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RESUMO 

PORFIRIO, M.C.P. Uso de clorofila como agente quelante para o desenvolvimento de 

matrizes macroporosas para purificação de bromelina por afinidade IMAC. Itapetinga – 

BA: UESB, 2021. 172 p. (Exame de Defesa – Doutorado em Engenharia e Ciência de 

Alimentos).* 

Proteases como a bromelina podem ser aplicadas em diversos segmentos da indústria e a 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) é uma técnica considerada 

eficaz para a purificação dessas enzimas. A clorofila é um agente quelante em potencial devido 

apresentarem o quelato de magnésio em sua estrutura, além de ser facilmente extraída das folhas 

de plantas, podendo reduzir os custos das matrizes (IMAC). Os criogéis macroporosos são uma 

boa alternativa de matrizes para a purificação de macromoléculas, devido a sua elevada 

porosidade, permitindo o uso de soluções não clarificadas. Diante do exposto, objetivou-se 

nesse trabalho desenvolver um novo adsorvente macroporoso (criogel) de afinidade por íons 

metálicos funcionalizado com clorofila de fontes vegetais (CLO), voltado para a purificação de 

proteases, comparando-o com matrizes funcionalizadas com ácido iminodiacético (IDA). 

Imobilizou-se cerca de 45,25±0,56 mg.g-1 de clorofila presente em extrato de folhas de 

espinafre na superfície das matrizes produzidas. A imobilização dos ligantes foi confirmada a 

partir das análises de DRX que demonstraram para o criogel ativado com clorofila uma estrutura 

cristalina, FTIR apresentaram vibrações em regiões associadas aos compostos inseridos durante 

a funcionalização, TGA com eventos exotérmicos em temperaturas entre 460 ºC e 550 ºC 

atribuídos a degradação dos agentes quelantes e imagens de MEV que comprovaram a estrutura 

macroporosa. Os criogéis foram funcionalizados com diferentes íons metálicos (Cu+2, Fe+3, 

Zn+2, Co+2, Ni+2) e avaliadas as condições de adsorção de bromelina em função do tipo de íon 

metálico, pH e concentração de NaCl. O pH e a concentração de sal influenciam na capacidade 

de adsorção de bromelina, a depender do íon imobilizado na matriz. As matrizes imobilizadas 

com íons de cobre apresentaram maior capacidade de adsorção (46,95 ± 2,91 para CLO e 45,88 

± 2,95 mg.g-1 para IDA). Os criogéis apresentaram características promissoras para a 

purificação em colunas, como porosidade de cerca de 85%, baixa dispersão axial (6,58.10-8 a 

1,52.10-7 m2.s-1) e baixa resistência ao fluxo (Kw= 1,69 x 10-13 m2) para um leito de 6,6 cm de 

altura e 2,2 cm de diâmetro, além de estabilidade ao longo de 7 ciclos de uso, mantendo cerca 

de 87% da capacidade adsortiva inicial. Por fim, foi aplicado com êxito na purificação parcial 

da bromelina obtida do abacaxi, com um fator de purificação igual a 2,44 para os produtos 

eluidos com tampão imidazol e 3,21 para eluição com tampão acetato de sódio acrescido de 

cloreto de sódio (NaCl), enquanto, que para o extrato previamente precipitado obteve-se fatores 

3,09 e 4,23 para os eluidos com tampão imidazol, e tampão acetato + NaCL, respectivamente, 
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e rendimentos não superior a 23%. Ao realizar a purificação em leito monolítico, obteve-se um 

produto com fator de purificação superior a seis, conseguindo separar diferentes formas da 

protease em apenas uma etapa cromatográfica. A clorofila é um quelante em potencial para a 

funcionalização dessas matrizes, visando a sua aplicação na purificação de proteases por 

cromatografia IMAC. Mais estudos são demandados a fim de aumentar o rendimento da enzima 

obtida. 

Palavras Chave: Criogel, afinidade, separação, proteases, imobilização metais. 

________________ 

* Orientador (a): Rafael da Costa Ilhéu Fontan, DSc., UESB 

 

 

ABSTRACT 

PORFIRIO, M.C.P.  Use of chlorophyll as a chelating agent for the development of 

macroporous matrices for purification of bromelain by IMAC affinity. Itapetinga – BA: 

UESB, 2020. 172 p. (Defense Exam - Doctorate in Food Engineering and Science).*  

Proteases such as bromelain can be applied in several segments of the industry and immobilized 

metal ion affinity chromatography (IMAC) is a technique considered effective for the 

purification of these enzymes. Chlorophyll is a potential chelating agent because it contains 

magnesium chelate in its structure, in addition to being easily extracted from plant leaves, which 

can reduce matrix costs (IMAC). Macroporous cryogels are a good alternative matrix for the 

purification of macromolecules, due to their high porosity, allowing the use of unclarified 

solutions. In view of the above, the objective of this work was to develop a new macroporous 

adsorbent (cryogel) of affinity for metal ions functionalized with chlorophyll from plant sources 

(CLO), aimed at the purification of proteases, comparing it with matrices functionalized with 

iminodiacetic acid (IDA). About 45.25±0.56 mg.g-1 of chlorophyll present in spinach leaf 

extract was immobilized on the surface of the produced matrices. The immobilization of the 

ligands was confirmed from the XRD analyzes that showed a crystalline structure for the 

cryogel activated with chlorophyll, FTIR showed vibrations in regions associated with the 

inserted compounds during functionalization, TGA with exothermic events at temperatures 

between 460 ºC and 550 ºC assigned the degradation of chelating agents and SEM images that 

confirmed the macroporous structure. The cryogels were functionalized with different metal 

ions (Cu+2, Fe+3, Zn+2, Co+2, Ni+2) and the bromelain adsorption conditions as a function of the 

type of metal ion, pH and NaCl concentration were evaluated. The pH and salt concentration 

influence the adsorption capacity of bromelain, depending on the ion immobilized in the matrix. 
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Matrices immobilized with copper ions showed higher adsorption capacity (46.95 ± 2.91 for 

CLO and 45.88 ± 2.95 mg.g-1 for IDA). The cryogels showed promising characteristics for 

column purification, such as porosity of about 85%, low axial dispersion (6.58.10-8 to 1.52.10-

7 m2.s-1) and low flow resistance (Kw= 1, 69 x 10-13 m2) for a bed 6.6 cm high and 2.2 cm in 

diameter, in addition to stability over 7 cycles of use, maintaining about 87% of the initial 

adsorptive capacity. Finally, it was successfully applied in the partial purification of bromelain 

obtained from pineapple, with a purification factor equal to 2.44 for products eluted with 

imidazole buffer and 3.21 for elution with sodium acetate buffer plus sodium chloride (NaCl), 

while for the previously precipitated extract factors 3.09 and 4.23 were obtained for the eluates 

with imidazole buffer and acetate buffer + NaCL, respectively, and yields not exceeding 23%. 

When performing the purification in a monolithic bed, a product with a purification factor 

greater than six was obtained, managing to separate different forms of the protease in just one 

chromatographic step. Chlorophyll is a potential chelator for the functionalization of these 

matrices, aiming its application in the purification of proteases by IMAC chromatography. 

More studies are required in order to increase the yield of the enzyme obtained. 

Keywords: Cryogen, affinity, separation, proteases, immobilization metals  

___________________ 

* Orientador (a): Rafael da Costa Ilhéu Fontan, DSc., UESB
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1.INTRODUÇÃO GERAL 

As proteases, também conhecidas como peptidases ou proteinases, se referem a um grupo 

de enzimas que atuam na hidrólise de proteínas, clivando ligações peptídicas. São encontradas 

naturalmente em diversos organismos animais, vegetais e microbianos, sendo algumas delas 

produzidas de forma heteróloga a partir de sistemas recombinantes (Fernadèz-lucas et al., 2017; 

Alici e Arabi, 2018). Comercialmente são aplicadas em diversos segmentos industriais, estando 

entre os três grupos de enzimas mais comercializadas mundialmente (Manjrekar et al., 2021). 

Entre as diversas proteases obtidas de fontes vegetais já identificadas, está a bromelina, obtida 

do abacaxi, pertencente à classe das cisteino-proteases, possuindo em geral um sítio catalítico 

histidina-cisteina (Damodaran et al., 2018).  

A bromelina (3.4.22) é uma enzima de ampla importância econômica devido às suas 

diversas aplicações nas indústrias farmacêutica e cosmética, alimentícia e têxtil, além de 

apresentar propriedades anti-inflamatória, anticoagulante, antitumorais e antiedêmica (Wang et 

al., 2018; Nwagu e Ugwodo, 2019). No entanto, comercialmente possui custo elevado, devido 

aos dispêndios operacionais de obtenção e purificação dessa biomolécula (Han et al., 2019a). 

O processo de produção de enzimas consiste em diversas etapas, passando pela extração até a 

obtenção do produto em pó. Os processos de purificação, geralmente, constituem uma 

porcentagem significativa do custo total de produção, especialmente quando se deseja alto grau 

de pureza. A utilização da cromatografia é uma estratégia para eliminar algumas etapas, 

aumentando o rendimento e reduzindo os custos do processo (Ramli et al.,2017).  

A cromatografia de alta pressão é uma das técnicas mais eficientes para separação e 

concentração de proteases. Dentre elas, está a cromatografia de afinidade por íons metálicos 

(IMAC), que se baseia na interação entre um íon metálico imobilizado e grupos doadores de 

elétrons, como a histidina e a cisteína, localizadas na superfície das proteínas (Han et al., 2019a; 

Han et al., 2019b). No entanto, a utilização de soluções contendo material particulado, pode 

provocar a obstrução dos poros dos adsorventes de leito fixo tradicionalmente utilizados, pois 

esse material aumenta a resistência ao escoamento da coluna, o que dificulta a produção em 

larga escala (Han et al., 2019a). 

Neste contexto, colunas monolíticas poliméricas supermacroporosas têm sido 

desenvolvidas, com destaque para os criogéis, que possuem elevada porosidade, com grandes 

poros interconectados, apresentando baixa resistência ao escoamento e permitindo o uso de 

soluções mais viscosas. Essa característica traz consigo uma redução nos custos operacionais, 

pois elimina etapas de preparo das amostras, como a filtração, centrifugação e precipitação 
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(Kartal e Denizli, 2020). Visando aperfeiçoar a utilização dos monólitos poliméricos como 

matrizes cromatográficas para purificação de biomoléculas, são realizadas modificações em sua 

estrutura, através da inclusão de braços espaçadores nos radicais epóxi, para evitar 

impedimentos estéricos na adsorção de moléculas, e a imobilização de ligantes de afinidade, 

aumentando a especificidade e capacidade de purificação (Silva et al., 2019). 

No caso da cromatografia IMAC, um agente quelante, como por exemplo o ácido 

iminodiacético, é utilizado para a imobilização de íons metálicos na superfície dos adsorventes, 

e assim, as macromoléculas marcadas por essa afinidade podem ser separadas das matérias 

primas brutas de uma maneira altamente específica e num único passo (Shi et al., 2019). Além 

do desenvolvimento de suportes cromatográficos modernos, outra área em crescimento é a de 

identificação de novos agentes quelantes (Riguero et al., 2020). Neste sentido, a clorofila pode 

ser um ligante em potencial, visto que possui o quelato de magnésio presente em sua estrutura. 

Além disso, para atenuar os processos de degradação do pigmento, outros íons metálicos podem 

complexar com a clorofila, substituindo os íons de Mg+2, formando complexos metal-clorofila, 

que são mais estáveis a mudanças de pH, temperatura e luz (Kang et al., 2018). Portanto, essas 

características indicam a possível utilização desse pigmento como ligante quelante na 

funcionalização de adsorventes, podendo reduzir os custos de separação e purificação de 

biomoléculas. 

Diante do exposto, esse trabalho tem como proposta inovadora e pioneira o 

desenvolvimento de adsorventes monolíticos macroporosos funcionalizados com clorofila 

extraída de fontes vegetais, voltados para a purificação de proteases por técnica de 

cromatografia de afinidade por imobilização de íons metálicos.  

Para isso, o trabalho foi dividido em três capítulos, sendo que neste primeiro é 

apresentado o referencial teórico utilizado como base para a execução da pesquisa, e os 

objetivos norteadores do presente estudo. 

No segundo capítulo, o qual já foi tramitado o pedido para depósito de uma patente de 

invenção junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o registro BR 10 

2021 009055 3 (pedido em anexo), é apresentado o desenvolvimento da matriz macroporosa 

(criogel) e sua funcionalização para o uso em cromatografia de afinidade por íons metálicos 

imobilizados, através da aplicação da clorofila como agente quelante, sendo também avaliados 

os aspectos físicos e químicos dos suportes poliméricos produzidos, imobilização de diferentes 

metais, condições de adsorção (pH e concentração de sal) e o potencial de aplicação na adsorção 

da bromelina.  
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Por fim, o terceiro capítulo é dedicado à utilização dos adsorventes poliméricos 

desenvolvidos para processos de purificação das proteases, no caso, a bromelina presente na 

polpa do abacaxi, sendo avaliados a atividade enzimática, pureza e rendimento na purificação. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

1.1. Enzimas proteolíticas  

As proteases (também conhecidas como peptidases ou proteinases) abrangem uma 

variedade de enzimas que são capazes de hidrolisar ligações peptídicas covalentes, convertendo as 

moléculas de proteínas em peptídeos (fragmentos menores) e eventualmente em aminoácidos livres 

(Fernandèz-Lucas et al., 2017; Damodaran et al., 2018). Elas estão presentes em praticamente todos 

os organismos vivos (Tabela 1), de microrganismos (exceto alguns vírus) a plantas e animais, 

representando 2% do total de proteínas.  

Tabela 1- Características de algumas proteases, animais, vegetais e microbianas 

Enzima Tipo pH Principal fonte 

Animal    

Pepsina Aspártica 1-4 Mucosa gástrica bovina de suína 

Quimosina Aspártica 3-6 Estômago de cabra, ovelha e cordeiro 

Tripsina Serínica 6-9 Pâncreas bovino e suíno 

Quimotripsina Serínica 6-9 Pâncreas bovino e suíno 

Elastase Serínica 6-8 Pâncreas bovino e suíno 

Microbiana    

Bacteriana neutra Metalo 6-8 Bacillus subtilis, Bacillus amyoliquefaciens 

Bacteriana neutra Serínica 6-9 Bacillus subtilis 

Bacteriana neutra Serínica 7-10 Bacillus licheniformis 

Bacteriana alcalina Metalo 7-9 Bacillus thermoproteolyticus 

Bacteriana alcalina Serínica 7-11 Bacillus ssp. 

Fúngica ácida Aspártica 2-5 Aspergillus niger 

Fúngica ácida Aspártica 4-6 Rhizopus ssp 

Fúngica ácida Aspártica 3-7 Cryphonectria parasítica, Rhizomucor miehi 

Fúngica alcalina Aspártica 6-9 Aspergillus oryzae 

Fúngica alcalina Metalo 6-9 Aspergillus oryzae 

Planta    

Ficcina Cisteínica 5-8 Figo 

Papaína Cisteínica 5-9 Mamão 

Bromelina Cisteínica 5-8 Abacaxi 

Fonte: Godfrey e West, 1996 
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Elas exercem diversas funções biológicas importantes, como ocultar os marcadores que 

direcionam proteínas para suas organelas específicas, retirar propetídeos de hormônios e 

receptores, no reciclo de aminoácidos para seu reaproveitamento, entre outros (Rawlings, 2013; 

Alici e Arabaci, 2018). Nos seres humanos, desempenham um papel importante na digestão de 

alimentos, cicatrização de feridas e coagulação sanguínea; e nos tecidos vegetais estão associadas 

aos processos de germinação e senescência (Chinnadurai et al., 2018; Jannat e Yang, 2018). 

Em geral, a estrutura das proteases é constituída de dois subdomínios separados por um 

sítio ativo, formado por uma sequência de três a quatro resíduos de aminoácidos específicos, que 

constituem uma fenda. Tal sequência de resíduos culmina na especificidade de cada família de 

proteases, pois determina qual o tipo de resíduos de outras proteínas que irão “encravar” na fenda 

para que haja interação e hidrólise da ligação peptídica (Rawlings, 2013). 

Portanto, as proteases são classificadas de acordo com a reação em que atuam e as 

propriedades químicas do substrato. Elas pertencem ao grupo das hidrolases (classe 3) e a subclasse 

3.4 (peptídeo-hidrolases), no qual são subdivididas em quatro subclasses. Aquelas que clivam as 

ligações no interior da cadeia polipeptídica são denominadas de endopeptidases (EC 3.4.21-29). 

As exopeptidases atuam na extremidade da cadeia de polipetídeos (EC 3.4.11-19), as que atuam na 

região C-terminal da proteína são denominadas carboxipeptidases e as que atuam na região N-

terminal são classificadas como aminopeptidases, como observado na Figura 1 (Gurumallesh et al. 

2019). 

 

Figura 1- Mecanismo de ação das endopeptidades e exopeptidades. 

Fonte: Adaptada de Fernandes et al., 2018 
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 A especificidade das proteases não se relaciona apenas à posição da ligação peptídica ou ao 

tamanho da cadeia de resíduos dos aminoácidos, existindo também seletividade em relação à cadeia 

de aminoácidos vizinhas à ligação. Com isso, as endopeptidases e as carboxipeptidases podem ser 

classificadas de acordo com a estrutura química associada ao seu sítio catalítico (Gurumallesh et 

al., 2019). 

Nesse sentido, quatro classes são as mais conhecidas: serina proteases, que possuem um 

resíduo de serina ativado no seu sítio ativo; cisteíno proteases, que apresentam um resíduo de 

cisteína ativado no seu sítio ativo; metaloproteases, que possuem um íon metálico responsável pela 

catálise; aspártica protease, que apresenta duas unidades de ácido aspártico ativo no seu centro 

catalítico (Sharma et al., 2017; Harish e Uppuluri, 2018; Gurumallesh et al., 2019). No entanto, 

outras classes são conhecidas, embora apresentem menor importância comercial, como as treoninas 

proteases e glutamil proteases (Rawlings, 2013; Fernandes et al., 2018). As diferentes 

classificações das proteases estão evidenciadas na Tabela 1. 

Comercialmente, as proteases encontram aplicação em diversos segmentos industriais, sendo 

usadas em formulações de detergentes, cosméticos e medicamentos, amaciamento de couros, 

biocombustível, alimentos e bebidas, tratamento de resíduos, entre outros (Fernández- Lucas et al, 

2017). Elas correspondem a mais de 25% das biomoléculas produzidas para aplicação industrial e 

representam a segunda posição dentre os três grupos de enzimas mais comercializadas 

mundialmente devido a sua gama de especificidades de substrato, atividade em ampla faixa de pH 

e sua tolerância relativamente alta ao tratamento térmico (Arshad et al, 2014; Banerjee et al, 2020; 

Manjrekar et al., 2021). As proteases de origem microbiana são a de maior interesse industrial, pois 

são facilmente produzidas em larga escala em um curto período de tempo, requerem pequeno 

espaço para o cultivo e dispõem de uma variedade de estruturas químicas associadas ao sítio 

catalítico (Alici e Arabaci, 2018). Além disso, elas possuem um tempo de vida mais longo e podem 

ser armazenadas sob condições ideais sem perdas significativas da atividade (Nongonierma e 

Fitzgerald, 2016). 

Apesar do uso das proteases vegetais ser limitado devido às restrições quanto a sua 

produção, como a baixa concentração de proteína entre vários contaminantes presente no extrato 

bruto, o que torna também o processo demorado, elas possuem propriedades indispensáveis do 

ponto de vista industrial, como a estabilidade a ampla faixa de pH e temperatura, além de serem 

estáveis na presença de aditivos e compostos orgânicos, possibilitando sua ampla aplicação em 

processos industriais (Alici e Arabaci, 2018).  
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Proteases vegetais, como bromelina, papaína e ficina já são muito utilizadas na indústria de 

alimentos, na fabricação de cervejas e bebidas, prevenindo a formação de turbidez; no 

amaciamento de carnes, onde promove a degradação das proteínas miofibrilares e do colágeno; na 

produção de hidrolisados proteicos para modificação de propriedades funcionais (solubilidade, 

capacidade emulsificante e espumante); em ovos desidratados; e destaque na fabricação de queijos, 

usadas como coagulante e para acelerar o processo de maturação (Arshad et al., 2016; Sun et al., 

2016; Sharif et al., 2018; Afsharnezhad, 2019; Alavi e Momen, 2020; Morellon-Sterling et al., 

2020). Estudos ainda relatam a aplicação dessas proteases em cosméticos como ingredientes ativos 

que podem amenizar problemas de pele como rugas, acnes e pele seca; farmacêuticas e no uso 

clínico, potencializando o efeito dos antibióticos, ações mucolíticas e gastrointestinais, agregação 

plaquetária, tratamento de câncer, modulação da replicação imune (Arshad et al., 2014; Novaes et 

al., 2016; Ramli et al, 2017).  

 

1.2. Bromelina  

A bromelina (Figura 2), faz parte do grupo das cisteíno proteases, e possui em geral um 

sítio catalítico com a díade histidina-cisteína complementada por um resíduo de asparagina, ácido 

aspártico ou glutâmico e consolidada nas etapas de clivagem intermediárias por um resíduo de 

glutamina, asparagina ou tirosina (Dutta e Bhattacharyya, 2013; Rawlings, 2013). A bromelina 

apresenta função semelhante à papaína e à ficina e a sua atividade enzimática depende do grupo 

tiol do resíduo de cisteína presente no seu sítio ativo (Amid et al., 2011). 

 

Figura 2 – Estrutura terciária da bromelina do talo. Os resíduos em destaque são: Cys-26 

(amarelo), His-158 (vermelho), Lys-174 (azul). 

Fonte:  Cabral, 2005 
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Bromelina é a denominação dada a uma enzima proteolítica presente em tecidos de plantas 

da família Bromeliaceae, entre as quais o abacaxi (Ananas cosmosus) é a fonte mais conhecida 

(Costa et al., 2014; Novaes et al, 2016). Embora as bromelinas comercialmente disponíveis sejam 

extraídas do caule e do fruto do abacaxi, estudos relatam que elas podem ser obtidas de partes não 

comestíveis, consideradas subprodutos agroindustriais, como a casca, a coroa e as folhas (Nor et 

al., 2016; Nwagu e Ugwodo, 2019).  

Misran et al. (2019) ao estudarem as propriedades do extrato de bromelina de diferentes 

partes do abacaxi, verificaram que os extratos da casca, coroa e folhas apresentam atividade 

enzimática relevante, com destaque para a enzima obtida da casca que apresentou resultados de 

concentração similares a bromelina extraída da polpa do fruto. Concluíram que apesar da enzima 

extraída da polpa apresentar atividade um pouco superior, a casca é proporcionalmente mais 

desperdiçada e parece ter maior potencial de extração da bromelina. Devakate et al. (2009) 

observaram que a bromelina extraída da polpa do fruto e purificada por cromatografia apresentou 

2,8 vezes mais pureza do que a bromelina comercial (extraída do caule). Han et al. (2020) ao 

avaliarem o processo de purificação da bromelina extraída da casca do abacaxi, constataram que o 

processo é viável e que o produto obtido pode ser aplicado em escala industrial. Os estudos 

demonstram que as cascas, que representam 30% dos resíduos do abacaxi, podem ser uma boa 

fonte de bromelina. 

O abacaxi, além da bromelina contém enzimas como, glicosidases, peroxidases, 

ribonucleases e cátions bivalentes como Ca+2, Zn+2, Mn+2, Mg+2 que atuam como cofatores nas 

funções das enzimas relatadas (Godoi, 2007). Portanto, a bromelina (EC 3.4.22) como extrato bruto 

do abacaxi, é uma mistura de diferentes tióis endopeptidases e outros componentes como 

glicosidases, fosfatases, celulases, peroxidases, glicoproteínas, carboidratos e vários inibidores de 

proteases (Ramli et al., 2018; Nwagu e Ugwodo, 2019). Compreendem o grupo de enzimas que 

apresentam massa de 24-35 kDa, têm atividade ótima em pH 6,0-7,5 e podem suportar temperaturas 

de até 60-80 ºC (Damodaran et al., 2018). Dentre esse conjunto de proteases, a bromelina extraída 

da polpa (EC 3.4.22.33) possui ponto isoelétrico (pI) igual a 4,6 e massa molar igual a 21 kDa e é 

a principal protease existente nele, tendo sido identificada antes da bromelina do caule (BC). Já a 

bromelina do caule (EC 3.4.22. 32)  possui massa molar em torno de 25 kDa e ponto isoelétrico 

igual a 9,5 e é formada por uma única cadeia polipeptídica constituída por 212 aminoácidos em 

duplo domínio estabilizado por diversas ligações de hidrogênio e pontes dissulfeto (Novaes et al., 

2016; Ataide et al., 2018).  
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 A bromelina do fruto possui maior atividade catalítica que a BC, no entanto a bromelina 

extraída do caule apresenta maior aplicação comercial, por ser mais fácil de obter na forma de 

extrato (Bresolin et al., 2013). A bromelina do caule também é muito estável o que permite que a 

enzima mantenha sua atividade entre 40 a 60 ºC, na qual a maioria das enzimas é desnaturada 

(Coelho et al., 2014). 

