectros sédo observadas
bandas em 1645 cm™ caracteristica do grupo amida (N"C=0) formado na uni&o dos mondmeros
AAmM e MBAAM durante a sintese do criogel (Percin et al. 2015; Silva et al. 2019; Oliveira et
al. 2019; Gongalves et al. 2016; Mourdo et al. 2019). Uma pequena banda em 1549 cm™ foi
observada em ambos 0s espectros (Figuras 3a e b) e esta associada as vibragdes da banda amida
Il (Kristoffersen et al. 2019; Pavia et al. 2010). O espectro do criogel-AG (Figura 3b) exibiu
uma pequena banda em 1354 cm™ atribuida a grupos amina proveniente da ligagdo covalente
entre o grupo amina do &cido glutdmico e o grupo ep6xi livre na superficie do criogel (Mallik
e Hage 2006; Ingavle et al., 2015). As bandas observadas em 1110 e 1310 cm™ so atribuidas
ao alongamento da ligacédo de (C-O) caracteristico de ésteres, devido a presenca do epdxi livre
na superficie do criogel, além de estiramento de (C—N) caracteristico de aminas (Bostrom et al,
2005; M0l et al. 2019; Jing et al. 2019; Pavia et al. 2010). As bandas observadas em 3180 e
3291 cm™* para ambos os criogeis indicam alongamento de grupos amidas (—NH) presentes no
gel de poliacrilamida (Conceicdo et al. 2014; Mol et al. 2019; Pavia et al. 2010). Também foram
observadas bandas em 2931 e 1450 cm™ que estéo relacionadas as vibragGes de estiramento de
grupos alifaticos (-CH) (Percin et al. 2015; Niekerk et al. 2008). A banda em 1408 cm
observada no criogel-AG pode indicar a presenca de COO™ oriundo do acido carboxilico do
acido glutamico (Lee et al. 2019; Sharma et al. 2019), sugerindo a imobilizacdo do ligante no

criogel.

Determinacdo do contetdo de grupos epoOxis presentes nos criogeis
Os criogeis sintetizados contém o co-monémero AGE em sua formulagéo e, com isso,
sua superficie possui grupamentos epoxi capazes de imobilizar ligantes via ligacdo covalente.
O resultado da determinagéo da densidade de grupos epdxi foi de 1133,3 + 153 umol g*. Outros
trabalhos apresentaram resultados inferiores sendo 770 umol/g (Bibi et al. 2013), 1,84 umol/g
(Bayramoglu e Arica, 2020), 25 pmol/g (Sun et al. 2020), 745 umol/g e 1050 umol/g (Arvidsson
et al. 2003).
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Determinaciio da capacidade ionica total (A) dos criogeis de troca i6nica

A capacidade ibnica representa 0 numero de sitios disponiveis para
adsorcdo. Verificou-se que o criogel-AG produzido apresentou uma maior capacidade
catidnica (0,513 mmol/g) do que anibnica (0,110 mmol/g). Os valores obtidos foram superiores
aos relatados por Mdl et al. (2019), que obteve resultados de capacidade catidnica de 0,329
mmol/g e anionica de 0,06 mmol/g para criogeis ativados com 2-(dimetilamino)etil
metacrilamida (DMAEMA) e inferiores ao relatado por Fontan et al. (2018), que obteve
capacidade catibnica de 0,666 mmol/g para criogeis funcionalizados com &cido 2- acrilamido2-

metil-1-propanosulfonico (AMPSA).

Determinacéo do ponto de carga zero (PCZ) dos criogeis de troca ibnica
De acordo com a Fig. 4, verificou-se que os resultados obtidos para o PCZ, foram 3,0 e

6,15, 0 que sugere que tanto os grupos COO™ quanto os grupos NH> do &cido glutamico, podem
ter se ligado aos grupos epoOxi do criogel, pois caso ocorressem somente as ligacdes entre o
grupo epdxi e o grupo NH2, eram esperados que os valores de PCZ fossem todos abaixo de
4,25, que corresponde ao pKa do grupo radical R do acido glutdmico. De fato, segundo
Hoffman e Gobran, 1973, os &cidos carboxilicos sdo capazes de se ligar em grupos epoxi através
de reacdes de esterificacdo, seguida de eterificacdo, esterificacdo e hidrolise, como é observado
na producdo de elastdbmeros reticulados. Neste caso, quando os grupos carboxila do &cido
glutdmico se ligam aos grupos epoxi dos criogeis, 0s grupos amino permanecem livres, o que
contribui para 0 aumento do PCZ da matriz.
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Fig. 4 Determinacdo do ponto de carga zero do criogel-AG. ApH é a diferenca entre o pH
final da solucdo aquosa ap6s 24 h e o pH inicial dessa mesma solugdo aquosa.



