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RESUMO 

SANTOS, J. B. Desenvolvimento de um trocador catiônico macroporoso e purificação 

parcial de lisozima da clara do ovo por troca iônica. 76 p. Dissertação (Mestrado em 

Engenharia e Ciência de Alimentos) Programa de Pós-Graduação em Engenharia e Ciência de 

Alimentos, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga-BA, 2022. 

Os processos cromatográficos são frequentemente utilizados para identificação, separação e 

purificação de biomoléculas de interesses industrial e farmacêutico. Com isso, há a necessidade 

de inovação de técnicas que possam a cada vez mais melhorar os resultados nessa área. Avanços 

nos estudos de materiais são importantes nesse segmento e a classe de monolitos poliméricos 

chamada de criogéis despertam o interesse devido à versatilidade que apresenta na sua produção 

e modificação, com isso, existem estudos da sua utilização com fins relacionados a adsorção e 

imobilização de biomoléculas com atividade biológica, como é o caso das proteínas. Essas por 

sua vez, possuem uma gama de aplicação em diversos setores, podendo ser purificadas por 

diferentes princípios, baseados em sua estrutura. Entre as proteínas de interesse, a lisozima é 

uma enzima que se destaca pela sua atividade antimicrobiana, sendo usada como conservante 

na indústria de alimentos. Sendo assim, o objetivo neste trabalho foi a produção de uma matriz 

de troca catiônica, produzida a partir da funcionalização de um criogel de poliacrilamida com 

glutamato monossódico, a caracterização do material produzido e a purificação parcial de 

lisozima da clara do ovo. Foram realizadas análises de caracterização estrutural do suporte 

produzido, como porosidade, grau de expansão (ED), capacidade de inchamento (S), 

capacidade de troca iônica (CTI), ponto de carga zero (PCZ) espectroscopia no infravermelho 

com transformada de Fourier (FTIR), Difração de raios-x (DRX) e análise termogravimétrica 

(TGA). Também foi feita a caracterização hidrodinâmica do leito produzido, com determinação 

da distribuição dos tempos de residência (DTR), coeficiente de dispersão axial aparente (Dax), 

altura dos pratos teóricos equivalentes (HETP) e permeabilidade ao escoamento (kw). A matriz 

produzida apresentou porosidade superior a 90%, ED de 21,73 L.kg-1, S de 17,97 kg.kg-1, CTI 

de 362 x 10-3 molNa
+. kg-1

criogel seco e PCZ em torno de pH 6,0. As análises de FTIR e TGA 

indicaram à modificação da matriz, e a análise de DRX indicou a natureza amorfa do material. 

As curvas de DTR obtidas, apresentaram assimetria, indicando não uniformidade dos poros 

presentes, pequena variação nos valores de Dax e HETP para vazões variando de 2 a 10 mL.min-

1, além da baixa resistência ao escoamento. Foi avaliada a purificação de lisozima a partir da 

clara de ovo em processos em batelada e em leito fixo, obtendo-se, respectivamente, fatores de 

purificação iguais a 9,53 e 15,11, baseado na atividade enzimática específica. A matriz utilizada 

apresentou repetibilidade no processo em leito fixo após três repetições. A análise de 

eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE indicou alta pureza da lisozima, uma vez que não 

há o aparecimento de outras bandas de proteínas na solução eluida. Esses resultados mostram 

o potencial do material produzido, visto que em apenas uma etapa cromatográfica empregada, 

se obteve um fator de purificação de quinze vezes maior comparado ao extrato bruto utilizado.  

Palavras-chave: Criogel, adsorção, troca catiônica, glutamato, purificação.  
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ABSTRACT 

SANTOS, J. B. Development of a macroporous cation exchanger and partial purification 

of lysozyme from egg white by ion exchange. 76 p. Dissertation (Master in Food Engineering) 

Graduate Program in Food Engineering and Science, State University of Southwest Bahia, 

Itapetinga-BA, 2022. 

Chromatographic processes are frequently used for identification, separation and purification 

of biomolecules of industrial and pharmaceutical interest. Thus, there is a need for innovation 

in techniques that can increasingly improve results in this area. Advances in materials studies 

are important in this segment and the class of polymeric monoliths called cryogels arouses 

interest due to the versatility that it presents in its production and modification. biological 

activity, such as proteins. These, in turn, have a range of application in different sectors, and 

can be purified by different principles, based on their structure. Among the proteins of interest, 

lysozyme is an enzyme that stands out for its antimicrobial activity, being used as a preservative 

in the food industry. Thus, the objective of this work was the production of a cation exchange 

matrix, produced from the functionalization of a polyacrylamide cryogel with monosodium 

glutamate, the characterization of the material produced and the partial purification of lysozyme 

from egg white. Analyzes of structural characterization of the produced support were carried 

out, such as porosity, degree of expansion (ED), swelling capacity (S), ion exchange capacity 

(IEC), point of zero charge (PCZ) infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR), X-Ray 

Diffraction (XRD) and Thermogravimetric Analysis (TGA). The hydrodynamic 

characterization of the produced bed was also carried out, with determination of the residence 

time distribution (DTR), apparent axial dispersion coefficient (Dax), equivalent theoretical 

plate height (HETP) and flow permeability (kw). The matrix produced showed porosity greater 

than 90 %, ED of 21.73 L.kg-1, S of 17.97 kg.kg-1, IEC of 362 x 10-3 molNa
+. kg-1

dry cryogel and 

PCZ around pH 6.0. FTIR and TGA analysis indicated matrix modification, and XRD analysis 

indicated the amorphous nature of the material. The DTR curves obtained showed asymmetry, 

indicating non-uniformity of the pores present, small variation in the Dax and HETP values for 

flow rates ranging from 2 to 10 mL.min-1, in addition to low flow resistance. The purification 

of lysozyme from egg white was evaluated in batch and fixed bed processes, obtaining, 

respectively, purification factors equal to 9.53 and 15.11, based on the specific enzymatic 

activity. The matrix used showed repeatability in the fixed bed process after three repetitions. 

Electrophoresis analysis in denaturing SDS-PAGE gel indicated high purity of lysozyme, since 

there is no appearance of other protein bands in the eluted solution. These results show the 

potential of the material produced, since in just one chromatographic step used, a purification 

factor fifteen times greater was obtained compared to the crude extract used. 

Keywords: Cryogel, adsorption, ion exchange, glutamete, purification. 
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1. INTRODUÇÃO  

Técnicas de separação de biomoléculas são frequentemente utilizadas em algumas áreas 

de pesquisa, indústrias de alimentos e farmacêutica, para que se obtenha compostos com alto 

grau de pureza. Dentre essas técnicas pode-se destacar às cromatográficas, por sua capacidade 

de auxiliar na identificação de componentes através de uma comparação com padrões já pré-

estabelecidos, e também na purificação desses compostos. Assim, a cromatografia se destaca 

por suas vantagens em relação a outros métodos, principalmente o curto tempo de preparo das 

amostras e as variadas formas de detecção. Diferentes princípios de ação também são 

comumente usados nas técnicas cromatográficas como a interação hidrofóbica, de afinidade e 

iônica (VECHIA et al., 2016; CORRÊA et al., 2016; GOMES et al., 2020). 

A troca iônica é um princípio cromatográfico muito utilizado na separação e purificação 

de moléculas. A técnica se baseia nas cargas presentes na fase estacionária e na estrutura 

química do componente de interesse, inserido na fase móvel, como é o caso das proteínas, que 

possuem cargas negativas e/ou positivas a depender do pH da solução que estão presentes. 

Assim as ligações iônicas são utilizadas como mecanismos de interação para processos 

adsortivos, que consistem na apreensão de moléculas. A adsorção ocorre quando esses 

componentes são percoladas em uma fase estacionária, havendo a interação proteína-matriz. 

Posteriormente é realizado o processo de eluição, definido como o desprendimento das 

moléculas adsorvidas à matriz (BROOIJAMANS et al., 2021). Isso acontece pela utilização de 

soluções que sobreponham a força de interação da matriz com a molécula, havendo a 

recuperação desses componentes em uma solução chamada de eluido. Uma vantagem da troca 

iônica em relação a outros métodos como alguns hidrofóbicos, é a não necessidade de 

desnaturação proteica, mantendo o estado conformacional inalterada e assim sua atividade 

biológica. Geralmente o processo é realizado por alteração do pH e ou/ aumento da força iônica 

pela adição de sal, fazendo com que grupos hidrofóbicos da proteína sejam expostos. Dessa 

maneira, matrizes modificadas têm sido utilizadas nos segmentos de extração de proteínas 

(TOHAMY et al., 2018). 

No contexto da separação cromatográfica de biomoléculas, as colunas macroporosas 

interconectadas vem a cada vez mais ganhando espaço, devido aos seus bons resultados de 

recuperação. Estruturas monolíticas poliméricas macroporosas sintetizadas em temperaturas 

abaixo de zero, chamadas criogéis, são particularmente interessantes para a aplicação em 

processos de purificação. No processo de obtenção dos criogéis, há a polimerização do material 

com formação de gelo nos espaços vazios. Após o descongelamento os cristais de gelo dão 

lugar à estrutura porosa dos criogéis, obtendo um material flexível, durável, com boa 



17 

 

estabilidade química e um curto caminho para difusão das moléculas, além de ser um material 

mais barato quando comparado às colunas cromatográficas convencionais (GONÇALVES et 

al., 2017; FONTAN et al., 2018; OZTURK et al., 2020). 

Criogéis macroporosos apresentam baixa resistência ao escoamento, permitindo o uso 

de soluções moderadamente viscosas como alimentação, com baixa interferência na eficiência 

da purificação de componentes de interesse. Por esta caraterística, verifica-se um aumento na 

utilização desses materiais para purificar moléculas com diferentes características (SHOW et 

al., 2020; LIU et al., 2020; SUN et al., 2020). 

Com a disseminação da tecnologia de separação cromatográfica, se vê cada vez mais a 

elaboração de criogéis com diferentes mecanismos de interação para purificação de moléculas 

(ANDAÇ et al., 2016; VERÍSSIMO et al., 2017; NEVES et al., 2020; BAYRAMOGLU & 

ARICA, 2021), assim pesquisadores se empenham na criação de novas matrizes. A utilização 

de um novo criogel é de grande importância para investigação dos mecanismos de interação 

entre a matriz e a molécula de interesse. As inovações podem ser nos monômeros utilizados na 

formação do gel, a concentração destes, a temperatura de polimerização e principalmente a 

imobilização de ligantes. Esse último irá caracterizar o criogel enquanto seu mecanismo de 

interação. Visto isso, o glutamato, um aminoácido polar não carregado, será imobilizado a 

matriz polimérica, caracterizando como um trocador catiônico para purificação da lisozima 

comercial e obtida da clara do ovo, trazendo inovação a imobilização de ligantes em criogéis 

poliméricos monolíticos.  

Tão importante quanto a purificação utilizando criogéis é o entendimento das 

características estruturais do material e como elas podem influenciar em um processo adsortivo. 

Normalmente são realizados estudos sobre porosidade, capacidade de inchamento e grau de 

expansão (CARVALHO et al., 2013; ZHAN et al., 2013). A avaliação do processo dinâmico 

de escoamento no criogel também é de suma importância, pois tem relação com a interação das 

proteínas com os sítios de ligação do (FONTAN et al., 2018).  

É visto uma grande utilização de criogéis a base de acrilamida para separação e 

purificação de proteínas com atividade, a ser, às enzimas, devido a sua importância tecnológica 

(MOL et al., 2017; SUN et al., 2020; ERZENGIN et., 2021; NASCIMENTO, 2021).  A 

lisozima é uma enzima reconhecida na área de alimentos, engenharia química e farmacêutica 

devido às características, como a capacidade de causar lise bacteriana, a partir da hidrólise de 

ligações glicosídicas. Devido à sua propriedade antibacteriana já comprovada, a lisozima é 

frequentemente utilizada na conservação de alimentos e na elaboração de filmes de embalagens 

para carnes (SANTOS, 2013; CARRILLO, 2013; VALENCIA et al. 2018). Aplicações na 
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elaboração de medicamentos anticancerígenos (UYGUN et al., 2009), tratamento de tumores 

(YE et al., 2008), e até úlceras (GHOSH et al., 2000) já foram realizados a partir da lisozima. 

Bem reconhecida por suas propriedades a lisozima é permitida na indústria de alimentos, 

por ser considerada segura pelo Departamento de Saúde e Serviços Humanos da Food and Drug 

Adminstration (FDA, 1998). A utilização como aditivo alimentar deve seguir padrões de pureza 

estabelecidos pelo Regulamento da Comissão Europeia (EC Regulation No. 231/2012, 

Commission Regulation, 2012). Nesse contexto, surge a necessidade de se obter lisozima em 

grandes quantidades e com alto nível de pureza (GUIOCHAN, 2002; ROJAS et al., 2003; 

NOGUEIRA, 2016). 