A bromelina é uma das proteases que requerem cofatores para expressar sua ação catalítica 

e aumentar a atividade enzimática. Os íons metálicos são importantes cofatores pois ativam a 

reação enzimática e os cátions divalentes como Cu+2, Co+2, Zn+2, Ca+2 dentre outros são alguns dos 

cofatores demandado pelas proteases (Saranya et al., 2015). 

Essa enzima possui aplicação em diversas áreas industriais, com utilização principalmente 

na indústria farmacêutica, dados seus efeitos em condições inflamatórias e em várias outras 

doenças como angina, indigestão e disfunções respiratórias (Wang et al., 2018). Devido às diversas 

aplicações industriais, o desenvolvimento de técnicas efetivas e economicamente viáveis para a 

extração e purificação da bromelina com elevado rendimento e grau de pureza é de grande interesse 

científico e industrial (Han et al., 2019) 

 

1.2.1. Aplicações da Bromelina 

 A bromelina possui diversas aplicações, todas baseadas em sua atividade proteolítica. A 

sua importância econômica está relacionada com a produção de fármacos, no tratamento de 

distúrbios digestivos, feridas e inflamações, utilização na indústria alimentícia e indústria têxtil, 

(Nwagu e Ugwuodo, 2019).  

 Na indústria alimentícia a bromelina tem sido aplicada no amaciamento de carnes, 

clarificação de cervejas, panificação, produção de hidrolisados proteicos e como suplemento 

(Novaes et al., 2016). Zhao et al. (2020) relataram que a bromelina, além de melhorar a maciez da 

carne bovina, auxilia no processo de digestão desse alimento pelo organismo, atuando como uma 

“pré-digestão”. A adição de bromelina também pode produzir um efeito amaciador sobre a miosina 

e outras proteínas miofribilares da linguiça e outros produtos cárneos (Arshad et al., 2014). Jun-

hui et al. (2020) verificaram que a bromelina pode ser utilizada para a tenderização da carne de 

lula, que apresenta um músculo rígido e resistente, o que afeta diretamente a aceitação do 

consumidor. Na indústria de panificação, a bromelina melhora o relaxamento da massa, 

aumentando a solubilidade e impedindo o encolhimento da massa, o que permite que a massa cresça 
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uniformemente durante o processo de forneamento. A bromelina também tem sido utilizada para 

produzir farinha hipoalergênica, adequada para pacientes alérgicos a trigo (Holyavka et al., 2021).  

 A bromelina também é útil na indústria de bebidas, como na produção de vinhos, pois evita 

a formação de precipitados de proteínas indesejados após o engarrafamento (Novaes et al., 2016). 

Benucci et al. (2011) e Esti et al. (2015), demonstraram que essa enzima é capaz de estabilizar 

proteínas presente no vinho. 

 Esta enzima também é utilizada na indústria cosmética e de higiene como ingrediente ativo 

de dentifrícios no clareamento dental e produtos para a pele, tratamento de rugas, acne e pele seca 

(Chakravarthy e Archarya, 2012; Arshad et al, 2014; Ramli et al., 2017). É utilizada como agente 

de limpeza (Chaurasiya e Hebbar, 2013), e como ingrediente ativo para proporcionar efeitos de 

peeling (Bala et al., 2013). 

 A bromelina é amplamente aplicada na indústria farmacêutica, como ativo para o 

tratamento de distúrbios intestinais, doenças relacionadas com a coagulação sanguínea, e doenças 

inflamatórias (Nor et al., 2015; Novaes et al., 2016; Ramli et al., 2017, Liu et al., 2019), como 

agente fibrinolítico (Chaurasiya e Hebbar, 2013; Ramli et al., 2017), imunogenicidade (Sharma e 

Brajbhushan, 2015; Novaes et al., 2016; Ramli et al., 2017), tratamento periodontal (Shoba et al., 

2020), tratamento para queimaduras (Bernela et al., 2016; Ferancikova et al., 2020; Hirche et al., 

2020), curativos e cicatrização de feridas (Bayat et al., 2019; Chen et al., 2020), ação micolítica 

(Costa et al., 2014) e aplicação terapêutica de anticorpos (Tap et al., 2016).  

 Na indústria têxtil é incorporada ao processamento de couro (Wu et al., 2017). Nesse 

segmento, também é utilizada para melhorar a qualidade de tingimento de fibras proteicas, como 

seda e lã (Arshad et al., 2014; Ramli et al., 2017). 

 A bromelina é uma biomolécula de grande interesse industrial e clínico, com diversas 

aplicações, porém o processo de produção ainda é oneroso, e com isso amplia-se o interesse em 

determinar métodos viáveis de extração e purificação dessa enzima. 

 

1.2.2. Processos de extração e purificação 

 A obtenção da bromelina comercial envolve várias etapas, que iniciam com a extração, 

purificação até obter o produto em pó (Nor et al., 2015; Ramli et al., 2017). Levando-se em 

consideração os aspectos técnicos e econômicos, geralmente, os processos de isolamento e 

purificação representam maior porcentagem dos custos totais de produção, principalmente quando 

se deseja alto grau de pureza (Ramli et al., 2017). Com isso, o desenvolvimento de métodos 
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simples, eficientes, econômicos, biocompatíveis, rápidos e de alto rendimento para a purificação 

de proteínas tem sido pré-requisito essencial para muitos avanços na biotecnologia (Han et al., 

2019b; Han et al. 2020). 

 A bromelina comercial é encontrada com diferentes níveis de pureza, a depender da 

finalidade de aplicação, seja para indústrias alimentícias, farmacêuticas ou terapêuticas, sendo 

obtida tanto associadas a outras enzimas na mesma formulação, quanto com elevado teor de pureza 

(Lopes et al., 2010; Miranda et al., 2016). Em geral, os processos convencionais para isolamento 

da bromelina são etapas de pré-purificação, incluindo filtração e centrifugação ou precipitação com 

acetona e sulfato de amônio a depender do grau de pureza desejado, visto que a maioria das 

aplicações industrias não requerem elevado nível de pureza. Quando é necessária uma enzima com 

alta pureza, com por exemplo, em aplicações medicinais (antibióticos, e outros medicamento orais), 

uma sequência de etapas cromatográficas, ultrafiltração e liofilização são acrescentados no 

processo de purificação (Han et al., 2020). Entretanto, em cada etapa do processo de produção 

perde-se atividade enzimática e, portanto, a sequência de métodos apresenta algumas desvantagens 

como baixa recuperação de atividade, e o aumento dos custos (Wiltschi et al., 2020). 

 A centrifugação é utilizada para melhorar a homogeneidade da solução, rompendo 

parcialmente as células do vegetal, liberando enzimas intracelulares, como por exemplo na 

utilização do abacaxi como fonte de bromelina, porém essa etapa consegue apenas produzir uma 

fração bruta, que pode conter impurezas adicionais (Ramli et al., 2017). A etapa de precipitação é 

eficiente para remover alguns contaminantes, gerando agregados de moléculas proteicas de elevada 

concentração, envolvem equipamentos simples e são fáceis de escalonar (Arshad et al., 2014). Por 

outro lado, o principal problema desses métodos é o uso de altas concentrações de sais inorgânicos 

ou solventes orgânicos, o que implica em etapas adicionais de purificação e recuperação da 

proteína; além disso esse processo apresenta baixo rendimento de extração, bem como perda de 

atividade de enzimas (Campos et al., 2019). Já a etapa de ultrafiltração é o método mais eficaz para 

concentrar proteínas e tem sido amplamente utilizada em escalas comerciais. Algumas 

desvantagens da ultrafiltração é o longo tempo de processo e formação de incrustação. Os 

polissacarídeos (açúcares) no extrato de abacaxi, afetam o desempenho da membrana devido à 

aglomeração desses polímeros com proteínas sob diferentes condições físico-químicas, levando a 

incrustação e declínio do fluxo (Abreu e Figueiredo, 2019). 

 Nos processos de isolamento de proteínas pode ser complexo e dispendioso separar uma 

enzima específica de um extrato bruto que apresente baixos níveis de concentração de proteína 
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entre os vários contaminantes, além da similaridade das propriedades físicas entre as enzimas 

constituintes da solução (Abreu e Figueiredo, 2019). Com isso, técnicas mais modernas que visam 

reduzir os custos e o número de etapas no processamento tem recebido atenção, tais como extração 

aquosa em duas fases (Wu et al., 2017; Wang et al., 2019; Han et al., 2020), troca iônica (Costa et 

al., 2014), sistemas micelares reversas (Wan et al., 2016; Guo et al., 2018), filtração em gel (Wan 

et al. 2016), adsorção (Xu et al., 2018; Han et al., 2019a; Han et al., 2019b) e cromatografia de 

afinidade (Wan et al., 2016; Fang et al., 2018).  

 O uso de cromatografia para purificação de bromelina é uma boa estratégia, devido a sua 

elevada especificidade e alto grau de recuperação da molécula, sem que as mesmas percam suas 

características essenciais, aumentando os rendimentos, e assim, melhorando a economia do 

processo. Devido a isso, a utilização de técnicas cromatográficas vem sendo discutidas (Uygun et 

al., 2015; Gonçalves et al., 2017; Ramli et al., 2017; Han et al., 2019a, Zhou et al., 2020). 

O estudo sobre tecnologias de purificação e extração alternativos, são de grande interesse, 

visando sempre obter processos economicamente viáveis (Han et al., 2019a). Neste cenário de 

estudo dos processos de purificação, novas metodologias cromatográficas de purificação são 

exigidas para reduzir o número de etapas envolvidas na produção, melhorar os rendimentos 

enzimáticos e o grau de pureza da bromelina purificada (Wu et al., 2017).  

 

1.3. Purificação de biomoléculas por cromatografia 

As técnicas cromatográficas são os métodos mais empregados para a separação de 

biomoléculas, pois são considerados os procedimentos mais eficazes para a purificação. Essa 

técnica tem como objetivo isolar e purificar o metabólito de interesse em relação aos demais, 

adquirindo a pureza adequada para a aplicação a qual se destina (Lakka e Kuppan, 2019).  

A separação cromatográfica é baseada na distribuição dos componentes de uma mistura 

entre uma fase estacionária (sólida ou líquida) e uma fase móvel (líquida ou gasosa). Os fatores 

nesse processo incluem características moleculares relacionadas à adsorção (líquido-sólido), 

partição (líquido-sólido) ou diferenças entre suas massas moleculares. O tipo de interação entre a 

fase estacionária, a fase móvel e as substâncias contidas na mistura são o componente básico para 

a separação das biomoléculas (Coskun, 2016). 

Para procedimentos de purificação, sejam para fins alimentícios ou farmacêuticos, as 

técnicas cromatográficas, como troca iônica, interação hidrofóbica e afinidade, exercem um papel 
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importante e estão em constante desenvolvimento. São métodos de adsorção, que tem como 

objetivo isolar biomoléculas presentes em fluidos, através da adsorção dessas na superfície de 

alguns sólidos (Nascimento et al., 2014). As forças atrativas presentes na superfície dos sólidos 

utilizados para o processo de adsorção, irão reter os compostos de interesse presentes na solução 

fluida. Esta técnica se destaca pelo seu alto grau de recuperação das substâncias adsorvidas e 

especificidade para processos de separação de biomoléculas (Fontan et al., 2016). 

Entre os diferentes métodos cromatográficos existentes, a cromatografia de afinidade 

apresenta destaque em função da sua capacidade e seletividade de separação. A cromatografia de 

afinidade é considerada um processo bem consolidado para identificação, separação e purificação 

de biomoléculas. É comumente usada para purificação de enzimas, anticorpos, hormônios, ácido 

nucléicos e proteínas específicas (Coskun, 2016; Liu et al., 2020). Esse método consiste em 

imobilizar um ligante na superfície de uma matriz que é colocada em contato com uma solução 

contendo a molécula alvo a ser adsorvida, permitindo que as interações ocorram (Coskun et al., 

2016). Essa técnica apresenta diversas vantagens, como seleção de características, alta estabilidade, 

baixo custo e boa repetibilidade (Liu et al., 2020). 

 

1.3.1. Cromatografia de Afinidade para purificação de enzimas  

 A cromatografia de afinidade é um tipo de cromatografia líquida que aproveita as ligações 

seletivas e reversíveis que ocorrem entre muitas interações (anticorpo-antígeno, enzima-substrato, 

enzima-inibidor, hormônio-receptor) para o isolamento e purificação de alvos específicos, 

garantindo maior seletividade (Rodriguez et al., 2020). Nesse método, um dos componentes dos 

pares dos materiais biológicos, é imobilizado em um suporte poroso, funcionando como um 

adsorvente seletivo (agente ligante) para a molécula complementar, obtendo eficiência nas 

biosseparações (Hage et al., 2017). 

 Os processos em cromatografia de afinidade consistem em percolar uma solução tampão 

contendo a amostra, sobre uma coluna com pares específicos de ligação, que são capazes de 

capturar e reter o alvo. O tampão de aplicação geralmente é similar ao pH e força iônica em que o 

ligante de afinidade está totalmente ativo e tem sua ligação mais forte ao alvo. Na presença do 

tampão de aplicação, a molécula de interesse é capturada, enquanto outros componentes da amostra 

são eluidos com pouca ou nenhuma ligação. Uma fase móvel em condições dessortivas é então 

passada pela coluna revertendo a ligação específica que havia sido formada (Pfaunmiller et al., 

2016; Rodriguez et al., 2020). 
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Uma abordagem alternativa é a eluição bioespecífica, em que a fase móvel não é tão 

drasticamente alterada, sendo em geral empregada uma solução com alta concentração de ligante 

livres (agente competidor), ocorrendo assim, uma competição entre os ligantes imobilizados e os 

livres, o que irá reverter a interação entre ligante imobilizado e soluto-alvo, como apresentado na 

Figura 3. Na eluição bioespecífica, o processo de eluição é mais lento quando comparado à eluição 

não-específica, no entanto,  tem a vantagem de causar menos alterações nas biomoléculas de 

interesse (Hage et al., 2017; Rodriguez et al., 2020). 

 

Figura 3- Métodos de eluição da molécula alvo retida 

Fonte: Adaptada de Rodriguez et al., 2020 

 

Para a purificação de enzimas, a cromatografia de afinidade utiliza a capacidade de uma 

proteína de reconhecer e se conectar a ligantes naturais ou sintéticos (Perret e Boschetti, 2018). Os 

agentes de ligação naturais incluem enzimas, antígenos, anticorpos, lectinas, proteínas séricas, 

lipídios, ácidos nucléicos, carboidratos e proteínas de ligação à imunoglobulina. Enquanto, que os 

ligantes sintéticos incluem quelatos de íons metálicos, corantes, aptâmeros e boronatos (Rodriguez 
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et al., 2020). A aplicabilidade dessa técnica se deve ao fato de que toda biomolécula que se pretende 

purificar possui ao menos um local de reconhecimento que pode ser utilizado para a escolha do 

ligante apropriado. Portanto, o tipo de ligante a ser imobilizado é um ponto crítico na cromatografia 

de afinidade, visto que esse método não é de aplicações gerais e os ligantes devem ser selecionados 

especificamente (Perret e Boschetti, 2018). 

 A cromatografia com ligante corante é parte de uma ampla gama de métodos conhecidos 

como a cromatografia de afinidade. Essa técnica já foi utilizada para purificar proteínas como 

lisozima, lactoferrina e α-quimiotripisina (Baieli et al., 2014; Zayed et al., 2016). O baixo custo, a 

facilidade de imobilização e a estabilidade tornam esses agentes de ligação tradicionais em 

separação por afinidade, especialmente para processos em larga escala (Rodriguez et al., 2020). 

 Os quelatos de íons metálicos, são outro exemplo importante de agentes de ligação. Essa 

combinação é a base da cromatografia IMAC, sendo essa técnica muito utilizada para purificação 

de enzimas proteolíticas, pois esses ligantes atuam complexando íons metálicos que interagem com 

os aminoácidos do analito alvo que pode atuar como grupos doadores de elétrons (cisteína 

triptofano, histidina), visto que as proteases requerem íons metálicos como cofatores para expressar 

a sua ação catalítica. A alta durabilidade, seletividade para biomoléculas e purificação em larga 

escala tem feito com que a IMAC seja utilizada com sucesso na separação de proteínas, ácidos 

nucléicos e toxinas bacterianas (Acet et al., 2019; Rodriguez et al., 2020). 

 A cromatografia de afinidade, além de empregar diferentes agentes de ligação, também 

pode utilizar diferentes tipos de suportes de fase estacionária, como agarose, sílica, celulose e 

outros polímeros. Uma área em crescimento são os suportes monolíticos, em que têm sido 

empregados polímeros orgânicos, sílica, agarose e outros. Esses suportes oferecem várias 

vantagens sobre os suportes particulados tradicionais, incluem baixa compressão, alta 

permeabilidade e boa eficiência de separação (Arora et al., 2017; Li et al., 2017). Ao aperfeiçoar 

várias propriedades, como seletividade, especificidade, reprodutibilidade, química de conjugação 

e custo-benefício destes componentes, este método pode ser aplicado para purificação em larga 

escala para alcançar o rendimento e a pureza desejada do produto (Arora et al., 2017). 

 

 1.4. Suportes monolíticos: criogéis poliméricos 

Apesar das técnicas de desenvolvimento dos processos cromatográficos para purificação de 

biomoléculas em escala industrial serem conhecidas, o uso de colunas empacotadas na 

cromatografia para separação de proteínas pode ser um desafio, pois as interações dessas moléculas 
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com a fase estacionária são complexas e às vezes irreversíveis e as estruturas biomoleculares 

grandes podem bloquear os poros das matrizes cromatográficas, tornando-as ineficazes (Lynch et 

al., 2019). Por esses motivos surge o interesse no desenvolvimento e uso de monólitos 

macroporosos na cromatografia (Li et al., 2017). 

Os suportes monolíticos fornecem alternativas às colunas tradicionais, com potencial para 

aprimorar a separação de proteínas e enzimas através de uma combinação do aumento da 

permeabilidade, tolerância a impurezas das amostras e, possivelmente, melhor resolução (Lynch et 

al., 2019). Nesse sentido, os criogéis monolíticos estão entre o que há de mais moderno no setor de 

matrizes cromatográficas. Caracterizam-se por uma estrutura em corpo único e inseridos em um 

suporte cromatográfico, conhecidos como materiais cromatográficos de quarta geração (Yavuz e 

Denizli, 2015; Guan et al., 2018).  

Os criogéis são um tipo de hidrogel com estrutura superporosa interconectada que fornecem 

características atrativas, como alta estabilidade mecânica e propriedades de flexibilidade em 

comparação com os hidrogéis tradicionais (Hixon et al., 2017). Os criogéis são materiais 

sintetizados em condições de congelamento, onde a polimerização ocorre a partir de uma mistura 

aquosa de precursores monoméricos; reticulador, iniciador e acelerador, a temperaturas abaixo de 

0 ºC (Figura 4).  

 

 

Figura 4- Síntese dos criogéis 

Fonte: Adaptado de Hixon et al., 2017 

 

Os cristais de gelo atuam como agentes porogênicos, pois quando descongelados deixam 

espaços vazios entre as cadeias poliméricas formando poros com tamanhos que podem variar de 

10 até 250 μm (Hixon et al., 2017; Demirci, et al., 2020; Farías et al., 2020). Estes formam uma 
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rede macroporosa interligada que permite a passagem desobstruída de biomoléculas. Estas matrizes 

podem ser produzidas com variedade de formatos que incluem colunas, discos, membranas, 

capilares, microchips (Figura 5); além de possuírem baixo custo, se comparados a matrizes 

tradicionais utilizadas na cromatografia (Yavuz e Denizli, 2015; Baimenov et al., 2020). 

 

 

Figura 5- Criogéis sintetizados em diferentes formas 

Fonte: Yavuz e Denizli (2015); Nascimento (2021). 

 

A geleificação criotrópica permite a produção de criogéis com morfologias distintas. A 

concentração de monômero, o grau de reticulação, a temperatura e o tempo de congelamento têm 

efeito sobre a estrutura do monólito. Um maior grau de entrelaçamentos físico-químicos entre as 

cadeias poliméricas é evidenciado com o aumento da concentração de polímeros, havendo maior 

conectividade entre os poros, e consequentemente, diminuição do tamanho e da porosidade (Perçin 

et al., 2015). A taxa de congelamento influencia diretamente na estrutura do criogel, onde taxas 

mais lentas podem resultar em poros maiores com maior interconectividade. Em contraste, taxas 

de congelamento mais rápidas produzem criogéis mecanicamente mais fracos com um baixo nível 

de interconectividade. Isso pode ser devido ao alto resfriamento do solvente antes que os cristais 

de gelo comecem a se formar, produzindo poros pequenos e irregulares. Por isso, a síntese de 

criogel é geralmente realizada em temperaturas que variam entre -10 a -20 ºC, de forma que a maior 

parte do solvente cristaliza e poros maiores são formados (Hixon et al., 2017). 

Entre os possíveis polímeros empregados na síntese dessas matrizes, como o 

hidroxietilmetilacrilato (HEMA), o N-vinilcaprolactama (VCL), a N- isopropilacrilamida 

(NIPAm), o dimetracrilato de etilenoglicol (EGDMA) e o ácido acrilamido metilpropanossulfônico 

(AMPS), a acrilamida (Aam) se destaca (Jian et al., 2015) e tem sua utilização já reportada por 
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diversos autores (Fontan et al., 2017; Gonçalves et al., 2017; Deng et al., 2018; Nascimento et al., 

2019; Oliveira et al., 2019; Silva et al., 2019).  

Os criogéis de poliacrilamida (pAAm) são obtidos a partir da polimerização de moléculas 

de acrilamida (Aam) com o agente formador de ligações cruzadas N, N’-metileno-bis-acrilamida 

(BAam), adicionados ou não de outros monômeros (como o alil-glicidil éter, AGE), juntamente 

com o persulfato de amônio (APS) e o N,N,N’,N’–Tetrametiletilenodiamino (TEMED), que 

fornecem radicais livres para iniciar e acelerar, respectivamente, a reação de polimerização das  

moléculas de acrilamida, como mostrado no esquema reacional da Figura 6 (Carvalho et al., 2014). 

 

 

Figura 6- Reação de formação das ligações cruzadas das cadeias de acrilamida 

Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2014 

 

Os criogéis poliméricos são caracterizados como esponjosos, elásticos, macios, de 

coloração opaca, além de apresentarem elevada porosidade, o que permite o uso de soluções mais 

concentradas contendo partículas. Além disso, a alta resistência química e mecânica e baixa 

resistência ao fluxo, conferem a esses monólitos características únicas para o uso em processos de 

biosseparação (Kartal e Denizli, 2020).  Devido à crescente demanda de leitos monolíticos, 
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diferentes aplicações requerem acesso a novos tipos de criogéis com propriedades aprimoradas 

(Acet et al., 2019). 

 

1.4.1. Modificações nas superfícies dos criogéis poliméricos 

  Uma ampla variedade de suportes monolíticos encontra-se à disposição para processos de 

purificação das mais diversas biomoléculas existentes. Porém, não há um que seja uma solução 

universal. Visando aperfeiçoar o processo de utilização dos leitos monolíticos como matrizes de 

imobilização e purificação de biomoléculas, diversas metodologias de funcionalização desses 

suportes têm sido reportadas (Andaç et al., 2016; Gonçalves et al., 2017; Fontan et al., 2017; 

Nascimento et al., 2019; Farias et al., 2020).  

 A funcionalização consiste na introdução de grupos funcionais na superfície do polímero. 

Tal modificação pode ser realizada pela circulação de agentes reticulantes através do suporte 

polimérico ou pela imersão da matriz (geralmente para criogéis em forma de discos) em uma 

solução contendo agentes ligantes (Jian et al., 2015). As modificações estruturais do criogel podem 

ser químicas ou físicas. Na modificação química da superfície do material, grupos reativos como o 

radical epóxi, fornecido, por exemplo, pelo alil glicidil éter (AGE) ou glicidil meta acrilato (GMA), 

são introduzidos para permitir a ligação covalente entre o agente ativo funcional e o suporte 

cromatográfico, ou para melhorar propriedades como hidrofobicidade, pH ou temperatura de 

ativação. Além disso, os grupos epóxi são estáveis em valores de pH próximos ao neutro, o que 

permite o armazenamento dessas matrizes por um longo período (Uygun et al., 2015).  

 A inserção de novas estruturas químicas na superfície do criogel permite obter fases 

estacionárias que tenham relação mais especifica com uma determinada proteína. Cada método de 

funcionalização apresenta uma diferente reação química para se atingir o máximo de imobilização 

da molécula de interesse (Yavuz e Denizli, 2015).  

 Os protocolos de funcionalização existentes utilizando ligações covalentes incluem os 

métodos epóxi, base de Schiff e glutaraldeído. O método epóxi envolve o ataque nucleofílico por 

radicais amina dos ligantes ao grupo epóxi presente no monólito, levando a formação de uma amina 

secundária estável (Figura 7a). A desvantagem desse método é que nenhum braço espaçador é 

inserido entre o suporte e a molécula ligante, o que pode resultar em uma menor capacidade de 

imobilização (Mallik et al., 2004; Gonçalves et al., 2016). No método da base de Schiff, os radicais 

epóxi são convertidos em grupo dióis, que são oxidados dando origem a grupos aldeídos que podem 

interagir com os radicais amina dos ligantes (Figura 7b). Esse método possui uma maior velocidade 
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de reação quando comparado ao epóxi, entretanto, apresenta como principal desvantagem a 

utilização de agentes redutores, que podem afetar o ligante imobilizado (Mallik e Hage, 2006; 

Gonçalves et al., 2016). 