64

Caracterizacdo morfoldgica

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para as propriedades morfoldgicas do criogel
puro e criogel-AG. As propriedades entre os criogeis puros e funcionalizados ndo diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre si, indicando que a imobilizacdo do &cido glutamico na
superficie do criogel ndo promoveu modificagcbes em sua estrutura. Os resultados para a
capacidade de inchamento (S) encontrado esta dentro dos intervalos relatados para criogeis de
poliacrilamida em outros trabalhos (Paiva et al. 2021; Neves et al. 2020; Yavaser e Karagozler,
2021). Se um elevado grau de expansdo demostra que uma pegquena massa de criogel ocupa um
grande volume quando o mesmo ¢ hidratado (Gongalves et al. 2016; Fontan et al. 2017; Oliveira
etal. 2020; da Silva et al. 2019), o baixo grau de expansdo obtido para o criogel-AG demonstrou
gue uma pequena massa de criogel ocupou um pequeno volume quando o mesmo foi hidratado,
reforcando que as matrizes eram compostas, majoritariamente, por microporos. Os valores
encontrados para ambos os criogeis em termos de fracdo de macro, meso e microporos e
porosidade total foi de 24%, 68% e 92%, respectivamente, expressando a igualdade entre eles.
A fracdo de polimero seco encontrada ao hidratar a matriz foi de 6,8%, demonstrando a elevada
capacidade que o criogel-AG tem de armazenar dgua (Goncalves et al. 2016). Os valores
encontrados, exceto para o grau de expansdo, foram semelhantes aos observados por outros

autores (Verissimo et al. 2017; Neves et al. 2020; Gongalves et al. 2017).

Tabela 3 Caracterizacdo morfoldgica do criogel puro e criogel-AG

Pardmetros Criogel puro Criogel-AG

Capacidade de inchamento (S) 13,992 + 1,348 14,113 + 0,867
Grau de expansédo (ED) (ml/g) 1,611 +0,198? 1,569 + 0,058?
Agua ligada (¢,,p) 0,146 + 0,006 0,157 £ 0,0152
Polimero seco (¢4) 0,068 + 0,006 0,066 + 0,0042
Macroporos (¢u) 0,247 £ 0,0782 0,243 £ 0,013?

Meso e microporos (@) 0,674 £ 0,076% 0,680 = 0,0102
Porosidade total (¢T) 0,922 + 0,0072 0,923 + 0,0042

*Valores médios com a mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na Fig. 5 é apresentada a analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
empregada para caracterizacdo morfologica dos criogeis produzidos. Foi observado na estrutura
do criogel-AG uma alta porosidade com poros interligados com diametro variando de 6 pum a
72 um. Nota-se que a funcionalizacdo do criogel com &cido glutdmico ndo alterou sua

caracteristica porosa, viabilizando sua aplicabilidade na purificacdo de extratos brutos,
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particulados e viscosos, bem como reduzir etapas de preparo de amostras (Andag, Galaev e
Denizli 2016; Silva et al. 2019). O criogel-AG apresentou estrutura homogénea alcancando
resultados semelhantes aos obtidos por outros autores (Gongalves et al. 2017; Oliveira et al.
2019; Neves et al. 2020).
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Fig. 5 Micrografia do criogel-AG (magnitude de 500 Xx).

Caracterizacdo térmica

As curvas TGA do criogel puro e do criogel-AG sdo mostradas na Fig. 6a e b. Trés
eventos térmicos podem ser observados. No primeiro evento térmico (1), ocorreu uma perda
massica de 9,5% e 10,9% para o criogel puro e criogel-AG, que foi atribuida a evaporacdo da
agua absorvida pelas matrizes. A estrutura de ambas as matrizes estabilizaram-se termicamente
a aproximadamente 200 °C. No segundo evento térmico (1), a degradacéo térmica do criogel
puro e do criogel-AG comegou a 250°C e 279°C, respectivamente, com uma perda acentuada
de massa de 62,1% para o criogel puro e 59,64% para o criogel-AG, que estdo relacionadas a
liberacdo de NHs por imidizacdo entre grupos amida, bem como a evaporacdo de agua por
desidratacdo da poliacrilamida, nos quais ocorrem entre 220 °C e 340 °C, além da quebra da
cadeia principal de poliacrilamida que ocorre em temperatura superior a 340 °C (Dyke e
Kasperski, 1993). Ademais, as perdas em torno de 200 °C tambeém s&o atribuidas a degradacéo
do acido glutamico (Nunes e Cavalheiro, 2007; Nunes, 2009). No terceiro evento térmico (I11),
houve uma perda lenta de massa, resultando em uma massa residual de 13,4% com degradacéo
total de 87% para o criogel puro e uma massa residual de 13,4% com degradacéo total de 85%
para o criogel-AG. Como foi aplicada atmosfera de nitrogénio inerte durante as analises, néo

ocorreu a degradacdo completa dos materiais. A maior perda foi observada no segundo estagio
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de degradacéo (I1), que ocorreu entre 250 e 488°C para o criogel puro e entre 279 e 485°C para
o criogel-AG. Dessa forma, a menor perda de massa para o criogel-AG foi atribuida ao aumento
da resisténcia térmica do material causado pelo processo de funcionaliza¢do. Outros trabalhos
também apresentaram resultados semelhantes, onde os criogeis funcionalizados obtiveram

maior resisténcia a degradacdo térmica (Neves et al. 2020b; Aslanli et al. 2019; Gok e Inal
2022).
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Fig. 6 Curvas de TGA: (a) criogel puro e (b) criogel-AG