Diante do exposto, esse trabalho objetivou a produção de um adsorvente polimérico 

monolítico pela técnica da criogeleificação, funcionalizado com glutamato monossódico como 

um trocador catiônico, para purificação parcial da lisozima da clara do ovo.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Cromatografia 

As técnicas cromatográficas consistem na junção de dois pontos que sustentam sua 

utilização, uma fase móvel e uma fase estacionária. A fase móvel contém a mistura de todos os 

componentes que serão separados, ou seja, é a fase que irá guardar as moléculas de interesse. 

Esta fase deve ser fluida para que não ocorra problemas de difusão na coluna. Já a fase 

estacionária, é formada por uma matriz que irá interagir com componentes que estão na fase 

móvel. É chamado de alimentação, o movimento da fase móvel pela fase estacionária, que 

resulta na captura das moléculas, ou seja, é o processo na qual os componentes da fase móvel 

são adsorvidos à coluna. A capacidade de adsorção, pode depender ainda de mudanças 

realizadas gradualmente na fase móvel, mediante a utilização de eluição com diferentes 

solventes, chamada de eluição em gradiente.  (ZUÑIGA et al., 2003; MALDANER et al., 2010; 

SILVA & COLLINS, 2011). 

Uma das diferenças entre as técnicas cromatográficas utilizadas tem relação ao método 

de interação entre a fase móvel e a estacionária. As cromatografias adsortivas que mais se 

destacam são: cromatográfica de afinidade, que se baseia na interação especifica com 

determinado grupo químico presente na molécula; cromatografia de interação hidrofóbica, se 

dá pela união da matriz a molécula por grupos apolares; e a cromatográfica de troca iônica, que 

se baseia na interação pelas diferentes cargas existentes (PESSOA JR & KILIKIAN, 2005; 

CASSIMIRO, 2018; NASCIMENTO, 2021).  

Na cromatografia de troca iônica, o mecanismo de adsorção está relacionado a diferença 

de cargas entre a matriz e a molécula de interesse, ou seja, a técnica se baseia em uma 

competição dos íons de interesse pelos grupos que estão carregados na fase estacionária, se 

tornando um método viável na extração e purificação de proteínas. Basicamente uma solução 

contendo proteínas carregadas (fase móvel) passará pela coluna ionizada e essas proteínas 

ficarão retidas por interações iônicas. Logo após, é percolada uma solução com pH alto ou 

baixo, ou até a utilização de sal para aumentar a força iônica do meio, que vai liberar 

primeiramente os componentes que estão ligadas fracamente e depois as fortemente ligadas, 

obtendo assim os componentes purificados (ZUÑIGA et al., 2003; CAVALCANTI, 2010). 

Já foi descrito anteriormente que a interação das moléculas na fase móvel com a fase 

estacionária ocorre por interações iônicas, que são basicamente a interação entre as cargas 

negativas e positivas. Para a troca aniônica, a fase estacionária carregada positivamente atrai 

moléculas de cargas negativas, ao passo que na troca catiônica, cargas negativas em sua matriz 

atraem moléculas de cargas positivas. A escolha da técnica definirá o tipo de ligante a ser 
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utilizado, que em processos adsortivos, é dito como o agente que trará a característica desejada 

a matriz e se ligara ao componente de interesse. Existem ainda os trocadores de caráter 

anfifílico, que podem se ligar tanto a cargas negativas quanto a positivas. Na Figura 1, é 

representado o mecanismo de funcionamento das trocas aniônicas e catiônicas (ABRÃO, 2014). 

 

 
Figura 1.  Mecanismo de adsorção por troca aniônica e catiônica 

Fonte: ABRÃO, (2014). 

2.2 Criogéis Poliméricos Monolíticos  

Criogéis são definidos como géis poliméricos obtidos em temperaturas de 

congelamento, utilizando monômeros que são capazes de se polimerizar de maneira a formar 

estruturas amorfas e interconectadas, com capacidade de imobilizar componentes (PARIZZI, 

2015). 

Estruturalmente interconectados em poros com grandes dimensões, os criogéis são uma 

alternativa na área de separações. A estrutura do criogel oferece um fluxo por meio dos poros 

de forma convectiva e uma baixa resistência à transferência de massa, sendo favorável para 

processos cromatográficos. Os poros dos criogéis podem variar de 10-100 µm, o que facilita 

uma difusão desobstruída de solutos de tamanhos distintos (KUMAR et al., 2003; 

CARVALHO, 2010; FIDELIS, 2010).  

Monômeros podem ser usados para produção desses criogéis desde que estes sejam 

precursores de formação de gel com ampla variedade de morfologia e porosidade. Uma das 

matrizes de maior destaque é o criogel de poliacrilamida, obtido por meio da polimerização da 

acrilamida (Aam) com um agente capaz de formas ligações cruzadas, como o N, N’-metileno-

bis-acrilamida (BAam), que pode ser adicionado ou não de outros monômeros (alil-glicidil éter 
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AGE), sob temperatura de congelamento variando de -10 a -20 °C (CARVALHO et al., 2014; 

MÓL et al., 2017).  

Cada monômero utilizado na copolimerização dos monólitos tem suas funções 

especificas na formação do criogel. Por exemplo, na formação de criogéis de poliacrilamida, a 

acrilamida (Aam) é responsável pela linearidade da cadeia. A bis-acrilamida (BAam) promove 

a reticulação entre as cadeias de Aam, levando à formação de ligações cruzadas que darão 

sustentação ao gel. Por fim, monômeros adicionais podem ser usados, como o alil-glicidil éter 

(AGE), que aumenta a resistência estrutural e dispõe de grupos epóxi reativos na superfície da 

matriz. E além disso, existem dois agentes que fornecem radicais livres que são necessários 

para dar início e acelerar a reação de polimerização, sendo estes o persulfato de amônio (APS) 

e o N,N,N,N-tetrametiletilenodiamino (TEMED) (GONÇALVES et al., 2017; NASCIMENTO 

et  al, 2022). A reação de copolimerização pode ser observada na Figura 2.  

 
Figura 2. Copolimerização dos monômeros acrilamida, N,N-metileno-bis-acrilamida e alil 

glicidil éter. 
Fonte: Adaptado de MALLIK et al., (2006). 

Durante o processo de criogeleificação são formados os primeiros cristais de gelo com 

formato irregular, de maneira que os monômeros e precursores quando se dissolvem tendem a 

se aglomerar nos pequenos espaços entre os cristais. Então de maneira lenta, há o surgimento 

de poros, tendo o gelo como seu agente formador. Quando a polimerização está completa, a 

estrutura é descongelada e o gelo dará lugar aos poros que não são uniformes, mas 

interconectados, por onde a fase móvel irá passar (ERTURK & MATTIASSON, 2014; 

MARCUZ, 2019). O esquema apresentado na Figura 3, representa a criogeleificação dos 

polímeros. 
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Figura 3. Esquema da produção dos criogéis, (1) precursor com alta massa molecular, (2) 

solvente, (3) precursor com baixa massa molecular ou substâncias solúveis, (4) cristais do 

solvente já congelado, (5) microfase líquida não congelada, (6) rede polimérica do criogel, (7) 

macroporos e (8) solvente descongelado. 
Fonte: Adaptado de LOZINSKY et al., (2003). 

A temperatura do processo de formação do criogel é de extrema importância para sua 

estrutura, pois influencia na forma e tamanho dos poros (PLIEVA et al., 2008). Em trabalhos 

realizados por Lozinsky (1986), foram sintetizados criogéis nas temperaturas de -10 °C, -20 °C 

e -30 °C, e verificou-se que temperaturas mais elevadas formaram maiores poros (Figura 4). 

Esse fenômeno tem relação com às maiores temperaturas utilizadas, assim o congelamento 

ocorre de forma mais lenta, com crescimento de maiores cristais de gelo. 

 

Figura 4. Imagens da microscopia eletrônica dos criogéis de poliacrilamida a -10 °C (a), -20 

°C (b) e -30 °C (c). 
Fonte: LOZINSKY, (1986). 

Em um outro estudo feito por Plieva et al. (2007), foi também avaliada a diferença na 

estrutura em relação a temperatura do processo. Na Figura 5 é possível observar que o gel obtido 

a temperatura de 20 °C (a) é compacta com poros menores, ao passo que o criogel formado a -

20 °C (b) apresenta poros grandes e conectados entre si. O que reafirma novamente a 

importância da criogeleificação na síntese desses materiais. 
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Figura 5. Imagens de microscopia eletrônica de varredura: (a) criogel produzido a -20 °C, (b) 

gel produzido a 20 °C. 
Fonte: PLIEVA et al., (2007). 

2.3 Modificação na superfície das matrizes cromatográficas 

Existe uma gama de matrizes monolíticas que estão disponíveis para purificação das 

mais distintas moléculas. Com intuito de aperfeiçoar a utilização dos criogéis para imobilização 

de componentes, algumas metodologias de funcionalização são utilizadas. A técnica é realizada 

por meio da circulação de soluções que contenham agentes reticulantes pela matriz polimérica 

em uma solução que contém os grupos ligantes (KIM & HAGE, 2005; ANDAÇ et al., 2016). 

A modificação da matriz ocorre na sua superfície e é geralmente feita pela inserção de 

grupos que são considerados reativos com outras moléculas, como os grupos amina (NH2), tiol 

(SH), carboxila (COOH) e hidroxila (OH). Cada método de funcionalização tem diferentes 

mecanismos químicos para atingir uma grande quantidade de ligações entre as moléculas alvo 

(SANTOS, 2016). Um dos monômeros utilizados é o alil-glicidil-eter (AGE), que contém 

grupos epóxi que serve de ancora para ligantes que darão a característica principal ao criogel, 

sendo de troca iônica, afinidade ou interação hidrofóbica (ARRUA et al., 2009).  

A etapa de funcionalização dos criogéis é utilizada para trazer características 

especificais de interação para com dadas moléculas, além da utilização de agentes que 

melhoram a eficiência da coluna. Dessa forma, é realizado a utilização de braços espaçadores, 

que também auxiliam na redução do impedimento estérico. Porém, em contrapartida, esses 

braços podem acarretar em interações não específicas de várias proteínas com a matriz 

(ANDAÇ et al., 2016; GONÇALVES et al., 2017).  

Na Figura 6 é possível observar o esquema do Método do Glutaraldeido que tem seu 

princípio baseado na interação de grupamentos amina. O monólito que contém grupos epóxi 

reativos (oriundo do AGE) é primeiramente convertidos para uma forma aminada, através de 
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uma reação dos grupos epóxi com reagentes que contenham grupos amina, tais como, 

hexanodiamina (LUO et al., 2002) ou etilenodiamina (PETRO et al., 1996). Então o monólito 

aminado que estão ativados podem reagir com o glutaraldeído, de maneira a formar um 

monólito aldeído-ativado se tornando capaz de interagir com grupos aminas de outras 

moléculas, (MALLIK & HAGE, 2006). Finalmente um radical aldeído do glutaraldeído fica 

disponível para a reação com um composto funcional de interesse, desde que tenha em sua 

estrutura um radical amina livre para uma nova reação. 

 
Figura 6. Método do Glutaraldeído. 

Fonte: GONÇALVES et al., (2017). 

Esse método tem sido utilizado na imobilização de proteína A, tripsina, concavalina A 

entre outras. Com um bom espaçamento ente os grupos ligantes e a superfície da matriz, o 

método é útil para evitar o problema do impedimento estérico (PARIZZI, 2015). De maneira 

geral o Método do Glutaraldeído tem resultados mais satisfatórios do que outros métodos de 

funcionalização (DA SILVA et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2022). 

2.4 Ácido glutâmico 

Popularmente conhecido como ácido glutâmico (C5H9NO4), visto na Figura 7, o ácido 

2-aminoglutárico é um aminoácido, contendo grupo amina (NH2) e uma carboxila (COOH) 

ligada ao carbono principal, além disso possui outra carboxila no grupo R, e tem uma massa 

molar de 147,13 g.mol-1. É um aminoácido não essencial e polar não-carregado. Esse ácido 

desempenha funções importantes no organismo, sendo essencial na glicólise e gliconeogênese, 

pois sofre desaminação, se tornando o α-cetoglutarato. Outra função importante é a de 

neurotransmissor, essencial no desempenho das funções cognitivas, relacionadas à 

aprendizagem e até memoria (NELSON & COX, 2014). 

 

Figura 7 . Ácido 2-aminoglutárico. 
Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/content/dam/sigma-

aldrich/structure3/054/mfcd00002634.eps/_jcr_content/renditions/mfcd00002634-medium.png. 
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O glutamato vem ganhando espaço em algumas pesquisas, como nas áreas de 

reconhecimento de componentes. Já foi utilizado como sensor eletroquímico para detecção de 

trifosfato de adenosina (ATP), sendo um sensor extremamente sensível (MENG et al., 2021). 

Outra aplicação muito interessante foi sua modificação com dopamina, para inserção de grupos 

catecol (C6H6O2) com características auto curativas (KIM et al., 2021).  