 

 

Figura 7- Métodos de imobilização de ligantes via ligação covalente para produção de suportes 

poliméricos de afinidade 

Fonte: Adaptado de Mallik e Hage, 2006 

 

 No método do glutaraldeído, um adsorvente contendo grupos epóxi reativos (monólito 

epóxi-ativado) é inicialmente convertido na forma amina-ativada, por meio das reações do 

grupamento epóxi com reagentes contendo amina, como a etilenodiamina ou hexanodiamina 

(Figura 7c). O monólito amina-ativado reage então com o glutaraldeído, formando um monólito 

aldeído-ativado capaz de reagir com grupamento amina das moléculas ativas de interesse (Mallik 

e Hage, 2006; Gonçalves et al., 2016). Esse suporte é utilizado da mesma maneira que o produzido 

pelo método da base de Schiff. A principal vantagem desse método está na capacidade de formação 

de um longo braço espaçador entre o ligante e o criogel, evitando possíveis efeitos de impedimento 
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estérico, o que pode acarretar uma maior capacidade de imobilização do ligante e de adsorção da 

molécula alvo (Gonçalves et al., 2016). 

 Gonçalves et al. (2016) ao avaliarem a capacidade de imobilização do carboidrato N-acetil-

D-Glucosamina em criogéis de poliacrilamida utilizando os métodos Epóxi, Base de Schiff e 

Glutaraldeido, comprovaram que o método do glutaraldeído apresentou maior capacidade de 

imobilização do que os demais, sendo assim utilizado para avaliar a imobilização de diferentes 

açúcares no monólito, visando a purificação de lectinas com diferentes especificidades por 

Gonçalves et al. (2017). Esse tipo de estudo, evidencia a utilização desse método para a 

imobilização de diferentes ligantes, aumentando a especificidade das matrizes, e possibilitando a 

aplicação em técnicas cromatográficas distintas.  

Os suportes de criogel ainda podem ser funcionalizados com a impregnação de diversos 

compostos de cadeia curta na parede dos poros do monólito, como o ácido húmico, o ácido acrílico, 

o ácido 3-mercaptropropano sulfônico, o dietil-aminoetanol, poli (metacrilato de carboxibetaína) e 

o ácido iminodiacético, de modo a melhorar o reconhecimento específico e a capacidade de 

adsorção de macromoléculas no criogel (Jian et al., 2015; Guven et al., 2018). O ácido 

iminodiacético é utilizado para a imobilização de íons metálicos na coluna cromatográfica, para 

ser aplicado na cromatografia IMAC. A cromatografia de afinidade de íons metálicos imobilizados 

é uma técnica que aproveita interações coordenado-covalentes de analitos biomoleculares com íons 

metálicos quelatos. Através da imobilização dos íons metálicos na superfície dos adsorventes, as 

macromoléculas marcadas por essa afinidade podem ser separadas das matérias primas brutas de 

uma maneira específica e num único passo (Bibi et al., 2013). 

 

 1.5. Cromatografia de afinidade com íons metálicos imobilizados (IMAC) 

 A cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) foi descrita pela 

primeira vez por Porath et al. (1975), como uma das técnicas de separação de proteínas ou 

peptídeos. A partir de então, vários protocolos foram desenvolvidos e amplamente adotados para 

purificação de uma ampla gama de enzimas, tornando-se um procedimento fácil para separação de 

proteínas e uma ferramenta para determinar a acessibilidade superficial de resíduos de aminoácidos 

ou peptídeos, convertendo-a em uma técnica consolidada para a purificação de proteínas nos modos 

analíticos e de larga escala (Nagami et al., 2014; Kokhan e Marzolf, 2019). 

 A IMAC é um método que explora a associação entre um íon metálico imobilizado na 

matriz sólida e certos grupamentos expostos na superfície de um analito em solução. Esta afinidade 
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resulta de ligações de coordenação reversíveis formadas entre um íon metálico quelatado (o centro 

de adsorção) e determinados resíduos de aminoácidos, tais como o imidazol da histidina, e em 

menor extensão, o tiol da cisteína e indol do triptofano, os quais doam elétrons para o íon metálico, 

ou seja, atuam como base de Lewis (Bresolin et al., 2009; Uygun et al., 2015; Qiu et al.,2020). O 

agente quelante é imobilizado na matriz sólida por meio de ligações covalentes, enquanto o íon 

metálico é complexado ao agente quelante por ligações de coordenação com os átomos de 

nitrogênio, oxigênio ou enxofre presentes na estrutura dos agentes quelantes, como mostrado na 

Figura 8 (Chang e Sun, 2017; Shi et al., 2019). Resumidamente, os elétrons desemparelhados dos 

íons metálicos que são ocupados por moléculas de água ou ânions em solução, atuam como locais 

de coordenação para os doadores de elétrons. Quando a força de ligação entre os resíduos de 

aminoácidos na superfície da proteína e os íons metálicos é mais forte do que entre a superfície da 

proteína e as moléculas de ânions ou água, os aminoácidos podem formar complexos com os íons 

metálicos (Shi et al., 2019).  

 

 

Figura 8- O princípio da adsorção na cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados 

Fonte: Adaptado de Shi et al., 2019 

 

 A seletividade na IMAC depende do agente quelante e dos íons metálicos complexados. 

No geral, qualquer íon metálico que apresente capacidade de interagir com as proteínas pode ser 

utilizado, porém, Cu+2, Zn+2, Co+2, Ni+2, Fe+3, são os íons mais comumente empregados, devido 

serem elementos de transição, e apresentarem em comum a mesma quantidade de  níveis de energia 

na distribuição eletrônica, podendo interagir de maneira semelhante, diferindo apenas pela 



 
 

41 
 

quantidade de elétrons presentes em sua última camada, o que pode influenciar para que a interação 

íon-proteína, ou íon-suporte sejam fortalecidas (Bresolin et al., 2009; Karakus et al., 2016; Trang 

et al., 2019). Muitos compostos são empregados como agentes quelantes, mas em geral o ácido 

iminodiacético (IDA) e o ácido nitrilotriacético (NTA) são os mais utilizados (Figura 9), pois 

possuem, respectivamente, três e dois sítios disponíveis para a ligação reversível com a proteína, 

quando formados complexos octaédricos de metal-IDA e metal-NTA, respectivamente (Karakus 

et al., 2016; Chang e Sun, 2017).  

 

 

Figura 9- Estrutura dos agentes quelantes polidentados complexados com íons metálicos. (a) IDA, 

(b) NTA 

Fonte: Adaptado de Bresolin et al., 2009 

 

A afinidade de uma proteína por um quelato metálico depende fortemente do íon envolvido 

na coordenação. Bresolin et al. (2009) reportam uma predição de afinidade da proteína com o 

ligante IDA baseado nos resíduos de histidina acessíveis na superfície da proteína. A presença de 

um resíduo de histidina é suficiente para a retenção da proteína em suportes imobilizados com íons 

de Cu+2. Quando houver mais de um resíduo de histidina, os íons de Cu+2 e Ni+2 podem ser 

utilizados para a retenção da proteína; no caso de ocorrer um cluster de histidina, os íons de Cu+2, 

Ni+2, Zn+2 ou Co+2 são apropriados para a adsorção da proteína. Como resultado dessa regra, para 

as matrizes imobilizadas com ácido iminodiacético, pode-se determinar a seguinte ordem Cu+2 > 

Ni+2> Zn+2> Co+2 de força de retenção das proteínas (Chang e Sun, 2017). 

Proteínas ou outras moléculas existentes na fase móvel são adsorvidas na cromatografia 

IMAC, principalmente pela formação de ligações de coordenação. Porém, existe a possibilidade 

de outras forças envolvidas, tais como forças eletrostáticas, interações hidrofóbicas e forças de van 

der Waals, sendo que nem sempre é possível determinar suas contribuições relativas (Huss, 2016). 

As ligações de coordenação são favorecidas quando os resíduos de aminoácidos estão parcialmente 
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desprotonados, ou seja, quando o pH é superior ao pKa dos grupos ionizáveis. De modo geral, a 

adsorção é favorecida numa faixa de pH entre 6 e 8, para proteínas que possuem resíduos de cisteína 

e histidina acessíveis quando utilizado íons de Cu+2, Co+2, Ni+2, Zn+2 imobilizado, enquanto para 

proteínas ricas em ácidos carboxílicos ou fosfatos, a adsorção ocorre em valores de pH mais baixos 

(pH igual a 5), quando se utiliza Fe+3, Ca+2, Mg+2 (Bresolin eta al., 2009; Vera-Aviles et al., 2018). 

E uma fase móvel isenta ou com baixas concentrações de sal favorece as interações eletrostáticas, 

fazendo com que o metal se comporte semelhante a uma resina de troca iônica (Vera-Aviles et al., 

2018).  

As moléculas adsorvidas podem ser eluídas por competição com outras espécies doadoras 

de elétrons (por exemplo, com imidazol ou com um agente quelante solúvel) ou por protonação de 

grupos doadores de elétrons presentes na proteína adsorvida (redução de pH). De forma geral, íons 

metálicos imobilizados em uma matriz podem ser removidos pela adição de agentes competidores 

fortes, como o EDTA (ácido etileno-diamino-tetraacético), entretanto, esse composto extrai os íons 

metálicos e interrompe as interações entre as proteínas e os ligantes quelantes, fazendo necessária 

a recarga da coluna com íons metálicos antes da próxima purificação (Cheung et al., 2012). 

Vários materiais de suporte preparado pelo método IMAC são usados em estudos como na 

imobilização de enzimas, adsorção de biomoléculas e corantes, purificação de proteínas, enzimas, 

ácidos nucléicos e toxinas bacterianas (Inanan, 2019). É aconselhável que a matriz apresente 

elevada resistência mecânica, área superficial e porosidade; estabilidade em ampla faixa de pH e 

na presença de sais ou solventes orgânicos, além de grupos funcionais (Figura 10) que possibilitem 

a modificação química do material para imobilização do ligante (Bresolin et al., 2009).  

Diversos estudos relatam a aplicação de criogéis em cromatografia de afinidade de íon 

metálicos imobilizados, na adsorção e purificação de proteínas e enzimas (Akduman et al., 2013; 

Bibi et al., 2013; uygun et al., 2015; Riguero et al., 2020), para purificação de lactoferrina (Carvalho 

et al., 2014), imobilização de lisozima (Acet et al., 2018), adsorção de insulina (Erol et al., 2019), 

remoção de metais de águas residuais (Yang et al., 2020). 

Outra área em desenvolvimento se concentra na identificação de novos ligantes. Zhang et 

al. (2015) ao estudarem os ligantes 1,4,7-triazaciclononano (TACN), e ácido 5,5-ditiobis-2-(2-

nitrobenzóico) em adsorventes IMAC coordenados com íons de Cu+2 e Ni+2 para purificação de 

proteínas, verificaram que os agentes quelantes apresentaram eficiência igual ou superior quando 

comparados àqueles disponíveis comercialmente. Além disso, as matrizes mantiveram a 



 
 

43 
 

capacidade de retenção da proteína por vários ciclos, sem a necessidade de serem recarregadas 

pelos íons metálicos, devido à alta estabilidade iônica dos ligantes utilizados. 

 

 

 

Figura 10- Esquema de ativação, acoplamento do agente quelante e imobilização dos íons 

metálicos em matrizes de afinidade IMAC 

Fonte: Adaptado de Bresolin et al., 2009 

 

Nesse contexto, também surge o interesse de estudar compostos naturais como agentes 

quelantes, como aqueles que naturalmente já formam um complexo com íons metálicos, como é o 

caso da clorofila, que funciona como agente quelante para os íons de Mg+2. O desenvolvimento de 

novos ligantes quelantes é vantajoso por várias razões, pois pode aumentar a capacidade de ligação 

e seletividade da matriz, para eluir um produto com maior grau de pureza, tornando a purificação 

mais eficiente, além de possivelmente reduzir os custos da produção das matrizes de separação 

(Riguero et al., 2020).  

Métodos de separação específicos podem ser desenvolvidos para cada proteína alvo, com a 

escolha adequada do íon metálico, do agente quelante e das condições cromatográficas. A 

estabilidade dos quelatos em uma ampla faixa de temperatura e condições da fase líquida é uma 

vantagem da técnica, pois, além de significar estabilidade operacional, propicia a reutilização dos 

mesmos, sem que haja perda de desempenho (Carvalho et al., 2014). Além disso, é uma operação 

de baixo custo, alta especificidade (em alguns casos apresentando purificação em uma única etapa), 
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alta capacidade de adsorção, e condições brandas de eluição da molécula adsorvida, o que torna a 

IMAC uma técnica muito utilizada para purificação de proteínas (Riguero et al., 2020). 

  

1.6. Clorofilas  

As clorofilas destacam-se dentre os pigmentos naturais mais abundantes na natureza 

encontrado em organismos fotossintéticos, como plantas e algas, sendo responsáveis pela captura 

de luz solar, produção de oxigênio e açúcares através da fotossíntese. A intensa cor verde das 

clorofilas deve-se a suas fortes absorções de luz nas regiões do azul e vermelho do espectro 

eletromagnético, fazendo com que transmitam na região do verde (Yilmaz e Gӧkmen, 2016; Sato 

et al., 2018).  

Estruturalmente, as clorofilas são porfirinas compostas por quatro anéis pirrólicos ligados 

a ponte de meteno (-C=), e os quatro átomos de nitrogênio são coordenados por um átomo de 

magnésio (Mg+2) de ligação central. Além dos quatro anéis pirrole (A, B, C, D), contém um quinto 

anel isocíclico (anel E) localizado ao lado do terceiro anel pirrólico (Figura 11). As clorofilas 

possuem uma cauda de fitol (C20H39) que é esterificado com a carboxila do quarto anel conferindo 

a hidrofobicidade a molécula (Yilmaz e Gӧkmen, 2016; Kang et al., 2018).  

 

 

Figura 11- Estrutura da clorofila a e clorofila b 

Fonte: Adaptado de Yilmaz e Gӧkmen, 2016 
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Existem cinco tipos de clorofila, conhecidas: a, b, c, d, e. As clorofilas a e b são as principais 

formas desse pigmento encontradas nas plantas, ocorrendo em proporções aproximadas de 2,5 a 

3,5 :1, respectivamente. No entanto, essa relação pode variar de acordo com fatores ambientais e 

genéticos. A diferença estrutural entre as clorofilas é devido a um radical no segundo anel pirrol 

(anel B) na posição C7. A clorofila a tem um grupo metil (–CH3), enquanto a clorofila b tem um 

grupo aldeído (–CHO), representado na Figura 11 (Lipke et al., 2013; Kang et al., 2018). Embora 

ambas sejam verdes, os seus espectros de absorção são ligeiramente diferentes, de maneira que 

para o olho humano a clorofila a apresenta uma tonalidade verde-azulada, e a clorofila b verde-

amarelada (Mann, 2017).  

 Na literatura ainda não há informações padronizadas sobre o teor de clorofila das plantas. 

A mudança no conteúdo desse pigmento depende do cultivar, tempo de colheita, estágio de 

maturação e partes da planta, condições de armazenamento, além dos métodos de extração e 

determinação do teor de clorofila (Yilmaz e Gӧkmen, 2016; Derrien et al., 2017; Derrien et al., 

2019). Dentre os diversos vegetais existentes, o espinafre se destaca como uma boa fonte de 

clorofila. É um vegetal altamente consumido em todo o mundo, e sua produção gera cerca de 25% 

de resíduos, dos quais biomoléculas valiosas podem ser extraídas. Sanchez et al. (2014) ao 

avaliarem o teor de clorofila entre brócolis, espinafre e pimenta verde, verificaram que o espinafre 

apresentou maiores teores (79,07 e 29,27 mg.100g-1) para clorofila a e b, respectivamente, do que 

os demais. Yilmaz e Gӧkmen (2016) também demonstraram em um estudo o teor de clorofila para 

diversos vegetais, com destaque para o espinafre que apresentou maiores teores dentre todos 

vegetais analisados.  

Nos cloroplastos as clorofilas estão ligadas a carotenoides, lipídios e lipoproteínas, através 

de ligações não-covalentes, que podem ser rompidas com facilidade, e por isso são facilmente 

extraídas com solventes orgânicos, especialmente solventes polares, como o metanol, a acetona, o 

acetato de etila, o etanol, a dimetilformamida e a piridina (Yilmaz e Gӧkmen, 2016; Derrien et al., 

2017). A sensibilidade das clorofilas à temperatura e pH extremos permite a formação de vários 

derivados distintos, tais como feofitinas, clorofílidas e feoforbídeos (Figura 12) (Kang et al., 2018). 

A clorofila é suscetível à degradação em condições de pH ácido, sendo mais estáveis em 

pH alcalino. A degradação da clorofila em condições de pH baixo é o resultado da decomposição 

da clorofila em feofitina, onde dois íons de hidrogênio substituem o íon de magnésio no centro do 

anel porifirina. Como resultado, a cor verde brilhante torna-se verde castanho (Yilmaz e Gӧkmen, 

2016; Damodaran et al., 2018).   
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Figura 12- Esquema de degradação da clorofila 

Fonte: Adaptado Streit et al., 2005 

 

O processamento térmico também causa a conversão de clorofilas em derivados isentos de 

Mg+2. Altas temperaturas ou longos períodos de tratamento térmico podem levar a outro tipo 

comum de degradação do pigmento que é a remoção da cadeia fitol, conduzindo a formação de 

feoforbídeo ou clorifidilas, que também apresentam uma mudança na tonalidade de cor, do verde 

brilhante para o verde castanho (Streit et al., 2005; Damodaran et al., 2018).  

Para atenuar os problemas de degradação, as clorofilas podem ser quimicamente 

modificadas. Devido ao fato de a clorofila possuir o íon de magnésio complexado em sua estrutura, 

os dois átomos de hidrogênio no interior do núcleo tetrapirrólico livre de magnésio são facilmente 

deslocados por outros íons metálicos, formando outros complexos metal-clorofila. São 

principalmente utilizados os íons de Zn+2 e Cu+2 e esses complexos formados são mais verdes e 

mais estáveis em ambientes de processamento e armazenamento que a clorofila natural. Esses 

derivados metal-clorofila, são menos sensíveis à degradação na presença de luz, enquanto que o 

pigmento isolado e purificado de Mg+2 é facilmente degradado, particularmente na presença de 

ácidos e luz. A clorofila cúprica é conhecida como um dos “corantes naturais” mais estáveis, 

principalmente quando comparada a antocianinas, betalaínas e carotenoides (Yilmaz e Gӧkmen, 

2016; Damodaran et al., 2018; Kang et al., 2018).  

Devido à capacidade da clorofila em complexar com os metais; o tamanho da sua molécula, 

que possibilita atuar como braço espaçador evitando possíveis efeitos de impedimento estérico; 

além das carbonilas presentes em sua estrutura que são capazes de interagir com o suporte amino 
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ativado produzindo bases de Schiff, todas essas características tornam possível a aplicação desse 

corante natural  como agente quelante para utilização na cromatografia de afinidade, podendo atuar 

nos processos de separação de biomoléculas, nenhum estudo foi encontrado na literatura relatando 

a utilização da clorofila como composto quelante em suportes cromatográficos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Desenvolver adsorventes monolíticos macroporosos funcionalizados com clorofila extraída 

de fontes vegetais, voltados para o processo de purificação de bromelina pela técnica de 

cromatografia de afinidade com íons metálicos imobilizados (IMAC). 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Desenvolver adsorventes poliméricos macroporosos monolíticos, obtidos pelo processo de 

criogelificação e modificados quimicamente para serem utilizados em processos de afinidade com 

íons metálicos imobilizados (IMAC); 

• Imobilizar a clorofila no adsorvente e avaliar o seu efeito como agente quelante; 

• Avaliar as condições de adsorção (pH e força iônica) da enzima bromelina nos adsorventes de 

afinidade por íons metálicos; 

• Avaliar o efeito de diferentes íons metálicos na eficiência de purificação de bromelina; 

• Caracterizar os adsorventes produzidos, com relação a aspectos físicos, químicos e operacionais; 

• Avaliar a capacidade adsortiva e a resistência aos ciclos de reutilização das matrizes produzidas; 

• Purificar e caracterizar bromelina obtida a partir da polpa do abacaxi, avaliando a eficiência, 

grau de pureza e atividade. 
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RESUMO 

Técnicas cromatográficas estão presentes na maioria dos processos de purificação e estudos sobre 

tecnologias alternativas de extração e separação de enzimas, são de grande interesse, visando 

sempre obter processos economicamente viáveis. A cromatografia de afinidade por íons metálicos 

imobilizados (IMAC) tem sido considerada uma técnica eficaz para separação e enriquecimento de 

proteases e o desenvolvimento de leitos poliméricos macroporosos, como criogéis, são uma 

alternativa para esses processos, devido à sua versatilidade e custos reduzidos de produção. 

Objetivou-se no presente estudo uma abordagem inovadora para a funcionalização de criogéis de 

poliacrilamida, utilizando clorofila extraída de vegetais (CLO) como agente quelante, para 

purificação de bromelina por cromatografia IMAC. Avaliou-se as condições de adsorção pH (3 a 

8) e concentração de sal (0 a 1 M) de bromelina nos adsorventes produzidos, imobilizados com 

diferentes íons metálicos (Cu+2, Fe+3, Zn+2, Co+2, Ni+2). O comportamento dos adsorventes 

funcionalizados com clorofila (CLO) e ácido iminodiacético (IDA) foi semelhante, com ponto 

máximo de adsorção de bromelina em pH 6 para os íons de Fe+3, Zn+2 e Ni+2 e em pH 7 para os 

íons de Cu+2 e Co+2. Os criogéis com íons de cobre imobilizados não diferiram entre si e 

apresentaram capacidade adsortiva em torno de 46,41±2,93 mg/g, grau de expansão média de 

11,96±2,66 kg/kg, capacidade de inchamento de 15,13±2,32 L/kg e porosidade (em torno de 85%). 

A funcionalização das matrizes foi comprovada pelas análises de espectroscopia FTIR, difração de 

raios-X e termogravimétrica. Microscopia eletrônica de varredura confirmou a estrutura 

macroporosa. Os resultados demonstraram a similaridade entre os adsorventes funcionalizados 

com diferentes agentes quelantes, indicando que a clorofila não alterou as características do 

adsorvente e o potencial para aplicação em matrizes de afinidade por metais imobilizados.  

 

Palavras chave: agentes quelantes, bromelina, separação biomoléculas. 

 

1. INTRODUÇÃO  

As proteases são enzimas de grande importância tecnológica, sendo aplicadas em diversos 

segmentos das indústrias alimentícias, farmacêuticas, químicas e ocupa o segundo lugar dentre as 

enzimas mais comercializadas mundialmente (Banerjee et al., 2020; Manjrekar et al., 2021). Dentre 

as proteases existentes de fonte vegetal, merece destaque a bromelina pertencente a classe das 

cisteíno-proteases no qual o abacaxi é a sua principal fonte de obtenção (Damodaran et al., 2018). 



 
 

63 
 

Essa enzima pode ser encontrada em várias partes do abacaxi, incluindo o fruto, o caule, a casca, a 

coroa e as folhas (Ramli et al., 2017; Nwagu e Ugwodo, 2019). Embora as bromelinas 

comercialmente disponíveis, são extraídas do caule e fruto do abacaxi (Nor et al., 2016).  

A sua importância econômica está relacionada com a produção de fármacos, no tratamento 

de distúrbios digestivos, feridas e inflamações, utilização na indústria alimentícia (amaciamento de 

carnes, clarificação de cervejas, panificação, produção de hidrolisados proteicos) e indústria têxtil 

(Erol et al., 2019).    

Como extrato bruto derivado do abacaxi, a bromelina (EC 3.4.22) é uma mistura de 

diferente tiol endopeptidases e outros componentes como glicosidases, fosfatases, celulases, 

peroxidases, glicoproteínas, carboidratos e vários inibidores de proteases (Ramli et al., 2018; 

Nwagu e Ugwodo, 2019). E, portanto, a viabilidade dessas enzimas está diretamente relacionada 

com as etapas de extração e purificação. 

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

enzimas e com isso a necessidade de purificação dos compostos em larga escala de maneira eficaz 

e de baixo custo resultou na evolução de técnicas que proporcionam protocolos rápidos, eficientes 

e econômicos. Nessa vertente, colunas monolíticas poliméricas macroporosas, com destaque para 

os criogéis vêm sendo desenvolvidas nos últimos anos. Esses monólitos possibilitam a separação 

de biomoléculas de elevada massa molecular e até mesmo de células inteiras a partir de materiais 

não clarificados, devido à sua elevada porosidade e estabilidade mecânica, aumentando a escala de 

produção e reduzindo os custos operacionais (Acet et al.,2018; Kartal e Denizli, 2020).  

 Visando aperfeiçoar o processo de utilização dos leitos monolíticos como matrizes de 

imobilização e purificação de biomoléculas, pode-se modificar sua estrutura tornando-os 

adsorventes de afinidade especifica. Dentre os diversos métodos utilizados tem-se a 

funcionalização com íons metálicos, para a utilização dessas matrizes na cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC), considerada como a mais eficiente nos 

processos de separação e purificação de proteases (Ramli et al., 2017). Essa técnica baseia-se na 

afinidade diferencial que íons metálicos imobilizados em uma matriz sólida apresentam por grupos 

doadores de elétrons (como o anel imidazol de histina e o grupo tiol da cisteína) expostos na 

superfície das proteínas (Rodriguez et al., 2020).  