Caracterizacdo mecanica

A caracterizacdo mecéanica dos criogeis foi realizada exercendo a compressédo uniaxial
sobre a matriz e a forca maxima foi obtida para o calculo do médulo de Young. O criogel puro
e o criogel-AG, ambos hidratados, apresentaram médulos de Young de 21,1 + 1,42 kPae 21 +
1 kPa, respectivamente. Observa-se que o processo de funcionalizacdo ndo alterou sua
resisténcia estrutural. O resultado obtido foi superior ao reportado por Fu et al. (2021), em
criogeis de quitosana hidratados (10,59 kPa, 9,29 kPa e 2,81 kPa) e aos relatados por Goppert

et al. (2016) e Madaghiele et al. (2018), em criogeis de polietilenoglicol hidratados (13,1 kPa e
12,2 kPa) e (10 kPa), respectivamente.

Isotermas de adsorcéo e analise termodinamica

Na Figura 7 séo apresentadas as isotermas de adsorcdo das proteinas das folhas da

OPN no criogel-AG nas temperaturas de 8 °C, 15 °C, 25 °C e 35 °C, usando o modelo de
Langmuir.
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Fig. 7 Isotermas de adsorcdo das proteinas das FOPN no criogel-AG usando o modelo de
Langmuir. [Tampdo fosfato de sdédio (0,025 mol / L), em pH 5,5, nas temperaturas de 8 °C
(bolinha preta), 15 °C (bolinha vermelha), 25 °C (bolinha azul) e 35 °C (bolinha verde)].

As Tabelas 4 e 5 apresentam 0s pardmetros ajustados do modelo de Langmuir e

Freundlich, respectivamente.

Tabela 4 Parametros do modelo de Langmuir para a adsorcéo das proteinas das FOPN

Temperatura (°C) Qmax (ME/L) K, (mL/mg) R?
15 172,4 0,41 0,92
25 2325 0,42 0,92
35 400,0 0,35 0,98

Tabela 5 Parametros do modelo de Freundlich para a adsorcao das proteinas das FOPN

Temperatura (°C) K¢ (mL/mg) N R?
8 49,5841 1,0805 0,99
15 48,4382 0,7722 0,99
25 67,0110 0,7820 0,99
35 108,289 1,1490 0,99

Os modelos de Langmuir e Freundlich ajustaram-se aos dados experimentais em toda
a faixa de concentracdo para as temperaturas de 15 °C, 25 °C e 35 °C e, somente o modelo de
Freundlich ajustou-se a temperatura de 8°C. O coeficiente de determinacgdo (R?) para o modelo

de Langmuir nas temperaturas de 15 °C, 25 °C e 35 °C foi de 0,92, 0,92 e 0,98 respectivamente,
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e para 0 modelo de Freudlich foi de 0,99 para todas as temperaturas. Ao analisar os parametros
obtidos, observou-se que a capacidade méxima de adsor¢do (qmax) @Umenta com o aumento da
temperatura e os valores da constante de adsor¢cdo de Langmuir (Kr) esta entre 0 e 1. Esse
comportamento indica que a temperatura favoreceu o processo de adsorcdo. Outros autores
apresentaram resultados semelhantes (Mdl et al. 2017; Carvalho et al. 2016; Sousa et al. 2014).

Em geral, para 0 modelo de Freundlich, uma adsorcéo favoréavel tende a ter um valor
de n entre 1 e 10. Quanto maior o valor de n (menor sera o valor de 1/n) e mais forte sera a
interacdo entre a molécula de interesse e o0 adsorvente. Por outro lado, quanto menor o valor de
n (maior sera o valor de 1/n) e mais fraca sera a interacdo do mesmo. Ainda, quando 1/n for
igual a 1, indica que a adsorcdo € linear e as energias sdao idénticas para todos os sitios de
adsorcéo (Melo et al. 2020). Portanto, de acordo com os resultados obtidos mostrado na Tabela
5, somente as temperaturas de 8 °C e 35 °C apresentaram valores de n acima de 1, sendo 1,0805
e 1,1490, respectivamente. As demais temperaturas obtiveram valores abaixo de 1, concluindo
que, de acordo com este modelo, o processo de adsor¢do ndo foi favoravel nas condicGes
estudadas.

