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RESUMO 

SOUZA, Y. G. Produção de um Adsorvente Monolítico Trocador Catiônico e Estudo Termodinâmico da 

Adsorção de Lisozima Itapetinga-BA: UESB, 2020. 56p. (Dissertação – Mestrado em Engenharia de 

Alimentos) 1 

  

 

 

As técnicas cromatográficas estão presentes e se destacam em processos de purificação de proteínas 

para aplicações farmacêuticas, médicas e na área de alimentos devido à sua eficiência. O 

desenvolvimento de novas matrizes cromatográficas para essa finalidade é constante e a produção de 

monólitos macroporosos poliméricos por criogeleificação mostra-se uma alternativa por sua 

versatilidade e custo reduzido comparado às matrizes usuais. Conhecidas por criogéis, essas matrizes 

podem ser modificadas para a purificação/captura de compostos por diferentes princípios. A troca 

iônica é um destes princípios e vem sendo empregada na purificação de proteínas, por permitir a 

operação em condições próximas as fisiológicas, causando menor dano aos compostos. Essa técnica 

baseia-se na adsorção de moléculas com uma carga elétrica líquida em uma superfície contendo 

radicais com cargas elétricas opostas. Para a melhoria dos processos de adsorção é necessário o 

conhecimento acerca do material utilizado e dos fenômenos envolvidos. As análises de caracterização 

do adsorvente permitem o dimensionamento adequado e o entendimento sobre a morfologia e 

estrutura química, bem como os processos de transferência de massa. O estudo termodinâmico é 

importante para maior compreensão do fenômeno da adsorção e em geral passa pela determinação 

das curvas isotermas de adsorção. Quando se quer estudar uma nova matriz adsorvente é usual o uso 

de solutos-modelo nesses estudos, sendo a lisozima uma proteína amplamente usada em estudos 

envolvendo a troca catiônica de macromoléculas, além do interesse industrial que a mesma desperta 

devido seu desempenho antimicrobiano. Portanto, objetivou-se nesse trabalho a produção e 

caracterização um adsorvente monolítico macroporoso voltado ao processo de purificação de 

compostos por troca catiônica e verificar o efeito da temperatura no processo de adsorção de lisozima. 

A matriz adsorvente foi feita a partir da polimerização de uma solução contendo acrilamida e bis-

acrilamida, catalisada por persulfato de amônio e N,N,N’,N’–tetrametiletilenodiamino, em condições 

criogênicas (24 h/-12 °C) e posterior ativação com diperiodato cuprato de potássio e enxertia do ácido 

acrílico. O trocador foi caracterizado quanto à porosidade, grau de expansão (ED), Microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) capacidade de inchamento (S), capacidade de troca iônica (CTI), 

ponto de carga zero (PCZ), espectrofotometria no infravermelho FTIR, análise termogravimétrica 

(TGA) e difração de raios-X (DRX). As isotermas de adsorção da lisozima no trocador produzido 

foram determinadas em batelada, na faixa de temperatura de 10 °C a 50 °C, ajustando-se o modelo 

de Langmuir aos dados. Foi conduzida a análise não-linear de van’t Hoff, determinando-se as 

variações-padrão da energia livre de livre de Gibbs, entalpia e entropia para o processo. O adsorvente 

produzido apresentou ED igual 15,08 L∙kg-1, S de 11,99 kg∙kg-1, 90% de porosidade total, CTI de 

371,44 10-3
 molNa

+kg-1
criogel seco. O valor de PCZ igual a 4,5 confirma que o adsorvente possui natureza 

catiônica. Os resultados dos espectros de FTIR e perfil do TGA indicam diferenças entre a matriz 

controle e funcionalizada, demonstrando que conseguiu-se obter o trocador catiônico. A partir da 

análise de DRX não apresentou alteração na estrutura cristalina da matriz após a funcionalização, que 

permaneceu amorfa. A partir das isotermas de adsorção verificou-se o aumento na capacidade 

adsortiva com o aumento da temperatura até 40°C, com máximo observado de 1055,87 mg∙g-1, sendo 

observada uma queda na capacidade adsortiva de 40 °C a 50 °C, possivelmente devido a alterações 

conformacionais da lisozima. O processo de adsorção foi espontâneo, sendo dirigido entalpicamente 

em temperaturas mais baixas e entropicamente dirigido para temperaturas mais elevadas.  

Palavras-Chave: troca iônica, ácido acrílico, isoterma, van’t Hoff. 

 
1 Orientador: Fontan, R.C.I. DSc. UESB. Coorientadores: Bonomo, R.C.F. DSc. UESB; Veríssimo. 

L.A.A. DSc. UFLA. 
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ABSTRACT 

SOUZA, Y. G. Production of a Monolithic Cationic Exchanger and Thermodynamic Study of 

Lysozyme Adsorption Itapetinga-BA: UESB, 2020. 56p. (Dissertation - Master in Food Engineering) ¹ 

 

Chromatographic techniques are present and stand out in protein purification processes for 

pharmaceutical, medical and food applications due to their efficiency. The development of new 

chromatographic matrices for this purpose is constant and the production of polymeric macroporous 

monoliths by cryogelification is an alternative due to its versatility and reduced cost compared to the 

usual matrices. Known as cryogels, these matrices can be modified for the purification/capture of 

compounds by different principles. Ion exchange is one of these principles and has been used in the 

purification of proteins, as it allows the operation in conditions close to physiological, causing less 

damage to the compounds. This technique is based on the adsorption of molecules with a net electrical 

charge on a surface containing radicals with opposite electrical charges. To improve the adsorption 

processes, knowledge about the material used and the phenomena involved is necessary. The 

characterization analyzes of the adsorbent allow for adequate sizing and understanding of the 

morphology and chemical structure, as well as the mass transfer processes. The thermodynamic study 

is important for a better understanding of the adsorption phenomenon and in general, it involves the 

determination of the adsorption isotherm curves. When one wants to study a new adsorbent matrix, 

it is usual to use model solutes in these studies, lysozyme being a protein widely used in studies 

involving the cation exchange of macromolecules, in addition to the industrial interest that it arouses 

due to its antimicrobial performance. Therefore, the objective of this work was the production and 

characterization of a macroporous monolithic adsorbent aimed at the process of purifying compounds 

by cation exchange and verifying the effect of temperature on the lysozyme adsorption process. The 

adsorbent matrix was made from the polymerization of a solution containing acrylamide and bis-

acrylamide, catalyzed by ammonium persulfate and N, N, N ', N'– tetramethylethylenediamine, under 

cryogenic conditions (24 h /-12 ° C) and subsequent activation with potassium cuprate diperiodate 

and acrylic acid grafting. The exchanger was characterized in terms of porosity, degree of expansion 

(ED), scanning electron microscopy (SEM) swelling capacity (S), ion exchange capacity (CTI), zero 

charge point (PCZ), FTIR infrared spectrophotometry, thermogravimetric analysis (TGA) and X-ray 

diffraction (XRD). The lysozyme adsorption isotherms in the produced exchanger were determined 

in batches, in the temperature range from 10 ° C to 50 ° C, adjusting the Langmuir model to the data. 

Van't Hoff nonlinear analysis was conducted, determining the standard variations of Gibbs free 

energy, enthalpy and entropy for the process. The adsorbent produced showed ED equal to 15.08 L ∙ 

kg-1, S of 11.99 kg ∙ kg-1, 90% of total porosity, CTI of 371.44 10-3 molNa + ∙ kg-1 dry cryogen. The PCZ 

value equal to 4.5 confirms that the adsorbent has a cationic nature. The results of the FTIR spectra 

and TGA profile indicate differences between the control and functionalized matrix, demonstrating 

that it was possible to obtain the cationic exchanger. From the XRD analysis, there was no change in 

the crystalline structure of the matrix after functionalization, which remained amorphous. From the 

adsorption isotherms, there was an increase in adsorptive capacity with an increase in temperature up 

to 40 °C, with an observed maximum of 1055.87 mg ∙ g-1, with a decrease in adsorptive capacity 

from 40 °C to 50 °C, possibly due to conformational changes in lysozyme. The adsorption process 

was spontaneous, being directed enthalpically at lower temperatures and entropically directed at 

higher temperatures. 

 

 

Keywords: ion exchange, acrylic acid, isotherm, van’t Hoff. 

 

____________________ 
1 Advisor: Fontan, R.C.I. DSc. UESB. Co-advisers: Bonomo, R.C.F. DSc. UESB; Veríssimo. L.A.A. 

DSc. UFLA. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A cromatografia consiste em um conjunto de métodos que permitem a separação de compostos 

muito semelhantes em misturas complexas. As técnicas cromatográficas exercem fundamental papel 

para procedimentos de purificação de biomoléculas, estão em crescente desenvolvimento e são 

utilizadas por diversos setores, como indústrias farmacêuticas e alimentícia (NASCIMENTO et al., 

2014). 

Dentre os vários métodos de separação por cromatografia, aqueles que incluem técnicas 

adsortivas são os mais utilizados, encontrando maior diversidade de aplicações. Entre esses métodos 

destaca-se cromatografia por troca iônica, que se baseia no equilíbrio de troca entre íons em solução 

e íons de mesma carga na superfície de um sólido insolúvel (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2008). 

É usualmente utilizada na purificação de proteínas, peptídeos e enzimas. A separação por 

cromatografia é também utilizada com efetividade pelas indústrias bioquímicas e farmacêuticas para 

o escalonamento dos processos de isolamento de proteínas (ZUÑIGA et al., 2003; FONTAN 2013). 

Para a separação cromatográfica de biomoléculas, têm-se propagado o uso de monólitos 

macroporosos, pois possuem a vantagem de, devido à estrutura macroporosa, permitir o uso de 

alimentação fluida contendo material particulado, retirando a necessidade de clarificação inicial do 

meio, reduzindo assim o número de etapas do processo (SILVA, 2018). Entre os tipos de adsorventes 

monolíticos usados estão os criogéis, caracterizados por possuírem um corpo único e elástico como 

uma espoja em condições operacionais. Os criogéis monolíticos poliméricos, são matrizes 

cromatográficas com estrutura de poros grandes e interconectados formados quando submetidos a 

temperaturas de criogelificação  (ERTÜRK; MATTIASSON, 2014; GONÇALVES et al., 2017; 

PRIVAR et al., 2018). 