A capacidade adsortiva e a seletividade na cromatografia de afinidade IMAC depende do 

agente quelante, dos íons metálicos complexados, das condições cromatográficas tais como pH, 

força iônica, tipo de tampão, velocidade superficial (Karakus et al., 2016). O ácido iminodiacético 
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(IDA) e o ácido nitrilotriacético (NTA) são os agentes quelantes mais utilizados, por possuírem, 

respectivamente, três e dois sítios disponíveis para a ligação reversível com a proteína, quando 

complexados ao metal (Chang e Sun, 2017). Entretanto, a identificação de novos agentes quelantes 

é uma área em desenvolvimento, surgindo o interesse por compostos quelantes naturais. Esses 

ligantes podem aumentar a seletividade e capacidade de adsorção da matriz, tornando a purificação 

mais eficiente, proporcionando condições brandas de eluição da molécula adsorvida além de 

provavelmente reduzir os custos do processo de produção dos adsorventes de separação (Rodriguez 

et al., 2020).  

Como o pigmento da clorofila estruturalmente é formado por porfirinas compostos por quatro 

anéis pirrólicos substituído por um átomo de magnésio (Mg+2) de ligação central, e apesar da 

instabilidade desses pigmentos a luz, ácidos e calor, os íons de magnésio são facilmente deslocados 

por outros íons metálicos, formando complexos metal-clorofila e tornando esse pigmento mais 

estável (Kang et al., 2018). Devido a essas caracteristicas, a clorofila pode ser utilizada como agente 

quelante para funcionalização dos criogeis, em substituição aos agentes quelantes tradicionais 

como o ácido iminodiacético (IDA).    

Além disso, esse pigmento possui em sua estrutura carbonilas que são capazes de interagir 

com o suporte amino ativado formando bases de Schiff, podendo atuar também como braços 

espaçadores, devido ao tamanho da sua molécula, evitando possíveis efeitos de impedimento 

estérico, o que pode favorecer o processo de adsorção, além de reduzir os custos das matrizes, visto 

que esse pigmento pode ser extraído com facilidade das folhas das plantas, pois estão ligadas a 

carotenoides, lipídios e lipoproteínas, através de ligações não-covalentes, que podem ser rompidas 

com facilidade, e por isso são facilmente extraídas com solventes orgânicos (Yilmaz e Gӧkmen, 

2016; Derrien et al., 2017). 

Inúmeros exemplos do potencial de aplicação de diferentes adsorventes na cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados podem ser verificados na literatura (Carvalho et al., 

2014; Erol et al., 2019, Trang et al., 2019; Riguero et al., 2020), porém nenhum estudo relata a 

utilização do pigmento extraído das folhas vegetais como agente quelante nas matrizes 

cromatográficas.  

Assim, o presente estudo surge com uma proposta inovadora, com o objetivo de desenvolver 

um adsorvente polimérico macroporoso, funcionalizado com clorofila de origem vegetal, voltado 

para o processo de purificação da bromelina por cromatografia IMAC, comparando-o com o 

adsorvente ativado com agente quelante comercial (IDA) e caracterizá-lo com relação as condições 
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de adsorção, aspectos físicos, químicos e operacionais. O mesmo já possui registro (BR 10 2021 

009055 3) para depósito de patente de invenção junto ao Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial (INPI). 

  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Reagentes 

Acrilamida (AAm, Sigma CAS: 79-06-1, 99%), bis- acrilamida (BAAm, NEON, CAS: 110-

26-9, 99%), alil-glicidil-éter (AGE, Sigma, CAS: 106-92-3, 99%), persulfato de amônio (APS, 

NEON, CAS: 7727-54-0, 98%), N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino -TEMED (NEON, CAS: 

110-18-9, 98,5%), borohidreto de sódio (Sigma, CAS: 16940-66-2, 98%), N-(2-

Hydroxyethyl)piperazine-N′-(2-ethanesulfonic acid) -HEPES (Êxodo científica, CAS: 75277-39-

3, 98%), imidazol (Êxodo científica, CAS: 288-32-4, 99%), ácido iminodiacético (Sigma, CAS: 

142-73-4, 98%), fosfato de sódio monobásico (Sigma, CAS: 7558-807-7, 99%), fosfato de sódio 

bibásico (Sigma, CAS 7558-79-4, 99%), bromelina (Sigma, CAS: 37189-34-7, ≥ 3 unidades/mg 

de proteína), etanolamina (Sigma, CAS: 141-43-5, 99%), glutaraldeído (Dinâmica Química 

Científica, CAS: 111-30-8, 25% em H2O), etilenodiamina (Sigma, CAS: 107-15-3, 99%), água 

destilada. Todos os outros reagentes necessários para o desenvolvimento do trabalho possuíam, no 

mínimo, grau analítico PA-ACS, sendo descritos ao longo do detalhamento das metodologias.  

Folhas de espinafre (Spinacia oleracea) foram adquiridas no mercado local do município de 

Itapetinga-Bahia e usadas para a obtenção do extrato de clorofila. 

 

2.2. Preparo do extrato bruto de clorofila 

O extrato de clorofila foi obtido a partir de folhas de espinafre (Spinacia oleracea) usando 

métodos adaptados descrito por Fernandes et al. (2016), Derrien et al. (2017) e Singh et al. (2018). 

Ramos de espinafre (~700 g) foram lavados e higienizados com água clorada a 100 ppm por 15 

min, sendo então as folhas separadas das hastes. Posteriormente foi realizada a secagem das folhas 

em estufa com circulação de ar (Solab Cientifica, SL 102, Brasil) a 45 ºC por 24 h. Depois de seco 

o material (40 g) foi triturado em moinho de facas (Willye, Marconi, Brasil). Para a extração do 

pigmento, pesou-se 0,5 g do material seco, que foi misturado com 10 mL de solução de álcool 

metílico: água (70:30 v/v). A mistura foi colocada em banho ultrassônico (Sanders, Soniclean 6, 

Minas Gerais, Brasil) por 30 min a 37 ºC e em seguida filtrada em papel-filtro Whatman nº 1, sendo 



 
 

66 
 

o resíduo reextraído mais duas vezes com o solvente para garantir extração completa. Todos os 

extratos foram reunidos e então centrifugados a 2630 xg por 10 min, e então concentrados em 

evaporador rotativo (IKA®HB Digital, RV8, USA) a 40 ºC até a eliminação do álcool. 

Posteriormente foram acondicionados em frascos âmbar, e armazenados a ± -18ºC, até a utilização 

dos mesmos 

 

2.3. Síntese dos criogéis monolíticos 

Para a síntese dos criogéis foram adotadas metodologias propostas por Gonçalves et al. 

(2016), Nascimento et al. (2019) e Silva et al. (2019), com modificações. Dissolveram-se 4,4 g de 

acrilamida (AAm), 1,2 g de bis- acrilamida (BAAm) e 1,4 g de alil-glicidil-éter (AGE) em 100 mL 

de água destilada, sendo a solução desgaseificada em banho ultrassônico por 5 min. Em seguida, 

com a solução em banho de gelo adicionou-se 140 µL de solução de persulfato de amônio (APS) 

na concentração de 0,5 g/mL e 91 µL de N, N, N’, N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED). Após 

homogeneização da solução, a mesma foi imediatamente vertida em seringas plásticas de 5mL, que 

foram seladas e mantidas em banho termostático (Modelo Q214S2; Quimis, São Paulo, Brasil) à 

temperatura de -12°C por 24 h. Decorrido esse período, as seringas foram abertas e mantidas a 4°C 

por 4 h para o descongelamento da água existente. Posteriormente, as seringas contendo os criogéis 

foram colocadas em estufa a ±60 °C até secagem completa dos mesmos. Após a secagem, cada 

criogel foi submetido ao corte das extremidades para eliminação das partes defeituosas e lavados 

com cerca de 200 mL de água destilada, utilizando-se uma bomba peristáltica (Minipuls evolution, 

Gilson, Middleton, WI) a uma vazão de 1,5 mL/min e então novamente secos em estufa a ±60 ºC, 

sendo posteriormente armazenados à temperatura ambiente (±25 ºC) em potes plásticos vedados 

para posterior uso no processo de funcionalização.  

 

2.4. Funcionalização dos criogéis para purificação por afinidade por metal quelato  

2.4.1. Funcionalização dos criogéis com extrato bruto de clorofila 

Para o processo de modificação da superfície e funcionalização com clorofila, foi adotada a 

metodologia de Gonçalves et al. (2016) e Silva et al. (2019), com modificações. Utilizou-se o 

método do glutaraldeído em sistema em batelada (Figura 1). Os monólitos poliméricos de criogéis 

secos, com cerca de 3,5 cm de altura, 1 cm de diâmetro, e peso médio de 260 mg, foram colocados 

em tubos fechados adicionados de 20 mL de cada solução e submetidos a agitação rotativa à 15 xg 
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em todas as etapas do processo. A cada etapa realizada os criogéis sofreram uma suave compressão 

manual, para a retirada do excesso de solução da etapa anterior. A etapa em que as matrizes foram 

colocadas em contato com a solução do extrato bruto de clorofila (CLO) em tampão fosfato de 

sódio (TFS) foi realizada sob ausência de luz e à temperatura controlada (±20 °C). Na etapa em 

que os criogéis são colocados em contato com a solução de borohidreto os frascos permanecem 

abertos devido a formação de gases. Após a ativação os adsorventes foram colocados em estufa a 

60 °C até serem completamente secos e armazenados em frascos herméticos em temperatura 

ambiente até o seu uso. Decorrida a secagem obteve-se uma coluna adsorvente monolítica 

supermacroporosa de afinidade por íons metálicos. Foi solicitada a proteção intelectual das 

matrizes desenvolvidas junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI, Brasil), a 

partir da solicitação do depósito de patente de invenção, registro número BR 10 2021 009055 3 

(em anexo). 

 

 

Figura 1- Esquema funcionalização criogéis ativados com clorofila 
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2.4.2. Funcionalização dos criogéis com ácido iminodiacético (IDA) 

Para comparar a eficácia da clorofila como agente quelante, os criogéis foram 

funcionalizados com o agente quelante comercial ácido iminodiacético (IDA) de acordo com a 

metodologia adaptada de Carvalho et al. (2014), Gonçalves et al. (2016) e Silva et al. (2019), 

apresentado na Figura 2. Adotou-se uma metodologia similar em ambas as funcionalizações para 

obter uma melhor comparação entre a eficiência dos agentes quelantes, a inclusão dos braços 

espaçadores pode possibilitar uma maior imobilização do agente quelante. A modificação da 

superfície dos criogéis seguiu as condições descritas no item 2.4.1 até a etapa em que os monólitos 

são colocados em contato com a solução de glutaraldeído a 5 %. 

 

 

Figura 2- Esquema funcionalização dos criogéis ativados com IDA 

 

2.5. Quantificação de clorofila imobilizada nos monólitos de criogel 

A determinação da concentração de clorofila (a, b e total) foi efetuada conforme método 

proposto por Lichtenthaler (1987). A quantidade de clorofila adsorvida na superfície do criogel foi 
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quantificada por diferença na solução de clorofila antes e após a recirculação no adsorvente. 

Utilizou-se leitura direta em espectrofotômetro (UV Q898, Quimis, São Paulo, Brasil), nos 

comprimentos de onda 647 nm e 663 nm, para as clorofilas a e b, respectivamente. As 

concentrações dos pigmentos foram determinadas de acordo com as equações 1, 2 e 3. Os 

resultados foram expressos em mg/100 mL de extrato. 

 

𝐶𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑎 (𝐶𝑎) =  12,25 𝐴663 − 2,79𝐴647 (1) 

𝐶𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑏 (𝐶𝑏) =  21,50 𝐴647 − 5,10𝐴663 (2) 

𝐶𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝐶𝑡) =  7,4 𝐴663 + 20,7𝐴647 (3) 

 

2.6. Quantificação de íons metálicos imobilizados nas matrizes cromatográficas  

A quantificação dos íons metálicos (Cu+2, Zn+2, Co+2, Fe+3, Ni+2) imobilizados na superfície 

dos criogéis foi determinada de acordo metodologia proposta por Cheeks et al. (2009). Os íons 

metálicos foram removidos do adsorvente utilizando uma solução de EDTA 0,1 M pH 7,6. O 

complexo EDTA-metal foi medido por absorbância em espectrofotômetro (Cu-EDTAλ730, Ni-

EDTA λ590, Co-EDTA λ490, Zn-EDTA λ255, Fe-EDTA λ510). Como branco a solução de EDTA foi 

percolada nos criogéis funcionalizados com ácido iminodiacético ou clorofila isentos de íons 

metálicos. Curvas de concentrações conhecidas (20 a 140 mM) dos metais em solução EDTA 

foram utilizadas para determinar o teor de metal imobilizado.  

 

2.7. Estudos de adsorção 

Estudos de adsorção foram realizados nos monólitos modificados com clorofila (CLO) ou 

IDA, e funcionalizados com os diferentes íons metálicos. Avaliou-se os efeitos do pH e 

concentração de sal (força iônica) na capacidade adsortiva, a fim de definir as condições de 

adsorção e seleção de uma matriz com um dos metais imobilizados para dar continuidade aos 

estudos. Primeiramente, foi avaliado o efeito do pH utilizando-se diferentes sistemas tampões 

(tampão acetato de sódio 20 mM para pH 4,0-5,0 e tampão fosfato de sódio para pH 6,0-8,0), 

isentos da adição de NaCl. O efeito da concentração de sal foi investigado a partir do melhor pH 

de adsorção para cada adsorvente funcionalizado, através da adição de cloreto de sódio (NaCl) no 

sistema tampão, em concentrações que variaram entre 0 e 1 M. Utilizou-se bromelina (Sigma, cod. 
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B4882, ≥ 3 unidades/mg de proteína, ≥ 30 % de proteína) em solução contendo aproximadamente 

0,9 mg/mL de proteína, verificada utilizando-se o método de Bradford (1976). 

Os adsorventes produzidos foram cortados com uma lâmina de aço em pequenos cubos com 

cerca de 1,5 mm de aresta. Pesou-se lotes de 30 mg, que foram colocados em tubos de centrifuga, 

em que foram adicionados 4 mL da solução de bromelina em tampão 20 mM na condição desejada, 

com três repetições. Os tubos foram mantidos sob agitação a 15 g por cerca de 12 h à temperatura 

ambiente (25±2) °C. Posteriormente, retirou-se o líquido sobrenadante, e a concentração de 

proteína foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) a 595 nm. A quantidade de 

proteína adsorvida foi determinada de acordo com a Equação 4:  

 

𝑞 = (𝐶0 − 𝐶𝑒)𝑉 𝑚⁄  (4) 

Em que q é a capacidade adsortiva do adsorvente (mgproteína/gcriogel); Co e Ce são respectivamente 

as concentrações inicial e final de proteínas em solução (mg/mL); V é o volume de solução (mL); 

m é a massa de criogel seco utilizado. 

 

2.8. Caracterização dos criogéis 

Após a conclusão dos experimentos de adsorção e definido quais adsorventes seriam usados 

para dar continuidade aos estudos, seis monólitos não-ativados (controle) e seis dos que 

apresentaram melhor capacidade adsortiva foram utilizados para a caracterização. 

A capacidade de inchamento (S) e o grau de expansão (ED) foram determinados de acordo 

com Gonçalves et al. (2016) e Fontan et al. (2017). A porosidade e frações constituintes foram 

avaliadas empregando a metodologia proposta por Plieva et al. (2004). Os resultados obtidos para 

os monólitos (controle) e funcionalizados com metal quelato foram avaliados por meio de análise 

de variância (ANOVA) e do teste de médias de Tukey ao nível de significância (p = 0,05) para 

verificar se havia diferença entre eles. 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV), e espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas conforme os métodos utilizados por Silva et al. 

(2019). A perda de massa dos criogéis foi avaliada através da análise termogravimétrica (TGA) 

utilizando-se um calorímetro STA Pt 1000 TG-DSC/DTA (Linseis, Alemanha), aproximadamente 

8 mg de cada criogel foi colocado em um cadinho de alumínio, onde as amostras foram submetidas 

ao aquecimento da temperatura de 20 ºC até 700 ºC, com uma taxa de aquecimento de 10º C/min 
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e uma atmosfera de oxigênio. Os padrões de difração de raios X (DRX) foram registrados em um 

difratômetro de raios-x (Bruker, D2 Phaser) usando radiação com um comprimento de onda de 

1,54184 Aº, a 30 KV e 10 mA, com uma varredura de 5º a 90 º (2θ) a uma taxa de 4 º/min. Para 

melhor entendimento das características do criogel funcionalizado com clorofila, foram avaliados 

os padrões de DRX das folhas de espinafre secas, e a espectroscopia FTIR do extrato de clorofila, 

ambos nas mesmas condições descritas para os adsorventes.   

 

2.8.1. Avaliação do potencial de utilização dos monólitos produzidos 

Após selecionar o tratamento de funcionalização com íons metálicos que apresentou a melhor 

capacidade adsortiva, avaliou-se o potencial de uso dos monólitos produzidos nessa condição, por 

meio da análise da atividade enzimática, associada a novos ensaios de adsorção. O processo de 

adsorção foi realizado conforme descrito no item 2.6, utilizando como modelo a bromelina em 

solução tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 7,0) contendo 0,9 mg/mL de proteína, verificada 

através do método de Bradford (1976). Após o período de contato da proteína com o adsorvente, 

retirou-se o sobrenadante para avaliar a concentração de proteínas e atividade enzimática. Na 

sequência, a eluição da proteína adsorvida foi realizada utilizando-se uma solução tampão de 

imidazol (200 mM, pH 7,6) por uma hora. O sobrenadante foi coletado e avaliado a concentração 

de proteínas, atividade enzimática, atividade específica e análise de eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE).  

Posteriormente, os adsorventes foram lavados com água destilada, e mantidos em contato 

com uma solução de sulfato de cobre 0,1 M por uma hora. Em seguida, lavou-se os criogéis com 

água destilada e então com solução tampão imidazol (15 mM em 20 mM de HEPES e 0,2 M NaCl, 

pH 7,0) para remover os íons não imobilizados. O procedimento descrito para adsorção e eluição 

foi repetido sete vezes com três repetições, para avaliar os ciclos de reutilização da coluna 

produzida. 

 

2.8.1.1. Atividade enzimática proteolítica 

A atividade enzimática foi determinada segundo metodologia adaptada de Devakate et al. 

(2009), utilizando-se caseína como substrato. Os sobrenadantes coletados e a solução de 

alimentação (0,5 mL) foram adicionados a 5 mL de solução de caseína 1% em tampão fosfato de 

sódio 20 mM (pH 7,0). A mistura foi incubada a 37 ºC em banho termostático (Tecnal, modelo Te-
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184) por 10 min. Para parar a reação foi adicionado 5 mL de uma solução de ácido tricloroacético 

a 30%, e a solução foi centrifugada a 2000 xg por 10 min para remoção do precipitado, e a 

absorbância do sobrenadante medido a 280 nm. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 μmol de tirosina equivalente em 

1 mL de meio reacional por minuto, calculada de acordo com a equação 5. 

 

𝐴𝑃(𝑈) =
(µ𝑚𝑜𝑙 𝑚𝐿  𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎) ∗ 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 ∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙(𝑚𝐿)⁄

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑚𝐿) ∗ 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎çã𝑜 (min)
 

 

(5) 

 

A atividade enzimática específica foi determinada de acordo com a equação 6, e o fator de 

purificação (FP) dado pela equação 7, que compara atividade enzimática específica no material 

purificado com a atividade enzimática específica do material bruto. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 (𝑈/𝑚𝑔) =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈/𝑚𝐿)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑔/𝑚𝐿)
                                   (6) 

 

𝐹𝑃 =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑜 𝑒𝑙𝑢𝑖𝑑𝑜 (𝑈/𝑚𝑔)

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 (𝑈/𝑚𝑔)
                                                                     (7) 

 

2.8.1.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)  

A análise de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

foi realizada segundo metodologia proposta por Laemmli (1970), com modificações. Para isso, 

utilizou-se gel de separação com 12% de concentração e gel de empilhamento com 5% de 

concentração de poliacrilamida. Alíquotas de 30 µL das amostras desnaturadas foram transferidas 

para cada poço do gel, de modo que a quantidade de proteína aplicada foi de aproximadamente 10 

µg, e as corridas realizadas a uma tensão constante de 100 V (Loccus, LPS 300V, Brasil). Foi usado 

o padrão de peso molecular SDS-PAGE (Bio-rad, Hercules, CA, EUA), composto por Miosina 

(200 kDa), β-galactosidase (116,2 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase 

carbônica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,5 kDa,) e aprotinina (6,5 kDa). 

Após a corrida, as proteínas foram coradas usando solução de 0,1% (m/v) de Coomassie Blue G-

250.  
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2.9. Delineamento experimental  

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 

três repetições, e os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão (DP). Os 

resultados foram analisados por meio da análise de variância (ANOVA) e teste de média de Tukey 

ao nível de significância de (p< 0,05). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Síntese e funcionalização dos adsorventes produzidos 

 Imagens dos criogéis produzidos e posteriormente ativados com clorofila ou ácido 

iminodiacético, imobilizados com diferentes metais são apresentados na Figura 3.  

 

 

Figura 3- Imagens dos criogéis produzidos. (a) controle sem ativação, (b) ativados com ácido 

iminodiacético (IDA) e funcionalizados com os diferentes metais, (c) ativado com clorofila (CLO) 

sem imobilização dos metais, (d) ativados com CLO e funcionalizados com os metais. 

Os adsorventes produzidos apresentaram estrutura cilíndrica devido ao molde usado, rígida 

quando desidratados, uniforme e porosa. Quando umedecidos apresentaram-se esponjosos, 

elásticos e de aspecto macio. Tais características vêm sendo descritas como características dos 

monólitos de poliacrilamida, como relatado por diversos autores (Mól et al., 2019; Nascimento et 

al., 2019; Farías et al., 2020; Yang et al., 2020).  
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Os monólitos ativados com IDA, apresentaram diferentes colorações compatíveis com o metal 

utilizado (Figura 1b). Enquanto, as matrizes ativadas com clorofila (Figura 1d) apresentaram 

coloração na tonalidade tendendo ao verde castanho independente do metal utilizado, cor 

característico do pigmento, como pode ser observado no criogel imobilizado com clorofila sem 

interferência dos íons metálicos (Figura 1c). 

 

3.2. Quantidade de clorofila imobilizada no criogel 

A quantidade de clorofila no extrato bruto e imobilizada na superfície do adsorvente 

polimérico estão apresentados na Tabela 1. Pode ser observado que cerca de 45,25 mg de clorofila/g 

de criogel seco foi imobilizada na superfície deste, esses valores indicam que aproximadamente 

59% do pigmento presente na solução do extrato foi imobilizado na matriz, o que pode ser 

comprovado ao analisar os teores de clorofila remanescentes na solução após o contato com o 

criogel. Tais resultados indicam a ativação dos adsorventes com a imobilização de clorofila 

utilizando o extrato vegetal. 

 

Tabela 1- Quantidade de clorofila no extrato bruto de espinafre, na solução de extrato em TFS 

colocado em contato com criogel, e do pigmento imobilizado na superfície do criogel  

 
Extrato Bruto 

(mg/100 mL) 

Extrato em TFS 

(1:1) 

(mg/100 mL) 

Após contato 

com o criogel 

(mg/100 mL) 

Imobilizado 

no criogel 

(mg/g) 

% de 

imobilização 

Clorofila a  138,44±0,25 71,60±0,09 31,74±0,09 30,87±0,46 56,06±0,38a 

Clorofila b 53,96±0,06 28,12±0,01 10,81±0,05 13,32±0,65 60,15±0,75a 

Total  193,91±0,35 100,52±0,09 41,73±0,19 45,25±0,56 58,72±0,45 

Valores médios ± desvio padrão. As médias seguidas pela mesma letra em cada coluna não diferem 

estatisticamente, entre si pelo teste F (p ≥ 0,05) 

A concentração de clorofila total obtida para o extrato bruto de 193,9 ±0,35 mg/100 mL foi 

superior ao reportado na literatura por Bohn et al. (2004) que obtiveram 79,1 mg/100 mL ao 

analisarem folhas de espinafre fresco, Derrien et al. (2017) e Derrien et al. (2019) que encontraram 

valores na faixa de 112,75 mg/100 mL ao trabalharem com espinafre liofilizado. Essa diferença 

pode ser justificada devido aos deferentes métodos analíticos utilizados para a extração do 

pigmento (Rouphael et al., 2012). 
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A razão entre a clorofila a e b no extrato bruto foi de 2,56 :1, as clorofilas a e b são os tipos 

mais abundantes nas plantas superiores, e geralmente estão presentes em proporções médias de 2,5 

a 3:1. No entanto, essa relação pode variar de acordo com fatores ambientais e genéticos (Silva et 

al., 2015; Yilmaz e Gӧkmen, 2016). As clorofilas “a” e “b” diferem uma da outra devido a um 

radical diferente no segundo anel pirrólico (Anel B) na posição C7 (Yilmaz e Gӧkmen, 2016). A 

primeira tem um grupo metil (-CH3) na posição C7, enquanto, a clorofila b possui um grupo aldeído 

(-CHO), apesar dessa diferença estrutural, a proporção entre a clorofila b (60%) e clorofila a (56%) 

imobilizadas na superfície do criogel não diferiram estatisticamente entre si. O processo de 

funcionalização ocorre por meio da formação de bases de Schiff sequenciais entre os radicais 

carbonila e radicais amino, e a presença da carboxila no quarto anel e dos grupos oxigenados 

presentes no quinto anel isocíclico permitiram a imobilização do pigmento no monólito, além do 

grupo aldeído da clorofila b que contribuiu para a adsorção da clorofila na superfície do criogel. 