A partir do ajuste do modelo de Langmuir, realizou-se uma analise de Van’t Hoff,
onde os valores de AHds € AS°ds foram calculados a partir da inclinagéo e interceptacdo do
gréfico linear de Ln k’ versus 1/T, como mostrado na Fig. 8, e a variacdo das propriedades

termodindmicas é apresentada na Tabela 6.
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Fig. 8 Grafico de Van’t Hoff — In k’ versus 1/T
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Tabela 6 Valores dos parametros termodinamicos AHads, AS®ads € AG®ads

Temperatura (K) AH® 46 AS°, 4 AG®, 46 T.AS® 4
(k] /mol) (k] /mol/K) (k] /mol) (k] /mol)
288,15 0,481 0,052 -14,483 14,964
298,15 37,754 0,179 -15,650 53,403
308,15 72,607 0,294 -18,025 90,632

Os valores de AG®gs foram cada vez mais negativos com o aumento da temperatura,
indicando a viabilidade e espontaneidade do processo de adsorcao, e esta espontaneidade tende
a ser mais acentuada em temperaturas mais elevadas (Mol et al. 2017; Mahdavinia et al. 2018;
Sahmoune et al. 2019).

Os valores positivos das AHgs mostraram uma natureza endotérmica do processo de
adsorcéo apresentando alta dependéncia com a temperatura, visto que houve um aumento no
seu valor com o aumento da temperatura (Sousa et al. 2014). Dessa forma, considerando que
os valores das AH® foram menores que os valores dos termos T. AS° para todas as temperaturas
estudadas, pode-se afirmar que a adsorcao foi regida pela entropia. Ainda, os valores das AH®ds
nas temperaturas de 15 °C e 25°C foram menores que 10 kcal mol™? (40 kJ mol™?), indicando
que o processo de adsorcdo é de natureza fisica (fisissorcdo), que ocorre quando forcgas
intermoleculares de atracdo das moléculas na fase fluida e da superficie adsorvente sdo maiores
do que as forgas atrativas entre as moléculas do proprio fluido. Esse tipo de adsorcéo € rapida
e reversivel decorrendo da acdo de forgas de atracdo intermoleculares fracas entre o adsorvente
e as moléculas adsorvidas (Nascimento et al. 2020; Araudjo et al. 2009).

J& a AS°ads, esta relacionada as variacdes de ordem/desordem de um sistema. Quanto
menos ordenado for o sistema, maior sera sua entropia (Sahmoune 2019). Uma pequena
desordem na interface sélido/liquido pode ter ocorrido devido a uma possivel formacao de um
complexo ativado entre as proteinas das FOPN e o criogel (Bayramoglu e Arica 2021). Isso
significa que as espécies reagentes formaram o estado de transicdo durante a reagdo, tendo
assim um estado mais ordenado do que os reagentes na estrutura do estado fundamental (Zainol
et al. 2019). No entanto, a AS°gs tende a aumentar com o0 aumento da temperatura. Esse
fornecimento de energia ao sistema promove o rompimento das interacBes das moléculas
presentes, aumentando a desordem e contribuindo com o nimero de possibilidades de novas

ligagdes, favorecendo o processo adsortivo.
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Concluséo

Foram desenvolvidos criogeis funcionalizados com diferentes ligantes de troca idnica
(cisteina, taurina, polietilenoimina e acido glutamico), para separacdo de proteinas das folhas
da ora-pro-nobis. Dentre os ligantes estudados, o criogel funcionalizado com &cido glutamico
(criogel-AG) apresentou melhores resultados de capacidade adsortiva (g). Nesse contexto, o
criogel-AG apresentou estrutura porosa e interconectada, bem como alta resisténcia térmica e
mecanica. Dentre os valores de pH estudados, o pH 5,5 apresentou melhores resultados de q,
onde o criogel-AG comportou-se como um trocador anfotero, apresentando cargas superficiais
positivas e negativas e, nessa condi¢do, houve uma maior adsorc¢éo das PFOPN.

Os modelos de Langmuir e Freundlich ajustaram-se aos dados experimentais em toda a
faixa de concentracdo para as temperaturas de 15 °C, 25 °C e 35°C e ambos apresentaram R2
acima de 0,90. A adsorcdo das PFOPN no criogel-AG apresentou uma dependéncia da
temperatura, mostrando que temperaturas mais altas favorecem a capacidade méxima de
adsorcdo. Os parametros termodindmicos indicaram que 0s processos de adsor¢do foram
espontaneos, uma vez que os valores da energia livre de Gibbs foram negativos e conduzidos
entropicamente.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o criogel-AG € uma matriz

promissora para uso em processos de captura de proteinas por troca ionica.
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