A estrutura de um aminoácido dá informações acerca de como o pH pode afetá-la, o que 

tem relação direta à sua forma de interação, assim o glutamato pode ser utilizado como um 

trocador iônico, em decorrência da presença de funções orgânicas protonadas e/ou desprotondas 

O pKR de um aminoácido define a protonação do grupo carboxila presente na cadeia R, no caso 

do glutamato, quando esse valor se encontra acima de 4,25 (COO-) está apto para troca catiônica 

(NELSON & COX, 2014). Com isso, já existem trabalhos utilizando-o como ligante, como é o 

caso dos discos de criogel com ácido glutâmico para remoção de dióxido de uranio (UO2
2+) de 

soluções aquosas (BERELI et al., 2012). 

2.5 Caracterização dos Criogéis 

Técnicas são utilizadas para caracterização estrutural de polímeros, a fim de se ter um 

conhecimento sobre a dinâmica da adsorção. No caso do criogel, esse tipo de análise ganha 

mais importância, devido à grande quantidade de interações entre a matriz monolítica e as 

moléculas de interesse. A partir disso, é possível verificar o comportamento dessas interações, 

e assim aumentar e padronizar a escala do processo de purificação de biocompostos, por meio 

da Espectroscopia de absorção no infravermelho com transformada de Fourier, 

termogravimetria, difração de raios-x e avaliação hidrodinâmica do leito produzido (FONTAN 

et al., 2018). 

2.5.1 Espectroscopia de absorção no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) 

A espectrometria no infravermelho com transformada em Fourier (FTIR) é uma técnica 

que analisa as vibrações características de cada grupo funcional, o que provoca o surgimento 

de bandas no espectro de luz infravermelha em comprimentos específicos de onda, que podem 

também sofrer influência pela presença de grupos funcionais próximos. A técnica de FTIR é 

considerada uma análise quantitativa, pois as intensidades de absorção das bandas no espectro 

devem ser proporcionais as suas concentrações. Logo a análise FTIR gera várias informações 

que não são apenas valores de posição ou de absorção de picos, podendo representar uma 

espécie de impressão digital de uma certa amostra quando está é integralmente utilizada 

(SILVÉRIO et al., 2009; RUSCHEL et al., 2014).  
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As aplicações desta técnica variam desde pequenas moléculas até sistemas mais 

complexos, como as matrizes monolíticas poliméricas. Assim como as demais espectrometrias, 

na técnica de FTIR ocorre a interação da radiação com a matéria, que leva a um acoplamento 

do campo elétrico oscilante da vibração molecular e incidente. Na Figura 8 é possível verificar 

que o infravermelho ocorre na faixa de 4000 a 400 cm-1. Para que uma molécula possa 

apresentar absorção no infravermelho, às suas vibrações precisam resultar em uma alteração de 

momento dipolar. Essas vibrações são definidas como deformações axiais e angulares 

(FORATO et al., 2010).  

 
Figura 8. Representação esquemática do espectro eletromagnético. 

Fonte: FORATO et al., 2010. 

A técnica de FTIR é utilizada para determinar diferentes grupos funcionais no criogel. 

A verificação feita é em relação a modificação realizada no mesmo, seja por enxertia, 

acoplamento de braços espaçadores e ligantes (GONÇALVES et al., 2017; NASCIMENTO et 

al., 2019). Segundo Samistrato et al. (2009), a espectroscopia se destaca por ser uma análise 

não destrutiva e não invasiva, além da rapidez, baixo custo e fornecer informações precisas 

sobre ligações covalentes entre C-H, N-H, e O-H, que estão presentes na estrutura do criogel. 

2.5.2 Análise termogravimétrica 

O estudo da termogravimétria analisa as variações de massa de uma amostra, em 

decorrência da programação de temperatura utilizada no processo. Por meio das curvas obtidas, 

é possível estimar a presença ou não e até a temperatura de degradação de determinados 

componentes químicos presentes na estrutura dos materiais (DENARI & CAVALHEIRO, 

2012). Existem alguns fatores que podem afetar as medidas termogravimétricas, que podem ser 

observados abaixo (Tabela 1): 

Tabela 1. Principais fatores que afetam as medidas termogravimétricas 

Fatores Instrumentais Fatores da Amostra 

Razão de aquecimento do forno Quantidade de amostra 

Velocidade de registro Solubilidade dos gases envolvidos 

Atmosfera de forno Tamanho das partículas e calor de reação 

Geometria do suporte de amostra Empacotamento da amostra 

Sensibilidade da balança Natureza da amostra 
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Composição do suporte de amostra Condutividade térmica 
Fonte: DENARI & CAVALHEIRO (2012). 

A técnica permite realizar uma análise indireta das características estruturais e 

estabilidade térmica dos criogéis, em decorrência de eventos térmicos que podem ser 

observados. Sendo assim a compreensão da degradação ou perda de massa é importante para 

entender o comportamento e estrutura dos monólitos poliméricos (RAMOS et al., 2017; MÓL, 

et al., 2019; JAIN et al., 2020). 

2.5.3 Difração de Raiox-X 

A difração de Raios-X é uma técnica para estudos em materiais cristalinos, pois permite 

uma boa precisão em seus resultados, sendo uma análise tanto quantitativa, como qualitativa 

(ANTONIO, 2010; HARLOW et al., 2020). A técnica se baseia na difração de Raios-X pela 

incidência da radiação em uma amostra e em uma detecção de fótons difradados, ou seja, ela 

analisa o movimento entre um feixe de raios-x e os elétrons dos componentes da matriz que 

estão relacionados ao espalhamento dos raios (GOBBO, 2009). 

Como os criogéis são matrizes em sua maioria, amorfa, a difração permite estimar essa 

estrutura, por duas frações, a parcela cristalina (regiões ordenadas) e a não cristalina (região 

desordenada) (CUNHA, 2008; CAROLINO, 2017).  

2.5.4  Características hidrodinâmicas de colunas cromatográficas 

Os criogéis são materiais porosos vantajosos para o mecanismo de transporte convectivo 

de massa, em decorrência à baixa resistência a difusão. Esses matérias, podem suportar maiores 

vazões e menores variações de queda de pressão, e com isso é possível a separação de 

purificação de biomoléculas, sem a necessidade de clarificação prévia (SAYLAN & DENIZLI, 

2019; COIMBRA et al., 2021). Dessa forma, a avaliação do processo dinâmico de escoamento 

em materiais porosos, são uteis para compreendimento da influência do material e sua estrutura 

no processo (CARVALHO et al., 2013; ZHAN et al., 2013; FONTAN et al., 2018). 

 Os parâmetros hidrodinâmicos avaliados são:  Permeabilidade ao Escoamento, que dá 

uma ideia acerca da resistência ao fluxo, por meio da permeabilidade hidráulica da água em 

função da queda de pressão hidrostática, assim faz-se necessário a medição pela determinação 

da constante de permeabilidade ao escoamento com base na lei de Darcy (ARVIDSSON et al., 

2003; YAO et al., 2007; CHEN et al., 2008); a Distribuição dos Tempos de Residência, que é 

a resultante obtida pelo fluxo laminar, definido como o tempo que leva um fluido injetado 

simultaneamente para atravessar completamente e sair de uma coluna (PANARIELLO et al., 

2018; REIS et al., 2019); Dispersão Axial Aparente, que é descrita como um espalhamento e/ou 
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distribuição do fluido em escoamento de uma forma livre, na qual, altos coeficientes indicam 

rápida destruição e baixos mostram distribuições mais lentas (YANG et al., 2018; BARBOSA, 

2019); e Altura Equivalente de Pratos Teóricos, o parâmetro corresponde a cada estágio na 

coluna, e a partir disso, é possível ter um entendimento a respeito da eficiência da mesma, uma 

vez que cada estágio corresponde a uma dada região da coluna, onde há o equilíbrio entre a 

concentração do soluto na fase estacionária e na fase móvel, dessa forma menores valores para 

HETP indicam uma maior eficiência (CASSIMIRO, 2018; ROBERTS & CARTA, 2020).  

2.6 Proteínas 

Proteínas são macromoléculas presentes em todos os organismos vivos. Elas são 

constituídas por uma combinação de aminoácidos diferentes unidos por ligações peptídicas. 

Basicamente a estrutura de um aminoácido é composta de um ácido carboxílico (COOH), uma 

amina (NH2) e um grupo R, todos ligados individualmente a um carbono principal 

covalentemente. A diferença entre os aminoácidos será este grupo R (polares, apolares, 

carregados positivamente e carregados negativamente) (SERAVALLI et al., 2004). 

Essas moléculas possuem várias interações que às sustentam em sua estrutura, porém 

esta pode ser rompida, o que leva a uma perda da sua função biológica, isso é denominado como 

desnaturação proteica. É uma modificação de estrutura tridimensional que pode ser de maneira 

reversível ou irreversível. Alguns fatores que causam a desnaturação proteica é a variação do 

pH, temperaturas extremas, solventes orgânicos, utilização de detergentes, pressão, agitação, 

sal entre outros. Em um trabalho realizado por Rodrigues (2010), foi visto a desnaturação de 

um monômero da Transtirretina (Figura 9) ao logo de 10 nanosegundos. É possível observar 

mudanças na estrutura com o decorrer do tempo. Contudo nem todas as desnaturações são 

indesejáveis, como é o caso da elaboração de queijos, na qual, há a necessidade da desnaturação 

da caseína (BOSCHI, 2006; GRÉGORIO, 2012).  

 

Figura 9. Representação de desnaturação proteica. 
Fonte: RODRIGUES, (2010). 
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O pH do meio reacional em que uma proteína está presente é um dos parâmetros de 

grande importância para a sua funcionalidade, isso ocorre pois existem muitas cargas positivas 

e negativas ao longo da estrutura proteica que vão ser modificados pelo pH.  O ponto isoelétrico 

é um valor de pH no qual, existem as mesmas quantidades de cargas positivas e negativas na 

proteína, ou seja, elas se anulam. Acima do seu ponto isoelétrico a proteína terá mais cargas 

negativas, com predominância de aminoácidos ácidos. Já em valores abaixo do ponto isoelétrico 

existem mais aminoácidos básicos e sua carga será positiva. Um fator importante do ponto 

isoelétrico, é que as proteínas se tornam insolúveis nesse ponto, logo, modificações no pH e 

assim na estrutura dessas moléculas são mecanismos utilizados para extração de proteínas 

(SERAVALLI et al., 2004; NELSON & COX, 2014). 

2.5.1 Lisozima 

A lisozima, muramidase ou N-acetilmurâmico hidrolase (EC. 3.2.1.17) é uma enzima 

com massa molecular de 14.400 Daltons com ponto isoelétrico igual a 11, geralmente 

encontrada em secreção nasal, lágrimas, saliva, leucócitos, clara de ovo entre outros. Sua 

composição é de 129 aminoácidos reticulados em quatro pontes dissulfeto (Figura 10) (LIMA, 

2006). É uma enzima globular com atividade antimicrobiana, atuando na hidrólise das ligações 

glicosídicas β (1-4) entre N-acetil-D-glicosamina e N-acetil-murâmico de oligossacarídeos 

presentes nas paredes celulares de bactérias, tendo mais efetividade nas gram-positivas, pois o 

acesso da lisozima a parede peptidioglicana das bactérias gram-negativas é impedido pela 

membrana lipopoloissacarídica (FENNEMA, 2010; MELCHIORS, 2017). 

 A propriedade antimicrobiana da lisozima à torna uma enzima interessante a trabalhada. 

Com isso, já há aplicações na área farmacêutica, no auxílio no diagnóstico de doenças entre 

outros. A lisozima é bastante utilizada na indústria de alimentos de modo a preservar os 

alimentos do crescimento e desenvolvimento de micro-organimos patógenos, especialmente em 

alimentos como carnes e produtos lácteos (ÁVILA et al., 2014). Mecitoglu et al. (2006) e 

Barbiroli et al. (2012) incorporaram a lisozima em filmes para revestimentos em alimentos, 

com intuito bactericida, e seus resultados foram positivos contra Bacillus subtilis, Micrococcus 

lysodeikticus e Lactobacillus plantarum. 
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Figura 10. Estrutura primária da lisozima. 

Fonte: MACHADO et al., (2009). 

Na Figura 11 são apresentados os dois domínios ativos estruturais da lisozima, um beta 

(β) e outro alfa (α), sendo o domínio α formando pela sequência de aminoácidos composta por 

quatro α-hélices, duas que ficam próximas ao C-terminal e duas no N-terminal. Já o domínio β 

é formado por uma tripla cadeia antiparalela. Por fim os sítios ativos da lisozima são compostos 

pelos aminoácidos na posição 107 e 110 (LIU et al., 2004). 