As ligações entre as moléculas de clorofila são muito frágeis, e por isso, se rompem com facilidade 

quando expostos à tratamentos térmicos ou pH extremos, o que permite a formação de derivados 

distintos, como a clorifidila ou feoforbídeo proveniente da remoção da cadeia fitol (Yilmaz e 

Gӧkmen, 2016; Kang et al., 2018). O processo de secagem das folhas vegetais pode ter 

proporcionado o rompimento da longa cadeia de fitol, deixando expostos radicais hidroxilas 

presente no quarto anel pirrole da estrutura, que pode ter facilitado a imobilização eficiente da 

clorofila no criogel. 

 

3.3. Quantidade de íons metálicos imobilizados nas matrizes  

Os teores dos íons metálicos imobilizados na superfície dos adsorventes produzidos estão 

apresentados na Tabela 2. Observou-se diferença estatística entre os criogéis funcionalizados com 

IDA e CLO para aqueles imobilizados com íons de zinco, cobre ou níquel. 

Valores inferiores aos obtidos neste estudo foram reportados por You et al. (2020) que 

obtiveram o teor de 153,9 µM/g para suportes epóxi a base de sílica ativados com IDA e 

imobilizados com íons de cobre. Já Erol et al. (2019) ao avaliarem criogéis poli (HEMA-GMA) 

imobilizados com íons de cobre e zinco encontraram valores na faixa de 216, 6 a 238, 1 µM/g e 

158 a 170 µM/g, respectivamente.  
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Tabela 2- Teor dos íons metálicos imobilizados na superfície dos criogéis funcionalizados com 

ácido iminodiacético (IDA) e clorofila extraído do espinafre (CLO)  

Criogel Íons metálicos (µM/g) 

Ni+2 Fe+3 Co+2 Zn+2 Cu+2 

IDA 131,51±1,22a 74,13±0,69a 85,75±0,70a 129,99±0,27b 173,33±1,49b 

CLO 110,33±2,39b 69,90±1,37a 86,00±0,19a 164,25±1,84a 209,15±0,87a 

As médias seguidas pela mesma letra em cada coluna não diferem estatisticamente, entre si pelo 

teste F (p ≥0,05). Valores médios ± desvio padrão 

Valores inferiores também foram observados por Uygun et al. (2015) ao analisarem criogéis 

de poli (acrilamida-glicidil-metacrilato) funcionalizados com IDA e íons de ferro encontrando uma 

concentração de 59,8 µM/g e Qu et al. (2011) que obtiveram uma capacidade de imobilização de 

íons de níquel de 40,5 µM/g em microesferas IMAC a base de agarose ativadas com IDA. A 

capacidade de imobilização dos metais pode ser influenciada pelo tipo de tampão, pH, 

concentração dos íons metálicos utilizados durante a funcionalização das matrizes, o que pode 

justificar a diferença nos valores observados (Chang e Sun, 2017). Entretanto, os resultados 

demostram que a clorofila pode ser utilizada como agente quelante em suportes cromatográficos 

IMAC, uma vez que os resultados mostram valores iguais ou superiores ao determinado para os 

criogeis com IDA. 

Os íons metálicos apresentam configurações eletrônicas com poucos elétrons de valência e 

alguns orbitais vazios. Quando perdem seus elétrons de valência, seus orbitais vazios podem 

receber pares de elétrons de outra espécie, resultando em uma ligação de coordenação. Na 

cromatografia IMAC os íons metálicos são imobilizados junto ao agente quelante por meio de 

ligações de coordenação entre o íon metálico e átomos de nitrogênio, oxigênio ou enxofre presentes 

na estrutura do ligante (Shi et al., 2019).  

Segundo Chang e Sun (2017) a estabilidade dos complexos de metal para os íons de transição 

segue uma tendência Fe+3< Co+2< Zn+2< Ni+2< Cu+2, o que sugere que os íons de cobre formam 

complexos mais estáveis. Essa sequência foi observada para os suportes imobilizados com o IDA, 

entretanto, aqueles contendo clorofila houve uma inversão sequencial entre os íons de níquel e 

zinco.  
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De modo geral, quanto mais polidentado for o agente quelante, mais estáveis são os 

complexos formados, o ácido iminodiacético é um agente quelante tridentado (possui um átomo de 

nitrogênio e dois de oxigênio para a coordenação), enquanto a clorofila é um agente tetradentado 

(possui quatro átomos de nitrogênio para coordenação), o fato de o zinco ter uma afinidade por 

ligantes contendo nitrogênio e enxofre como átomos doadores, pode ter contribuído para o maior 

teor imobilizado pela clorofila (Erol et al., 2019).  

Além disso, o número de ligações de coordenação e a preferência geométricas dos íons 

também deve ser levado em consideração. A relação entre a espécie central e seus ligantes em um 

complexo podem ser agrupadas de acordo com o número de coordenação da espécie central. O 

cobalto e o ferro se ligam de forma hexacoordenada, possuindo geometria octaédrica, já os 

complexos de níquel podem adotar geometria quadrática ou octaédrica a depender do ligante 

presente. O zinco é o único metal que apresenta todos os orbitais do subnível “d” preenchido, e 

geralmente, apresenta geometria tetraédrica. A diversidade química do cobre concede a este 

elemento a possibilidade de formar complexos com várias geometrias, como quadrática planar, 

tetraédrica, octaédrica, piramidal de base quadrática, bipiramidal trigonal, a depender do agente 

quelante utilizado, esse fator pode justificar o fato dos quelantes formados com esse elemento 

serem mais estáveis (Chang e Sun, 2017). 

O arranjo dos ligantes ao redor do íon central é influenciado, também, pelo tamanho do 

ligante, complexos tetraédricos são favorecidos quando o átomo central é pequeno e os ligantes são 

grandes, o que pode justificar o maior teor dos íons de cobre e zinco imobilizados nas matrizes 

com clorofila, além disso, em um complexo tetraédrico, os quatros ligantes ocupam os vértices de 

um tetraedro regular, e todas as posições são equivalentes, a presença dos quatro átomos de 

nitrogênio de ligação central disponíveis para coordenação, podem ter contribuído para 

imobilização dos íons metálicos com essa preferência geométrica. Já os complexos de geometria 

quadrado-planar são favorecidos por ligantes menores, o que explica maior imobilização dos íons 

de níquel nas matrizes com IDA, pois esse ligante é menor comparado a molécula de clorofila. A 

regra do número atômico efetivo (NAE) diz que quando se forma um complexo, há adição de 

ligantes até que o número de elétrons do átomo metálico central mais o número de elétrons cedidos 

pelos ligantes seja igual ao número de elétrons do gás nobre seguinte, para os íons (cobalto e ferro) 

que se agrupam de forma hexacoordenada, devido ao maior número de coordenação pode ter 

ocorrido impedimento estérico dos ligantes polidentados, havendo repulsão ligante-ligante, 

proporcionando uma menor imobilização dos metais (Hartshorn e Constable, 2021; Juraj e Kirin, 
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2021). Portanto, a distribuição eletrônica dos metais, seu tamanho, estrutura geométrica, estado de 

oxidação e disponibilidade do doador de elétrons pode influenciar na imobilização dos metais ao 

ligante quelante, e consequentemente na estabilidade dos complexos formados. 

 

3.4. Estudos de adsorção 

3.4.1. Efeito do pH e concentração de sal na capacidade de adsorção  

Os resultados obtidos para o efeito do pH na adsorção da bromelina estão apresentados na 

Figura 4. É possível observar que houve diferença para o pH ótimo de adsorção a depender do 

metal utilizado. O comportamento entre os criogéis imobilizados com o extrato vegetal de clorofila 

e aquele com ácido iminodiacético não diferiram estatisticamente apenas para os íons de cobre e 

zinco, no entanto, o pH ótimo de adsorção não diferiu entre as duas matrizes imobilizadas com o 

mesmo íon metálico, o que evidencia o potencial do pigmento da clorofila como agente para 

imobilização de metais em adsorventes. Os monólitos com CLO modificados com íons de Ni+2, 

Zn+2 e Fe+3 apresentaram maior capacidade de adsorção da bromelina em torno do pH 6, enquanto 

para os adsorventes com Cu+2 e Co+2 a maior adsorção ocorreu em pH 7. 

 

 

Figura 4- Efeito do pH na adsorção de bromelina nos adsorventes ativados com clorofila (A) e 

com IDA (B) de afinidade por íons metálicos (IMAC) 

 

O pH desempenha um papel complexo na adsorção de proteínas, pois influencia uma série 

de propriedades, incluindo o comportamento nucleofílico dos componentes do tampão, 
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propriedades dos solutos doadores de elétrons, e estabilidade do metal (Eldin et al., 2017; Han et 

al., 2019). A estabilidade dos quelatos de metal pode ter sido alterada com a mudança do pH, o que 

pode ter influenciado para o máximo de adsorção da enzima ocorrer em pH diferente a depender 

do íon metálico. A estabilidade de um complexo com metal depende da estrutura atômica dos 

metais quelatos, como já dito anteriormente, e está relacionado à distribuição eletrônica, o número 

de orbitais vazios e à preferência geométrica de cada metal.  Portanto, apesar desses metais 

possuírem características similares, apresentando o mesmo número de níveis de energia, podem se 

comportar de maneira distinta a depender do pH (Morato, 2014). Geralmente os complexos de 

metais são instáveis em condições extremamente ácidas ou básicas, podendo ocorrer a dissociação 

da coordenação do agente quelante com o íon metálico. A protonação do nitrogênio do agente 

quelante torna esse átomo menos disponível para a coordenação, o que pode explicar a diminuição 

da capacidade de adsorção das matrizes nessas condições (Borsoi-Ribeiro et al., 2013, Han et al., 

2019).  Outros autores já relataram essa diferença de comportamento entre os quelatos metálicos 

formados com o mesmo agente quelante, Sharma e Agarwal (2012) mostraram o efeito do pH nas 

ligações de coordenação de IDA com Cu+2 e Ni+2 e verificaram que o níquel apresentou menor 

lixiviação em pH 6 e que o cobre foi estável em uma faixa de pH de 6-9, similar aos resultados 

obtidos nesse estudo.  

Nos processos de cromatografia IMAC, a adsorção ocorre principalmente por meio da 

afinidade mais forte dos resíduos de histidina pelos íons metálicos, entretanto, a cisteína e resíduos 

adjacentes dos aminoácidos podem contribuir para a retenção da proteína (Acet et al., 2018). As 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da histidina, cisteína, glutamato e ácido aspártico 

presente na superfície da bromelina são os que provavelmente podem interagir com os íons 

metálicos. Os resíduos de histidina apresentam um pKr em torno de 6 o que pode ter contribuído 

para o máximo de adsorção da bromelina ocorrer em pH entre 6 e 7, pois os resíduos de histidina 

estão parcialmente desprotonados, aumentando a ligação específica com os íons imobilizados (Acet 

et al., 2019). Com relação a cisteína (pKr=8,18) na faixa de pH 6 a 7 sua cadeia lateral está 

protonada e possuem um par de elétrons disponíveis para a coordenação com o metal quelato, 

entretanto a contribuição para a adsorção da enzima pode ter sido de pouca relevância, devido aos 

efeitos de repulsão eletrostática entre o metal e o resíduo da cisteína. As cadeias laterais do ácido 

aspártico (pKr=3,6) e do glutamato (pKr=4,2) estão desprotonados na faixa de pH em que ocorreu 

maior adsorção, e podem ter contribuído de forma relevante para a interação da proteína com o 

criogel. Apesar de em pH 8 mais pares de elétrons estarem disponíveis (de ambos resíduos de 
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histidina e cisteína) para formarem ligações de coordenação entre a bromelina e o criogel, a 

instabilidade do quelato de metal pode ter influenciado para uma menor adsorção, em relação ao 

pH 6 e 7. Essa instabilidade também pode ter contribuído para o comportamento diferente da 

adsorção nos diferentes valores de pH para cada íon metálico. Os resultados foram consistentes 

com outros estudos na literatura em que se trabalhou com cromatografia de afinidade por íons 

metálicos, como Akduman et al. (2013) ao avaliar adsorventes IMAC com íons de Zn+2 para 

purificação de álcool desidrogenase, verificaram que a capacidade adsortiva aumentou com o 

aumento do pH de 4-6, e diminuiu em pH superior a esse valor. Eldin et al. (2017), Gu et al. (2018), 

Acet et al. (2019), Han et al. (2020), que verificaram uma capacidade máxima de adsorção de 

proteínas (quitinase His-Tag, papaína, lisozima, bromelina, respectivamente) em torno do pH 7 

para matrizes com íons de Cu+2. Qiu et al. (2020) relatam que em adsorventes imobilizados com 

íons de Co+2 e Cu+2 o pH de adsorção máxima de lipase pancreática foi próximo a neutralidade. 

Han et al. (2019) reportam um aumento na capacidade de adsorção de bromelina em pH 6 para 

microesferas IMAC com íons de Ni+2 imobilizados. Coutinho et al. (2020), ao analisarem as 

condições de adsorção de xilanases em matrizes com quelatos de íons Ni+2, verificaram um ponto 

máximo de adsorção em pH próximo a 6.  

Na IMAC, as ligações são favorecidas quando grupos ionizáveis doadores de elétrons dos 

resíduos de aminoácidos presentes na biomolécula são parcialmente desprotonados, ou seja, 

quando o pH da solução está acima do pKa dos grupos ionizáveis (Carvalho et al., 2016).  De modo 

geral, o pH ideal de adsorção depende dos grupos doadores de elétrons e do íon metálico envolvido 

nas interações. Geralmente a adsorção é favorecida numa faixa de pH entre 6 e 8 para as proteínas 

que possuem resíduos de histidinas e cisteínas quando se utiliza íons de Ni+2, Cu+2, Zn+2 ou Co+2 

(Vera-Aviles et al., 2018; Inanan, 2019).  

Os adsorventes imobilizados com íons de cobre apresentaram o maior valor de bromelina 

adsorvida no pH de maior capacidade adsortiva, quando comparado com os monólitos imobilizados 

com os outros íons metálicos. Segundo Chang e Sun (2017), no caso dos agentes quelantes como 

IDA, NTA e o tris(carboximetil)etilenodiamina (TED), geralmente a sequência Cu+2 > Ni+2 > Zn+2 

> Co+2 > Fe+3 representa a ordem decrescente de afinidade dos íons metálicos, essa mesma 

sequência foi observada no estudo ao comparar o máximo de adsorção da bromelina para cada íon 

metálico. Em geral, os adsorventes IMAC carregados Cu+2 e Ni+2 exibem afinidade mais forte para 

proteínas marcadas com histidina. Entretanto, para o criogel ativado com o extrato de clorofila, o 

Cu+2 e Zn+2 foram os que apresentaram maior capacidade de adsorção, e consequentemente 
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afinidade mais intensa. Essas mesmas relações foram verificadas para a capacidade de imobilização 

dos metais, o que pode ter contribuído para este resultado, como já relatado anteriormente, os íons 

de zinco possuem afinidade por ligantes de nitrogênio, o que justifica a maior quantidade desse 

metal imobilizado na matriz com clorofila e maiores valores para a capacidade de adsorção da 

enzima. Portanto as propriedades do centro de adsorção estão relacionadas ao agente quelante 

utilizado (Erol et al., 2019).  

Quanto ao efeito da concentração de sal (Figura 5), foi observado que a capacidade adsortiva 

é reduzida com a adição de NaCl. A diminuição da adsorção com o aumento da concentração de 

sal, indica a predominância das interações eletrostáticas em relação as interações por coordenação. 

Assim, os íons do NaCl (aq) mascaram as cargas opostas entre a proteína e a coluna cromatográfica, 

ou até mesmo neutralizam as cargas superficiais da proteína, tornando a estrutura do centro ativo 

das enzimas menos disponíveis (Acet et al., 2019). Resultados semelhantes foram observados por 

Uygun et al. (2015); Acet et al. (2019); Erol et al. (2019); Han et al. (2019); Ӧztürk et al. (2021) 

para diferentes proteínas adsorvidas em suportes IMAC.  

 

 

Figura 5- Efeito da concentração de sal na adsorção da Bromelina nos adsorventes funcionalizados 

com a clorofila (A) e com o IDA (B). Para o Cu+2 e Co+2 em pH 7,0; Ni+2, Zn+2 e Fe+3 em pH 6,0. 

 

De fato, o comportamento de adsorção reflete a natureza das interações físico-químicas entre 

a proteína e os sítios de ligação disponíveis dos criogéis. De acordo com Han et al. (2019), a 

mudança do pH e da força iônica do tampão pode induzir a mudanças na carga líquida, distribuição 

de carga, estrutura conformacional das moléculas de proteína, e até mesmo a carga líquida de 
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coordenação de metal, e assim alterar as capacidades de ligação. Esses fatores podem justificar os 

resultados obtidos neste estudo. 

Como os criogéis imobilizados com cobre apresentaram maior capacidade de adsorção, foi 

dada a continuidade aos estudos na avaliação dos aspectos físicos e químicos destes suportes 

produzidos.  

 

3.5. Caracterização das matrizes produzidas 

3.5.1. Capacidade de inchamento, grau de expansão, porosidade e morfologia 

Os valores médios obtidos para as propriedades avaliadas das matrizes produzidas, 

funcionalizadas com cobre, são apresentados na Tabela 3. Observou-se que para a capacidade de 

inchamento (S) e o grau de expansão (ED) do criogel houve diferença estatística (p<0,05) entre o 

controle e os monólitos funcionalizados, entretanto os adsorventes funcionalizados não diferiram 

estatisticamente entre si, o que indica que a clorofila não interferiu nas propriedades físicas do 

criogel de modo diferente se comparado ao agente quelante comercial. 

 

Tabela 3-Caracterização dos criogéis não funcionalizados e modificados com ácido iminodiacético 

(IDA) e extrato vegetal de espinafre (CLO) 

Parâmetros Controle 

Modificados 

IDA-Cu+2 CLO-Cu+2 

S (kg/kg) 16,61±2,01a 12,40±1,93b 11,53±3,4b 

ED (L/kg) 18,33±2,63a 14,86±1,99b 15,41±2,66b 

Fração de macroporos 0,81±0,04a 0,79±0,03a 0,77±0,06a 

Fração de meso/microporos 0,10±0,04a 0,08±0,02a 0,07±0,03a 

Fração de água ligada 0,02±0,00c 0,04±0,00b 0,06±0,00a 

Fração de polímero seco 0,06±0,00b 0,07±0,01ab 0,08±0,02a 

Porosidade total 0,92±0,00a 0,88±0,01b 0,85±0,02c 

As médias seguidas pela mesma letra em cada linha não diferem estatisticamente, entre si pelo teste 

Tukey (p >0,05). Valores médios ± desvio padrão 

A capacidade de inchamento é uma medida de expansão do criogel e quanto maior o seu 

valor, mais flexíveis são as matrizes e menos resistentes a pressões antes de sofrerem deformações. 
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O grau de expansão é importante, pois fornece a relação entre a massa do criogel seco e o volume 

que o mesmo ocupa quando hidratado em condições operacionais (Gonçalves et al., 2016; Fontan 

et al., 2017). Os valores reduzidos de S e ED obtidos para os criogéis modificados podem ter 

ocorrido devido a redução do espaço entre os poros e o fortalecimento das ligações cruzadas após 

a funcionalização, tornando-os menos maleáveis (Gonçalves et al., 2016).  

Os valores obtidos demonstram que os adsorventes ocupam um grande volume quando 

hidratado e reforçam a natureza porosa de sua estrutura, conforme descrito por Fontan et al. (2017). 

Os resultados encontrados estão de acordo com o reportado para criogéis de poliacrilamida em 

diversos estudos da literatura em que os autores relatam valores que variam entre 11,18 a 21,66 

kg/kg para a capacidade de inchamento, e uma faixa de 12,7 a 25,30 L/kg para o grau de expansão 

(Fontan et al., 2017; Gonçalves et al., 2017; Nascimento et al., 2019; Silva et al., 2019; Farías et 

al., 2020; Neves et al., 2020). 

A partir da metodologia adotada, foi possível avaliar duas frações de poros distintas nas 

matrizes. A fração de macroporos com diâmetro acima de 1 µm em que dominam processos 

convectivos de transferência de massa. E a fração de micro e mesoporos com diâmetro inferior a 1 

µm que dominam processos difusos de transferência de massa (Gonçalves et al., 2016). A estrutura 

macroporosa possibilita que a interação entre as fases estacionária e móvel seja superficial, 

permitindo um maior contato das soluções com todo o adsorvente, permitindo o escoamento 

desobstruído de soluções viscosas e não clarificadas, predominando a transferência de massa por 

convecção. Assim, os monólitos produzidos apresentam uma grande fração de macroporos, que 

formam canais interconectados entre si, por onde a fase móvel é deslocada, causando menor perda 

de carga e elevada permeabilidade quando comparados às colunas cromatográficas tradicionais 

(Kartal e Denizli, 2020). 

Com o processo de funcionalização, observou-se que houve uma redução da porosidade total 

(p<0,05), e que não houve diferença estatística (p>0,05) para as frações de poros. A alteração na 

distribuição de poros indica que provavelmente os espaços contidos inicialmente nos poros foram 

reduzidos, devido à inclusão dos braços espaçadores no processo de funcionalização. Apesar dos 

criogéis modificados diferirem estatisticamente entre si (p<0,05) para a porosidade total, e aquele 

ativado com clorofila apresentar menor valor, ainda assim, a porosidade manteve-se elevada com 

valores em torno de 85%, e a maior parte da estrutura dos criogéis é composta por macroporos 

interconectados (igual ou superior a 77%), o que potencializa a sua utilização em processos de 

purificação de macromoléculas a partir de meios menos clarificados. 
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A fração de água ligada e a fração de polímero seco juntos formam as paredes dos poros, os 

resultados demonstram que a ativação e posterior imobilização podem influenciar na fração total 

de água e porosidade das matrizes. Os resultados obtidos para a porosidade e suas frações são 

compatíveis com os de outros estudos que reportam um intervalo de 71 a 94% ao trabalharem com 

criogéis de poliacrilamida (Carvalho et al., 2014; Gonçalves et al., 2016; Gonçalves et al., 2017; 

Guven et al., 2018; Nascimento et al., 2019; Silva et al., 2019). 

A avaliação morfológica dos adsorventes produzidos foi realizada através da análise de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). As imagens (Figura 6) dos criogéis mostram a 

estrutura porosa com poros grandes interconectados com diâmetro variando entre 15 μm e 96 μm, 

uniformemente distribuídos, com paredes lisas e finas, estando de acordo com o reportado por 

diversos autores (Fontan et al., 2017; Gonçalves et al., 2017; Acet et al., 2018; Acet et al., 2019 

Silva et al., 2019; Farías et al., 2020).  

 

 

Figura 6-Imagem de MEV das matrizes controle (A e B), funcionalizadas com clorofila (C e D) e 

com IDA (E e F). Aumento: 350x (A, C); 400x (E); 750x (B, D e F). 

 

Os poros observados permitem a passagem tanto de macromoléculas, como de fragmentos 

celulares, células microbianas, e também de soluções concentradas e não clarificadas, o que facilita 
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os processos de purificação reduzindo o número de etapas (Yavuz e Denizli, 2015; Mourão et al., 

2019). 

Observa-se também a diferença entre as imagens das matrizes controle (A e B) para as 

ativadas com CLO (C e D) e IDA (E e F). Nas matrizes funcionalizadas verificam-se a presença de 

pontos de rugosidades nas superfícies dos poros, que pode ser relacionado com a inserção dos 

braços espaçadores de glutaraldeído nos sítios epóxi ativados da superfície dos criogéis e posterior 

funcionalização com os agentes quelantes e íons de cobre, indicando que o processo de modificação 

dos adsorventes foi bem-sucedida.  

 

3.5.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

A análise de espectroscopia FTIR foi utilizada para obter informações sobre os grupos 

funcionais inseridos durante o processo de funcionalização, na superfície dos monólitos 

produzidos. Os espectros obtidos são apresentados na Figura 7.  

 

Figura 7- Espectros de FTIR dos criogéis produzidos. (A): 500-4000 cm-1; (B): 500-2000 cm-1; 

(C): espectros do extrato de espinafre, e etapas da funcionalização com clorofila antes e após a 
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imobilização do metal; (D) etapas da funcionalização com IDA antes e após a imobilização do 

metal. CLO+Cu+2: criogel funcionalizado com clorofila e imobilizado com íons de cobre; GLUT-

CLO: criogel ativado até a etapa de imobilização da clorofila; GLUT_IDA+Cu+2: Adsorvente 

funcionalizado com IDA e imobilizado com íons de cobre; GLUT-IDA: adsorvente ativado com 

IDA isento do metal. 