Essas matrizes podem ser utilizadas em vários processos de separação e podem ser produzidas 

com uma diversidade de formatos, que incluem colunas, discos, capilares, microchips. Possuem 

porosidade, estabilidade mecânica e química. Sua superfície pode, além disso, ser quimicamente 

modificada por acoplamento de diferentes ligantes, permitindo sua funcionalização para diferentes 

usos na área de biosseparação (PFAUNMILLER; PAULEMOND; DUPPER, 2013). 

O conhecimento dessas matrizes cromatográficas é necessário para otimização dos processos 

de adsorção. A caracterização dos criogéis permite avaliar a dinâmica de escoamento em seu interior, 

o processo de interação dos sítios ativos com as moléculas presentes na solução a ser purificada, 

visando a predição desse comportamento e padronização da purificação de biocompostos (FONTAN, 

2013). 

Para determinar a capacidade de adsorção e os fenômenos que ocorrem durante esse processo, 

é necessário utilizar métodos que avaliam quantitativamente todo processo. A determinação das 



 

2 

isotermas de adsorção e o posterior ajuste a um modelo teórico, como o modelo de Langmuir, permite 

explicar o fenômeno da adsorção. A partir desse modelo é possível determinar os parâmetros 

termodinâmicos que ocorrem na adsorção, pois são importantes para compreensão da performance e 

potencial de aplicação de um adsorvente. Portanto, conhecendo os parâmetros termodinâmicos, é 

possível a obtenção de informações sobre os fenômenos que ocorrem no processo de adsorção 

(CARVALHO, 2010; TADINNI, 2016). 

Dentro deste contexto, foi produzida e caracterizada uma matriz adsorvente polimérica 

monolítica funcionalizada com ácido acrílico, para aplicação como um trocador catiônico e avaliou-

se o comportamento termodinâmico da adsorção de lisozima em função da temperatura, visando 

compreender os fenômenos envolvidos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Técnicas Cromatográficas  

As técnicas cromatográficas estão presentes na maioria dos processos de purificação e se 

destacam por apresentarem alta resolução comparadas a outras técnicas. As separações por 

cromatografia consistem na partição do soluto entre uma fase móvel e outra estacionária. Usualmente, 

a fase estacionária é sólida, formada por uma matriz de partículas empacotadas em coluna de forma 

tubular. A fase móvel que contém a mistura de componentes a serem separados, passa através da 

coluna e dependendo da técnica cromatográfica utilizada, interação hidrofóbica, por troca iônica entre 

outros, haverá separação dos componentes desejados (ZUÑIGA et al., 2003).  

Para procedimentos de purificação, seja para fins farmacêuticos ou alimentícios, as técnicas 

cromatográficas exercem um importante papel e estão em constante desenvolvimento. A adsorção 

como método de separação e purificação tem por fundamento a concentração de substancias presentes 

em fluidos na superfície de alguns sólidos (NASCIMENTO et al., 2014). A forças atrativas presentes 

na superfície dos adsorventes, sólidos utilizados para o processo de adsorção, irão capturar o 

adsorvato, que são moléculas de interesse, presentes na solução na fase fluida. Esta operação também 

se destaca por seu alto grau de recuperação dos compostos adsorvidos e elevada especificidade para 

separação de moléculas (FONTAN; BONOMO; COIMBRA, 2016).  

A cromatografia por troca iônica baseia-se na adsorção de moléculas com carga líquida em 

uma superfície de cargas elétricas opostas. Essa técnica tem grande importância ao se trabalhar com 

macromoléculas, devido à seletividade, capacidade de separação sob condições próximas às 

fisiológicas e causar menos danos aos compostos (ZUÑIGA et al., 2003; FONTAN 2013).  

Na cromatografia de adsorção por troca iônica, a separação ocorre por atração eletrostática, 

podendo ser utilizados três tipos de trocadores: Aniônico, catiônico e anfótero (Figura 1). Os 

trocadores aniônicos são caracterizados por ter na superfície cargas positivas permitindo capturar os 

íons negativos contidos em fase móvel. De forma contrária ao trocador aniônico, os trocadores 

catiônicos têm a capacidade de reter compostos com cargas positivas presentes no fluido, devido à 

presença de ânions na sua superfície. Os trocadores anfóteros têm em sua superfície cargas tanto 

positivas quanto negativas, podendo assim adsorver tanto cátions quanto ânions (FONTAN; 

BONOMO; COIMBRA, 2016). 
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Figura 1. Representação do mecanismo de adsorção pelos tipos de troca iônica. 

Fonte: Modificado de Fontan; Bonomo e Coimbra, (2016). 

 

2.2 Criogéis monolíticos poliméricos  

O gel é definido como uma estrutura de partículas, sejam elas coloidais ou cadeias poliméricas 

que imobiliza a fase líquida em seus interstícios. Géis poliméricos são geralmente preparados a partir 

de soluções onde promove-se reações de polimerização. O processo de geleificação começa com uma 

mistura em polimerização composta de monômeros, solventes e um iniciador. Essa mistura é 

transferida para um molde, como uma coluna ou capilar, e posteriormente polimerizado. A 

polimerização ocorre através das reações de hidrólise e subsequente condensação das espécies 

hidratadas, obtendo a formação de partículas coloidais ou cadeias poliméricas lineares 

(HIRATSUKA; SANTILLI; PULCINELLI, 1995; CARVALHO, 2010; NORDBORG et al., 2011). 

A estrutura de um gel pode se apresentar com diferentes conformações, dependendo das 

características físico-químicas da dispersão coloidal. Segundo a classificação de Flory os géis são 

dividos em quatro classes principais (Figura 2) (HIRATSUKA; SANTILLI; PULCINELLI, 1995):  

1. Estruturas lamelares ordenadas, incluindo géis mesofásicos (a - Montmorilonita); 

2. Redes poliméricas covalentes de estrutura desordenada (b - Poliacrilamida); 

3. Redes poliméricas formadas através de agregação física, que são predominantemente 

desordenadas, mas com regiões de ordem local (c – Gelatina); 

4. Particulados com estruturas desordenadas (d - Sílica). 
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Figura 2. Exemplo dos quatro tipos de estrutura segundo a classificação de Flory. 

Fonte: Hiratsuka; Santilli; Pulcinelli, (1995). 

Os criogéis são géis poliméricos formados através de precursores monoméricos ou 

poliméricos preparados por polimerização de radicais livres em condições de congelamento. Quando 

descongelados, o gelo e os cristais dos solventes deixam espaços vazios entre as cadeias poliméricas 

formando poros com tamanhos que podem variar de 10 até 200 μm. Estes formam uma rede 

macroporosa interligada que permite a passagem desobstruída de biomoléculas. Estas matrizes podem 

ser produzidas com variedades de formatos que incluem colunas, além de discos, capilares, 

microchips (PFAUNMILLER; PAULEMOND; DUPPER, 2013; MÓL et al., 2019). 

Por apresentarem alta porosidade, estabilidade mecânica e química, os criogéis foram 

introduzidos como matrizes de gel cromatográficas, sendo utilizadas para a imobilização de células e 

biomoléculas. Estas matrizes ainda apresentam características como: corpo único, elástico como uma 

espoja, de coloração opaca (PFAUNMILLER; PAULEMOND; DUPPER, 2013; GONÇALVES et 

al., 2017; PRIVAR et al., 2018). 

A geleificação criotrópica também permite a preparação de criogéis com diferentes 

morfologias. Estudos demonstram que, concentração de monômero, grau de reticulação e temperatura 

de congelamento tem efeito sobre a microestrutura do monólito, podendo formar estruturas diferentes. 

A concentração de monômeros por exemplo interfere no tamanho dos poros produzidos (HWANG; 

ZHANG; VARGHESE, 2010).  

Entre os possíveis polímeros empregados na síntese de monólitos poliméricos, a 

poliacrilamida é amplamente utilizada. Criogéis de poliacrilamida são obtidos da polimerização de 

moléculas de acrilamida (AAm) com o agente formador de ligações cruzadas N,N’-metileno-bis-
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acrilamida (BAAm), juntamente com o persulfato de amônio (APS) que, quando diluído formará 

radicais livres que irá reagir com as moléculas de acrilamida e produzirá longa cadeia polimérica 

como representado na Figura 3 (CARVALHO et al., 2014).  

Outro componente também utilizado em solução é o N,N,N’,N’–Tetrametiletilenodiamino 

(TEMED) este acelera a taxa de formação de radicais livres do APS. Os monólitos assim produzidos 

são chamados de criogéis de poliacrilamida pAAm, e sua utilização é descrita por diversos autores 

(PILEVA et. al., 2004; YAO et al., 2006; YAO et. al., 2007; BILLANKANTI; FEE, 2009; LUDING 

et. al., 2011; DRAGAN et al., 2012; CARVLHO et. al., 2014; OLANTUJI et. al., 2016). O processo 

de criogelificação está representado na Figura 4. 

 

Figura 3. Reação de formação de ligações cruzadas das cadeias de acrilamida. 

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2014). 

 

 

(a) (b) (c)

APS

BAAm

Cristais de Gelo 

Processo inicial de polimerização

TEMED

AAm

Legenda

 

Figura 4. Representação da criogelificação: (a) Preparo da solução (b) processo de congelamento (c) 

descongelamento e desenvolvimento de poros interconecto. 

Fonte: Adaptado de Plieva et al. (2004) e Carvalho et al. (2013). 
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2.3 Modificações na superfície dos suportes cromatográficos 

Nos criogéis, os monômeros (AAm e BAAm) compõem parte integral do monólito formado, 

assim, suas características podem influenciar no material resultante, incluindo a funcionalidade da 

superfície. Devido à crescente demanda de leitos monolíticos, diferentes aplicações requerem acesso 

a novos tipos de criogéis com propriedades aprimoradas. Visando aperfeiçoar o processo de utilização 

dos monólitos como suporte para imobilização e purificação de biomoléculas, diversas abordagens e 

técnicas de modificação de estrutura dos criogéis para a imobilização têm sido reportadas (SAVINA 

et al., 2005; NORDBORG et al., 2011). 