 

Figura 11. Estrutura cristalográfica de raios-x da lisozima. 
Fonte: LUI et al., (2004). 
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A lisozima possui alto ponto isoelétrico, em decorrência da presença de certos 

aminoácidos a sua estrutura, que é o caso de 6 resíduos de lisina e 9 resíduos de arginina, dando-

lhe um caráter básico. Assim, ela tem uma boa vantagem em processos cromatográficos em 

relação à sua utilização dentro de uma ampla faixa de pH, com isso ela é tratada como uma 

espécie de proteína modelo para avaliar procedimentos de purificação e estudos 

termodinâmicos. Por ter um caráter básico a lisozima pode ser utilizada em pesquisas 

relacionadas a adsorção por trocadores catiônicos (VERÍSSIMO et al., 2017; GUAN et al., 

2019; ZHAO et al., 2019).   
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

O trabalho teve como principal objetivo produzir um novo adsorvente monolítico 

macroporoso de troca catiônica para a purificação da lisozima da clara do ovo.  

3.2 Objetivos Específicos 

• Produzir um monólito macroporoso pela técnica de criogeleificação e funcionalizá-lo 

como um trocador catiônico, sendo o glutamato monossódico o grupo ativo do mesmo; 

• Caracterizar os materiais monolíticos produzidos; 

• Verificar o potencial do adsorvente produzido na purificação de lisozima da clara de 

ovo.  
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Reagentes 

Os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho possuíam no mínimo grau 

analítico PA-ACS e foram adquiridos da Sigma Aldrich Brasil. Foram utilizados Acrilamida 

(Aam), bis-acrilamida (BAam), N,N,N’,N’- tetrametilenodiamino (TEMED), persulfato de 

amônio (APS),  alil-glicidil-eter (AGE) e Glutamato monossódico. A proteína utilizada como 

modelo para adsorção foi a lisozima (EC. 235-747-3, 70000 U.mg-1, CAS: 12650-88-3) da clara 

do ovo. Os demais reagentes utilizados são descritos ao longo das metodologias. 

4.2 Síntese dos Criogéis Monolíticos  

A metodologia utilizada para síntese dos criogéis foi adaptada de Kumar et al. (2006) e 

Yao et al. (2006a). Utilizou-se uma solução de 100 mL contendo 7% de monômeros de Aam 

(4,4 g), BAam (1,2 g), AGE (1,4 g), APS (140 µ.L-1 na concentração de 0,5 g.mL-1) e TEMED 

(91 µ.L-1). A solução preparada foi vertida em seringas plásticas de 10 mL, seladas e levadas a 

um banho ultratermostático microprocessado com circulador (QUIMIS Q214M2, Diadema, 

BR) a -12 °C por 24h. Após isso, as seringas foram abertas e levadas para estufa BOD (SP500 

LABOR, Cótia, BR) a 4 °C por 4 h para descongelamento da água presentes nos poros. 

Posteriormente, as seringas foram deixadas em estufa (Tecnal, modelo TE - 393/1, Piracicaba, 

BR) a 60±1°C por um período de 7 dias. Depois de completamente secos, os criogéis tiveram 

suas extremidades cortadas com auxílio de uma lâmina para retirada de partes defeituosas.  

Foi realizada uma etapa de lavagem dos criogéis para remoção de monômeros não 

polimerizados. Para isso, cada criogel foi colocado em um tubo Falcon (50 mL) com 40 mL de 

água destilada e deixados em contato com o criogel por 30 min, sob agitação suave a 20 rpm. 

O processo foi realizado 10 vezes, totalizando um volume final de 400 mL. Os criogéis foram 

novamente levados a estufa (60±1) °C para secagem por 7 dias. Em seguida foram armazenados 

em dessecador contendo sílica até o momento da funcionalização. 

4.3 Funcionalização dos criogéis para troca iônica 

O processo de funcionalização dos criogéis seguiu a metodologia descrita por Gonçalves 

et al. (2017) e Nascimento (2021), com adaptações. Foi preparada uma solução-tampão de 

fosfato de sódio (TFS) 0,05 mol.L-1 em pH 6, para dissolução dos componentes utilizados na 

funcionalização. Para isso, utilizou-se seringas de 20 mL que eram então seladas, em cada 

percolação de solução, mantendo-se a agitação orbital a 20 rpm. A cada etapa do processo os 

criogéis eram suavemente comprimidos para retirada do excesso da solução da última etapa. 
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Primeiramente os criogéis foram imersos em 20 mL de álcool metílico por 2 h para 

abertura do anel epóxi. Feito isso, realizou-se uma lavagem com água destilada por 1 h, sendo 

posteriormente utilizada a solução TFS por também 1 h. Em seguida, os criogéis foram imersos 

em 20 mL de solução etilenodiamina (0,5 mol.L-1) em TFS e mantidos por 14 h a temperatura 

ambiente (25 °C).  

Passado esse tempo realizou-se duas lavagens com água destilada, cada uma de 30 min, 

na qual, os criogéis eram deixados nas seringas em agitador orbital. Em seguida, 20 mL de 

solução TFS foi mantido em contato com o criogel por 1 h. Na sequência, 20 mL de solução de 

glutaraldeído 5% em TFS foi mantida em contato com criogel por 5 h em estufa BOD (Tecnal, 

modelo TE-184, Piracicaba, BR) a temperatura controlada de 12±1 °C. Para retirada do excesso 

da solução anterior realizou-se duas lavagens de 30 min com água destilada. Então os criogéis 

aldeído-ativados foram mantidos em 20 mL de solução de glutamato (10 mg.mL-1) em TFS por 

14 h a temperatura ambiente (25 °C).  

Realizou-se uma lavagem de 1h com água destilada, sendo posteriormente passada uma 

solução de borohidreto de sódio (0,1 mol.L-1) em TFS por 1 h em temperatura ambiente (25 

°C), nessa etapa as seringas ficaram abertas, devido a formação de gás, e agitadas manualmente 

a cada 15 min. Por fim, duas lavagens de 30 min cada com água destilada foram realizadas para 

finalização do processo. Assim, os criogéis foram secos em estufa a 60 °C se obtendo uma 

coluna adsorvente monolítica supermacroporosa de interação catiônica.  

4.4 Caracterização dos Criogéis 

4.4.1 Capacidade de inchamento e grau de expansão 

A avaliação da capacidade de inchamento (S) dos criogéis foi determinada pela 

metodologia de Savina et al. (2005) por meio da Equação (1). Para isso, 8 criogéis controle e 8 

funcionalizados foram deixados em recipientes com 50 mL de água destilada em temperatura 

ambiente por 24 h. Em seguida, os criogéis foram levemente exprimidos para retirada do 

excesso de água e pesados em balança analítica.  

𝑆 =
(𝑚𝑠− 𝑚𝑑)

𝑚𝑑
         (1) 

Sendo ms (kg) a massa do criogel hidratado e md (kg) a massa do criogel seco. 

O grau de expansão (ED) foi calculado seguindo a metodologia de Gonçalves et al. 

(2016). O cálculo auxilia na conversão entre a massa de criogel desidratado e seu volume 

hidratado durante o uso. Para isso 8 criogéis foram identificados e secos em estufa a 60 °C. 

Foram então imersos em água destilada por 24 h. Posteriormente, os criogéis saturados foram 
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transferidos para proveta contendo um volume de água (v1) e depois de imersos o novo volume 

obtido (v2) foi anotado, sendo calculado o ED pela Equação 2: 

𝐸𝐷 =  
(𝑣2− 𝑣1)

𝑚𝑑
   (2) 

Onde: v1 é o volume inicial da proveta (mL) e v2 é o volume lido na proveta após a 

colocação do criogel (mL) (MONTGOMERY, 2001). Os valores médios obtidos de S e ED 

foram analisados pelo teste t de Student a 5% de probabilidade  

4.4.2 Porosidade dos Criogéis 

O grau de porosidade dos criogéis foi determinado por meio da medida de água livre 

nos monolitos. Para isso 8 criogéis desidratados e com as massas conhecidas foram deixados 

em um dessecador contendo uma solução saturada de sulfato de potássio, para controle da 

umidade relativa em torno de 98 %, durante 7 dias. Ao final as massas foram novamente 

pesadas. Feito isso, os criogéis foram imersos em um recipiente com 70 mL de água destilada 

por 24 h, sendo registrada sua massa após o período. Estes foram espremidos e pesados 

novamente. A fração de macroporos (φ𝑀), com tamanho ≥ 1μm, fração de meso e microporos 

(φm), com tamanho ˂ 1μm, fração de água ligada (φwb), fração de polímero seco (φd) e 

porosidade total (φT) dos criogéis foram calculadas utilizando as Equações 3 a 7, 

respectivamente (PLIEVA et al., 2004a e 2004b).  

𝜑𝑀 =  
𝑚𝑠− 𝑚𝑒

𝑚𝑠
 (3) 

𝜑𝑚 =  
𝑚𝑒− 𝑚𝑤𝑏

𝑚𝑠
  (4) 

𝜑𝑤𝑏 =  
𝑚𝑤𝑏− 𝑚𝑑

𝑚𝑠
 (5) 

𝜑𝑑 =  
𝑚𝑑

𝑚𝑠
 (6) 

𝜑𝑇 =  
𝑚𝑠− 𝑚𝑤𝑏

𝑚𝑠
= 𝜑𝑀 + 𝜑𝑚 (7) 

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

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

Os valores de porosidade foram dos criogéis foram analisados pelo teste t de Student a 5% de 

probabilidade. 

4.4.3 Permeabilidade ao Escoamento 

Para o cálculo da permeabilidade ao escoamento foi utilizado da equação de Darcy 

(Equação 8), para um escoamento em meios porosos, onde o coeficiente angular da equação 
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ajustada no gráfico de vazão versus pressão hidrostática sobre a coluna determinará a 

permeabilidade. 

𝑄 =  
𝐴𝐾𝑝

ƞ𝐿
 ∆𝑃 (8) 

Sendo  ∆𝑃 é a variação da pressão hidrostática sobre a coluna (Pa), ƞ é a viscosidade 

cinemática da fase móvel (m2.s-1), 𝑄 é a vazão volumétrica (m3.s-1), 𝐴 é a área transversal da 

coluna (m²), 𝐿 é a altura do leito (m) e 𝐾𝑤 é a permeabilidade ao escoamento do leito (m²). 

4.4.4 Distribuição dos tempos de residência (DTR) e Coeficiente de Dispersão Axial 

Aparente (Dax) 

A determinação das curvas de distribuição dos tempos de residência e o coeficiente de 

dispersão axial foi realizado empregando o método adaptado de Yao et al. (2006a e 2006b). 

Para tal, empregou-se a Equação (9), e além do tempo de retenção, foi calculado também as 

variâncias (2) ou os segundos momentos estatísticos (𝑀2) de cada pulso, segundo 

FURUSAWA et al. (1976). 

𝑀2 =  2 =  
∑ 𝑡1

2𝐴1∆𝑡𝑖
𝑛
𝑖=1

∑ 𝐴𝑖∆𝑡𝑖
𝑛
𝑖=1

− 𝑡𝑅
2 (9) 

Onde: 𝑀2 é o segundo momento estatístico (s²), corrigido considerando-se o volume 

vazio do equipamento, 2é a variância do pulso observado (s²), 𝑡1 é o tempo (s) em que a i-

ésima observação foi registrada,  ∆t𝑖é o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-ésima 

observação (para i  2), 𝐴𝑖 é a absorbância registrada no tempo 𝑡𝑖 e 𝑡𝑅 é o tempo de retenção 

do pulso observado (s). 

Após a determinação dos valores de 𝑡𝑅 e 2 foi feita a determinação do coeficiente de 

dispersão axial para cada velocidade de escoamento e calculada por uma regressão não linear 

(Equação 10). 

2

𝑡𝑅
2 = 2 (

𝐷𝑎𝑥

µ𝐿
)

2

− 2 (
𝐷𝑎𝑥

µ𝐿
)

2

 [1 − 𝑒𝑥𝑝 (−
µ𝐿

𝐷𝑎𝑥
)] (10) 

Sendo 𝐷𝑎𝑥 o coeficiente de dispersão axial aparente (m².s-1), 𝐿 é a altura (m) do leito, 𝑢 

é a velocidade (m.s-1) intersticial da fase móvel (𝑢 =  𝑈T) , 𝑡𝑅 é o tempo de retenção do pulso 

(s) e 2 é a sua variância (s²).  

Os gráficos das curvas de 𝐷𝑇𝑅 foram plotados na forma normalizada de acordo com a 

Equação 11 (ZABKA et al., 2006). 

𝐷𝑇𝑅∗ = 𝐸 =  
𝐶(𝑡)

∫ 𝐶(𝑡)𝑑𝑡
∞

0

=  
𝐴𝑏𝑠(𝑡)

∫ 𝐴𝑏𝑠(𝑡)𝑑𝑡
∞

0

 (11) 
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Na qual 𝐷𝑇𝑅∗ = 𝐸 é a função de distribuição de tempo de residência normalizada (s-1) 

e 𝐴𝑏𝑠 é a absorbância registrada em função do tempo. 

4.4.5 Altura dos pratos equivalentes (HETP) 

Para o cálculo da HETP em função da velocidade de escoamento na fase móvel foi 

utilizado o coeficiente das curvas de 𝐷𝑇𝑅. Os valores foram determinados pela Equação (12) 

(FONTAN et al., 2018). 