Em ambas as matrizes (Figuras 7a e 7b) foi observada uma banda de vibração na região de 

1650 cm-1 atribuída ao grupamento carbonila (C=O), proveniente da amida presente nos 

monômeros (AAm e BAAm) utilizada no processo de síntese do criogel (Gonçalves et al., 2017). 

Em diversos trabalhos na literatura observa-se a ocorrência de uma forte banda vibracional nessa 

região do espectro para os criogéis de poliacrilamida (Gonçalves et al., 2017; Nascimento et al., 

2019; Silva et al., 2019; Kartal e Denizli, 2020; Yang et al., 2020). A mesma região também foi 

verificada no extrato (figura 7c) proveniente dos grupos ésteres da clorofila, entretanto é verificado 

uma diminuição dessa banda quando comparado com o adsorvente funcionalizado, o que pode 

indicar a interação dos grupamentos carbonilas da clorofila com a superfície aminada do criogel 

(Kang et al., 2019; Zhang et al., 2019).  

Verificou-se ainda outras vibrações atribuídas ao grupamento amida na região 3186 cm-1 

referente ao alongamento das ligações N-H e O-H (Inanan, 2019; Aryee et al., 2020). Observou-se 

bandas na região de 2933 cm-1 e 1448-1413 cm-1 atribuídas às vibrações assimétricas do grupo 

CH2, alongamento e flexão, respectivamente, do grupamento C-H, provenientes da estrutura 

polimérica (Kang et al., 2019; Dhafina et al., 2020; Yang et al., 2020). 

Outra banda importante é observada em torno de 1112 cm-1 que indica o estiramento do grupo 

C-O devido à presença do grupamento éter e dos radicais epóxi, respectivamente, provenientes do 

AGE (Mól et al., 2017; Mourão et al., 2019; Silva et al., 2019). Uma redução nessa banda foi 

observada para as matrizes funcionalizadas indicando a interação do anel epóxi com grupamentos 

aminas dos compostos utilizados na ativação a alteração da estrutura molecular com a inclusão dos 

braços espaçadores. É possível verificar bandas referentes ao estiramento C-O em regiões próximas 

em torno de 1026 cm-1 no extrato e que se deslocou para 1062 cm-1 no criogel imobilizado com 

clorofila (Figura 7c), entretanto é observado que com a inclusão dos íons de cobre essa banda sofreu 

um deslocamento para 1112 cm-1, o que pode justificar o fato da redução dessa banda ter sido mais 

intensa no criogel imobilizado com IDA (Dhafina et al., 2020).    



 
 

87 
 

As vibrações na região de 1176 cm-1, podem estar associadas a ligação carbono-nitrogênio 

(C-N) tanto que ocorreu um aumento dessa banda nos criogéis modificados (Figura 7b), oriundo 

da adição da clorofila ou do ácido iminodiacético (Nascimento et al., 2019), tanto que é verificado 

na figura 7d o aumento dessa banda na etapa em que o IDA é imobilizado no criogel. Essa região 

também é observada no extrato de espinafre (figura 7c), indicando a ligação C-N proveniente da 

clorofila (Zhang et al., 2019), essa banda se mostrou mais acentuada nos criogéis CLO, justamente 

pela clorofila apresentar quatro átomos de nitrogênio, enquanto o ácido iminodiacético possui 

apenas um. A banda observada para ambas as matrizes funcionalizadas em torno de 1040-1044 cm-

1 pode estar associada ao grupo C-O de álcoois e éteres, no criogel imobilizado com IDA é 

observado uma redução dessa banda após a inclusão dos íons de cobre (figura 7d), enquanto que 

para o adsorvente com clorofila é notado um deslocamento de 978 cm-1 para 1040 cm-1 (figura 7c), 

as mudanças nas bandas indicam a quelação do Cu+2 (Gonçalves et al. 2017; Aryee et al., 2020; 

Inanan, 2022).  

Para o criogel ativado com IDA, ainda surgiu uma forte banda em torno de 989 cm-1, 

característico das vibrações de alongamento C-O e da deformação da ligação N-H, é observado 

que a banda na região de 859 cm-1 associada a ligação N-H (figura 7d) desapareceu após a 

imobilização do metal, o que indica que a complexação dos íons metálicos ao criogel (Inanan, 

2022). Valores próximos aos números de onda verificados nas matrizes obtidas foram reportados 

por Kang et al. (2019), Zhang et al. (2019), Aryee et al. (2020) e Farías et al. (2020) tanto para 

clorofila quanto para o ácido iminodiacético. O alongamento da banda na região de 1176 cm-1 para 

as matrizes funcionalizadas também pode estar associado à coordenação do átomo de nitrogênio 

com o íon metálico Cu+2. A formação da ligação Cu+2-N ocorre por doação do par eletrônico e os 

aspectos sinérgicos de retrodoação que se manifestam nesse tipo de ligação levam a um aumento 

na ordem de ligação C-N (Erdem et al., 2017). Essas observações também foram relatadas por 

Erden et al. (2017), Aryee et al. (2020), Monier et al. (2020), Manimohan et al. (2020), indicando 

que a inclusão dos agentes quelantes e do íon metálico no adsorvente polimérico foi bem-sucedida. 

 

3.5.3. Difração de raios-X 

A técnica de difração de raios-X foi utilizada a fim de verificar a morfologia estrutural dos 

criogéis, principalmente após a funcionalização (Figura 8). De acordo com os difratogramas 

obtidos verificou-se uma estrutura não cristalina para o criogel controle (não funcionalizado), 
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indicando que a estrutura formada não apresenta ordenamento à média e longa distância, com halos 

amorfos centrado em 2θ em torno de 29º e 41º.  

 

 

Figura 8- Espectro de DRX dos adsorventes não funcionalizado (Controle), ativado com clorofila 

extraída de vegetais (Glut-CLO), ativado com ácido iminodiacético (Glut-IDA) e das folhas de 

espinafre secas. 

 

O adsorvente ativado com o agente quelante (IDA), apesar de apresentar os mesmos halos 

amorfos do controle, exibiu ainda linhas de difração mais estreitas em 2θ= 8º, associadas ao quelato 

IDA-Cu+2 indicando uma fase cristalina no material. Andrade et al. (2021) observou linhas de 

reflexão na mesma região ao avaliar polímeros imobilizados com IDA-Cu+2.  

 O difratograma para o criogel ativado com clorofila indicou uma estrutura mais cristalina 

deste, sendo observadas diversas linhas de difração a partir de 30º. Ao comparar com o 

difratograma das folhas secas de espinafre é observado um comportamento similar na região de 2θ 

(25º a 35º). As outras linhas de difração não são observadas nos suportes cromatográficos, isso 

pode estar relacionado ao fato dos constituintes agregados nas folhas do espinafre terem sido 

removidos durante o processo de extração do pigmento. Zhang et al. (2017) também observaram 

linhas de difração na região entre 23º e 49º ao estudarem o pigmento extraído de folhas de espinafre. 

Linhas de difração entre 30° e 60º são característicos da clorofila, estando de acordo com observado 

por Zhang et al. (2019), Zhang et al. (2020), Soltaninejad e Maleki (2021) e Yilmaz et al. (2021), 
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que verificaram linhas de difração nessa região de 2θ (31º, 45º, 56º) ao trabalhem com materiais 

contendo clorofila.  

Linhas de difração mais acentuada são observadas em 2θ = 31,9º para o criogel imobilizado 

com clorofila que pode estar associado a concentração de clorofila por unidade de área do criogel 

durante a funcionalização, além de caracterizar o quelato de íons de cobre formado com o 

pigmento. Altuwirqi et al. (2020) também observaram linhas de difração acentuadas na região entre 

30º e 40º ao trabalharem com extratos de folhas de espinafre adicionados de cobre.  Tais 

observações indicam que houve a modificação da estrutura do criogel com a inclusão da clorofila. 

Verificou-se também linhas de difração mais fracas centradas em 2θ em torno de 66º, 75º e 83º, 

que podem estar associadas as partículas de cobre (Suresh et al., 2016; Du et al., 2018). 

 

3.5.4. Análise Termogravimétrica 

As propriedades térmicas dos criogéis foram investigadas por termogravimetria (TGA), cujos 

resultados são apresentados na Figura 9.  

 

 

Figura 9- Curvas de TG dos criogéis controle (a), IDA-Cu+2 (b) e CLO-Cu+2 (c). 
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Observa-se nas curvas de TGA para os criogéis (controle e ativados) uma perda de massa 

inicial, em temperaturas até cerca de 120 ºC a 150 ºC associada à evaporação das moléculas de 

água adsorvidas na superfície porosa das matrizes. 

Nas temperaturas de 260 ºC a 600 ºC para o criogel controle é verificada uma taxa de perda 

de massa atribuída a degradação dos compostos poliméricos da estrutura das matrizes, que ocorre 

de forma quase homogênea.  

Nos criogéis funcionalizados, entretanto, são observados dois estágios. O primeiro, numa 

faixa de temperatura entre 260 ºC a 460 ºC, indica a ruptura da cadeia polimérica e o início da 

degradação da poliacrilamida. Nas temperaturas entre 460 ºC e 550 ºC, o evento observado é 

atribuído à degradação dos ligantes quelantes e a finalização da decomposição da estrutura 

polimérica. É possível observar que a perda de massa foi inferior quando comparada ao controle, 

sugerindo que essas matrizes são mais estáveis à decomposição térmica. Este resultado pode ser 

atribuído a presença das moléculas dos braços espaçadores presentes na superfície do criogel 

(Neves et al., 2020). Após esse evento a curva tende a se estabilizar não ocorrendo mais 

degradações, restando cerca de 25% da sua massa, que pode estar associado ao resíduo do Cu+2- 

agente quelante não degradado, possivelmente a formação do complexo metálico, torne-os mais 

resistentes a decomposição. Eventos similares foram reportados por Gu et al. (2018), Khaparde e 

Tetala (2020), Andrade et al. (2021) para quelatos com Cu. 

Para a análise de degradação térmica dos componentes, observou-se para todas as matrizes 

um pico endotérmico em temperaturas inferiores a 100 ºC devido a remoção das moléculas de água 

ligadas ao polímero (Zhang et al., 2017; Selvan et al., 2020). Os monólitos funcionalizados 

apresentaram um evento exotérmico maior que o observado para o controle, com um pico em 530 

ºC, o que pode estar relacionado à degradação dos ligantes quelantes e ao rompimento da ligação 

dos quelantes com a molécula do íon de cobre, permanecendo o resíduo do íon Cu+2 (Zienkiewicz-

Machnik et al., 2016). Eventos exotérmicos em temperaturas próximas (500-580 ºC) foram 

encontrados por Zienkiewicz-Machnik et al. (2016), Selvan et al. (2020), Silva e Pinto (2020) ao 

analisarem a estabilidade térmicas de complexos com íons de cobre.  

Os resultados mostram a diferença entre a matriz controle e as que foram modificadas, e 

indicam que a imobilização da clorofila na superfície do adsorvente não alterou o processo de 

degradação do monólito quando comparado àquele imobilizado com o agente quelante comercial.  
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3.5.5. Potencial de utilização das matrizes 

A partir dos ensaios da capacidade de ligação da bromelina, verificou-se que os adsorventes 

apresentaram uma capacidade adsortiva de (46,95 ± 2,91 e 45,88 ± 2,95 mg de proteína/g de 

criogel), para o criogel funcionalizado com clorofila e ácido iminodiacético, respectivamente, não 

havendo diferença significativa (p>0,05) entre eles, o que indica que a inserção da clorofila vegetal 

como agente para imobilização dos íons metálicos e posterior adsorção de proteínas foi eficiente. 

Os resultados obtidos estão de acordo com o reportado em outros estudos com criogeis IMAC em 

que os autores relatam valores de capacidade de adsorção que variaram entre 20 e 72 mg de 

proteína/g da matriz, como na adsorção de álcool desidrogenase através de criogel GMA-IDA-Zn 

(Akduman et al. 2013); de catalase com criogel AAm-GMA-IDA-Cu (Uygun et al., 2015); 

imunoglobulina G utilizando criogel poli(hidroxietil-metacrilato) com IDA-Cu (Bakhshpour et al., 

2016); adsorção de tirosina utilizando criogeis incorporados de microesferas magnéticas de sílica 

(Öztürk et al., 2021); lactase com criogel a base de AAm-BAAm (Inanan, 2022). Outros estudos 

também obtiveram resultados entre 6,9 a 117 mg/g ao utilizarem outros tipos de matrizes 

poliméricas, como Han et al. (2019) ao usarem microesferas magnéticas (GMA-IDA-Ni+2) para 

purificação de bromelina; Inanan (2019) ao utilizar nanoestruturas de quitosana co-polimerica para 

adsorção de catalase; Trang et al., 2019 ao trabalharem com fibras de nylon-GMA-IDA na adsorção 

de lisozima. 

Devido à impureza da enzima utilizada para os testes e para comprovar a eficiência dos 

adsorventes, foi avaliado o potencial das matrizes em termos de atividade enzimática, apresentado 

na Tabela 4. 

Observou-se que os criogéis apresentaram diferença significativa para a atividade enzimática 

específica e consequentemente para o fator de purificação, com destaque para aquele ativado com 

clorofila. Verificou-se um aumento da atividade enzimática específica para as frações eluidas 

quando comparada à solução de alimentação, o que indica que os adsorventes produzidos foram 

capazes de separar, ao menos parcialmente, uma enzima específica do total de proteínas existentes 

na solução. Os fatores de purificação, neste caso, indicaram que o produto final obtido apresenta 

aproximadamente duas vezes mais pureza do que a solução de alimentação, resultados que indicam 

o potencial para aplicação desses adsorventes em processos de purificação de bromelina, mais uma 

vez demonstrando que esse pigmento pode ser utilizado como agente quelante em matrizes de 

afinidade IMAC.  
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Tabela 4- Características da solução de proteína recuperada após o processo de adsorção 

Matriz  Criogel CLO Criogel IDA 

 Solução de 

bromelina 
Eluído Eluído 

Concentração de 

proteína (mg/mL) 

0,91±0,02 0,20±0,01a 0,23±0,03a 

Atividade enzimática 

(U/mL) 

3,75±0,00 1,86±0,03a 1,90±0,05a 

Atividade específica 

(U/mg) 

4,16±0,00 9,31±0,18a 8,26±0,25b 

Fator de purificação  2,23±0,04a  1,98±0,04b 

As médias seguidas pela mesma letra em cada linha não diferem estatisticamente, entre si pelo teste 

Tukey (p >0,05). Valores médios ± desvio padrão 

 

Tais observações podem ser comprovadas ao analisar as imagens dos géis de eletroforese da 

solução de bromelina e dos extratos eluídos (Figura 10).  

 

 

Figura 10- Gel de eletroforese de proteínas das eluições dos criogéis imobilizados com clorofila 

(EL CLO) e imobilizados com o agente ácido iminodiacético (EL IDA). 
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Na imagem verifica-se que ambas matrizes aparentemente, foram capazes de adsorver a 

bromelina (25,6 kDa). Segundo Damodaran et al. (2018) a bromelina apresenta massa entre 20-35 

kDa o que indica que as matrizes foram seletivas e não adsorveram algumas proteínas de menor 

massa presentes na solução enzimática modelo, comprovando o potencial de utilização em 

processos de purificação de proteases. 

 

3.5.5.1. Reutilização das matrizes 

Do ponto de vista do uso prático a reutilização dos adsorventes é de grande importância, 

principalmente em relação à economia de tempo e material (Erdem et al., 2017; Demirci et al., 

2019). Por isso, estudos de adsorção-dessorção foram realizados com o objetivo de descobrir 

quantas vezes os criogeis produzidos poderiam ser reutilizados nas condições usadas aqui, 

resultados apresentados na Figura 11.  

 

 

Figura 11- Capacidade adsortiva durante a reutilização dos criogéis produzidos funcionalizados 

com clorofila (CLO-Cu+2) e com ácido iminodiacético (IDA-Cu+2). 

 

Observou-se que após 7 ciclos de utilização os criogéis ativados com clorofila e com IDA 

apresentavam cerca de 88% e 87% da capacidade adsortiva inicial, respectivamente, indicando que 

ambos possuem boa estabilidade. Uygun et al. (2015) produziram criogeis ativados com IDA e 
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funcionalizados com Fe+3 para a adsorção de catalase, observaram que a capacidade de adsorção 

diminuiu apenas 3,3% no final de 40 ciclos de utilização.  Outros trabalhos da literatura também 

descrevem boa estabilidade para criogéis poliméricos ao longo de 5 a 8 ciclos de reutilização 

(Gonçalves et al., 2016; Erdem et al., 2017; Dermici et al., 2020; Kartal e Denizli, 2020). Os 

resultados obtidos indicam que é possível a utilização dessas matrizes cromatográficas em 

processos de purificação de biomoléculas.  

 

4. CONCLUSÃO 

Foram produzidas matrizes poliméricas macroporosas ativadas com clorofila extraída de 

folhosas ou com agente quelante IDA, funcionalizadas com diferentes íons metálicos (Cu+2, Ni+2, 

Zn+2, Co+2, Fe+3) para interação de afinidade. A imobilização da clorofila foi bem-sucedida, 

confirmada a partir das análises de FTIR, DRX, TGA e imagens de MEV. Verificou-se que o pH 

e a concentração de sal possuem um efeito significativo na capacidade de adsorção das proteases a 

depender do íon imobilizado na matriz, além do tipo de quelante utilizado influenciar na capacidade 

de imobilização dos metais e adsorção de proteínas. Entretanto, o pH ótimo de adsorção foi 7,0 

para os dois adsorventes. As matrizes funcionalizadas com íons de cobre destacaram-se entre as 

demais com maior capacidade adsortiva, em pH neutro isento da adição de NaCl. Os criogéis 

funcionalizados apresentaram menor grau de expansão e capacidade de inchamento quando 

comparados ao controle. No entanto, mantiveram elevada porosidade, superior a 85%. Os 

resultados demonstraram a similaridade entre os adsorventes funcionalizados com os diferentes 

agentes quelantes, indicando que a clorofila extraída de folhosas não alterou as características 

físicas. As matrizes produzidas com os diferentes agentes quelantes não diferiram quanto a 

capacidade adsortiva e apresentaram estáveis ao longo do tempo de utilização, com possível 

aplicação para separação de biomoléculas. A clorofila poderá ser uma alternativa de ligante 

quelante de baixo custo para funcionalização de colunas IMAC, com potencial para utilização em 

processos de purificação de proteases de afinidade com íons metálicos. 
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RESUMO 

Neste estudo investigou-se a purificação da bromelina obtida a partir do fruto do abacaxi 

utilizando-se um novo adsorvente para cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados 

(IMAC), tendo a clorofila obtida de folhas vegetais como agente quelante. As matrizes 

apresentaram baixa dispersão axial entre 6,58.10-8 a 1,52.10-7 m2.s-1, baixa resistência ao fluxo 

(Kw= 1,69 x 10-13 m2) e pequena variação (0,72 a 0,86 cm) da altura equivalente a pratos teóricos 

(HETP) com a velocidade de escoamento. A purificação de bromelina foi avaliada em batelada a 

partir do extrato bruto da polpa do abacaxi (EXT) e do extrato precipitado com sulfato de amônia 

a 50% (EXT.PR) como soluções de extração, sendo analisados o tampão imidazol (200 mM, pH 

7,2) e tampão acetato de sódio, pH 5,0 +1,0 NaCl como soluções de eluição. As frações eluidas 

com tampão acetato obtiveram maior fator de purificação, 3,42 e 5,09 a partir do EXT e EXT.PR, 

respectivamente. Todos os métodos testados foram capazes de separar formas da bromelina com 

pesos moleculares entre ±21 a 25 kDa, corresponde ao relatado na literatura. Apesar do método 

utilizando o EXT.PR ter se destacado quanto à pureza, o número de etapas tende a aumentar os 

custos do processo, por isso foi avaliado o processo de purificação em leito monolítico a partir do 

extrato bruto. O produto final obtido a partir da captura em leito monolítico acoplado ao sistema 

cromatográfico apresentou fator de purificação igual a 6, sendo observado apenas uma banda na 

análise de eletroforese SDS-PAGE, indicando que a matriz produzida é capaz de separar proteínas 

específicas da fração total existente na matéria-prima. A matriz IMAC imobilizada com clorofila 

mostrou-se promissora e viável para aplicação em processos de purificação de proteases.  

 

Palavras chave: Criogel, agente quelante, enzimas, protease, viabilidade, redução de custos. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A bromelina (EC 3.4.22.33) é uma cisteíno-protease presente no abacaxi com alta atividade 

proteolítica e amplo potencial de aplicação industrial. Na indústria alimentícia é utilizada no 

amaciamento de carnes, clarificação de cervejas, panificação, produção de hidrolisados proteicos 

(Novaes et al., 2016; Nwagu e Ugwuodo, 2019), além de ser utilizada na produção de fármacos, 

no tratamento de digestivos, feridas e inflamações (Nwagu e Ugwuodo, 2019).  

Devido aos benefícios a saúde humana mencionados, comercialmente a bromelina atinge um 

preço alto, sendo comercializada por cerca de USD 4000 por Kg. De acordo o relatório da Grand 
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View Research, Inc. (2022), o mercado global da bromelina foi estimado em US$ 24,24 milhões 

em 2021 e espera-se que registre uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 7,1% de 

2022 a 2030, devendo atingir US$ 56,5 milhões até 2028. A crescente inclusão do produto nos 

segmentos farmacêuticos, saúde e suplementos alimentares, além da conscientização dos 

consumidores quanto aos benefícios das enzimas provenientes das frutas, deverá alimentar o 

crescimento do mercado global da bromelina (Transparency Market Research, 2019). 

Neste cenário estudos sobre tecnologias alternativas de purificação e extração de enzimas, 

são de grande interesse, visando sempre obter processos economicamente viáveis (Han et al., 

2019a). A utilização da cromatografia nos protocolos de purificação de proteínas é uma estratégia 

para eliminar algumas etapas, aumentando o rendimento e reduzindo os custos do processo (Ramli 

et al.,2017). Com isso, colunas monolíticas poliméricas supermacroporosas são desenvolvidas, 

com destaque para os criogéis, que possuem elevada porosidade, com grandes poros 

interconectados, permitindo o uso de soluções mais viscosas. Essa característica traz consigo uma 

redução nos custos operacionais, pois elimina etapas de preparo das amostras, podendo aumentar 

a escala de produção (Kartal e Denizli, 2020). Visando aperfeiçoar a utilização dos criogéis como 

matrizes cromatográficas para purificação de biomoléculas, são realizadas modificações em sua 

estrutura, como a imobilização de ligantes de afinidade, aumentando a especificidade e capacidade 

de purificação (Rodriguez et al., 2020). 

Dentre os diversos métodos utilizados tem-se a funcionalização com íons metálicos, para a 

utilização dessas matrizes na cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC), 

que tem sido considerada, como uma das técnicas mais eficientes para separação e enriquecimento 

de proteases. Baseia-se na afinidade diferencial que íons metálicos imobilizados em uma matriz 

sólida apresentam por grupos doadores de elétrons (tais como o anel imidazol de histina, o tiol da 

cisteína e indol do triptofano) expostos na superfície das proteínas (Han et al., 2019a).  

A seletividade e a capacidade adsortiva na cromatografia de afinidade IMAC depende das 

condições cromatográficas, dos íons metálicos e do agente quelante. Portanto, a identificação de 

novos agentes quelantes que possam aumentar a capacidade de adsorção e seletividade da matriz, 

proporcionar condições brandas de eluição da molécula adsorvida, tornando a purificação mais 

eficiente, além de provavelmente reduzir os custos do processo de produção dos adsorventes de 

separação, é de grande interesse (Rodriguez et al., 2020).  

A clorofila pode ser um ligante em potencial, visto que possui o quelato de magnésio 

presente em sua estrutura, além de formar complexos metal-clorofila, substituindo os íons de Mg+2 
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por íons metálicos como cobre ou zinco, que são mais estáveis a mudanças de pH, temperatura e 

luz (Kang et al., 2019). Ainda, possui em sua estrutura grupos carbonilas que são capazes de 

interagir com o suporte formando bases de Schiff, podendo atuar como braços espaçadores, devido 

ao tamanho da sua molécula, evitando possíveis efeitos de impedimento estérico que podem 

favorecer o processo de adsorção, além de ser facilmente extraída das folhas das plantas, reduzindo 

os custos das matrizes.  