As propriedades dos criogéis podem ser modificadas por meio da introdução de grupos 

funcionais na estrutura do polímero. Tais modificações de estrutura dos criogéis podem ser químicas 

ou físicas, visando aumentar a eficiência dos processos de separação. Por apresentarem alta 

porosidade, os criogéis possuem área superficial baixa sendo, portanto, importante a sua 

funcionalização para obter maior especificidade do criogel com a molécula de interesse. Uma técnica 

de interesse é a enxertia sobre a estrutura superficial polimérica do gel através de um agente iniciador. 

Esta é uma técnica conhecida como grafting from em que os grupos enxertados podem ser obtidos 

via ligação química entre grupos reativos na superfície do gel e grupos terminais reativos do polímero 

pré-formado, é também, uma poderosa alternativa para controlar a densidade e a espessura dos poros 

do criogel (SAVINA et al., 2005a; NORDBORG et al., 2011). 

Os suportes de criogel podem ser funcionalizados de várias formas, com o emprego de 

diferentes compostos, como a ácido 3-mercaptopropano sulfônico, ácido húmico, ácido acrílico, 

dietil-laminoetanol, poli (metacrilato de carboxibetaína) e ácido iminodiacético (HWANG; ZHANG; 

VARCHESE, 2010; GONÇALVES et al., 2017; GOUVEN et al., 2018). A funcionalização de um 

monólito polimérico para o uso em troca iônica pode ser realizada de muitas maneiras, como por 

exemplo, por incorporação direta, ou seja, funcionalização durante a polimerização do monólito ou 

alguma forma de modificação pós-polimerização. Estudos com polimerização de enxertia iniciada 

com diperiodatocuprato de potássio (K5[Cu(HIO6)2]) indicam este como um método eficiente para 

enxertar ácido acrílico (AAc) (Figura 5) em géis de poliacrilamida supermacroporosos (SAVINA et 

al., 2005a; NORDBORG et al., 2011). Algumas técnicas de caraterização dos criogéis são utilizadas 

para compreender as superfícies e suas modificações. 

OH

O

 

Figura 5. Representação da fórmula molecular do ácido acrílico. 

Fonte: Adaptado de Gascue et al. (2017). 
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2.4 Caracterização de criogéis  

Diferentes técnicas de caracterização de materiais poliméricos são utilizadas para melhor 

conhecimento estrutural dos monólitos. Conhecer a estrutura do criogel permite dimensionar o 

material a dinâmica do escoamento de fluidos em seu interior, bem como o processo de interação dos 

sítios ativos com as moléculas presentes na solução a ser purificada, visando a predição desse 

comportamento em um aumento de escala do processo analisado e na padronização da purificação de 

biocompostos (FONTAN et al. 2018). Portanto, nos próximos tópicos serão abordados, de forma 

prática, algumas das análises de caracterização dos criogéis.  

2.4.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier - FTIR 

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica que 

permite a análise de compostos orgânicos a partir de vibrações características de cada grupo 

funcional, provocando o aparecimento de bandas no espectro infravermelho em comprimento de onda 

específicas, que também são influenciadas pela presença de grupos funcionais próximos. Portanto, 

um espectro de infravermelho contém mais informação do que apenas os valores de posição ou de 

absorção de alguns picos, atuando como uma impressão digital de uma amostra quando utilizado 

integralmente. A análise de FTIR é, também, uma ferramenta para análise quantitativa devido as 

intensidades de absorção das bandas no espectro serem proporcionais à sua concentração (SOUZA; 

POPPI, 2012; RUSCHEL; SAMIOS; FERRÃO 2014).   

A espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) vem sendo utilizada 

para avaliação dos grupos funcionais presentes e verificação do processo de enxertia dos criogéis 

produzidos, assim fornecendo mais informações sobre a sua estrutura (GONÇALVES, et al., 2016; 

BAYSAL, et al., 2018; NASCIMENTO, et al., 2019; AKAPINAR et al., 2020). Segundo Samistrato 

et al. (2009) a técnica da espectroscopia no infravermelho tem sido indicada para substâncias como 

uma eficiente ferramenta no controle de qualidade de processos industriais e se destacam por 

apresentar natureza não destrutiva e não invasiva. Esta técnica também apresenta rapidez, baixo custo 

e aplicabilidade abrangente principalmente para moléculas contendo ligações C-H, N-H, S-H e O-H 

(SAMISTRATO, et., al., 2009). 

2.4.2. Análise Termogravimétrica (TGA) 

Dentre as análises de caracterização, o estudo de degradação ou perda de massa é necessário 

para entender o comportamento e estrutura das matrizes cromatográficas em estudo. Essa análise é 

utilizada na caracterização estrutural e estudo da estabilidade térmica dos criogéis, sendo descrita por 

vários autores (REICHELT, et. al., 2014; SHAINER, 2018; JAIN et. al., 2019; MÓL, et. al., 2019).   
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A análise termogravimétrica é uma técnica termoanalítica que gera uma curva de 

decomposição térmica em função da temperatura que acompanha a variação da massa da amostra em 

função da programação de temperatura.  No entanto, a TGA sozinha não é suficiente para interpretar 

a perda de peso da amostra (DENARI; CAVALHEIRO, 2012). 

 

2.4.3. Difração de raio-X 

A técnica de difração de raios-X vem sendo utilizada na caracterização de criogéis a fim de 

entender sua morfologia estrutural (GUN’KO et. al., 2013; KUROZUMI et. al., 2015; YANG et. al., 

2018; JAIN et al., 2019). Essa técnica representa o movimento de interação entre um feixe de raios-

X incidente e os elétrons dos átomos componentes de um material relacionado ao espalhamento dos 

raios.  A difração de raios-X consiste na incidência da radiação em uma amostra e na detecção dos 

fótons difratados (GOBBO, 2009). 

O feixe difratado, transformado pelo detector em forma de contagem e pontos é normalmente 

expresso através de picos que se destacam em uma linha de base, registrados nem espectro de 

intensidade versus o ângulo de 2θ constituindo um padrão difratométrico ou difatrograma. As 

intensidades obtidas em ângulos de 2θ representadas através de picos nos difratogramas 

correspondem à difração do feixe incidente por um determinado conjunto de planos de cristal que 

possuem mesma distância interplanar. (BLEICHER; SASAKI, 2000; GOBBO, 2009).  

2.4.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Utilizada para obter informações sobre a morfologia e identificação de elementos químicos 

de uma amostra sólida (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). A microscopia eletrônica de 

varredura é um instrumento disponível para a observação e análise de características microestruturais 

de sólidos e vem sendo utilizado em vários estudos de caracterização de criogéis (PALKOVSKÁ et 

al, 2017; SAHINER, 2018; YANG et al 2020). Este instrumento utiliza-se de um feixe de elétrons de 

pequeno diâmetro para explorar a superfície da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e 

transmitir o sinal do detector a uma tela catódica cuja varredura está perfeitamente sincronizada com 

aquela do feixe incidente. O feixe é guiado por um sistema de bobinas de modo a varrer a superfície 

da amostra segundo uma malha retangular. Através da interação entre o feixe incidente com a 

superfície da amostra resulta no sinal de imagem. O sinal recolhido pelo detector utilizado para 

modular o brilho do monitor, permitindo a observação em um sinal de vídeo (DEDAVID; GOMES; 

MACHADO, 2007).   
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2.5 Proteínas   

Entre os diferentes compostos macromoleculares com potencial aplicação em diversos 

segmentos estão as proteínas. Proteínas atuam como componentes primordiais das células vivas e são 

constituídas de sequências de aminoácidos descritas em hierarquias complexas. Elas são estruturadas 

em quatro níveis com formação peptídica denominadas: estrutura primária, estrutura secundária, 

estrutura terciária e estrutura quaternária (Figura 6) (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008; 

RIBEIRO; SERAVALLI, 2008).  

 

Figura 6. Níveis estruturais das proteínas. 

Fonte: Nelson; Lehninger; Cox, 2006. 

Os diferentes níveis estruturais de uma proteína estão relacionados com o arranjo espacial 

resultante das posições que os diferentes grupos presentes na molécula assumem, chamada 

conformação. A estrutura primária é formada por uma sequência de aminoácidos unidos por ligações 

peptídicas. Cada proteína contém uma sequência própria de resíduos de aminoácidos. Portanto, as 

diferenças na estrutura primária determinam como será o enovelamento em uma única estrutura 

tridimensional, determinando assim, a função da proteína. A estrutura secundária é entendida por 

arranjos estáveis de resíduos de aminoácidos que ao se enrolar ou dobrar sobre si mesma pode adquiri 

conformações, padrões estruturais e estes podem ser espiralados, como uma α-hélice. A estrutura 

terciária refere-se a aspectos de curvatura e enovelamento tridimensional particular de uma cadeia 

polipeptídica para uma forma compacta e com maior estabilidade.  A estrutura adquirida dá origem a 

proteínas com formatos ligeiramente esféricos estabilizadas por forças intermoleculares como: 

ligações de enxofre e de hidrogênio, interações dipolo-dipolo, interações de Van der Waals e 

interações eletrostáticas. A estrutura quaternária, por sua vez, é compreendias através do arranjo 

espacial quando uma proteína possui duas ou mais subunidades polipeptídicas, que são estabilizadas 

pelas mesmas forças que consolidam a estrutura terciária, com exceção das ligações de enxofre 

(NELSON; LEHNINGER; COX, 2008).  
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A alteração da estrutura tridimensional, suficiente para causar perda da sua função, é 

denominada desnaturação e pode ser reversível ou não, sendo causada por agentes químicos ou 

físicos. Não é necessário que haja completo desenovelamento da estrutura para que ocorra a 

desnaturação, em muitas condições ocorre em um conjunto de estados parcialmente enovelados. 

Grande parte das proteínas podem ser desnaturadas pelo calor afetando as interações fracas e ligações 

de hidrogênio de maneira mais complexa. O calor é o agente físico mais comum, responsável pela 

alteração conformacional de proteínas. As proteínas podem ainda ser desnaturadas por outros eventos 

extremos como: ação de certos solventes orgânicos (acetona ou álcool), certos solutos (ureia, cloreto 

de guanidina ou detergentes) e condições de pH. Extremos de pH alteram a carga líquida nas proteínas 

causando repulsões eletrostáticas e ruptura de algumas ligações de hidrogênio (NELSON; 

LEHNINGER; COX, 2008; SILVA; TASSI; PASCOAL, 2016).  