𝐻𝐸𝑇𝑃 = 𝐿
𝑀2

𝑀1
2 = 𝐿

2

𝑡𝑅
2  (12) 

Onde o 𝐿 é a altura do leito (m), 𝑡𝑅 é o tempo de retenção do pulso (s), e o 2é a sua 

variância (s2). 

4.4.6 Análise de ponto de carga zero (PCZ) 

O pH do ponto de carga zero (pHpcz) é definido como o pH em que um suporte possui 

carga neutra. A metodologia empregada para sua determinação é denominada “Experimento 

dos 11 Pontos” (MÓL et al., 2019). O procedimento consistiu em condicionar 50 mg de criogel 

controle e funcionalizado, em contato com 50 mL de soluções de cloreto de sódio (0,1 mol.L-

1) em diferentes valores de pH (1-11) sendo deixados sobre agitação orbital a 25 rpm durante 

24 h. O pH de cada solução foi ajustado com solução de HCl (0,5 mol.L-1) ou NaOH (0,5 mol.L-

1). Ao final de 24 h, o pH foi medido e construído o gráfico, do pH final versus o pH inicial. O 

pH do PCZ corresponde à faixa onde o pH final se mantém constante independentemente do 

pH inicial, ou seja, a superfície comporta-se como um tampão. 

4.4.7 Capacidade de troca iônica (CTI) 

A metodologia para determinação da capacidade de troca iônica total foi adaptada de 

Fontan et al. (2018) pelo método titulométrico, sendo expressa em função da capacidade 

máxima de troca de cátions monovalentes.  

Para isso, foram utilizados 7 tubos de centrifuga de 50 mL com 50 mg de criogel: 6 

funcionalizados e 1 controle. Em cada tudo adicionou-se 45 mL de solução HCl (1 mol.L-1) e 

mantidos por 12 h a temperatura ambiente em rotação orbital a 20 rpm. Posteriormente, a 

solução ácida foi retirada e realizada três lavagens com 45 mL de água, cada uma por 1 h em 

rotação orbital. Antes de cada lavagem os criogéis foram lavados com 90 mL de água. O 

objetivo do processo foi a retirada do excesso de íons H+ presentes na solução. Em seguida, os 

tubos com criogéis foram deixados em estufa a 60 °C por 24 h, posteriormente foram colocados 

em contato com 45 mL de solução NaCl (2,0 mol.L-1) e deixados por 12 h em rotação orbital 

(20 rpm). 
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Retirou-se uma alíquota de 40 mL de cada tubo para titulação com uma solução de 

NaOH (0,01 mol.L-1),  previamente padronizada com uma solução de biftalato de potássio, 

sendo também utilizado um branco para a análise. Dessa maneira a capacidade de troca iônica 

é quantificada pelos íons H+ que representam o número de íons Na+ trocados com o criogel. 

A Equação (13) relaciona a capacidade total iônica pela massa do criogel desidratado 

(m) expresso em mol.kg-1. E a Equação (14) expressa a capacidade de troca iônica total por 

volume de criogel hidratado (). 

𝑚 =  
𝑉𝑇

𝑚
 ⌊(

𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻.𝑓.𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻 

𝑉
)

𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
−  (

𝑀𝑁𝑎𝑂𝐻.𝑓.𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻

𝑉
)

𝑁𝑎𝐶𝑙
⌋ (13) 

Na qual o 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 (mol.L-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.  

 =  
𝑚

𝐸𝐷
 (14) 

Onde: 𝑚 é a capacidade iônica total por massa de criogel desidratado (mol.kg-1) e ED 

é o grau de expansão (L.kg-1). 

4.4.8 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

Os grupos funcionais presentes no criogel foram avaliados pela espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier pela metodologia descrita por Da Silva et al. 

(2019). Criogéis secos foram transformadas em pó e acondicionados em cristal ATR coberto 

com tampa e lidos em FTIR utilizando o equipamento (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies 

Inc., Santa Clara, CA, USA) equipado com detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS) 

e célula de Reflectância Total Atenuada (ATR) pela técnica da reflectância total atenuada 

(ATR) na região infravermelha de 4000-500 cm-1 em espectrômetro. O software para utilizado 

para obtenção dos espectros foi o Agilent MicroLab PC Software. 

4.4.9 Analises termogravimétricas (TGA) 

A perda de massa foi determinada pela análise termogravimétrica (TGA).  Cerca de 10 

mg de criogel triturado foi levada ao calorímetro (Marca Linseis, modelo STA PT1000, Selb, 

GER). As amostras foram submetidas a aquecimento de 20 a 600 °C, com uma taxa de 

aquecimento de 10 °C. min-1. 
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4.4.10 Difração de raios-x (DRX) 

Para obtenção dos difratogramas, os criogéis controle e funcionalizado foram cortados 

e acondicionados em um difratômetro (D2 PHASER, Bruker, Leipzig, GER), equipados com 

Cu Kα. Usando uma fonte de radiação monocromática de ʎ = 1,54184 Å, a uma tensão do 

gerador de 30 KV e uma corrente de 10 mA com varredura de 5 a 90 ° (2θ) em uma taxa de 4 

°. min-1. 

4.5 Ensaios adsortivos 

Os ensaios adsortivos foram realizados em pH 7,2 em triplicata. O processo se deu em 

batelada, em tubos Falcon de 15 mL, sendo adicionado cerca de 20 mg de criogel cortado e 4 

mL da solução de lisozima pura (1 mg.mL-1). Os criogéis imersos na solução enzimática foram 

levados à estufa BOD a temperatura de 25 °C, sob agitação orbital de 20 rpm por 12 h 

(overnight). Posteriormente os tubos foram centrifugados a 4677xg durante 5 min, sendo os 

sobrenadantes coletados para a quantificação da concentração de proteína por leitura da 

absorbância em espectrofotômetro (UV-Vis Quimis, São Paulo, BR) a 595 nm, seguindo-se a 

metodologia descrita por Bradford (1976). Foi construída uma curva de calibração de 0,1 a 1 

mg.mL-1 de lisozima pura. A capacidade adsortiva foi expressa pela Equação (15). 

𝑞 =  
( 𝑐𝑜−𝑐) 𝑥 𝑉

𝑀
  (15) 

Sendo, q se refere a quantidade de lisozima adsorvida no criogel (mg.mL-1); co e c são 

as concentrações iniciais e finais da solução de lisozima (mg.mL-1); V  é o volume de solução 

enzimática (mL) utilizada no processo; e M é a massa de criogel seco (g). 

4.6 Preparo do extrato bruto 

Para o preparo do extrato enzimático da clara do ovo, seguiu-se a metodologia descrita 

por Fontan (2013), realizando-se um tratamento para retirada da ovomucina, proteína presente 

na clara, responsável pela consistência gelatinosa (OMANA et al., 2010). 

O processo se deu da seguinte forma: realizou-se a separação manual da clara, sendo 

levada a uma peneira plástica, para separação da parte fina da clara da parte mais viscosa e da 

chalaza pela ação da gravidade. O processo foi realizado com quatro ovos, obtendo-se 100 mL 

de clara fina. Posteriormente, a clara já tratada foi diluída em um volume de 200 mL de água 

destilada, tendo seu pH ajustado para 6 utilizando uma solução de HCl (2,0 mol.L-1). Logo após, 

a solução foi dividida em tubos de centrifuga de 50 mL e levados a estufa BOD a temperatura 

de 2 °C, por 12 h (overnight). Posteriormente os tubos foram levados à centrifuga (SP LABOR 

modelo Sp-701, Pircicaba, BR) sob refrigeração (4 °C) e com agitação de 4677 xg por 30 min, 
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então o sobrenadante (S1) foi separado do precipitado, obtendo cerca de 300 ml de solução. 

Para esse volume foi adicionado 6 mL de solução TFS em pH 7,2 (1 mol.L-1).  

A solução S1 teve seu pH ajustado para 7,2 utilizando uma solução de NaOH (0,02 

mol.L-1). Então realizou-se duas diluições: a primeira para os ensaios em batelada, utilizou-se 

6 ml da solução S1 para um volume final de 150 ml de solução TFS (0,02 mol.L-1) e pH 7,2; a 

segunda diluição, 1:5, foi utilizado 25 mL da solução S1 para um volume final de 150 mL da 

solução TFS (0,02 mol.L-1) e pH 7,2. Ambas diluições foram novamente centrifugadas sob 

refrigeração a 4 °C, 4677 xg por 45 minutos, sendo os sobrenadantes coletados e armazenados 

sob refrigeração em recipiente limpo até a utilização. As soluções foram identificadas com ALO 

1:5 (Alimentação Livre de Ovomucina) e 1:30 (Alimentação Livre de Ovomucina). 

4.7 Purificação da lisozima da clara do ovo em batelada 

O processo de purificação seguiu parte da metodologia já descrita no item 4.2 dos 

ensaios adsortivos, utilizando-se uma curva de calibração com albumina de soro bovino, BSA 

(EC A7908, pureza ≥ 98%, CAS: 232-936-2), para quantificação das proteínas totais. Nesse 

caso 4 mL da solução ALO 1:30 foram deixados em contato com aproximadamente 20 mg de 

criogel seco por 12 h (overnight) à temperatura ambiente, sob rotação orbital de 20 rpm. Após 

isso, o extrato que estava em contato com o criogel foi retirado e foram realizadas duas lavagens 

com 4 mL da solução tampão TFS (0,02 mol.L-1) em pH 7,2 para retirada da lisozima não 

adsorvida na superfície do trocador produzido. Então foi preparada uma solução 1 mol.L-1 de 

NaCl em TFS (pH 7,2 e 0,02 mol.L-1) para eluição da lisozima. 2 mL dessa solução foram 

deixados em contato com o criogel por 4 h. Passado esse tempo, a fase líquida foi separada e 

realizou-se um processo de diálise das amostras para retirada do excesso de NaCl. Utilizou-se 

bolsas de diálise (D0530, Sigma) com aproximadamente 6 cm de comprimento, sendo cada 

amostra armazenadas em uma bolsa. Foram realizadas 5 lavagens de 200 mL de tampão TFS 

em pH 7,2, sendo trocada a cada 2 h.  

Cada solução do processo de purificação recebeu uma identificação, sendo a solução 

antes do contato do criogel ‘Extrato’ e a solução dialisada após o processo da dessorção da 

lisozima ‘Eluição’. Para cada solução foi feita a quantificação de proteínas pelo método de 

Bradford (1976), atividade enzimática (SHUGAR, 1952) e Eletroforese (SDS-PAGE). 

4.8 Purificação da Lisozima a partir da clara de ovo em leito monolítico 

O processo de purificação da solução de alimentação foi realizado em triplicata, 

utilizando-se um equipamento AKTA Pure 25 (Figura 12) (GE Life Sciences, Upsalla, SWE) 

com uma coluna. O monitoramento da fase móvel foi realizado utilizando-se um detector com 



41 

 

comprimento de onda fixo em 280 nm, com o sistema conectado a um computador e controlado 

por meio do Software Unicorn 7.2. A coluna foi montada com três peças de monolíticas de 

criogéis funcionalizados, totalizando um volume de leito de 18,47 mL. A vazão utilizada na 

alimentação foi de 1,5 mL.min-1. 

 

Figura 12. Cromatógrafo Akta Pure para purificação de proteínas. 

Para a hidratação, lavagem e equilíbrio prévio da coluna, foi passada água destilada e 

tampão TFS (0,02 mol.L-1
) em pH 7,2 com 25 volumes de coluna cada. Então foram percolados 

quatros volumes de coluna de uma solução de HCl (0,1 mol.L-1). Após isso foi realizada uma 

etapa para equilibrar a coluna com o tampão TFS (0,02 mol.L-1 e pH 7,2) com a passagem de 

quatro volumes dessa solução. Dessa forma, se deu início ao processo de alimentação, na qual, 

foram passados sete volumes de coluna, da solução de Extrato Livre de Ovomucina em uma 

diluição 1:5, até que foi verificada a formação e estabilização da curva de ruptura. Logo após, 

a coluna foi lavada com mais quatro volumes com o tampão TFS (0,02 mol.L-1 e pH 7,2), esse 

processo foi realizado para retirada dos componentes não adsorvidos pela coluna,. Para a etapa 

de eluição, utilizou-se uma solução de NaCl (1 mol.L-1) preparada em TFS (0,02 mol.L-1 e pH 

7,2), passando-se quatro volumes de coluna. Finalmente a coluna foi reequilibrada e lavada com 

quatro volumes do tampão TFS (0,02 mol.L-1 e pH 7,2) e água destilada com quatro volumes 

de coluna, respectivamente.  

Os picos foram obtidos durante a etapa de eluição, sendo coletados no momento em que 

a leitura estava subindo e próxima de 6 mAU e finalizado a coleta quando houve a queda da 

leitura, até o mesmo valor. Então os picos coletados foram submetidos ao processo de dialise 
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para retirada do NaCl. Foi utilizado novamente bolsas de dialise, previamente ativadas (código 

D0530, Sigma), com aproximadamente 8 cm de comprimento. Foram realizadas 5 lavagens 

com 700 ml de tampão TFS e pH 7,2 (0,02 mol.L-1)  por um período de 12h. 