Assim sendo, objetivou-se com esse trabalho avaliar a purificação da bromelina presente no 

fruto do abacaxi utilizando criogéis de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) 

funcionalizados com clorofila.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Reagentes 

Acrilamida (AAm, Sigma CAS: 79-06-1, 99%),  bis- acrilamida (BAAm, NEON, CAS: 110-

26-9, 99%), alil-glicidil-éter (AGE, Sigma, CAS: 106-92-3, 99%), persulfato de amônio (APS, 

NEON, CAS: 7727-54-0, 98%), N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino -TEMED (NEON, CAS: 

110-18-9, 98,5%), borohidreto de sódio (Sigma, CAS: 16940-66-2, 98%), N-(2-

Hydroxyethyl)piperazine-N′-(2-ethanesulfonic acid) -HEPES (Êxodo científica, CAS: 75277-39-

3, 98%), imidazol (Êxodo científica, CAS: 288-32-4, 99%), fosfato de sódio monobásico (Sigma, 

CAS: 7558-807-7, 99%), fosfato de sódio bibásico (Sigma, CAS 7558-79-4, 99%), bromelina 

(Sigma, CAS: 37189-34-7, ≥ 3 unidades/mg de proteína), etanolamina (Sigma, CAS: 141-43-5, 

99%), glutaraldeído (Dinâmica Química Científica, CAS: 111-30-8, 25% em H2O), etilenodiamina 

(Sigma, CAS: 107-15-3, 99%), caseína bovina (Sigma CAS 9000-71-9, 95%), albumina sérica 

bovina (Sigma, CAS 9048-46-8, 98% ), Quimosina (HA-LA, 75 IMCU ), β-lactoglobulina (Sigma, 

CAS 9045-23-2, 98%), α-lactoalbumina (Sigma, CAS 9051-29-0, 85%), água deionizada. Todos 

os outros reagentes necessários para o desenvolvimento do trabalho possuíam, no mínimo, grau 

analítico PA-ACS, sendo descritos ao longo do detalhamento das metodologias.  

 

2.2. Preparo dos extratos bruto de clorofila 

As clorofilas foram extraídas das folhas de espinafre (Spinacia oleracea) adquiridos em feira 

livre do município de Itapetinga-Bahia. O extrato foi obtido a partir de métodos adaptados descrito 

por Fernandes et al. (2016), Derrien et al. (2017) e Singh et al. (2018). Os ramos de espinafre (~700 
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g) foram lavados e higienizados com água clorada a 100 ppm por 15 min e então as folhas foram 

separadas das hastes. Posteriormente foi realizada a secagem das folhas em estufa com circulação 

de ar (Solab Cientifica, SL 102, Brasil) a 45 ºC por 24 h. Depois de seco o material foi triturado 

em moinho de facas (Willye, Marconi, Brasil). Para a extração do pigmento, pesou-se 0,5 g do 

material seco que foi misturado com 10 mL de solução de álcool metílico: água destilada (70:30 

v.v-1). A mistura foi colocada em banho ultrassônico Sanders, Soniclean 6, Minas Gerais, Brasil) 

por 30 min a 37 ºC e decorrido esse período, filtrou-se o extrato em papel filtro Whatman nº 1, 

sendo o resíduo reextraído mais duas vezes com o solvente para garantir extração completa. Todos 

os extratos foram reunidos e centrifugados a 2630 g por 10 min, e então concentrados em 

evaporador rotativo (IKA®HB Digital, RV8, USA) a 40 ºC até a eliminação do álcool. 

Posteriormente foram acondicionados em frascos âmbar, e armazenados a -18 ±1 ºC, até a 

utilização dos mesmos. 

 

 2.3. Síntese e funcionalização dos criogéis 

Para a síntese dos criogéis foram adaptadas metodologias propostas por Gonçalves et al. 

(2016), Nascimento et al. (2019) e Silva et al. (2019). A matriz de criogel base foi preparada a 

partir de uma solução contendo 7% de monômeros de acrilamida, N, N’-metilenobisacrilamida e 

alil glicidil éter em meio aquoso. O processo de polimerização foi catalisado pela adição de 

persulfato de amônio (140 μL) e N, N, N’, N’-tetrametiletilenodiamina (91 μL). A solução foi 

vertida em tubos de aço inoxidável com 7,2 cm de altura e 2,2 cm de diâmetro, depois foram selados 

e colocados em banho termostático à -12 °C por 24 h e posteriormente secos em estufa a 60 °C. 

Para o processo de modificação da superfície e funcionalização com clorofila, foi adotada a 

metodologia adaptada de Gonçalves et al. (2016) e Silva et al. (2019), utilizando-se o método do 

glutaraldeído (Figura 1).  

Os monólitos poliméricos de criogéis secos, com cerca de 6,2 cm de altura, 2 cm de diâmetro, 

e peso médio de 2,25 g, foram colocados em tubos fechados de 50 mL e submetidos a agitação 

rotativa a 15 g em todas as etapas do processo. Foi solicitada a proteção intelectual das matrizes 

desenvolvidas junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI, Brasil), a partir da 

solicitação do depósito de patente de invenção, registro número BR 10 2021 009055 3 (em anexo). 

As matrizes foram colocadas em contato com a solução do extrato bruto de clorofila (CLO) em 

tampão fosfato de sódio sob ausência de luz e à temperatura controlada (20±0.5) °C. Na etapa em 

que os criogeis estão em contato com a solução de borohidreto os frascos permanecem abertos 
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devido a formação de gases. Decorrido a funcionalização os adsorventes foram colocados em estufa 

a 60°C até serem completamente secos e armazenados em frascos herméticos em temperatura 

ambiente até o seu uso.  

 

 

Figura 1- Esquema das etapas de funcionalização do criogel 

Após o processo de funcionalização foram obtidos monólitos com 209,15 µM de Cu por 

grama de criogel e porosidade de 85%, como determinados no artigo anterior. As matrizes foram 

denominadas como CLO-Cu, neste estudo. 

 

2.4. Caracterização hidrodinâmica do leito monolítico utilizado 

Uma coluna monolítica foi produzida utilizando-se um tubo de aço inoxidável com 

adaptadores em suas extremidades preenchido com uma peça com 2,18 g do criogel funcionalizado, 

obtendo-se um leito com 6,6 cm de altura e 2,2 cm de diâmetro. A coluna produzida foi adaptada 

a um sistema cromatográfico preparativo Äkta Pure 25 L (GE Healthcare, Upsalla, Suécia) e 

equilibrada com 20 volumes de coluna (VC) de água deionizada a 25 ± 2 ºC. 

Para a determinação do coeficiente de dispersão axial (Dax) da matriz, a distribuição do 

tempo de residência (DTR), a altura equivalente a um prato teórico (HETP), permeabilidade 

hidráulica (Kw) e a porosidade total foi utilizado o método dos momentos usado para leitos fixos 
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empacotados (Ueberbacher et al., 2010; Mól et al., 2017). Com a coluna produzida adaptada ao 

sistema cromatográfico, utilizou-se pulsos de 100 µL de uma solução de acetona (10% v.v-1 em 

água), a 25 ± 2 ºC, injetados em triplicata. A fase móvel (água deionizada) foi injetada no sistema 

em diferentes vazões que variaram de 1 mL.min-1 a 8 mL.min-1, e o sinal do pico foi monitorado 

na saída da coluna por um detector UV a 280 nm. Para a determinação da porosidade total do leito, 

foi calculado então o tempo de retenção (ou primeiro momento estatístico) para os pulsos injetados 

(equação 1). Para a injeção dos pulsos de acetona no tempo de corrida igual a zero, o tempo de 

retenção é definido pela equação 2.   

 

𝑀1 = 𝑡𝑅 =
∑ 𝑡𝑖𝐴𝑖Δ𝑡𝑖

𝑛
𝑖=1

∑ 𝐴𝑖Δ𝑡𝑖
𝑛
𝑖=1

 
(1) 

Onde: M1 é o primeiro momento estatístico (s), corrigido considerando-se o volume vazio 

do equipamento, tR é o tempo de retenção (s), ti é o tempo (s) em que a i-ésima observação foi 

registrada, ti é o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1) -ésima observação (para i2) e 

Ai é a absorbância registrada no tempo ti. 

 

𝑡𝑅 =
𝐿

𝑈
𝑡 

(2) 

Onde: L é o comprimento da coluna (m), U é a velocidade de escoamento da fase móvel (m.s-

1) e t é a porosidade total  

 

Para a determinação das curvas de DTR e dos coeficientes de dispersão axial, além dos 

tempos de retenção foram determinados também as variâncias (σt
2) apresentada na equação 3, 

utilizando os dados da curva do DTR plotadas pela equação 4, a partir do qual foi possível obter o 

coeficiente de dispersão axial (equação 5) para diferentes taxas de fluxo por regressão não linear, 

utilizando-se a ferramenta solver do software MS-Excel® 2019 (Microsoft, Redmond, EUA), bem 

como determinar a altura dos pratos teóricos equivalente (equação 6). 

 

𝜎𝑡
2 =

∑ 𝑡𝑖𝐴𝑖∆𝑡𝑖
𝑛
𝑖=1

∑ 𝑡𝑖𝐴𝑖
𝑛
𝑖=1

− 𝑡𝑅
2 

(3) 
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Onde: ² é a variância do pulso observado (s²), ti é o tempo (s) em que a i-ésima observação 

foi registrada, ti é 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). 

 

𝐸𝜃 = 𝑡𝑅

𝐴𝑏𝑠(𝑡)

∫ 𝐴𝑏𝑠(𝑡)𝑑𝑡
∞

0

 
(4) 

Onde: 𝐸𝜃 é a função de distribuição de tempo de residência normalizada (s -1) e Abs é a 

absorbância registrada em função do tempo. 

 

𝜎2

𝑡𝑟
2

= 2 (
𝐷𝑎𝑥

𝑢𝐿
) − 2 (

𝐷𝑎𝑥

𝑢𝐿
)

2

[1 − 𝑒𝑥𝑝 (−
𝑢𝐿

𝐷𝑎𝑥
)] 

(5) 

Onde: Dax é 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). 

 

𝐻𝐸𝑇𝑃 = 𝐿
𝑀2

𝑀1
2 = 𝐿

𝜎2

𝑡𝑟
2

 
(6) 

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

(s²). 

 

A permeabilidade ao escoamento foi determinada utilizando-se o método baseado na equação 

de Darcy (equação 7), onde o criogel foi submetido a diferenças de pressão hidrostática que 

variaram entre 0,01 MPa e 0,14 Mpa, sendo a vazão volumétrica registrada na saída do leito. 

 

∆𝑃 =
𝑛𝐿

𝐴𝐾𝑃
1 𝑄 

(7) 

Onde: P é a pressão hidrostática sobre a coluna (Pa),  é a viscosidade da fase móvel 

(Pas), Q é a vazão volumétrica (m³s-1), A é a área transversal da coluna (m²), L é a 

altura do leito (m) e kp é a permeabilidade do leito (m²). 
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2.5. Preparo das soluções de alimentação 

2.5.1. Obtenção do extrato bruto  

O extrato bruto enzimático foi obtido a partir da polpa dos frutos do abacaxi (Ananas 

Comosus) adquiridos em mercados locais da cidade de Itapetinga-Bahia. Utilizando-se 

metodologia adaptada de Debnath et al. (2019) e Han et al. (2019b). A polpa foi separada da casca 

e então triturada em liquidificador juntamente com uma solução tampão fosfato de sódio 20 mM 

pH 7,0, na proporção 1:1 (polpa: tampão m.v-1). A mistura resultante foi filtrada em tecido voil 

para remoção do material fibroso e particulados em suspensão, posteriormente foi centrifugado 

(Centrifuga refrigerada, SPLabor, modelo SP-701, São Paulo, Brasil) a 2630 g por 20 min a 4 ºC 

pra remoção do material insolúvel. O sobrenadante (extrato bruto) foi armazenado a -18 ºC até seu 

uso. 

 

2.5.2. Precipitação do extrato enzimático 

Para o processo de precipitação com sulfato de amônio seguiu-se a metodologia descrita por 

Chaurasiya e Hebbar, 2013. O sulfato de amônio sólido foi adicionado em pequenas quantidades a 

50 mL de extrato bruto mantido em banho de gelo até atingir 50% de saturação a 0 ºC, definido 

através de testes preliminares. Após a adição completa do sulfato de amônio as amostras foram 

incubadas por 10 min para garantir a precipitação completa e em seguida foram centrifugadas a 

2630 g por 30 min a 4 ºC. Os sobrenadantes foram descartados e o precipitado obtido de 50 mL do 

extrato bruto foi ressuspendido com cerca de 5 mL de tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,0. As 

soluções foram dialisadas contra tampão fosfato de sódio sob refrigeração por cerca de 18 horas, 

trocando a solução pelo menos 3 vezes. Após a diálise o extrato foi centrifugado por 10 min a 2630 

g a 4 ºC para remoção de qualquer precipitado. 

 

2.6. Purificação da bromelina 

2.6.1. Purificação em batelada  

A purificação com os adsorventes de afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC) 

produzidos foi conduzida em batelada, utilizando-se tubos Falcon de 50 mL. Nos tubos, 450 mg da 

matriz CLO-Cu cortados em discos com cerca 1,4 cm de espessura foram colocados em contato 

com 40 mL do extrato bruto (EXT) ou do extrato após a precipitação (EXT.PR), mantidos sob 
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agitação a 15 g por cerca de 2 h à temperatura ambiente (25±2) °C. Após esse período, o 

sobrenadante foi retirado e avaliada a concentração de proteína (Bradford, 1976) e atividade 

enzimática (Devakate et al.,2009 e Mohan et al.,2016). As matrizes foram colocadas em contato 

com solução tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,0 por 30 min sob agitação constante para 

remoção das proteínas não adsorvidas.  Então, foram avaliados dois agentes para a eluição da 

proteína capturada. 1) 10 mL de solução tampão imidazol (200 mM, pH 7,2) durante 3 h e sob 

agitação rotativa constante. 2) 10 mL de solução-tampão acetato (20 mM pH 4,0) adicionado de 

1,0 M de cloreto de sódio (NaCl), sob as mesmas condições de tempo e agitação. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

As soluções eluidas foram avaliadas quanto à concentração de proteínas, atividade 

enzimática e eletroforese em gel SDS-PAGE. A presença das bromelinas foi confirmada por 

zimograma e cromatografia de filtração em gel. As frações eluidas com solução tampão de acetato 

adicionado de NaCl foram dialisadas para retirada do sal, utilizando-se tubos de diálise de 2 cm 

previamente ativados imersos em tampão por 5 h sob refrigeração, e posteriormente seguiu-se para 

as análises realizadas.  

 

2.6.2. Purificação em leito monolítico 

O uso potencial da matriz produzida na purificação de bromelina também foi avaliado em 

leito monolítico. O extrato bruto da bromelina foi obtido de acordo com o descrito no item 2.4.1. 

Os ensaios de purificação foram realizados utilizando-se um sistema cromatográfico Äkta Pure 25 

L (GE Healthcare, Upsalla, Suécia), em uma vazão de 2 mL.min-1 a 25 ºC, utilizando-se uma coluna 

de 6,6 cm de altura e 2,2 cm de diâmetro do criogel. A coluna foi equilibrada com quatro volumes 

de coluna (VC) de tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,0. A solução de alimentação (extrato 

bruto) foi passada através da coluna criogel (7 VC) e a curva de ruptura monitorada utilizando-se 

um detector UV a 280 nm. Após isso, a coluna foi lavada com cerca de 4 VC do tampão de 

equilíbrio para retirada do material não-adsorvido. A eluição do material adsorvido utilizando-se 5 

VC de solução-tampão acetato de sódio 20 mM pH 4,0 contendo 1,0 M de NaCl. O pico de eluição 

observado foi coletado manualmente, logo após o detector, determinando-se o seu início e fim no 

valor de 0,060 de Abs280nm (60 mAU). Terminada a eluição, a coluna foi lavada com 4 VC de água 

deionizada e novamente equilibrada com tampão fosfato. Todo o experimento foi realizado em 

triplicata. 
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Os picos coletados na etapa de eluição foram dialisados e submetidos às mesmas análises 

descritas no item 2.6.1.  

 

2.6.3. Avaliação do extrato e frações eluidas 

2.6.3.1. Determinação da concentração de proteína e atividade enzimática proteolítica 

A concentração de proteínas foi determinada de acordo o método descrito por Bradford 

(1976), utilizando a albumina sérica bovina como proteína padrão para a construção da curva de 

calibração. 

O ensaio da atividade proteolítica (AP) foi realizado pelo método da caseína, utilizando-se 

metodologias adaptadas de Devakate et al. (2009) e Mohan et al. (2016). O extrato e/ou os picos 

coletados (0,5 mL) foram adicionados a 5 mL de solução de caseína 1% em tampão fosfato de 

sódio 20 mM (pH 7,0). A mistura foi incubada a 37 ºC em banho termostático (Tecnal, modelo Te-

184) por 10 min. A reação foi interrompida com a adição de 5 mL de uma solução de ácido 

tricloroacético a 30%, sendo a mistura centrifugada a 2000 g por 10 min para remoção do 

precipitado. A absorbância do sobrenadante foi medida a 280 nm em espectrofotômetro. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

produzir 1 μmol de tirosina equivalente em 1 mL de meio reacional por minuto, calculada de acordo 

com a equação 8. 

 

𝐴𝑃(𝑈/𝑚𝐿) =
(µ𝑚𝑜𝑙 𝑚𝐿  𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛𝑎) ∗ 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 ∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙(𝑚𝐿)⁄

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑚𝐿) ∗ 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎çã𝑜 (min)
 

 

(8) 

 

2.6.3.2. Cálculo do fator de purificação e rendimento 

O fator de purificação (FP) dado pela equação 10, que compara atividade enzimática 

específica (equação 9) no material purificado com a atividade enzimática específica (AE) do 

material bruto, e o rendimento (R) determinado de acordo a equação 11. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 (𝑈. 𝑚𝑔−1) =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈. 𝑚𝐿−1)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 (𝑚𝑔. 𝑚𝐿−1)
 

 

(9) 
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𝐹𝑃 =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑎 𝑒𝑙𝑢𝑖çã𝑜 (𝑈. 𝑚𝑔−1)

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 (𝑈. 𝑚𝑔−1)
 

 

(10) 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =  
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙  𝑑𝑎 𝑒𝑙𝑢𝑖çã𝑜 (𝑈)

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙  𝑑𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 (𝑈)
∗ 100 

(11) 

 

 

2.6.3.3. Cromatografia de filtração em gel   

Para avaliação da massa molecular da bromelina nas amostras analisadas, utilizou-se uma 

coluna de filtração em gel SRT-C SEC 150Å, MW range 500 ~ 150,000 (Delaware Technology 

Park, USA) (4,6x300 mm, 5 µm), conectada ao sistema HP Agilent 1260 Infinitty II. Uma alíquota 

de 5 μL dos extratos ou frações eluidas foram injetadas e as proteínas foram separadas por eluição 

isocrática utilizando tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,0 a uma vazão de 0,5 mL.min-1 e tempo 

de análise de 30 min, monitorados a 280 nm em um detector UV. Uma curva de calibração com 

padrões de peso molecular conhecidos foi preparada com albumina sérica bovina (66,4 kDa), 

Quimosina (35,6 kDa), β-lactoglobulina (18,4 kDa), α-lactoalbumina (14,2 kDa). A relação linear 

entre o tempo de retenção e o logarítmico do peso molecular (MW) foi estabelecida para estimativa 

da identificação da bromelina (Jin et al., 2015). 

  

2.6.3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e zimograma 

A análise de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

foi realizada segundo metodologia proposta por Laemmli (1970), com modificações. Para isso, 

utilizou-se gel de separação com 12% de concentração e gel de empilhamento com 5% de 

concentração de poliacrilamida. Alíquotas de 30 µL das amostras desnaturadas foram transferidas 

para cada poço do gel, de modo que a quantidade aplicada foi de aproximadamente 10 µg de 

proteína, e as corridas realizadas a uma tensão constante de 100 V (Loccus, LPS 300V, Brasil). 

Foram usados como padrões de peso molecular (Bio-rad, Hercules, CA, EUA): Miosina (200 kDa), 

β-galactosidase (116,2 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbônica 

(31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,5 kDa) e aprotinina (6,5 kDa). Após a 

corrida, o gel foi colocado em uma solução fixadora (10% metanol (v.v-1), 5% de ácido acético 

(v.v-1)) por 4 h, e posteriormente as proteínas foram coradas usando solução de 0,1% (m.v-1) de 

Coomassie Blue G-250 e descorado com solução 30% (v.v-1) de álcool etílico e 7,5% (v.v-1) de 

ácido acético.  
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A atividade proteolítica foi detectada por zimograma de acordo metodologia adaptada 

proposta por Andrade et al. (2019). Alíquotas das amostras: 100 µL da solução de alimentação ou 

200 µL das eluições foram adicionados a 300 µL e 200 µL de tampão Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, 

contendo 5 % (m.v-1) de SDS, 1% de glicerol (v.v-1) e 0,05% (m.v-1) de azul de bromofenol. Trinta 

microlitros da mistura foram transferidas para os poços dos géis SDS-PAGE preparados conforme 

descrito anteriormente, adicionados de 1% (m.v-1) de gelatina. Após a migração eletroforética, o 

gel foi lavado por duas vezes com uma solução de Triton-x a 2% (v.v-1) por 30 min. A reação de 

hidrólise foi realizada incubando-se o gel a 37 ºC por 48 h em solução contendo tampão Tris-HCl 

0,05 M pH 7,5 e CaCl2 15 mM. A atividade enzimática foi observada pela revelação de bandas 

translúcidas, após a coloração do gel com solução de Coomassie R-250 por 24 h, seguido pela 

descoloração com uma solução contendo 30% (v.v-1) de etanol e 7,5% (v.v-1) de ácido acético 

através de várias lavagens. 

 

2.7. Delineamento experimental  

Os testes de purificação relativos à atividade enzimática, atividade enzimática específica, 

fator de purificação, foram conduzidos utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC) 

com três repetições, e os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão (DP). Os 

resultados foram analisados por meio da análise de variância (ANOVA) e teste Tukey ao nível de 

significância de (p< 0,05). O experimento de caracterização hidrodinâmica do leito foi conduzido 

utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com três repetições. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Caracterização das matrizes  

As curvas de distribuição do tempo de residência (DTR) a várias velocidades superficiais de 

escoamento estão apresentadas na Figura 2. Observou-se que as curvas se apresentam mais 

dispersas com a diminuição da velocidade de escoamento do liquido e que os picos se tornam mais 

estreitos com o aumento da vazão. Comportamento semelhante foi verificado em outros estudos na 

literatura ao trabalharem com criogéis funcionalizados com íons metálicos como Carvalho et al. 

(2014) e com matrizes de afinidade de poliacrilamida como Machado et al. (2015) e Neves et al. 

(2020). 
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Figura 2- Curvas de distribuição do tempo de residência em várias velocidades de fluxo na 

coluna 

 

Verificou-se ainda que as curvas foram assimétricas, obtendo a formação de caudas 

estendidas, o que pode ser atribuído a não-homogeneidade da estrutura dos poros das matrizes ou 

a falta de uniformidade na distribuição desses poros que são formados durante o processo de 

produção dos criogéis, promovendo uma mistura dentro da coluna (Yao et al., 2006; Fontan et al., 

2017).  

A partir das curvas de DTR foi possível obter os dados experimentais pelo método dos 

momentos com pulsos de acetona para avaliar a porosidade no criogel produzido, apresentados na 

Figura 3.  

 

Figura 3- Dados experimentais e equações ajustadas na determinação da T com pulsos de acetona 

A porosidade total do leito de 85% foi a mesma obtida pelo método já difundido na análise 

de criogéis poliméricos que se baseia na medida de água livre presente nos adsorventes. Fontan et 
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al. (2017) também observaram valores próximos para porosidade do criogel ao comparar as duas 

técnicas, mostrando que o método baseado na injeção de pulsos, utilizada para leitos fixos 

empacotados, também pode ser usada para determinar a porosidade dos monólitos poliméricos. Os 

resultados encontrados estão de acordo com o reportado para criogéis de poliacrilamida IMAC por 

outros autores que relatam valores que variam entre 58 a 88% (Carvalho et al., 2014; Yang et al., 

2020; Inanan, 2022). 

O tempo médio de residência e a variância foram calculados pelo método dos momentos a 

partir do qual foram determinados os coeficientes de dispersão axial (Dax) e o HETP. Os 

coeficientes de Dax em função da vazão da fase móvel estão apresentados na Figura 4.  

 

 

Figura 4- Coeficientes de dispersão axial em diferentes velocidades superficiais de escoamento 

no leito utilizado. 

 

Pode-se observar que nas presentes condições os coeficientes de dispersão axial 

apresentaram valores entre 1,01.10-8 a 2,26.10-7 m2.s-1, aumentando com o incremento da vazão do 

fluxo. Os resultados obtidos são próximos aos citados na literatura por carvalho et al. (2014), 

Machado et al. (2015), Fontan et al. (2017), Mól et al. (2017), Neves et al. (2020) e Coimbra et al., 

2022 para criogéis de poliacrilamida. Os valores de Dax, as estreitas distribuições de tempo de 

residência e o pequeno alargamento de banda, são consequência da mistura dispersiva e rápida 

transferência de massa em meios porosos (Coimbra et al., 2022).   