O comportamento de uma proteína em soluções de pH ácido ou básico é determinado em 

grande parte pelo número e pela natureza dos grupos ionizáveis nos radicais dos resíduos de 

aminoácidos. As proteínas possuem pontos isoelétricos característicos nos quais elas se comportam 

como íons dipolares, possuindo igual número de cargas positivas e negativas. O pH isoelétrico 

depende dos valores de pK dos grupos ionizáveis dos radicais. O pH isoelétrico será maior que 7 se 

a proteína contiver maior número de aminoácidos básicos que ácidos e será menor que 7 se o número 

de aminoácidos ácidos for maior que o de básicos. Em valores de pH menores que o ponto isoelétrico, 

a proteína apresenta carga líquida positiva e vice-versa (RIBEIRO; SERAVALLI, 2008; NELSON; 

LEHNINGER; COX, 2008; SILVA; TASSI; PASCOAL, 2016). 

As proteínas podem apresentar diversas funções biológicas como estrutural reguladoras, 

transportadoras, defesas, armazenamento e como catalizadoras (enzimas). As enzimas são proteínas, 

com exceção de um pequeno grupo de RNA catalítico, que possuem capacidade catalítica que 

dependem da integridade da sua conformação (RIBEIRO; SERAVALLI, 2008; NELSON; 

LEHNINGER; COX, 2008). 

 

2.5.1. Lisozima 

A lisozima é uma enzima abundante na clara do ovo de galinhas, cerca de 3,4% é encontrada 

em sua composição. (MINE; KOVACS-NOLAN, 2004).Tal proteína é também encontrada em outros 

organismos vivos, como, insetos, nematoides, répteis, mamíferos, bem como vírus e plantas, além de 

compor variados tecidos e secreções, como lágrimas, saliva, leite, músculos e órgãos (ALTINTAS et 

al., 2007; BASAR et al., 2007; THAMMASIRIRAK et al., 2006). O interesse por essa proteína 

iniciou-se devido à sua ação enzimática sobre bactérias gram-positivas e vírus, conferindo atividade 

antimicrobiana em vários alimentos. A ação enzimática da lisozima resulta na clivagem de 
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polissacarídeos, ligação glicosídica β-1, 4 entre N-acetilglicosamina e ácido murâmico na parede 

celular das bactérias (SGARBIERI, 1996; CONTE; BRESCIA; DEL NOBILE, 2011).  

É utilizada como agente antimicrobiano em produtos alimentares pasteurizados e 

esterilizados, o que incluí sua ação contra patógenos importantes, como clostrídios termofílicos, 

algumas cepas de Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes (MAKKI; DURANCE, 1996). 

Sua utilização ainda reside na preservação de queijos a fim de aumentar a vida de prateleira (CONTE; 

BRESCIA; DEL NOBILE, 2011; ÁVILA et al., 2014), preservação de produtos cárneos (GILL; 

HOLLEY, 2000), na indústria de vinhos (LINBURDI et al., 2014; CARRILLO et al., 2014), cervejas 

(SILVETTI et al., 2010) e na incorporação em embalagens antimicrobianas, filmes comestíveis e 

biodegradáveis (BARBIROLI; FARRIS; ROLLINI, 2016; OZER et al., 2016), tais estratégias tem 

como foco a utilização de compostos antimicrobianos naturais (GYAWALI; IBRAHIN, 2014). 

A cadeia polipeptídica desta proteína é composta por três componentes estruturais, sendo o 

primeiro componente formado por três extensões de α-hélice, o segundo é uma pregueada antiparalela 

e o terceiro uma sequência com uma dobra irregular e possui massa molar igual a 14300 Da (Figura 

7). (BLAKE et al., 1967; PHILLIPS, 1967; BARBIROLI; FARRIS; ROLLINI, 2016). É composta 

de 129 aminoácidos, entre os quais apresentam resíduos de tirosina, triptofano, metionina e cisteína 

(TORREGGIANI et al., 2005).  

 
Figura 7. Estrutura da lisozima. 

Fonte: Barbiroli; Farris; Rollini (2016). 

 

Além do interesse na utilização da lisozima nas diversas aplicações já citadas, seu uso como 

proteína-modelo para a avaliação de novos procedimentos de purificação e estudos termodinâmicos 

é frequente, uma vez que sua estrutura já é bem elucidada (MÓL et al., 2017; VERÍSSIMO et al., 

2017; OLIVEIRA et al., 2019). A lisozima é comumente utilizada em estudos de adsorção por troca 

catiônica, por apresentar caráter básico devido ao ponto isoelétrico igual a 11, assim podendo usufruir 

de ampla faixa de pH tampão para a adsorção por esse princípio. Tal utilização é descrita por vários 

autores (CHEN et al., 2008; LUDING et al., 2011; GUAN et al., 2019; ZHAO et al., 2019). 
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2.6  Isotermas de Adsorção 

O equilíbrio de adsorção é um conceito dinâmico adotado quando a taxa em que moléculas se 

adsorvem na superfície sólida é igual à taxa de dessorção das mesmas. Ele é geralmente um requisito 

essencial para obtenção de informações relevantes sobre análise de um processo de separação por 

adsorção. A condição de equilíbrio é representada graficamente na forma de isotermas de sorção, 

relacionando as concentrações de um soluto nas fases fluida e sólida, a uma temperatura constante 

(FONTAN; BONOMO; COIMBRA, 2016; NASCIMENTO et al., 2014). 

Segundo Nascimento et al. (2014), a obtenção de uma isoterma de adsorção em batelada é um 

processo em que uma massa de adsorvente é adicionada em um determinado volume (V) de soluções 

com concentrações iniciais (Co) diferentes e conhecidas. Quando o equilíbrio de adsorção é atingido, 

temos a concentração final de soluto na solução em equilíbrio (Ce = g ou mol∙L-1) e a capacidade 

adsortiva do adsorvente (q) onde a sua unidade é dada por massa ou mols de adsorvato, por unidade 

de massa de adsorvente. Para determinação de isotermas de adsorção por sistemas em batelada e a 

capacidade de adsorção (q) pode ser expressa na Equação 1: 

𝑞 =
(𝐶𝑜−𝐶𝑒) 𝑉

𝑚
           (1) 

Após as determinações de q e Ce, pode-se plotar um gráfico dos valores de q versus Ce obtendo 

assim uma curva de isoterma de adsorção. Segundo a IUPAC existem seis tipos de isotermas para 

processos de adsorção (Figura 8) (FONTAN; BONOMO; COIMBRA, 2016). 

 

Figura 8. Classificação das isotermas de adsorção segundo a IUPAC 

Fonte: Fontan; Bonomo e Coimbra, 2016. 
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A isoterma tipo I é correspondente à adsorção em monocamada e para adsorção física ela 

indica a presença de microporos. A curva tipo II representa indicativo do processo de adsorção em 

multicamadas e sugere a presença de superfícies não porosas ou macroporosa no sólido. A isoterma 

tipo III origina-se de superfícies não porosas ou macroporosa que interagem muito fracamente com 

as moléculas de adsorvente. A isoterma tipo IV fornece informações úteis sobre a estrutura dos 

mesoporos por meio da histerese, que é a não-sobreposição de pelo menos parte das curvas de 

adsorção e dessorção. A isoterma tipo V é parecida com a curva tipo IV, mas esta contém interações 

muito fracas entre o adsorvato e adsorvente. As isotermas do tipo VI ocorrem com substratos não 

porosos, de superfície quase uniforme, formando multicamadas (FONTAN; BONOMO; COIMBRA, 

2016). 

Há vários modelos de isotermas de adsorção que podem ser utilizados para descrever o 

equilíbrio de um soluto entre a fase fluida e o adsorvente. As mais utilizadas são: isotermas linear, 

isotermas de Freundlich e as isotermas de Langmuir (Figura 9). 

 

Figura 9. Modelos de isotermas de adsorção: Linear, Freundlich e Langmuir. 

Fonte: Modificado de Moreno-Castilha, 2004. 

O modelo de Langmuir é um dos mais amplamente utilizados para representação de processos 

de adsorção (BONOMO et al., 2006; FONTAN et al.., 2013; ENAYATPOUR et al., 2017; 

SOLEYMANI; AKBARI; MAHDAVINIA, 2019; ZHENG et al., 2020). Esse modelo considera a 

adsorção em monocamada, de modo homogêneo, com sítios que comportam somente uma molécula 

adsorvida. Este também assume a reversibilidade do processo, número definido de sítios definidos 

que possuem energia de interação equivalente e as moléculas adsorvidas não interagem umas com as 

outras (NASCIMENTO et al., 2014; FONTAN; BONOMO; COIMBRA, 2016). A equação de 

Langmuir é apresentada na equação: 

𝑞 =
𝑞𝑚á𝑥 ∙ 𝐶

𝐾𝑑 + 𝐶
           (2) 

Onde: 𝑞 é a quantidade de soluto adsorvido (mol∙L-1) no equilíbrio, 𝑞𝑚á𝑥  é a capacidade 

máxima de saturação do adsorvente (mol∙L-1), 𝐾𝑑 é relacionada à constante de dissociação (L∙mol-1) 

e C é a concentração de soluto em solução, também no equilíbrio (mol∙L-1). O processo de troca iônica 

envolve efetivamente a competição entre diferentes espécies iônicas pelos sítios ativos na superfície 
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dos adsorventes carregados positivamente ou negativamente. Este fato é importante e deverá ser 

considerado, portanto, alterando o modo de utilização dos modelos tradicionalmente empregados na 

adsorção. 

 

2.7 Propriedades Termodinâmicas  

Avaliar as propriedades termodinâmicas dos processos de adsorção é de grande importância 

para compreendê-los melhor. A variação de energia livre de Gibbs indica a espontaneidade do 

processo, a variação da entalpia explica se o processo é exotérmico ou endotérmico e a variação da 

entropia está associada ao número de configurações possíveis de íons, átomos e moléculas em um 

sistema. Valores de variação de entalpia padrão (∆H0), variação de entropia padrão (∆S0) e variação 

de energia livre de Gibbs padrão (∆G0) podem ser determinados de diversas maneiras (SOUZA et al., 

2014). 

Uma maneira usual de se estimar o valor de ∆G0 é a partir da relação de equilíbrio obtida da 

isoterma de adsorção (equação 3) (GERSTNER et al., 1994). 