4.9  Atividade enzimática 

A atividades enzimática da lisozima das soluções ‘Extrato’ e ‘Eluido’ foram 

determinadas pelo método de Shugar (1952). Para isso foi utilizada uma suspensão 0,15 % m.v-

1 de Micrococcus lysodeikticus preparada em Solução Fosfato de Potássio (50 mmol.L-1) em 

pH 6,24, ajustado com soluções de KOH ou HCl, ambas a 1 mol.L-1. Foi preparada uma 

suspensão do micro-organismo, que foi lida diretamente em espectrofotômetro a 450 nm. A 

concentração da suspensão foi ajustada com tampão de modo que a sua leitura inicial estivesse 

com valores de absorbância entre 0,6 e 0,7. A análise de atividade foi realizada para as duas 

soluções, na qual, 200 µL de amostra foram deixados em contato com 5 mL da suspensão de 

micrococcus por 5 min a temperatura ambiente (25 °C), sendo realizadas leituras a cada 30 

segundos para obtenção da velocidade linear máxima (∆𝐴450/min). Foi realizada também 

análise do branco com tampão puro. A atividade enzimática (U.mL-1) é definida como a 

quantidade de enzima capaz de produzir um decréscimo de 0,001 na densidade ótica por minuto, 

sendo calculada a partir da Equação (16). Os três ensaios foram realizados em triplicata.   

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 =  
(

∆𝐴450
𝑚𝑖𝑛

)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−(
∆𝐴450

𝑚𝑖𝑛
)𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 

0,001 𝑥 0,2
𝑥 (𝑑𝑓) (16) 

Onde (∆A450/min)amostra é a variação da absorbância no tempo no de 0 a 5 minutos para 

a amostra pelo total da analise, 5 minutos; (∆A450/min)branco é a variação da absorbância para 

o branco; 0,2 mL é o volume de amostra; e df  é o fator de diluição.  

4.10  Atividade Específica e Fator de Rendimento 

Para verificação da eficiência do processo de purificação foi realizado o cálculo do fator 

de purificação, para isso, fez-se inicialmente o cálculo da atividade específica. O fator de 

purificação, compara a atividade específica da solução purificada e a atividade especifica da 

solução bruta. 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 (
𝑈

𝑚𝑔
) =

𝐴𝑡𝑖𝑣.𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎

𝐶𝑜𝑛𝑐.𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 
 (17) 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑃𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎çã𝑜 =  
𝐴𝑡𝑖𝑣.𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎𝐸𝑙𝑢𝑖çã𝑜

𝐴𝑡𝑖𝑣.  𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
 (18) 
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4.11  Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

A análise de eletroforese em gel desnaturante foi realizada seguindo a metodologia 

descrita por Laemmli (1970) com adaptações. Primeiramente foi produzido um gel de 

empilhamento na concentração de 5% (v.v-1) e um gel de separação na concentração de 12% 

(v.v-1). 

As amostras obtidas dos processos de purificação em batelada e no leito monolítico, 

foram submetidas a eletroforese. Para a amostra padrão de lisozima, foi preparada uma solução 

de 1mg.mL-1 e dessa solução utilizou-se 100 uL diluídos em 400 uL de solução desnaturante. 

A amostra identificada como extrato bruto foi preparada em uma diluição de 1:30, dessa forma 

30 uL dessa solução foram diluídas em 570 uL de solução desnaturante. Para as amostras 

eluidas, do processo em batelada, utilizou-se 50 uL de amostra em 150 uL de solução 

desnaturante e para a amostra identificada com eluição da purificação em coluna foram 

utilizados 100 uL de amostra para 100 uL de solução desnaturante.  

Todas as amostras foram acondicionadas em tubos eppendorf e desnaturadas em água 

sob fervura à temperatura de 100 °C por 3 minutos. A corrida seguiu uma tensão constante de 

100 V, e finalmente finalizado, o gel foi mantido em contato em solução fixadora por 2h. Feito 

isso, foi realizado a etapa de coloração do gel. Este foi deixado em contato com a solução 

corante por 24 h, logo após, foi realizado lavagens com água destilada. Finalmente o gel foi 

mantido em contato com a solução descorante, até obtenção de um gel transparente, sempre 

fazendo a troca da solução quando necessário.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Síntese dos criogéis 

Os criogéis obtidos são apresentados na Figura 13. De maneira geral, possuem caráter 

rígido e uniforme, com aproximadamente 500 mg e um comprimento de 4 cm. Quando 

hidratados conseguem absorver grandes quantidades de líquidos, e possuem maciez 

característica observada por outros autores para criogéis de poliacrilamida (DEMIRYAS et al., 

2007; CARVALHO et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2019). Tais características de 

hidratação tem relação com a grande presença de poros em sua estrutura, e com a natureza 

hidrofílica do material usado.  

 

 
Figura 13.  Imagem dos criogéis controle e funcionalizado. 

A leve coloração amarelada do criogel funcionalizado tem relação com o processo de 

funcionalização, especialmente da incorporação do glutaraldeído em sua estrutura, quando foi 

observado a mudança de cor durante o processo.  

Os valores para caracterização obtidos referentes a porosidades, fração de água, 

capacidade de inchamento e grau de expansão dos criogéis são apresentados na Tabela 2.  

Verifica-se que a fração de macro, meso e microporos do criogel se manteve igual 

mesmo após o processo de funcionalização, indicando que não houve modificação na rede 

interconectada da matriz, não afetando os canais para o fluxo da fase móvel. Podendo ser 

confirmado na porcentagem da porosidade total, que não sofreu alteração e se manteve acima 

de 90%. Segundo Arvidsson et al. (2002) a alta porcentagem de macroporos no criogel indica 

benefícios aos processos de purificação de moléculas, no tocando a difusão dos componentes 

pela matriz, o que é favorável ao presente trabalho, pois oferece um fluxo continuo e 

desobstruído.  
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Tabela 2. Resultados da caracterização estrutural das matrizes produzidas. 

Parâmetros Controle Funcionalizado (Glutamato) 

Fração de Macroporos (%) 0,763±0,047a 0,729±0,027a 

Fração de Mesos e Microporos (%) 0,164±0,046a 0,197±0,027a 

Fração de Água Ligada (%) 0,017±0,002b 0,021±0,001a 

Fração de Polímero Seco (%) 0,056±0,005a 0,052±0,002a 

Porosidade Total (%) 0,927±0,007a 0,926±0,002a 

S (kg.kg-1) 17,01±1,584a 17,97±0,82a 

ED (L.kg-1) 20,23±1,701a 21,73±1,14a 

m (10-3 molNa
+.kg-1

criogel seco) - 362±<0,01 

 (10-3 molNa
+.L-1

 criogel hidrat,) - 16,65 

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha não diferem significativamente entre si pelo 

teste t (p<0,05). 

Os resultados de capacidade de inchamento do criogel neste presente trabalho são 

maiores que alguns observados na literatura (SAVINA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 

2019). A principal diferença pode ter relação com a formulação utilizada, no presente trabalho 

a concentração de monômeros foi maior que nos trabalhos supracitados. Esse parâmetro tem 

relação com a medida de expansão do criogel, ou seja, impacta na maleabilidade das matrizes 

após sua hidratação, o que tem relação com a resistência mecânica da matriz (CARVALHO, 

2010; GONÇALVES et al., 2017). Já o grau de expansão, serve para entender o comportamento 

em relação a massa de criogel desidratado enquanto armazenado e seu volume em condições 

operacionais. Os resultados mostraram que não há diferença significativa para esse parâmetro, 

do criogel controle para o funcionalizado, indicando que há uma alta razão entre o volume 

ocupado e sua massa. Em seu trabalho Souza (2020) desenvolveu um criogel catiônico, e obteve 

valores menores dos parâmetros supracitados, isso pode ter relação à não presença de AGE na 

estrutura do material. Entende-se que esse componente é altamente reativo e possui um alta 

densidade de elétrons, acarretando em interações do tipo ligações de hidrogênio, logo o 

comportamento observado como a maior capacidade de inchamento e grau de expansão tem 

relação direta a maior interação com a água. 

De maneira geral, é observado que o processo de funcionalização, levou a pequenas 

alterações nos parâmetros estruturais do criogel. O glutamato não possui funções orgânicas ou 

componentes químicos que sejam diferentes de alguns já presentes na estrutura do material, 

com exceção de um grupo carboxílico, além de não ter uma grande cadeia. Logo não há 

indicativos de que a imobilização desse componente, pudesse levar a mudanças estruturais na 

matriz produzida. 
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Pode-se observar diferença significativa apenas no parâmetro de fração de água ligada. 

Entende-se que nesse caso a inserção de grupos ativos, amina (NH2) e carboxila (COOH) 

oriundos da imobilização do glutamato à superfície do criogel são responsáveis pela diferença. 

Isso ocorre, pois, o oxigênio e nitrogênio presentes nesses grupos, interagem com a água por 

ligações de hidrogênio, aumentando a capacidade de hidratação da matriz. Salvo et al. (2020) 

verificaram este comportamento em seu trabalho, quando a presença de grupos aminados 

levaram a uma maior hidratação do material, influenciando também em uma menor resistência 

mecânica e um aumento do coeficiente de difusão efetiva dentro do material. 

Um dos parâmetros de caracterização de importância para a performance do criogel 

produzido é a capacidade de troca iônica, que é definido como o número de íons em uma 

quantidade especifica de um determinado material (HAN et al., 2021). O valor encontrado foi 

de 16,65x10-3 molNa
+.L-1

criogel hidrat, em seu trabalho Fontan et al. (2018), encontrou 25,72x10-3 

molNa
+.L-1

criogel hidrat, utilizando um processo de enxertia com a inclusão do ácido-2-acrilamido-

2-metil-1-propanossulfônico (AMPSA). Nesse caso a diferença está ligada ao processo de 

modificação do criogel, uma vez que são utilizados diferentes componentes para a troca 

catiônica.  

5.2 Caracterização hidrodinâmica do leito produzido 

5.2.1 Permeabilidade ao escoamento 

Na Figura 14 são apresentados os dados experimentais relativos à variação da queda de 

pressão hidrostática em função da velocidade superficial de escoamento.  

O valor encontrado para a permeabilidade hidráulica da água em função da variação da 

queda de pressão hidrostática no leito do criogel foi de 1,23.10-12 m2. Quanto maior seu valor, 

menor será a resistência ao fluxo. Foram verificados valores semelhantes na literatura: Yao et 

al. (2007) produziu criogéis de troca catiônica com o AMPSA e obteve valor de 9,6.10-12 m2; 

Carvalho et al. (2014) utilizando um criogel de afinidade por íons metálicos (IMAC) com cobre 

(Cu2+) através da ligação com ácido iminodiacético (IDA) obteve o valor de 4,70.10-13 m2 e 

Mól et al. (2017) utilizando o TRIS encontraram 5,9.10-13 m2; todos criogéis a base de 

acrilamida.  
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Figura 14. Dados experimentais referentes a variação de pressão (ΔP) em função da 

velocidade superficial de escoamento da fase móvel no leito de troca catiônica. 

Estruturalmente os criogéis são formados por poros interconectados de diferentes 

tamanhos. Tais poros têm relação direta com a baixa resistência ao escoamento, ou seja, quanto 

maior a porosidade e o tamanho desses poros, e assim o caminho de difusão para as moléculas, 

melhor será sua utilização como coluna para processos de purificação, uma vez que possuem, 

maiores superfícies de contato levando a maiores capacidades adsortivas. O processo de 

transferência de massa em monolitos é predominado pelo mecanismo convectivo devido a 

influência da interconectividade e tamanho dos poros, de forma a favorecer esse escoamento 

(PLEIVA et al., 2004a; DERAZSHAMSHIR et al., 2008).  
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5.2.2 Distribuição dos tempos de residência e Coeficiente de dispersão axial aparente 

As curvas de distribuição do tempo de residência (DTR) são mostradas na Figura (15).  

 

Figura 15. Distribuição dos tempos de residência para pulsos de acetona em diferentes 

velocidades superficiais de escoamento no leito monolítico produzido. 

Pode-se observar na Figura 15 que, à medida que há o aumento da velocidade 

superficial, há também o incremento dos picos se tornando mais estreitos. As curvas mostram 

comportamento assimétrico nas menores vazões utilizadas, e à medida que aumenta a vazão o 

comportamento das curvas se altera, indicando um alto grau de mistura durante o escoamento 

pela fase móvel. Yao et al. (2006a) relata essa assimetria relacionada a uma estrutura com 

porosidade não homogênea e a não uniformidade na formação dos poros durante o processo de 

polimerização.  