𝛥𝐺𝑇𝐼
0 = −𝑅𝑇 ln 𝐾𝑇𝐼                                                (3)  

Onde: 𝛥𝐺𝑇𝐼
0  é a variação da energia livre de Gibbs padrão (J.mol-¹) para o processo de troca 

iônica, R é a constante universal dos gases (8,3145 J∙mol-1∙K-1), T é a temperatura absoluta (K) e KTI 

a constante de equilíbrio (adimensional) obtida do modelo de Langmuir.  

O uso das técnicas de calorimetria são as mais adequadas para a determinação da variação de 

entalpia padrão, pois fornecem resultados experimentais com alta precisão e repetibilidade 

(DIETERLE et al., 2008). No entanto, correlações matemáticas podem prover informações também 

precisas quando não a disponibilização do uso da calorimetria. Entre elas, a análise de Van’t Hoff, 

que pode ser expressa na forma linear (equação 4) e não-linear (equação 5) (LIN et al., 2002; 

BONOMO et al. 2006; BAYRAMOĞLU et al., 2007): 

𝑙𝑛 𝑘 = −
𝛥𝐻0

𝑅

1

𝑇
+

𝛥𝑆0

𝑅
+ 𝜑                                                                              (4) 

Onde: K é a constante de equilíbrio (adimensional) do processo de adsorção, 𝛥𝐻𝑇𝐼
0  e 𝛥𝑆𝑇𝐼

0  são, 

respectivamente, a variação de entalpia padrão (J∙mol-1) e a variação de entropia padrão (J∙mol-1∙K-

1) para o processo termodinâmico; φ é uma constante do sistema que depende da razão de fase na 

coluna e T é a temperatura.  

Deste modo, os valores de 𝛥𝐻𝑇𝐼
0  podem ser calculados a partir do coeficiente angular e linear 

da reta lnKc versus 1/T, enquanto que os valores para o processo de adsorção podem ser obtidos 

através de valores de KTI. A partir da análise linear de Van’t Hoff pode-se estimar um único valor 

médio para a 𝛥𝐻𝑇𝐼
0 e outro para 𝛥𝑆𝑇𝐼

0 , na faixa de temperatura avaliada, para cada valor de força iônica 

estudada ou para adsorção (FONTAN, 2013).  
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Admitindo dependência de 𝛥𝐻𝑇𝐼
0  e 𝛥𝑆𝑇𝐼

0  quanto à temperatura, a curva gerada de ln k versus 

1/T fornece relação não linear dada pela expressão polinomial de segundo grau (equação 5) (SOUZA 

et al, 2014; BONOMO et al, 2006) :  

𝑙𝑛 𝑘 = 𝑎 +
𝑏

𝑇
+

𝑐

𝑇2 + 𝜑           (5) 

Onde a e b são parâmetros empíricos da equação (5) e os outros componentes representa o 

mesmo dos anteriores.  

Derivando a equação (4) em relação à 1/T tem-se a equação (6): 

∂ ln 𝑘 

∂  
1

T

=  −
ΔH°𝑇𝐼

R
              (6)   

derivando também a equação 5, em relação a 1/T, obtém-se: 

 
𝜕 𝑙𝑛 𝑘 

𝜕 
1

𝑇

= 𝑏 + 2  
𝑐

𝑅𝑇
            (7) 

dessa forma, igualando as expressões (6) e (7) para conclui-se a equação 8:  

 ΔH°𝑇𝐼 = −R (b + 2 
𝑐

𝑇
)          (8) 

portanto, pode-se determinar a entalpia de adsorção em função da temperatura por meio da 

equação 8. A entropia de adsorção pode ser então adquirida pela relação de Gibbs-Helmholtz 

(equação 9):  

ΔG°𝑇𝐼 = ΔH°𝑇𝐼 − TΔS°𝑇𝐼           (9) 
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3. OBJETIVOS          

3.1. Objetivo Geral 

Produzir um adsorvente monolítico macroporoso voltado ao processo de purificação de 

biomoléculas por troca catiônica e o estudo termodinâmico do processo de adsorção de lisozima no 

mesmo. 

. 

3.2.  Objetivos Específicos 

São objetivos específicos neste trabalho: 

• Produzir um adsorvente polimérico macroporoso monolítico, obtido pelo processo de 

criogeleificação e modificado quimicamente para ser utilizado em processos que envolvam 

trocadores catiônicos, sendo o ácido acrílico o grupo ativo do mesmo; 

• Caracterizar os materiais produzidos; 

• Determinar as isotermas de adsorção do adsorvente produzido utilizando a lisozima como 

sistema modelo, avaliando o efeito da temperatura; 

• Realizar o estudo termodinâmico do processo de adsorção da Lisozima.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Reagentes 

Todos os reagentes necessários para o desenvolvimento desse trabalho possuíram, no mínimo, 

grau analítico PA-ACS. Foram utilizados acrilamida (AAm), bis-acrilamida (BAAm), persulfato de 

amônio (APS), N,N,N’,N’ – tetrametiletilenodiamino (TEMED) e ácido acrílico (AAc). A proteína-

modelo utilizada para adsorção foi a lisozima da clara de ovo (Sigma). Os demais reagentes e 

equipamentos serão descritos ao longo do detalhamento das metodologias. 

. 

4.2 Síntese dos criogéis  

Para a síntese dos criogéis foi utilizada metodologia adaptada de KUMAR et al. (2006) e YAO 

et al. (2006). Uma solução (100 mL) contendo 7% de monômeros foi preparada contendo AAm (5,6 

g), BAAm (1,4 g), APS (140 μ) e TEMED (91 μ). A solução foi vertida em seringas plásticas de 

5 mL, seladas e colocadas em banho ultratermostático (Quimis) por 24 h à -12 °C. Posteriormente os 

criogéis foram colocados em uma geladeira para descongelar durante 4 horas, logo após secos em 

estufa a 60 °C ainda nas seringas por 24 horas e posteriormente armazenado até o uso.  

4.3 Solução de Diperiodatocuprato de Potássio 

Uma solução de Diperiodatocuprato de Potássio - K5[Cu(HIO6)2] com concentração de 0,0562 M 

foi preparada de acordo com Savina et. al., (2005). Em 200 mL de água destilada foram adicionados 

CuSO4.5H2O (3,54 g), KIO4 (6,82 g), K2S2O8 (2,20 g) e KOH (9,00 g) e levou o sistema  à fervura 

por 40 min. Posteriormente, em temperatura ambiente (± 25 °C), a mistura foi filtrada e o filtrado 

diluído para 250 mL com água destilada em um balão volumétrico. 

4.4 Ativação e Enxertia  

Os criogéis produzidos foram ativados com Diperiodato Cuprato de Potássio - K5[Cu(HIO6)2], 

conforme metodologia adaptada de SAVINA et al. (2005). Para a ativação dos criogéis, foi utilizada 

uma solução ativadora de uma mistura das soluções de NaOH 1,0 mol∙L-1 e K5[Cu(HIO6)2] 0,0562 

mol∙L-1 na proporção de 1:3. Em seringas de 20 mL os criogéis e a mistura pré-aquecida foram 

submetidas a agitação orbital constante numa estufa incubadora (B.O.D., modelo SP-500, 

SPLABOR) a 45 °C por 90 min. Após esse processo, seguiu-se para a enxertia do radical trocador 

Ácido Acrílico (AAc) C3H4O2 (2 mol∙L-1). Usando a metodologia adaptada de YAO et al. (2007), a 
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solução de AAc foi previamente aquecida à 45°C em banho maria e colocada em contato com o 

criogel, sendo assim, novamente mantido em estufa BOD, em agitação orbital à 45 °C, por 120 

minutos. Em seguida, o criogel foi lavado com solução de HCl (0,1 mol∙L-1), posteriormente lavados 

com água destilada por 30 minutos e por fim secos a 60 °C durante 24 h e armazenados em fracos até 

o uso.  

4.5 Caracterização dos Criogéis 

Para a caracterização dos criogéis produzidos foram realizada as análises de capacidade de 

inchamento (S), grau de expansão (ED), porosidade, capacidade iônica total (ꓥ),  ponto de carga zero 

(pHz), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), análise 

termogravimétrica (TG), microscopia eletrônica de varredura (MEV) e difração de raio X (DRX).   

 

4.5.1 Capacidade de inchamento e grau de expansão 

A capacidade de inchamento (S) foi realizada em 16 criogéis ativados e 16 não ativados 

(controle). Os criogéis secos foram pesados e imersos em 50 mL de água destilada em temperatura 

ambiente, por 24 h. Após a imersão, as massas foram verificadas novamente. Calculou-se o valor de 

S utilizando a equação 10 (SAVINA et al., 2005). 

𝑆 =
(𝑚𝑠−𝑚𝑑)

𝑚𝑑
              (10) 

Onde: ms é a massa (g) do criogel hidratado e md é a massa (g) do criogel desidratado.  

Avaliou-se também o grau de expansão (ED) do criogel, utilizada para conversão entre a 

massa desidratada do criogel (em armazenamento) e seu volume hidratado (em uso). Dezesseis 

criogéis desidratados, com e sem enxertia foram pesados em balança analítica e saturados em água 

destilada durante 24 h. Os criogéis hidratados foram transferidos para uma proveta graduada contendo 

um volume inicial de água, V1, e volume final, V2, foi determinado. O volume do criogel hidratado 

foi calculado pela diferença entre V2 e V1. O valor de ED foi calculado utilizando a equação: 

𝐸𝐷 =
(𝜈2−𝑣1)

𝑚𝑑
                                  (11) 

Onde: V1 é o volume inicial de água na proveta (mL), V2 é o volume final lido na proveta 

após a colocação do criogel (mL) e md é a massa do criogel desidratado (g). Os valores médios de S 

e ED obtidos para os criogéis foram comparados entre si aplicando-se o teste t de Student a 5% de 

probabilidade para ambos, utilizando o software SAS (System for Windows 9.0) (MONTGOMERY, 

2001). 
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4.5.2 Porosidade dos criogéis 

O método utilizado para análise da porosidade de criogéis poliméricos se baseia na medida do 

conteúdo de água livre dos criogéis monolíticos. Dezesseis criogéis desidratados e pesados foram 

mantidos por quinze dias em um dessecador contendo uma solução saturada de sulfato de potássio, 

para que a umidade relativa do ar permanecesse em torno de 98% à temperatura ambiente ((25 ± 2) 

°C) (GREENSPAN, 1977). Ao fim do período proposto, as massas foram novamente aferidas. Essa 

medida determina a quantidade de água de ligação do criogel (PLIEVA et al., 2004a; PLIEVA et al., 

2004b). Posteriormente os criogéis foram imersos em água destilada durante 24 h e suas massas 

verificadas novamente. Os criogéis foram então delicadamente espremidos e secos com lenços de 

papel para retirada da água livre no interior dos macroporos, sendo suas massas novamente medidas. 

Calculou-se a fração de macroporos (𝜑M), com tamanho ≥ 1µm, fração de mesos e microporos (𝜑m), 

com tamanho < 1 µm, fração de água ligada (𝜑wb), fração do polímero seco (𝜑d) e porosidade total 

(𝜑T) dos criogéis utilizando as equações: 

𝜑𝑀 =
𝑚𝑠−𝑚𝑒

𝑚𝑠
                         (12) 

𝜑𝑚 =
𝑚𝑒−𝑚𝑤𝑏

𝑚𝑠
           (13) 

𝜑𝑤𝑏 =
𝑚𝑤𝑏−𝑚𝑑

𝑚𝑠
            (14) 

𝜑𝑑 =
𝑚𝑑

𝑚𝑠
                  (15) 

𝜑𝑇 =
𝑚𝑠−𝑚𝑤𝑏

𝑚𝑠
= 𝜑𝑀 + 𝜑𝑚         (16) 

Onde: ms é a massa do criogel hidratado (g), md é a massa do criogel desidratado (g), me é a 

massa do criogel espremido (g) e mwb é a massa do criogel com água de ligação (g). 

 

4.5.3 Capacidade de troca iônica (CTI) 

A capacidade iônica total expressa a capacidade máxima de troca de cátions monovalentes 

dos criogéis sintetizados. Para a sua determinação, foi utilizado um método titulométrico segundo 

Fontan et al. (2018). Seis criogéis sintetizados nas seringas foram secos e cortados com uma lâmina 

de aço inox em pedaços cúbicos com cerca de 1,5 mm de aresta. Em seis tubos de centrífuga de 50 

mL foram pesados cerca de 50 mg de criogel e adicionados 45 mL de uma solução de HCl 1,0 mol∙L-

1. Colocados por 12 h à temperatura ambiente (± 25 °C) sob agitação à 25 rpm. Em seguida, a solução 

foi retirada e os criogéis nos tubos foram submetidos a uma tripla lavagem com 45 mL de água 

destilada seguido de agitação orbital dos tubos durante 3 horas. Antes de cada lavagem, os criogéis 

foram rinsados com cerca de 90 mL de água destilada. Esse procedimento foi realizado para retirar o 

excesso de íons H+ em solução do contato com os criogéis. Os tubos com o conteúdo de criogéis 
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previamente colocados foram então levados à secagem a (60  2) °C por 24 h, resfriados e adicionados 

de 45 mL de uma solução de NaCl 2,0 molL-1
 e colocados em agitação orbital a 25 rpm por 12 h. 

Uma alíquota de 40 mL de solução foi retirada de cada tubo e titulada com uma solução de NaOH 

0,01 molL-1
 padronizada. A solução de NaCl original também foi titulada, sendo o branco para 

análise. O número de íons H+
 quantificados foi igual ao número de íons Na+

 que foram trocados com 

o criogel.  

A capacidade iônica total pela de massa de criogel desidratado (m), expressa em molkg-1, 

foi determinada utilizando a equação 17. A capacidade iônica total por volume de criogel hidratado 

() foi determinada de acordo com a equação 20. 

ꓥ𝑚 =
𝑉𝑇

𝑚
 [(

𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻∙𝑓∙𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻

V
)

𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 − (

𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻 ∙𝑓∙𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻

V
)

𝑁𝑎𝐶𝑙
]                                              (17) 

Onde: VT é o volume total de solução de NaCl colocada nos tubos (L), m é a massa de criogel 

desidratado nos tubos (kg), MNaOH é a concentração da solução de NaOH utilizada para a titulação 

(molL-1), f é o fator de correção da solução de NaOH. VNaOH é o volume da solução de NaOH gasta 

na titulação (L) e V é o volume de solução titulada com NaOH (L). Os parênteses com a notação 

‘amostra’ indicam a solução salina após o contato com o criogel e os parênteses com a notação 

‘NaCl’ indicam a solução salina antes do contato com o criogel. 

ꓥ =
ꓥ𝑚

𝐸𝐷
                       (18) 

Onde: m é a capacidade iônica total por massa de criogel desidratado (molkg-1) e ED é o 

grau de expansão do criogel (Lkg-1). 

 

4.5.4 Análise de ponto de carga zero (PCZ) 

 

Para a análise do ponto de carga zero (pHpcz) utilizou-se da metodologia adaptada denominada 

“Experimento dos 11 Pontos” (REGALBUTO; ROBLES, 2004). Colocou-se 50 mg de criogel 

cortado em cubos com aresta de cerca de 1,5 mm em contato com 50 mL de solução de cloreto de 

sódio (0,1 mol∙L-1) em diferentes valores de pH (1-11) sobre agitação constante durante 24 h. O pH 

inicial de cada solução foi ajustado com solução de ácido clorídrico (0,5 mol∙L-1) ou hidróxido de 

sódio (0,5 mol∙L-1). Após as 24h, o pH final foi verificado e então plotado o gráfico do pH inicial 

versus pH final utilizando-se do software SigmaPlot v.11 (Systat Software, Inc., Chicago, EUA). 

O pHPCZ é encontrado a partir da média dos valores de pH onde o pH final se mantém igual.  



 

22 

 

4.5.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

Os grupos funcionais dos criogéis produzidos foram avaliados por espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier. As amostras foram cortadas com uma lâmina de aço 

inox em pedaços cilíndricos com cerca de 1,5 mm de aresta e lidas diretamente através da técnica de 

reflectância total atenuada (ATR) na região infravermelha de 4000-600 cm-1, utilizando-se o modo 

transmitância, em um espectrofotômetro modelo FTIR Cary 630, da Agilent Technologies (Santa 

Clara – USA). Os dados foram obtidos utilizando-se o software Microlab e o Resolution Pro (Agilent, 

Santa Clara – USA). 

4.5.6 Análise termogravimétrica. 

Cerca de 8 mg do criogel desidratado foi acondicionada no equipamento. A perda de massa do 

criogel foi medida e registrada continuamente em função do tempo e temperatura através do 

calorímetro modelo STA PT1000 TG-DSC/DTA marca Linses Thermal Analysis. A temperatura 

utilizada foi de 0 – 650°C e tempo de 60 minutos. Os dados obtidos foram processados e plotados 

pelo software SigmaPlot v.11 (Systat Software, Inc., Chicago, EUA).  

4.5.7 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi realizada para melhor conhecimento da 

estrutura dos criogéis produzidos. Para isso, uma amostra de cada criogel produzido, controle e 

ativado, foi desidratada e quebrada próximo à região central, fixado em suporte apropriado (stub) e 

diretamente metalizado em uma fina camada de ouro. Após a metalização, as amostras foram 

analisadas em um microscópio eletrônico de varredura (Zeiss, Modelo DSM940) para realizar a 

análise. 

4.5.8 Difração de raios-X 

Para obtenção dos difratogramas, os criogéis controle e ativado, foram cortados em 1,5 mm de 

aresta com o auxílio de uma lâmina de aço inoxidável e condicionados em um difratômetro D2 Phaser 

(Bruker, Alemanha). Os raios-X (ʎ = 1,54184 Å) foram gerados por uma fonte Cu Kα e a difração 

foi medida na faixa 2θ de 5−90°. 

 

4.6 Determinação das Isotermas de Adsorção 

Para a obtenção dos dados experimentais foi utilizado o método estático de batelada. Os 

criogéis utilizados foram cortados com uma lâmina de aço inoxidável em pedaços de 1,5 mm e 

misturados para uniformização do material adsorvente. 
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As isotermas de adsorção foram determinadas em experimentos desenvolvidos no 

delineamento inteiramente casualizados, com cinco temperaturas de trabalho (10 °C, 20 °C, 30 °C, 

40 °C e 50 °C) totalizando 5 curvas experimentais. 

Para a obtenção de cada isoterma foram utilizados entre 13 e 18 pontos experimentais, com 

concentração inicial de lisozima variando de 0,1 g.L-1 (7,0 x10-6 mol∙L-1) a 20,0 g.L-1 (1,4 x10-3mol∙L-

1), com três repetições cada. 

Como fase móvel foi utilizada uma solução-tampão de fosfato de sódio (0,02 mol∙L-1) e pH 

igual a 7,2 obtida da mistura em proporções adequadas de fosfato de sódio monobásico (0,02 mol∙L-

1) e bibásico (0,02 mol∙L-1).  

Em cada ponto experimental, aproximadamente 0,03 g do adsorvente desidratado foi pesado 

em tubos com tampa com volume de 15 mL, utilizando-se uma balança analítica (precisão de 

0,0001 g, Modelo ME204, METTLER TOLEDO). Adicionou-se a cada tubo 4 mL de solução-tampão 

com a concentração inicial de proteína desejada e posteriormente deixou-se os mesmos em agitação 

orbital a 25 rpm durante 12 h (overnight), à temperatura proposta constante, mantida utilizando-se 

uma estufa BOD. 

 

Determinação dos Parâmetros dos Modelos de isotermas Ajustados 

Os parâmetros qmax e kd do modelo de Langmuir foram estimados por análise de regressão, 

utilizando-se o software SigmaPlot v.11 (Systat Software, Inc., Chicago, EUA). Tais parâmetros 

foram obtidos a partir do ajuste do modelo aos valores experimentais das isotermas de adsorção, e a 

adequação do modelo foi avaliada com base na significância dos parâmetros e coeficiente de 

determinação. 