Comportamento semelhante foi observado por Coimbra et al. (2022) quando 

determinaram as curvas de DTR em criogel catiônico de poliacrilamida. Segundo os autores, a 

morfologia da estrutura porosa pode levar a heterogeneidade no escoamento, acarretando em 

diferentes perfis de DTR. O presente trabalho indica uma dispersão relativa, pois não há 

alteração significativa na forma das curvas, com o aumento da vazão.  

Na Figura 16, pode-se observar os coeficientes de dispersão axial em função da 

velocidade superficial da fase móvel. 
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Figura 16. Coeficientes de dispersão axial aparente para pulsos de acetona em diferentes 

velocidades superficiais de escoamento na coluna de criogel produzida. 

É possível verificar no gráfico que os coeficientes variaram de 6,68.10-7 a 1,54.10-7 m2.s-

1. Há um aumento do Dax em relação à medida em que a velocidade superficial do líquido 

também aumenta, esse comportamento foi observado também por Yao et al. (2006a) e 

Nascimento (2021). Os valores obtidos de Dax e o pequeno alargamento das bandas são 

advindas de uma baixa mistura dispersiva com alta transferência de massa em matrizes porosas. 

A baixa variação nos valores de Dax indicam um escoamento pistonado, este ocorre quando há 

uniformidade na velocidade da fase móvel por toda coluna, assim o fluído que passa pela coluna 

escoa sem que haja uma mistura, o que é desejável. Os resultados encontrados nesse trabalho 

são semelhantes aos encontrados por Fontan et al. (2018) (5,0.10-8 a 2,5.10-8 m2.s-1); Mól et al. 

(2019) (10-7 e 10-6 m2.s-1); e Machado et al., (2015) (10-8 e 10-6 m2.s-1), todos com criogéis de 

poliacrilamida. Segundo os autores, o comportamento observado nesses materiais, tem relação 

à sua estrutura amorfa e interconectada, indicando um pequeno efeito de retromistura devido 

ao coeficiente de dispersão axial.  

Na Figura 17 são apresentados os resultados obtidos para o HEPT em função da 

velocidade superficial de escoamento.  
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Figura 17. Altura equivalente dos pratos teóricos da coluna de criogel produzida em função 

da velocidade superficial de escoamento, para pulsos de acetona. 

Pode-se observar que os valores obtidos para HEPT variaram de 0,13 a 0,15 cm. Os 

resultados indicam que a velocidade de escoamento da fase móvel exerce uma baixa influencia 

no HETP. Segundo Mól et al (2019), esse comportamento mostra que o mecanismo convectivo 

para transferência de massa é predominante, e concordando com os baixos valores de dispersão 

axial, mostram boa eficiência e rendimento da coluna em processo de purificação. Plieva et al. 

(2004b) concorda com premissa, quando afirma que a transferência de massa em criogéis tem 

relação especificamente ao fluxo convectivo e não difusivo. 

Os resultados obtidos no presente estudo para HETP, se mostram positivos, quando 

comparados à trabalhos encontrados na literatura. Mól et al. (2019) obtiveram valores em torno 

de 0,33 cm de HETP utilizando criogéis de poliacrilamida ativados com 2–(dimetilamino) etil 

metacrilato (DMAEMA); Mól et al. (2017) com criogeis de afinidade para purificação de 

lisozima, obtiveram valores de 0,37 a 0,45 cm; com um criogel de poliacrilamida de interação 

hidrofóbica Neves et al. (2020), observou valores de HETP em torno de 0,31 a 0,33. Os valores 

mais semelhantes encontrados com o presente trabalho foram de Machado et al. (2015), quando 

adsorveu α-lactoalbumina com um criogel de troca catiônica ativado com AMPSA, sendo de 

0,08 a 0,13. Entende-se que as diferenças e semelhanças encontradas nos trabalhos acima 

citados tem relação a concentração da formulação utilizada, método de funcionalização e/ ou 

ativação, vazão de escoamento utilizada e tamanho da coluna.  
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5.3 Análise do ponto de carga zero 

O ponto de carga zero é uma medida importante para o entendimento a acerca do 

comportamento de sítios de ligação na superfície de adsorventes monolíticos. A protonação 

ocorre abaixo do Pcz favorecendo a adsorção de componentes carregados negativamente, ao 

passo que acima do Pcz a superfície se apresenta desprotonada (Mól et al., 2019), o que é ideal 

para o trabalho, favorecendo interação com moléculas carregadas positivamente. A Figura 18 

mostra o comportamento dos criogéis em diferentes valores de pH. 

 

Figura 18. Análise do Ponto de cargo zero para a matriz produzida. (A) Controle; (B) 

Funcionalizada. 
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O ponto de carga zero foi determinado por meio do cruzamento da curva de solução 

inicial e do pH final das soluções deixadas em contato com os criogéis. Para o criogel controle, 

é verificado pouca alteração da matriz sobre o meio reacional, uma vez que não grupos 

imobilizados em sua superfície que pudesse causar alteração de prótons no meio. Em 

contrapartida para o criogel funcionalizado é visto um valor de Pcz de 6,03 com intervalo de 

tamponamento variando de 5 a 8, indicando uma faixa significativa para processos adsortivos. 

O processo de funcionalização do criogel produzido foi realizado em pH 6 por meio da 

imobilização do ácido glutâmico à sua superfície, trazendo um caráter catiônico a matriz 

produzida. Com isso, houve a disponibilização de ions de ácido carboxílico (COO-) 

responsáveis pela alteração do pH do criogel produzido, além de atuarem no processo adsortivo. 

5.4 Determinação dos grupos funcionais pela técnica de FTIR 

A análise de FTIR foi realizada para identificação de grupos específicos oriundos do 

processo de polimerização dos criogéis de poliacrilamida e funcionalização com glutamato, os 

espectros são apresentados na Figura 19.  
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Figura 19.  Espectro de FTIR para matriz controle e funcionalizada. (A) intervalo 500-4000 

cm-1; (B) intervalo de 500-1750 cm-1. 

Os espectros mostram alguns pontos de alargamento e/ou diminuição de modos 

vibracionais do criogel controle para o funcionalizado. No comprimento de onda próximo a 

1100 cm-1 é identificado banda referente a C-O-C, que pode ser atribuído a presença de grupos 

epóxi (CHATUVERDI et al., 2016). Observa-se uma ligeira redução na intensidade do pico, 

isso tem relação à modificação decorrida do processo de funcionalização com os braços 

espaçadores. Nesse processo há a abertura do anel epóxi para ligação com a etilenodiamina. 

Foi identificado também um modo vibracional em 3186 e 2929 cm-1 que se referem aos 

grupos O-H e N-H (NISAR et al., 2021; SONG et al., 2022). Para o grupo amina (NH) entende-

se sua presença devido as aminas do braço espaçador, etilenodiamina, da amina principal do 

glutamato, como também o grupo presente na acrilamida, monômero utilizado na síntese.  A 

identificação da interação entre O-H, tem relação à presença de água na matriz como também 

o grupo hidroxila (OH) do glutamato, presente na carboxila (COOH) principal do aminoácido.  

O espectro apresenta um modo vibracional, referente a C=O para ambos os criogéis, no 

comprimento de onda de 1648 cm-1 (CELIK & EKICI, 2019; YAVASER & KARAGOZLER, 

2021). No criogel controle essa ligação está presente em sua estrutura, oriundo do monômero 

acrilamida. Já para o funcionalizado, em alguns trabalhos é verificado que o comprimento 
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também é responsável por identificar uma banda que tem associação a presença de grupos 

dímeros (COOH) e/ou vibrações assimétricas da ligação C=O do grupo COO-, específicos do 

glutamato (MIHAILESCU et al., 2019; SONG et al., 2022). 

Ainda é possível verificar um modo vibracional no comprimento de 1415 cm-1, 

mostrando a ligação de C-C para ambos os criogéis (GUNASEKARAN et al., 2009). Esse 

grupo está presente na estrutura do criogel (Aam e BAam), nos braços espaçadores utilizados, 

etilenodiamina e glutaraldeído, como também na cadeia no glutamato monossódico.   

5.5 Análises térmicas 

Na Figura 20 são apresentadas as curvas referentes a decomposição térmica, avaliado 

por meio da perda de massa (TG) e a análise térmica diferencial (DTA). 

 

 

Figura 20. Curvas de TG e DTA para os criogéis elaborados: (A) Criogel controle; (B) 

criogel funcionalizado. 
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As curvas referentes a perda de massa para ambos os criogéis são semelhantes, 

possivelmente devido à natureza química do glutamato ser semelhante a matriz do criogel. É 

possível verificar para ambas amostras, dois eventos de degradação térmica, na faixa de 25 a 

600 °C, encontrado também por Nascimento (2021) e Souza (20), em criogéis. O primeiro 

evento ocorre de 25 até 120 °C, esta perda se deve a vaporização da água e de moléculas 

consideradas voláteis (JAIN & KUMAR 2012; JAIN et al., 2020). 

O segundo evento é observado em torno de 120 a 600 °C, segundo Xia et al. (2005), 

Jain et al. (2020), Celik & Ekici (2019), Show et al. (2020) até 430 °C ocorre uma degradação 

química dos componentes principais, ou seja, há uma ruptura na cadeia polimérica, que 

basicamente é a pirolise da matriz. É visto que a degradação da poliacrilamida ocorre 

estritamente na faixa de 175 a 300 °C. Após a temperatura de 430 °C se dá início a degradação 

de demais grupos que contém carbono, isso ocorre por meio de sua oxidação, dada a alta 

temperatura (NEVES et al., 2020).  

É possível verificar uma diferença no início do segundo evento térmico para os criogel 

controle e funcionalizado, sendo de em torno de 300 e 260 °C respectivamente. Entende-se que 

o processo de funcionalização, ou seja, a imobilização de grupos químicos a matriz do criogel, 

pode ter levado a uma ruptura mais rápida da sua cadeia polimérica.  

A análise térmica diferencial também mostra um comportamento padrão para o criogel 

controle a funcionalizado, por volta de 100°C é visto um pico endotérmico, relacionado a 

degradação térmica dos componentes referente a evaporação da água, resultados semelhantes 

foram encontrados por Xia et al. (2005), Souza (2020), Nascimento (2021). Para a matriz 

funcionalizada é possível observar picos exotérmicos na faixa de 450 a 650 °C, tal resultado 

tem relação à degradação térmica da estrutura do glutaraldeído imobilizado ao criogel. Isso foi 

confirmado por Ansari et al. (2013) e Mallakpour & Rashidimoghadam (2020) quando 

avaliaram matrizes porosas e observaram à degradação do componente em 500 °C.  

A alta temperatura necessária para levar a degradação térmica dos criogéis, oferece uma 

boa resistência acerca da sua utilização. Nesse caso, podem ser aplicados para processos que 

dependam de temperaturas mais elevadas. 

5.6 Avaliação estrutural dos criogéis por DRX 

A Figura 21 apresenta os difratogramas referentes aos criogéis controle e 

funcionalizado. 
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Figura 21. Difratogramas dos criogéis controle e funcionalizado. 

Materiais cristalinos são estudados utilizando a difração de raios-x, na qual, um feixe de 

raios-x é projetado na amostra, e a forma de como os feixes se espalham entre os átomos vai 

revelar informações sobre a cristalinidade desses materiais, isso é observado nas linhas de 

difração geradas nos difratogramas (RAJESHKUMAR et al., 2019; SELVAN et al., 2021).  

Dessa forma, os difratogramas apresentam halos amorfos em torno de 30 a 40 °, verificando 

que a funcionalização com o glutamato não afetou a estrutura do criogel, devido a semelhança 

na composição química com a matriz. Como não foi observado nenhuma linha de difração para 

as amostras analisadas, entende-se que o criogel possui estrutura amorfa, resultados 

semelhantes foram obtidos por Souza (2020) e Meira (2020).  

5.7 Ensaio adsortivo de Lisozima Padrão  

Foram realizados testes com a lisozima padrão em pH 7,2. Na Tabela 3 são apresentados 

os resultados para capacidade adsortiva.  

Tabela 3. Capacidade adsortiva das matrizes produzidas 

Parâmetro Controle Funcionalizado 

Capacidade adsortiva (mglis/gcrio.seco) 9,80±1,29b 35,15±1,68a 

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

teste t (p<0,05). 

Por meio das capacidades adsortivas encontradas para os criogéis analisados, entende-

se que o processo de funcionalização foi eficiente, uma vez que houve um incremento de quase 

4 vezes na capacidade adsortiva do criogel funcionalizado em relação ao criogel controle. As 

interações intermoleculares envolvidas no processo adsortivo dizem respeito ao grupo catiônico 

(COO-) que é o responsável pelo caráter ácido e o incremento da elevação enquanto coluna 
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adsortiva. Dessa forma, prosseguiu-se para o processo de purificação da lisozima obtida da clara 

do ovo em pH 7,2. 

5.8 Purificação da lisozima da clara do ovo em processo em batelada 

Os resultados referentes ao processo de purificação da lisozima da clara do ovo em 

batelada são apresentados na Tabela 4. 

Tabela 4. Resultados referentes à purificação em batelada da lisozima da clara do ovo 

por interação iônica.  

Amostra Extrato Eluição 

Volume (mL) 4 2 

Conc. Proteína (mg.mL-1) 0,931 ± 0,025  0,034 ± 0,008 

Proteína total (mg) 3,724 ± 0,082  0,068 ± 0,006 

Atividade enzimática (U.mL-1) 251,52 ± 5,117 90,65 ± 1,382 

Atividade específica (U.mg-1) 269,90 ± 2,858 2574,94 ± 11,425 

Fator de purificação - 9,53 ± 2,647 

Na literatura foram encontrados outros trabalhos para processos de purificação de 

lisozima. Bayramoglu & Arica (2021) utilizando um criogel como trocador catiônico, COOH 

(trocador forte) e HSO3 (trocador fraco), tiveram 188,3 e 79,9 mg.g-1 de capacidade adsortiva, 

nesse processo foi utilizado 10 mmol.L-1 de NaOH e 0,5 mol.L-1 de KCl para dessorção da 

lisozima ligada a matriz de poly (hidroximetilmetacrilato/glicidil metacrilato). Contudo no 

trabalho citado foi obtido 21,41 U.mg-1
 de atividade específica, sendo considerado um valor 

baixo para processos de purificação de lisozima. Algum parâmetro do processo, seja de 

elaboração e funcionalização do criogel, ou até o processo adsortivo, interferiram na 

conformação e assim eficiência da enzima. 

A atividade específica em um processo de purificação é um parâmetro de grande 

importância pois relaciona a atividade enzimática à concentração de enzima presente em 

solução. No trabalho, foi encontrado o valor de 2575,94 U.mg-1. Meira (2020) utilizando um 

criogel funcionalizado com fenilalanina encontrou 1932,60 U.mg-1.  

O ponto chave nesse processo adsortivo é o pH do meio reacional, que pode levar 

alterações tanto na matriz quando na enzima de trabalho. Wang et al. (2017), Liu et al. (2017) 

e Liu et al. (2020) estudando lisozima perceberam que, por mais que haja uma alta densidade 

de cargas no pH em torno de 5 a 9, em alguns casos pode ocorrer um fenômeno de distribuição 

assimétrica de moléculas de lisozima em que os grupos carregados positivamente ficam 

concentrados em uma dada região de pH ácido, e isso pode acarretar em alteração nas interações 

iônicas e assim uma menor capacidade adsortiva. 
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O parâmetro de fator de purificação relaciona à quantidade de vezes que a enzima foi 

purificada em relação à si enzima presente na solução de alimentação/extrato. Com isso, 9,53 

foi o valor obtido para purificação em batelada da lisozima, que está bem próximo ao visto por 

Meira (2020). Outros resultados próximos foram obtidos por Fontan (2013) e Cassimiro (2018). 

A diferença nos resultados pode ter relação à funcionalização utilizada, sendo nos dois casos 

supracitados, os grupos enxertados de hidroximetil aminometano (TRIS) e 2-acrilamido-2-

metil-1-propanossulfônico (AMPSA). Existem outros fatores que podem impactar no fator de 

purificação, como o pH do meio, sais utilizados e suas concentrações, volume de eluição entre 

outros. 

5.9  Purificação da lisozima em processo em coluna 

Os dados referentes a volume, concentração, proteína total e atividade enzimática do 

processo de purificação em coluna monolítica são apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5. Resultados referentes à purificação da lisozima da clara do ovo por 

cromatografia de troca iônica no leito monolítico produzido 

Amostra Extrato Eluição 

Volume (mL) 129,29  14,2 

Conc. Proteína (mg.mL-1) 4,11 ± 0,098 0,11 ± 0,004 

Proteína total (mg) 531,81 ± 4,266 1,65 ± 0,093 

Atividade enzimática (U.mL-1) 504,61 ± 11,006 219,80 ±15,479 

Atividade específica (U.mg-1) 121,82 ± 2,845 1893,83 ± 80,356 

Fator de Purificação - 15,11 ± 0,638 

As diluições utilizadas no processo de purificação em batelada e na solução de 

alimentação, justificam as diferenças nos resultados mostrados acima. Foram realizados estudos 

preliminares para melhor adequação da concentração a ser aplicada na purificação. 

A solução da clara de ovo de galinha 1:5 foi aplicada em cromatógrafo Akta Pure, 

objetivando a purificação da lisozima, o perfil cromatográfico pode ser observado na Figura 22. 
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Figura 22. Perfil de adsorção da purificação da lisozima por meio de uma solução da clara do 

ovo (1:5), utilizando a coluna de criogel em sistema cromatográfico Akta Pure. 

Foi realizada a corrida em triplicata para efeito de comparação dos tempos dos picos 

referentes a eluição da lisozima. Como pode-se ser visto, apenas um pico de eluição, isso mostra 

a eficiência no processo de imobilização do glutamato e ainda uma concentração ideal de NaCl 

utilizada na dessorção da enzima adsorvida à coluna.  

Alguns resultados importantes foram encontrados por Marques et al. (2020) que podem 

auxiliar na elucidação da interação da enzima-coluna. Para valores de pH entre 5 e 9 há uma 

alta densidade de cargas encontradas na lisozima, o que pode favorecer as interações iônicas. 

Alveroglu et al. (2019) e Zhao et al. (2020) também verificaram bons resultados trabalhando 

nessa faixa de pH, a partir de um incremento na capacidade de troca iônica devido à distância 

do ponto isoelétrico da lisozima, o que favorece a disponibilidade de mais cargas a sua 

superfície e também à sua orientação de ligação.  

Resíduos de aminoácidos carregados reticulados em ligações peptídicas na cadeia 

polimérica da lisozima, são os responsáveis pelas interações com a matriz. Os resíduos, ácido 

aspártico, histidina, tirosina e ácido glutâmico, podem ser os responsáveis pelo processo 

adsortivo dessa forma há a prevalência de interações eletrostáticas (BAYDEMIR et al., 2014). 

Dentro do processo adsortivo de troca iônica ainda podem ocorrer a mudanças na posição da 

lisozima, isso foi visto por Dismer & Hubbuch (2007) quando verificaram que na presença de 

trocadores catiônicos, são vistas duas posições, extremidade e lado. Nesse caso, a área de 
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superfície de contato da lisozima com uma matriz é duas vezes menor em comparação com a 

posição lateral. 

Segundo Hatti-Kaul & Mattiasson (2003) Baydemir et al. (2014), Mól et al. (2017) há 

dois fatores cruciais que governam os processos cromatográficos, que é a concentração da 

solução de entrada e a distribuição de solutos entre a fase estacionária e móvel, ou seja, a 

velocidade de escoamento. Existe um platô na capacidade adsortiva das colunas, independe da 

concentração utilizada, esse platô indica a saturação dos sítios ativos dos criogéis. O outro ponto 

desse parâmetro diz respeito a concentração da lisozima, que é em torno de 3,5% da proteína 

total, dessa forma pode acarretar em impedimento estérico em decorrência da alta concentração 

de proteína, dificultando à adsorção da enzima ao criogel. A velocidade superficial de 

escoamento também tem forte influência, pois interfere na retenção e solubilidade e até na 

dispersão axial da coluna. Show et al. (2020) observaram que, em menores velocidades de 

escoamento, há uma maior capacidade adosrtiva para lisozima em membrana de nanofibra 

modificada com etilenodiamina e quitosana.  

A Figura 23, mostra os dados referentes a atividade específica e fator de purificação 

para o processo em Akta Pure. 

 
Figura 23. Parâmetros para avaliação do processo de purificação da lisozima por meio de 

criogel de troca catiônica em cromatógrafo Akta Pure. 

Pode-se observar valores próximos para atividade especifica e fator de purificação 

encontrados nas diferentes corridas. O resultado mais significativo encontrado para fator de 

purificação foi de 15,99, isso corresponde a um aumento de quase 60% na purificação da 
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lisozima quando comparada ao processo em batelada. Tal resultado tem relação ao mecanismo 

convectivo utilizado na solução de alimentação, garantindo uma eluição mais eficiente.  

Em muitos processos de purificação em colunas se utiliza de eluições sequências e até 

de mais um mecanismo de interação para melhor eficiência do processo. Yan et al. (2011) 

trabalhando com criogéis de troca catiônica realizou três etapas sequenciais afim de alcançar 

maior pureza da lisozima recuperada. Ventura et al. (2008) e Guan et al. (2019) também 

utilizaram de etapas sequenciais para purificação de lisozima.  Dessa forma, entende-se como 

eficiente o processo de purificação da lisozima no criogel produzido, uma vez que se utilizou 

de apenas uma etapa de eluição.  

5.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida para avaliação da pureza da solução 

purificada de lisozima em relação ao extrato bruto, como é visto na Figura 24 e 25.  

 
Figura 24. Gel de eletroforese (SDS-PAGE) a 12%, para lisozima purificada (batelada) da 

clara do ovo. (A) Padrão lisozima puro; (B) extrato bruto; (C) Solução purificada. 

Algumas informações podem ser obtidas com a análise SDS-PAGE para purificação em 

batelada. Primeiramente a solução bruta (B) apresenta bandas referentes às proteínas presentes 

na clara, como é o caso da albumina, lisozima, conalbumina e etc. Nessa amostra a concentração 

utilizada na análise foi de 0,04655 mg.mL-1 de concentração de proteína, ao passo que para a 

amostra de eluição (C) foi 0,0085 mg.mL-1. A diferença nas concentrações das amostras dizem 

respeito a melhor faixa encontrada para visualização da eletroforese.   
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Pode-se observar também que na solução de eluição há bandas que dizem respeito à 

outras proteínas que não seja apenas a lisozima, isso também foi visto por Fontan (2013), 

quando realizou a purificação de lisozima em trocador catiônico, nesse caso a concentração 

utilizada na análise foi de 0,905 mg.ml-1.  

A Figura 25 mostra a análise em gel desnaturante para avaliação da pureza da lisozima, 

obtida pela solução de alimentação.  

 

Figura 25. Gel de eletroforese (SDS-PAGE) a 12%, para lisozima purificada (solução de 

alimentação) da clara do ovo. (A) Padrão lisozima puro; (B, C e D) Eluído; (E) Extrato bruto. 

Assim como foi verificado na SDS-PAGE da purificação em batelada, também foi 

verificado bandas na solução bruta (E) que não dizem respeito apenas a lisozima, sendo as 

demais proteínas presentes na clara, nesse caso também foi utilizado uma concentração de 

0,0345 mg.mL-1. De forma que para os três picos coletados, B, C e D as concentrações em gel 

foi de 0,0602, 0,05675 e 0,0546 respectivamente.  

Para efeito de comparação, pode-se observar bandas mais marcantes na análise referente 

a purificação pela solução de alimentação, concordando com os resultados obtidos de fator de 

purificação, sendo estes maiores. Outro ponto importante é a não presença de outras proteínas 

na solução purificada, indicando que o processo convectivo pela solução de alimentação se 

mostrou mais eficiente, uma vez que há um processo de lavagem e eluição mais efetivo, quando 

comparado ao processo em batelada.  
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6. CONCLUSÃO 

No presente trabalho foi desenvolvido um novo criogel de poliacrilamida como trocador 

catiônico para a purificação de lisozima. O material apresentou cerca de 90% de porosidade, 

parâmetro ideal para purificação. Demonstrou também características positivas em relação a 

capacidade de hidratação. A análise de FTIR mostrou grupos ativos na estrutura do criogel por 

meio dos seus modos vibracionais, que são utilizados para sustentação dos braços espaçadores 

e grupos catiônicos ativados utilizados na interação. Além de sua característica amorfa 

verificada pela análise difração de raios-x, as análises térmicas mostraram degradação da cadeia 

polimérica dos criogéis a partir de 120 °C. A caracterização referente ao processo adsortivo 

mostrou baixos coeficientes de dispersão axial e assimetria nas curvas de distribuição de tempo 

de residência, como baixos valores de HETP que são ideias para processos de purificação.  

A avaliação do potencial do material produzido foi verificada por meio da purificação 

parcial da lisozima da clara do ovo. Foi comparado o processo em batelada e pela solução de 

alimentação para a purificação de lisozima, e foi verificado fato e purificação de 15,11, que 

corresponde a um aumento de 57 % nesse fator para a solução de alimentação, sendo observado 

apenas um pico de eluição em cromatograma. Dessa forma a lisozima da clara do ovo foi 

purificada de maneira satisfatória por meio do criogel de poliacrilamida funcionalizado com 

glutamato, em decorrência dos dados obtidos, como também a pureza observada no gel de 

eletroforese SDS-PAGE. 

Diante do apresentado os criogéis podem ser utilizados como materiais para purificação 

de proteínas de maneira alternativa às colunas cromatográficas convencionais, uma vez que 

apresentam custos reduzidos para sua produção. Mais estudos são necessários para elucidar 

todos os mecanismos envolvidos nos processos de purificação, e assim aperfeiçoamento da 

técnica.  
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