4.7 Determinação das Propriedades Termodinâmicas 

A partir dos parâmetros ajustados do modelo de Langmuir para cada temperatura estudada, 

foi estimada a variação de energia livre de Gibbs padrão (𝛥𝐺𝑇𝐼
0 ) utilizando-se a equação 3. A partir 

do modelo não-linear de van’t Hoff estimou-se os valores para 𝛥𝐻𝑇𝐼
0  e para 𝛥𝑆𝑇𝐼

0 nas temperaturas 

avaliadas, utilizando-se as equações 8 e 9. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Síntese dos criogéis  

Os criogéis de poliacrilamida produzidos apresentaram característica uniforme, porosa, com 

no máximo 5 cm de altura e 1 cm de diâmetro.  Enquanto secos, os criogéis apresentaram estrutura 

rígida, porém, quando hidratados, a estrutura se apresentava elástica e, de cor branca. Tais 

características foram descritas por outros autores (CARVALHO et al., 2014; GONÇALVES et al., 

2016; NASCIMENTO et al., 2019). Após a ativação e enxertia os criogéis apresentaram coloração 

esverdeada, sendo possivelmente explicada pela ação do diperiodato cuprato de potássio nas 

condições usadas, observada na Figura 10.  

Devido à elasticidade apresentada, tais monólitos podem ser suavemente comprimidos 

mantendo a integridade de sua estrutura. As matrizes também apresentaram estabilidade aos 

processos de hidratação e secagem, características essenciais para que os criogéis de poliacrilamida 

possam ser armazenados para utilização posterior em processos de purificação.  

 

Figura 10. (A) Criogel desidratado sem ativação; (B) Criogel Hidratado sem ativação; (C) Criogel 

desidratado ativado; (D) Criogel hidratado ativado. 
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5.2 Caracterização dos Criogéis  

Os resultados da caracterização das matrizes são apresentados na Tabela 1:  

 

Tabela 1. Parâmetros físicos obtidos pela caracterização da síntese dos criogéis. 

  Controle Ativado P-value 

CI (kg∙kg-1) 13,59a± 1,30 11,99b ± 0,78 <0,001 

ED (L∙kg-1) 17,26a ± 0,84 15,07b ± 0,76 <0,001 

Fração do Polímero seco (%) 0,069b ± 0,006 0,077a ± 0,005 <0,001 

Fração de Água Ligada (%)  0,023 ± 0,003 ns 0,023 ± 0,003 0,8171 

Fração de Mesos e Microporos (%)  0,256 ± 0,036 ns 0,271 ± 0,077 0,5028 

Fração de Macroporos (%)  0,652 ± 0,076 ns 0,628 ± 0,040 0,3027 

Porosidade Total (%) 0,908a ± 0,007 0,899b± 0,008 0,0065 

m / (10-3
 molNa

+kg-1
criogel seco) n.a. 371,44 ± 0,01 - 

 / (10-3
 molNa

+kg-1
criogel hidrat.) n.a. 21,51 ± 0,01 - 

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha são significativamente diferentes entre si pelo 

teste t (p<0,05). 

n.a. determinação de parâmetro não-aplicável. 

n.s. não significativa a 5%.  

 

Os valores da capacidade de inchamento e grau de expansão diminuíram após o processo de 

enxertia. É provável que tal redução nos valores de ED e S ocorreram devido ao fortalecimento das 

interações cruzadas e redução do espaço do poro a partir da funcionalização do criogel, tornando-os 

menos flexíveis (CARVALHO 2010; NASCIMENTO et al., 2019).  

Tais reduções também podem ser explicadas devida a estrutura se tornar menos hidrofílica 

após a enxertia do ácido acrílico. No entanto, os valores da fração de água de ligação não se alteraram, 

a fração de microporos aumentou e a de macroporos diminuiu, o que sugere que realmente a redução 

de CI e ED é devida à redução de espaço dentro da estrutura do criogel.  

A fração de água ligada e a fração de polímero seco formam a estrutura do criogel. O aumento 

da fração de polímero seco verificada indica que os radicais iônicos foram imobilizados através da 

funcionalização. Valores próximos foram encontrados por Gonçalves et. al., (2016) e Nascimento et. 

al., (2019) em estudo com criogéis de poliacrilamida e criogéis funcionalizados com ácido acrílico. 

Na Tabela 1 pode-se observar que, para a análise de porosidade, os criogéis ativados 

apresentaram cerca de 62% de macroporos, sendo característica desejada para purificação de 

macromoléculas. Houve diferença significativa da porosidade total entre os dois tratamentos 
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indicando que provavelmente os espaços contidos nos poros inicialmente no controle foram reduzidos 

pela enxertia dos grupos de AAc (NASCIMENTO et al., 2019; FONTAN 2013).   

Os resultados encontrados na caracterização dos criogéis, tanto ativados quanto controle, são 

condizentes com resultados obtidos por outros autores (NASCIMENTO et al., 2019; GONÇALVES 

et al. 2016; SAHINER et al., 2015). 

5.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A Figura 11 apresenta as micrografias eletrônica de varredura dos criogéis controle e ativado 

com diferentes zoons. 

 

Figura 11. Micrografias de MEV dos criogéis controle e ativado. a) Controle com aumento de 200x; 

b) Controle 800x; c) Ativados 200x; d) Ativados 800x. 

Pode-se observar que, tanto para o criogel controle quanto o ativado, as superfícies dos 

criogéis apresentaram poros grandes e arredondados, de aspecto liso e uniforme. Para o criogel 

controle os poros apresentaram tamanhos que variavam de 57,7 a 219,3 μ com média 92,37 μ, no 

entanto, os criogéis ativados apresentaram poros com média de 82,4 μ com variação entre 53,0 e 

130,8 μ. Após a enxertia com o ácido acrílico houve uma redução em cerca de 11% dos tamanhos 

dos poros, podendo ser explicada pela introdução do ácido acrílico na estrutura do criogel, porém não 

ocorreu modificações visíveis na superfície do criogel após a enxertia. 
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5.4 Análise do ponto de Carga Zero  

A Figura 12 ilustra os resultados obtidos durante a análise do ponto de carga zero.  

 

Figura 12. Análise de Ponto de Carga Zero. 

 

O ponto de carga zero do criogel ativado foi obtido através da média aritmética dos pontos 

que se apresentaram constantes para o pH final. Para o adsorvente utilizado foi encontrado valor de 

pHpcz igual a 4,5 o que pode ser explicado devido à inclusão de grupos ácidos na superfície do criogel 

devido à enxertia do AAc, concordando com outros autores (AKKAYA e AKKAYA, 2012). A 

análise apresenta também grande intervalo para tamponamento variando os valores de pH entre 3 e 

10 com desvio padrão igual a 0,168. 

Uma grande faixa de tamponamento proporciona ampla faixa de pH tampão para trabalho com 

o adsorvente produzido, podendo ser utilizado para a adsorção de outras proteínas que se encontram 

o valor de pH ideal dentro da faixa.  O pH tampão da solução influencia o processo de adsorção, pois 

na superfície do adsorvente há a presença de grupos funcionais, de cargas positivas ou negativas e 

além disso influencia a ionização de diversos solutos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). 

Proteínas por exemplo, são influenciadas pela solução tampão do meio, esta característica é favorável 

para processos de purificação de biomoléculas, mostrando assim, potencial para uso no processo de 

adsorção por troca catiônica. 
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5.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). 

Os espectros obtidos para os criogéis com e sem enxertia do AAc são apresentados na Figura 

13: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Espectros de FTIR dos criogéis elaborados. (a) Todo espectro. (b) Parte do Espectro de 

FTIR de 500 – 2000 cm-1 

Os espectros obtidos evidenciaram algumas diferenças entre os criogéis controle e ativado. 

Para o criogel controle foi possível notar uma acentuada banda na região de 1654 cm-1, vibração 
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característica do agrupamento amida (C=O) provenientes dos monômeros (AAm e BAAm) utilizados 

para a síntese dos criogéis. Esta banda ainda é conservada e apresenta leve aumento no criogel ativado 

devido a estrutura do ácido acrílico apresentar também este grupo na sua composição. Esta banda é 

comum para criogéis de poliacrilamida ao utilizar os monômeros AAm e BAAm. A ocorrência dessas 

bandas já foi relatada por vários autores (GONÇALVES, et al. 2016; NASCIMENTO et al. 2019).  

No espectro do criogel controle é possível ainda identificar vibrações formadas também pelo 

grupo amida no número de onda de 3196,47 cm-1 e uma banda em 1114 cm-¹ que corresponde ao 

alongamento do grupo C-O (CHATURVEDI et al. 2016). 

Analisando os espectros do criogel ativado, ocorreu aumento da banda comparado com o 

controle na região de 2936,57 cm-1 que indica alongamento C-H alifáticos e a banda em 1400,37 cm-

1 que corresponde a uma flexão assimétrica do grupo C-H. Valores aproximados foram também 

encontrados pelos autores Sahiner; Demirci (2016) e Silva et al. (2017). Na região de 1176 cm-1, esta 

pode estar associada à ligação carbono-nitrogênio (C-N) oriundo da adição de ácido acrílico sobre a 

matriz de poliacrilamida. Gonçalves et al. (2016), Silva et al. (2017) e Nascimento et al. (2019) 

identificaram a ocorrência de bandas aproximadas de tais comprimentos de ondas nos espectros de 

FTIR em criogéis de poliacrilamida. 

5.6 Difração de Raio X 

Os resultados de difração de raios-X estão destacados na Figura 14.  

 

 

Figura 14. Difratogramas dos criogéis controle e ativado.

De acordo com os difratogramas obtidos verificou-se uma estrutura não cristalina para os 

criogéis controle e ativado, indicando que a estrutura formada não apresenta ordenamento á media e 
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longa distância. Os dois materiais exuberaram dois halos amorfos centrados em 2 θ em torno de 28° 

e 42° que são típicos de materiais sólidos. 

 

5.7 Análise Termogravimétrica  

A Figura 15 apresenta as curvas de análise térmica diferencial (DTA) e a curva de 

decomposição térmica através da perda de massa (TG). Considerando as curvas de TG e DTA obtidas 

para os materiais, notou-se perfis diferentes ao comparar o controle e o ativado.  

Para a análise térmica diferencial pode-se observar picos endotérmicos tanto na amostra 

controle quanto nos criogéis ativados antes de atingir a temperatura de 100 °C indicando a presença 

de água ligada à estrutura da matriz e outros componentes voláteis (XIA et al., 2005). O criogel 

controle demonstra conter maior quantidade de água ligada devido a curva (Figura 15a) o que pode 

ser explicada pela umidade adquirida por meio da absorção de água fisissorvida durante o 

armazenamento.  

Entre 400 °C e 500 °C o criogel ativado apresenta evento exotérmico mais forte que o controle, 

exibindo um pico elevado, sendo este atribuído a degradação da poliacrilamida e compostos 

adquiridos através da enxertia (KUMAR et al., 2006; PAIVA, 2019). Ainda neste intervalo de 

temperatura, o criogel ativado há um pico inferior, indicando redução de grupos do componente 

através do processo de ativação. Na análise do ativado o gráfico mostra grande diferença na liberação 

de energia exotérmica atingindo entre as temperaturas 400-500 °C para decomposição do ácido 

acrílico enxertado corroborando com Ren; Wang e Wang (2006). 

Ao analisar a perda de massa percebe-se diferença sutil entre o controle e ativado, sendo o 

controle apresentar queda brusca de massa no início entre 100 e 250 °C referente a compostos voláteis 

e água. Na temperatura de 400 °C tanto o controle quanto ativado apresentou pico de degradação de 

poliacrilamida, sendo que o pico do criogel controle aparece quando atinge 58 % do seu peso e o 

ativado em 49 %.  Resultados aproximados foram encontrados por Xia et al. (2005) por essa análise 

com hidrogeis de poliacrilamida.  
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Figura 15. Análise de TG e DTA dos criogéis elaborados. (a) criogéis sem enxertia (b) criogéis com 

o processo de enxertia. 
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5.8 Isotermas de adsorção 

As isotermas de adsorção obtidas e o ajuste do modelo de Langmuir são apresentados na 

Figura 16. Verifica-se o efeito da temperatura sobre a capacidade adsortiva da lisozima. 

A máxima adsorção de lisozima ocorreu na temperatura de 40 ºC, com quantidade de 1055,874 

mg∙g-1 de acordo com os parâmetros ajustado do modelo de Langmuir apresentados na Tabela 2. 

Entretanto, em temperatura superior ocorreu diminuição da capacidade adsortiva do criogel, 

resultando numa menor adsorção da lisozima, que pode ser explicado pelo provável rearranjo da 

proteína utilizada. 

 

Figura 16. Isotermas de adsorção de Lisozima no trocador catiônico produzido. 

As proteínas naturalmente sofrem variação na conformação e atividade em função da 

temperatura podendo interferir no potencial químico do adsorvato e em sua solubilidade 

(NASCIMENTO et al., 2014). Com o aumento da energia térmica a lisozima começa a desnaturar 

alterando ligações que mantém a sua conformação, ocasionando o seu desdobramento (MANN; 

MCCLUSKEY; ATKIN, 2009). Stokun et al., (1995) em seu trabalho de alterações induzidas das 

estruturas de proteínas estudadas por FTIR, notou que em cerca de 46 °C ocorria o desdobramento 

da lisozima perdendo formação tridimensional da estrutura terciária, porém a estrutura secundária 
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mantendo-se intacta. Tal desdobramento da proteína pode levar a uma nova conformação menos 

favorável à adsorção, ocasionando uma redução da capacidade adsortiva. 

 

 

Tabela 2. Parâmetros ajustados do modelo de Langmuir na adsorção de Lisozima. 

T (K) qmáx (mg∙g-1) kd (mg∙mL-1) R² 

283,15 448,724 0,270 0,9895 

293,15 616,586 0,300 0,9510 

303,15 890,272 0,257 0,9635 

313,15 1055,874 0,435 0,9562 

323,15 448,001 0,232 0,9812 

 

Os parâmetros do modelo permitem maior entendimento e visualização da capacidade de 

adsorção do criogel em estudo e a afinidade da proteína pelo adsorvente indicada pelo K𝑑  . O K𝑑   é 

entendida como uma constante de interação entre o adsorvato e adsorvente. 

A partir destes pode-se observar que, até 313,15 K a capacidade de adsorção máxima aumenta, 

porém, ao atingir temperaturas superiores a quantidade adsorvida diminui. Esse comportamento do 

qmáx reflete na afinidade. 

 

5.9 Propriedades termodinâmicas 

A partir dos parâmetros 𝑞𝑚á𝑥 e K𝑑  ajustados do modelo de Langmuir foi determinado as 

propriedades termodinâmicas a partir da análise não-linear de Van’t Hoff. O  valor de K𝑑  é conhecido 

em várias temperaturas, assim é possível determinar os valores de  ΔH°𝑇𝐼 pela equação 8. A partir 

dos valores de  K𝑑   e da equação 5 obtém-se os valores de ΔG°𝑇𝐼. Conhecendo os valores de  ΔH°𝑇𝐼 

e ΔG°𝑇𝐼 é possível determinar  ΔS°𝑇𝐼. Portando o conhecimento da medição K𝑑   em uma faixa de 

temperatura permite o cálculo de  ΔH°𝑇𝐼 , ΔG°𝑇𝐼 e  ΔS°𝑇𝐼da reação para aquela temperatura (LEVINE, 

2012). A figura 17 mostra o gráfico de ln k em função de 1/T e a Tabela 3 apresenta a variação das 

propriedades termodinâmicas determinadas. 
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Figura 17. Figura 16. Gráfico de Van’t Hoff para análise não linear. 

 

Tabela 3.  Propriedades termodinâmicas do processo de adsorção. 

T(K) ΔG0 (kJ∙mol-¹) ΔH0 (kJ∙mol-¹) ΔS0 (kJ.mol-1∙K-1) T.ΔS0 (kJ∙mol-¹) 

283,15 -17,46 -44,50 -0,095 -27,04 

293,15 -18,59 -24,65 -0,021 -6,06 

303,15 -20,54 -6,11 0,048 14,43 

313,15 -20,29 11,25 0,101 31,54 

323,15 -20,33 27,53 0,148 47,86 

 

A partir dos dados obtidos da análise termodinâmica verificou-se que o processo de adsorção 

da lisozima no trocador catiônico foi espontâneo, indicado pelo valor de  ΔG°𝑇𝐼  negativo em todas as 

temperaturas. Verificou-se ainda que a variação da entalpia e entropia aumenta com a elevação da 

temperatura sugerindo uma compensação entálpica-entrópica no processo de adsorção. Estes 

fenômenos podem ser melhor visualizados na Figura 18. 
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Figura 18. Propriedades termodinâmicas em função da temperatura no processo de adsorção 

da Lisozima. 

 
 

Observou-se que nas temperaturas de 283,15 K, 293,15 K e 303,15 K o processo foi 

exotérmico, pois o os valores de variação de entalpia nessas temperaturas foram negativos, porém o 

processo de adsorção apresentou tendência a se tornar endotérmico com o aumento da temperatura. 

Esse comportamento sugere que, até 303,15 K ocorre maior interação entre as moléculas e nas duas 

maiores temperaturas (313,15 e 323,15 K) as forças de interações são menores aumentando a 

quantidade de quebras de ligações do sistema, resultando em maior liberação de energia. Segundo 

Levine (2012) a reação exotérmica do processo favorece a espontaneidade do processo pois a energia 

transferida aumenta a entropia das vizinhanças.  

O processo de adsorção da lisozima nas temperaturas mais baixas estudadas mostrou ser 

entalpicamente dirigido, mas com o aumento da temperatura (313,15 e 323,15 K) o processo tornou-

se entropicamente dirigido. A compensação entálpico-entrópica é importante para que a variação da 

energia livre de Gibbs do processo seja negativa, indicando sua espontaneidade.  

Os valores de variação de entropia permitem entender a reorganização do sistema após o 

processo de troca iônica. A variação de entropia é negativa nas temperaturas mais baixas de estudo e 
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positiva a partir de 303,15 K, sendo que o maior valor de ΔS°𝑇𝐼 foi observado na maior temperatura 

de adsorção. Nas temperaturas mais baixas estudadas (283,15 e 293,15 K) foram verificados valores 

positivos de  ΔS°𝑇𝐼. Nessa faixa verificou-se uma perda entrópica no processo de adsorção da 

proteína, envolvendo os processos de dessolvatação e deionização das superfícies do adsorvente e da 

proteína; a interação proteína-adsorvente e a redistribuição de íons e água em solução. Isso sugere 

que a adsorção da proteína causou uma perda de entropia conformacional da proteína que não foi 

compensada pela liberação de íons e água e seu aumento de entropia configuracional em solução.  

Com o aumento da temperatura houve um aumento dos valores de  ΔS°𝑇𝐼 que passaram a ser 

positivos a partir de 303,15 K e continuaram crescendo até 323,15 K. Isso sugere que o aumento da 

temperatura levou a alterações conformacionais da proteína em solução que aumentaram a entropia 

configuracional da água de solvatação e íons em solução, que passaram a ter acesso a novos sítios de 

interação com a proteína que não existiam em temperaturas menores. Tal aumento entrópico foi o 

responsável por permitir que o processo de adsorção permanecesse espontâneo, mesmo com o mesmo 

passando a ser endotérmico. A alteração conformacional da lisozima com o aumento da temperatura, 

principalmente acima de 313,15 K, levou à redução da quantidade adsorvida possível pelo 

impedimento estérico que a estrutura terciária parcialmente desnaturada da mesma causou, que, no 

entanto, permitiu um maior grau de alterações configuracionais no sistema. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Produziu-se um monólito supermacroporoso trocador catiônico eficiente que atende à 

demanda de novas matrizes para a adsorção de biomoléculas. Notou-se que a estrutura da matriz 

atendeu ao processo de enxertia, apresentando mudanças na superfície do criogel. Tais mudanças 

podem ser notadas considerando as análises de caracterização, onde o adsorvente mostrou alteração 

na sua estrutura para as análises de CI, ED, FTIR, TGA após o processo de enxertia indicando a 

eficácia do processo.  

Com o processo de funcionalização dos criogéis, obteve-se maior especificidade refletindo na 

eficácia do processo de adsorção. A partir das isotermas de adsorção identificou-se que a temperatura 

de 40°C obteve o maior valor da capacidade adsortiva na faixa de estudo, com valores superiores a 

1000 mg∙g-1.  

Com relação ao estudo termodinâmico, verificou-se que o processo de adsorção foi 

espontâneo, sendo dirigido entalpicamente em temperaturas mais baixas e entropicamente dirigido 

para temperaturas mais elevadas. Assim, entendeu-se a importância da análise termodinâmica para 

proporcionar maior compreensão dos fenômenos ocorridos no processo de adsorção. 
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