Os valores estimados para a altura equivalente a pratos teóricos (HETP) da coluna de criogel 

utilizada estão na faixa de 0,12 a 0,18 cm com baixa variação em função da vazão de escoamento 

do liquido, apresentados na Figura 5.  
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Figura 5- Valores de HETP em função da vazão de escoamento para pulsos de acetona 

 

Os resultados demonstram que a velocidade de escoamento da fase móvel exerce um efeito 

pequeno sobre a altura equivalente dos pratos teóricos. Outros autores também relatam um pequeno 

efeito da vazão sobre HETP para criogéis de poliacrilamida imobilizado com íons de cobre, 

entretanto, os valores reportados foram superiores (entre 0,19 a 0,44 cm) ao observado no presente 

trabalho (Bibi et al., 2013; Nascimento, 2021). Carvalho et al. (2014) verificaram valores inferiores 

(0,061-0,071 cm) quando utilizaram criogeis de acrilamida IDA-Cu para purificação de 

lactoferrina. Resultados superiores foram obtidos por Fontan et al. (2017), Mól et al. (2017) e 

Neves et al. (2020) que verificaram valores entre 0,21 a 0,63 cm para criogéis de afinidade de 

poliacrilamida. De modo geral, os resultados encontrados indicam que a coluna irá comportar um 

alto número de pratos teóricos, melhorando o desempenho da coluna, além disso, a baixa variação 

de HETP implica que a transferência de massa ocorre predominantemente por convecção durante 

a etapa de adsorção (Neves et al., 2020; Coimbra et al., 2022). 

Diversos fatores podem afetar a HETP e a Dax em criogéis por alterar sua estrutura porosa, 

como a composição, as condições de síntese, bem como o tamanho da coluna, o que pode justificar 

a variação dos resultados com os existentes na literatura (Fontan et al., 2017). 

Na Figura 6 estão apresentados os dados experimentais da resistência ao fluxo em função da 

velocidade, apresentando uma tendência linear entre a queda de pressão e a vazão.  
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Figura 6- Dados experimentais da variação de pressão em diferentes velocidades superficiais de 

escoamento da fase móvel no leito de CLO-Cu produzido. 

 

A permeabilidade ao escoamento calculada e obtida no leito do criogel monolítico foi de 1,69 

x 10-13 m2. Este valor foi próximo ao encontrado por Carvalho et al. (2014) Kw igual a 4,7 x 10-13 

m2 para criogéis IMAC. Mól et al. (2017) encontraram valor de Kw de 5,9 x 10-13 m2 e Neves et al. 

(2020) obtiveram Kw igual a 2,51 x 10-13 m2 ambos ao trabalharem com criogéis de afinidade. De 

modo geral, a resistência ao escoamento pelos criogéis supermacroporosos é baixa, o que permite 

a passagem de solutos com baixa resistência ao fluxo, atribuído aos poros altamente 

interconectados e grandes da estrutura do criogel,  permitindo que as matrizes supermacroporosas 

sejam utilizadas como fase estacionária em técnicas cromatográficas, podendo ainda ser 

empregadas altas vazões sem que elevados valores de pressão sejam atingidos, portanto os 

resultados obtidos são desejáveis (Neves et al., 2020).  

 

3.2. Purificação da bromelina em batelada 

Os resultados obtidos para o processo de purificação em batelada, utilizando o extrato obtido 

da polpa do abacaxi estão apresentados na Tabela 1. Com o processo da precipitação foi possível 

concentrar o teor de proteínas totais, aumentando cerca de 2 vezes e consequentemente houve um 

aumento da atividade enzimática. A precipitação é uma das estratégias utilizadas para eliminar 

substâncias que possam interferir nas etapas posteriores de purificação. Outros autores como 

Chaurasya e Hebbar (2013), Banerjee et al. (2020) também utilizaram essa técnica na purificação 

da bromelina extraída do abacaxi e verificaram o mesmo comportamento, aumento dos teores de 
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proteínas e atividade enzimática, o que pode explicar o fato desse método ser utilizado como uma 

das etapas de pré-purificação. 

 

Tabela 1- Características das soluções de alimentação e eluição 

Amostra Extrato Extrato precipitado 

 Extrato EL. Imidazol EL. tampão 

acetato 

Extrato Extrato 

precipitado 

EL. Imidazol EL. tampão 

acetato 

Volume 40 30 30 400 40 30 30 

Cpt (mg.mL-1) 0,47±0,00 0,04±0,00 0,03±0,00  1,02±0,04  0,11±0,00  0,08±0,02  

Massa 

proteína (mg) 

18,80 1,23 0,91 188,00 40,8 3,33 2,15 

AP (U.mL-1) 4,74±0,26  0,97±0,05  0,95±0,09   10,92±0,23  3,39±0,33  3,37±0,07  

Atividade 

total (U) 

189,68±0,10 29,12±0,24 28,53±0,15 1896±0,10 436,80±0,58 101,71±0,58 101,12±0,33 

AE (U.mg-1) 9,95±0,22  24,29±1,50 c 31,78±0,67 b  10,75±0,72  30,82±1,72 b 42,15±1,02 a 

FP  2,44±0,29 c 3,21±0,74 b  1,08±0,52d 3,09±0,31 b 4,23±0,12 a 

Recuperação 

(%) 

 15,33 15,04  23,03 5,36 5,31 

Cpt=Concentração de proteínas totais; EL.= Eluído. AP= atividade proteolítica; AE= atividade 

enzimática específica; FP= Fator de Purificação. As médias seguidas pela mesma letra em cada 

linha não diferem estatisticamente, entre si pelo teste Tukey (p >0,05). Valores médios ± desvio 

padrão 

Ao analisar separadamente os ensaios utilizando as diferentes soluções de alimentação, 

verificou-se que apenas para atividade enzimática específica e fator de purificação, houve diferença 

significativa entre as frações eluidas com imidazol e tampão acetato. Notou-se ainda, uma redução 

na concentração de proteínas nas frações eluidas, quando comparadas ao extrato, entretanto 

detiveram atividade enzimática, sendo observado um aumento da atividade enzimática específica. 

Os resultados obtidos indicam que é possível separar, ainda que parcialmente, as proteínas de 

interesse das impurezas do extrato bruto utilizando-se as matrizes monolíticas de afinidade por íons 

metálicos produzidas.  

A técnica IMAC explora a adsorção de proteínas que possuem afinidade com os íons 

metálicos, resultante de ligações de coordenação reversíveis formadas entre estes e determinados 
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resíduos de aminoácidos presentes em algumas proteínas. No caso da bromelina os resíduos de 

aminoácidos, tais como, o tiol da cisteína, o imidazol da histidina e indol do triptofano, são os que 

doam elétrons para o íon metálico, atuando como base de Lewis, estabelecendo a interação entre o 

adsorvente e a molécula de interesse (Uygun et al., 2015; Qiu et al.,2020). Em outros estudos, como 

os realizados por Hashim et al. (2011), Balaraman e Rathnasamy (2019), Han et al. (2019a), Han 

et al. (2019b) observaram o mesmo comportamento, aumento da atividade e redução do teor de 

proteínas, para processos de purificação de proteases vegetais por matrizes IMAC. 

As frações eluidas por diferença de pH (tampão acetato + NaCl) apresentaram maior fator de 

purificação quando comparadas àquelas recuperadas com tampão imidazol, obtendo fatores iguais 

a 3,21 e 4,23 para soluções de alimentação utilizando o extrato bruto e o extrato após etapa de 

precipitação, respectivamente. O processo de purificação em que o extrato foi previamente 

precipitado com sulfato de amônio, destacou-se em relação a atividade enzimática específica e fator 

de purificação. De acordo com Jamir e Seshagirirao (2018) ao se utilizar mais de uma etapa para 

purificação, tende-se a aumentar a pureza da enzima, o que foi verificado pelos mesmos ao 

utilizarem três etapas de purificação de proteases extraídas do gengibre. A mesma tendência foi 

obtida por Han et al. (2020) ao utilizarem duas etapas para purificação da bromelina, sendo uma 

delas um método com quelato de metal. 

Entretanto, os FP obtidos no processo de purificação utilizando o extrato bruto como 

alimentação, em que o produto final obtido apresenta cerca de 3 vezes mais pureza do que a 

alimentação foi superior a outros estudos em que se utilizou a cromatografia IMAC na separação 

de proteases como Han et al. (2019b) que obtiveram um valor de 1,85 ao utilizarem esferas 

magnéticas de afinidade por íons metálicos na purificação da bromelina extraída da casca de 

abacaxi e Han et al. (2019a) que encontraram fator de purificação de 1,68 para a separação de 

proteases obtidas do abacaxi utilizando esferas poliméricas imobilizadas com íons de níquel. Os 

resultados obtidos neste trabalho ainda foram próximos aos de outros autores como Chaurasya e 

Hebbar (2013), Nor et al. (2016), Yu et al. (2019) que conseguiram um FP em torno de 3,0 para 

processos de purificação de proteases em única etapa. Portanto, a utilização direta do extrato bruto, 

ausente de etapa de pré-purificação se mostrou eficiente e é uma alternativa para purificação da 

bromelina, pois reduz os custos do processo e obtém um produto final com pureza significativa. 

Verificou-se um rendimento em torno de 15% e 5% para as eluições a partir da alimentação 

com extrato bruto e extrato precipitado, respectivamente. Os resultados foram próximos ao 

verificado por Gamarra et al. (2022) que encontram uma recuperação em torno de 17% ao 
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utilizarem membranas poliméricas para a purificação da bromelina do suco de abacaxi e 

Nascimento (2021) que obteve 28% de rendimento ao utilizarem criogéis de acrilamida IMAC para 

a purificação da bromelina, enquanto que Nor et al. (2016) conseguiu recuperar 39,9% da 

bromelina utilizando membranas poliméricas. Wu et al. (2017) obteve um rendimento de 55,6% ao 

purificar a bromelina utilizando sistema aquoso bifásico. Valores superiores de recuperação 

relatados podem ser justificadas devido a diferença de métodos utilizados, utilização de soluções 

de alimentação mais concentradas. Com a utilização de mais de uma técnica de purificação, tende-

se a uma redução da recuperação, devido a cada etapa eliminar componentes que não são de 

interesse, aumentando a seletividade, essa tendencia também foi observada por outros autores ao 

utilizarem mais de um método para purificar proteases (Liu et al., 2013; Balaraman e Rathnasamy, 

2019; Han et al., 2020),  portanto, os resultados obtidos demonstram o potencial da utilização do 

criogel de afinidade imobilizado com clorofila para purificação de proteases. 

 

3.2.1. Cromatografia de filtração em gel, eletroforese e zimograma SDS-PAGE 

Para confirmar a presença da protease adsorvida pela matriz IMAC e verificar os perfis de 

eluições realizou-se a análise de cromatografia por filtração em gel. Os cromatogramas dos padrões 

de albumina sérica bovina, Quimosina, β-lactoglobulina, α-lactoalbumina estão apresentados na 

figura 7.  

 

Figura 7- Cromatogramas dos padrões de α-lactoalbumina (A), β-lactoglobulina (B), Quimosina 

(C), albumina sérica bovina (D). 
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A relação linear entre o tempo de retenção e o logarítmico do peso molecular (MW) 

estabelecida para estimar a identificação da bromelina está apresentada na figura 8. 

 

 

Figura 8- Relação tempo de retenção X logaritmo da massa molecular das proteínas padrões 

A Figura 9 apresenta os cromatogramas das soluções de alimentação e eluições. Observa-se 

que picos intensos presentes na solução do extrato (Figuras 9 a, d) no tempo de 9,72 e 15,60 min 

não aparecem com intensidade nos perfis cromatográficos das soluções eluídas (Figuras 9 b, c, e, 

f), o que sugere uma seletividade da matriz cromatográfica. Para o extrato bruto (Figura 9a) 

verificou-se a presença de três picos principais. O pico em 13,83 min representa um tamanho 

molecular (±25,0 kDa) compatível ao intervalo (±21-35 kDa) relatado na literatura para o peso 

molecular da bromelina (Damodaran et al.,2018; Guo et al., 2018). Outros picos podem ser 

relativos a impurezas do extrato. O valor de massa molecular obtido neste estudo também foi 

próximo ao verificado por Campos et al. (2019) ao analisarem a protease obtida dos sucos brutos 

da polpa e casca do abacaxi (±25 kDa) por cromatografia de filtração em gel, o que comprova que 

o pico identificado é característico da bromelina. 
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Figura 9- Cromatogramas de filtração em gel das soluções de alimentação e eluição da purificação 

da bromelina em batelada. (A) extrato bruto; (B) eluição com solução imidazol do extrato bruto; 

(C) eluição com tampão acetado +1,5 NaCl do extrato bruto; (D) extrato após precipitação; (E) 

eluição com tampão imidazol da solução precipitada; (F) eluição com tampão acetado +1,5 NaCl 

do extrato precipitado 

 

Após a etapa de precipitação do extrato com sulfato de amônio (Figura 9d), gerou também o 

pico no mesmo intervalo de tempo relatado anteriormente, porém é observado a definição de um 

pico bem próximo (14,17 min) que apresenta um peso molecular de ±23,6 kDa, podendo 

representar uma das formas enzimáticas da fração proteolítica ativa presente na polpa do abacaxi.  

Segundo Matagne et al., 2017, a fração proteolitica do abacaxi é conhecida por consistir de 

múltiplas formas enzimáticas que são comumente referidas como bromelina.  

Nos cromatogramas de todas as frações eluídas (Figura 9 b, c, e ,f)  também é possível 

observar os dois picos na região característica da presença da bromelina, o que indica que o criogel 

IMAC foi capaz de adsorver a fração proteolítica presente nas soluções de alimentação. Observou-

se ainda um aumento da intensidade desses picos nas eluições a partir do extrato preciptado 
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(Figuras e, f) ao comparar com as eluições do extrato bruto (Figuras b, c) que pode estar relacionado 

ao aumento dos teores de proteinas e atividade enzimática, comprovando os resultados relatados 

anteriormente.  

Segundo Novaes et al. 2016 e Gross et al., 2020  a bromelina é uma mistura de diferentes tiol 

endopeptidases e durante processos de separação já foi possível isolar até seis componentes 

proteolicamente ativos. Alnajar et al., 2022 também verificaram dois compostos proteicos, 

indicados como bromelina (±22-27 kDa), ao utilizarem a cromatografia de filtração em gel para 

bromelina a partir do suco da polpa do abacaxi. Outros autores relatam identificar mais de uma 

forma enzimática com pesos moleculares (±28  a ±21 kDa) que coincidem com da bromelina ao 

trabalharem com o extrato do abacaxi (Costa et al., 2014; Matagne et al., 2017; Rojas et al., 2018; 

Gross et al., 2020) portanto, os resultados obtidos estão de acordo ao reportado na literatura.  

Nos produtos obtidos a partir da eluição com imidazol (Figura 9 b, e)  e  com tampão acetato 

+ sal (Figura 9c, f) é observado a presença de outros componentes, sendo verificado no 

cromatograma a presença de outros picos além do característico da bromelina, isso pode ser  devido 

à degradação proteica pela bromelina sobre outras enzimas (glicosidases, fosfatases, celulases, 

peroxidases, glicoproteínas) nas condições utilizadas durante o processo de eluição, gerando 

peptídeos que também podem ser detectados na absorbância utilizada (Novaes et al., 2016; Varilla 

et al., 2021). De acordo com Costa et al., 2014, durante a extração e purificação as peptidases são 

suscetíveis a oxidação e autólise. Com destaque para o produto obtido a partir da eluição com 

imidazol, pois, o imidazol é um eluente forte e, ao competir com a enzima pelo adsorvente, remove 

os íons metálicos, desfazendo o complexo metálico e carreando componentes da coluna, trazendo 

impurezas para a fração eluida, o que comprova os resultados obtidos anteriormente em que as 

soluções eluidas por diferença de pH obtiveram maior fator de pureza. 

Os perfis cromatográficos dos produtos obtidos do processo de purificação utilizando extrato 

previamente precipitado, demonstram que as frações eluídas apresentaram um menor número de 

componentes ao comparar com aquelas obtidas a partir do extrato bruto, o que já era esperado visto 

que a solução de alimentação foi pré-purificada. Observa-se também uma maior intensidade dos 

picos referentes a bromelina, o que comprova os resultados obtidos para atividade enzimática, em 

que as soluções recuperadas desse processo se destacaram ao comparar com aquelas obtidas a partir 

do extrato bruto.  

Portanto, os resultados obtidos indicam que a eluição por diferença de pH utilizando tampão 

acetato (pH 5,0 + 1,0 NaCL) foi mais branda e aparentemente proporcionou maior pureza, além de 
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apresentar menor custos para o processo, visto que o tampão imidazol também remove os íons 

metálicos da coluna, sendo necessário quelar os íons novamente para o uso repetido da matriz, o 

que aumenta os custos do processo. 

O perfil eletroforético no extrato bruto e nas soluções de eluição analisadas em SDS-PAGE 

em condições desnaturantes estão apresentados na Figura 10.  

 

 

Figura 10- Géis de proteínas SDS-PAGE- Solução de alimentação e eluições extrato bruto: (A) 

gel de eletroforese, (B) gel do zimograma; Solução de alimentação e eluição do extrato após 

precipitação: (C) gel de eletroforese, (D) gel do zimograma. P: padrão; EXT: extrato bruto; EL.TA: 

eluição com tampão acetato; EL.IM: eluição com tampão imidazol; EXT.PR: extrato após 

precipitação. 

Tanto as soluções purificadas a partir do extrato do abacaxi bruto (Figura 10a) quanto as 

frações separadas a partir do extrato purificado com sulfato de amônio (Figura 10c) apresentaram 

uma banda mais intensa com peso molecular em torno de 24,6 kDa e 24,8 kDa, respectivamente. 

Os valores são semelhantes aos encontrados na cromatografia de filtração em gel, e dentro da faixa 

(23-30 kDa) verificada por outros autores (Wan et al., 2016; Guo et al., 2018; Campos et al., 2019; 

Han et al., 2019b). Entretanto, foi identificado apenas uma banda, não sendo observada outra forma 

enzimática da fração proteolítica, possivelmente por apresentarem pesos moleculares muito 
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próximos, não foi possível identificar a separação dos dois componentes, sendo visualizado como 

se fosse apenas forma enzimática. 

A zimografia (Figura 10b e 10d) indicam que foi possível purificar a bromelina obtida a partir 

do extrato do abacaxi, e que todas as frações recuperadas mantiveram atividade proteolítica, pois 

as mesmas conseguiram digerir a gelatina presente na composição do gel, que é constatado através 

da diminuição da coloração do gel, excluindo o início do gel, em que a descoloração se deve ao 

tempo inicial que a proteína ficou em contato com o gel antes de iniciar a corrida eletroforética, e 

por não estarem desnaturadas acabaram degradando a gelatina.  

As frações eluidas a partir do extrato bruto precipitado (Figura 10d) destacaram-se entre as 

demais eluições, o que corrobora com os resultados relatados anteriormente. A mesma justificativa 

relatada para os resultados do perfil eletroforético, adequa-se para as imagens de zimografia, 

devido os dois componentes identificados na cromatografia de filtração em gel serem próximos, 

nos géis acabam sendo identificados como único produto.  Portanto, os resultados indicam que os 

protocolos utilizados foram eficientes, e que a matriz IMAC imobilizada com clorofila foi capaz 

de adsorver a enzima alvo, apresentando potencial de utilização em processos de separação da 

bromelina. 

 

3.3. Purificação da bromelina em leito monolítico 

Após a obtenção dos resultados da purificação em batelada realizou-se a captura das proteínas 

utilizando-se um leito monolítico acoplado a um sistema cromatográfico Akta Pure, utilizando o 

extrato bruto do abacaxi e a etapa de eluição por diferença de pH com tampão acetato de sódio + 

NaCl. 

O perfil de captura e eluição na purificação da bromelina obtidas a partir do extrato bruto do 

abacaxi é apresentado na Figura 11. Foram observadas três etapas principais: o carregamento, 

lavagem e eluição da matéria-prima. Verificou-se a presença de um único pico de eluição e que 

entre as triplicatas o comportamento foi o mesmo, o que pode ser atribuído a especificidade do 

criogel IMAC imobilizado com clorofila, além de demonstrar que a condição de eluição usada foi 

eficiente na remoção do material adsorvido. 
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Figura 11- (A) Perfil de adsorção da purificação de bromelina a partir do extrato do abacaxi para 

o criogel IMAC em sistema cromatográfico Akta Pure; (B) Perfil de reuso da coluna para a 

purificação de bromelina 

Os valores obtidos para as concentrações de proteína total e atividade enzimática na solução 

de alimentação e pico coletado, bem como o fator de purificação e a recuperação da atividade 

conseguidos para as frações purificadas são apresentados na Tabela 2. 

Observou-se uma diminuição nos teores de concentração de proteínas, atividade enzimática 

e um aumento de cerca de 6 vezes para atividade específica, indicando que a matriz foi capaz de 

separar proteínas especificas da fração total de proteínas do suco de abacaxi. 

 

Tabela 2- Resultados da purificação parcial cromatográfica da bromelina em leito monolítico 

Determinações Extrato Eluído 

Cpt (mg.mL-1) 0,53±0,00 0,07±0,01 

Atividade enzimática (U.mL-1) 5,01±0,04 4,18±0,02 

Atividade específica (U.mg-1) 9,48±0,09 59,61±0,00 

FP  6,2±0,30 

Cpt=Concentração de proteínas totais; FP= Fator de Purificação. 

O fator de purificação obtido indica que se conseguiu um produto final cerca de 6 vezes mais 

puro que a alimentação, com apenas uma etapa de purificação, indicando alta pureza, visto que a 

maioria das aplicações industrias não requerem elevado nível de pureza, principalmente a indústria 

de alimentos. Entretanto, os resultados demonstram que o produto obtido é passível de aplicações 



 
 

132 
 

que requerem uma enzima com alta pureza, com por exemplo, em aplicações medicinais 

(antibióticos, e outros medicamento orais), outros estudos como Han et al. (2019a) e Han et al. 

(2019b) obtiveram um fator de purificação inferior não superior a 2,0 ao utilizarem adsorventes de 

afinidade por íons metálicos para purificação de bromelina. O valor obtido neste estudo está de 

acordo com o reportado na literatura para processos de purificação de bromelina em que os autores 

relatam valores de fator de purificação não superior a 7 ao utilizarem até duas etapas de purificação 

(Nor et al., 2016; Wu et al., 2018; Han et al., 2020; Abbas et al., 2021), o que demonstra o potencial 

do método empregado, com o adsorvente podendo ser aplicado em ciclos de reutilização sem a 

necessidade da ativação subsequente, ou seja, não sendo preciso reequilibra-lo com íons metálicos. 

Os perfis cromatográficos obtidos a partir da cromatografia de filtração em gel (Figura 12), 

indicam que o pico do eluído coletado (Figura 12b) apresenta uma redução do número de 

compostos quando comparado à solução de alimentação (Figura 12a), não sendo verificado, por 

exemplo,  picos (±15,6 min)  que apareciam com intensidade no suco bruto do abacaxi, e que outros 

compostos presentes no extrato foram poucos adsorvidos pelo criogel, sendo verificado picos (±9,7 

min) de baixa intensidade nas soluções eluidas.  

 

   

Figura 12- Perfil cromatográfico de filtração em gel das soluções de alimentação e eluição da 

purificação em sistema cromatográfico. (A) Extrato bruto do abacaxi; (B) eluição coletada do 

cromatógrafo Akta pure. 

Observa-se que a fração purificada apresenta um particionamento com picos nos tempos de 

13,48 min e 13,77 min, cujo pesos moleculares correspondem a ±26,4 kDa e ±24,5 kDa, 

respectivamente, próximo ao peso molecular relatado para a bromelina, indicando que com a 

purificação foi possível separar a fração proteolítica presente na solução de alimentação. Os valores 
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de peso molecular obtidos estão dentro do intervalo (± 23-30 kDa) que é relatado na literatura por 

outros autores ao trabalharem com a protease obtida do abacaxi (Costa et al., 2014; Guo et al., 

2018; Campos et al., 2019). 

O resultado corrobora com o que foi verificado para os perfis cromatográficos dos produtos 

obtidos na purificação em batelada, entretanto, nota-se que aparentemente o produto final obtido 

através do sistema de captura em leito monolítico se apresentou mais puro, com menor número de 

picos observado no cromatograma, o que demonstra a eficiência do método utilizado neste trabalho 

para a separação de proteases em etapa única. 

A análise de eletroforese em SDS-PAGE (Figura 13a) revelou a eficiência do protocolo 

utilizado para purificar a bromelina obtida a partir do extrato bruto do abacaxi, sendo identificado 

apenas uma banda no produto eluido (±24,89 kDa) que corrobora com o peso relatado para 

bromelina do fruto.   

 

 

Figura 13- Imagens dos géis de eletroforese SDS-PAGE (A) e do Zimograma (B) da purificação 

em cromatógrafo. P: padrão; EXT: extrato bruto do abacaxi.  

Assim como na purificação em batelada não foi observada outra forma da bromelina como 

verificado na cromatografia de filtração em gel, possivelmente pelas mesmas justificativas já 

relatadas anteriormente. A verificação da atividade proteolítica usando o gel SDS (zimograma) é 
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apresentado na Figura 13b, as imagens demonstram que a fração recuperada manteve atividade 

proteolítica, sendo observada uma zona descolorida no gel SDS-PAGE, indicando que as enzimas 

presentes na eluição conseguiram digerir a gelatina presente, comprovando que o criogel foi capaz 

de adsorver as proteases presente no extrato bruto. 

 

4. CONCLUSÃO 

Neste estudo observou-se a separação de proteases obtida a partir da polpa do abacaxi 

utilizando um novo adsorvente de afinidade por íons metálicos tendo como agente quelante a 

clorofila extraída de folhas de espinafre. O adsorvente apresentou propriedades promissoras 

relacionadas a matriz cromatográfica, como porosidade total do leito de 85%, baixa variação de 

HETP, indicando que não é dependente da velocidade do fluxo, baixa resistência ao fluxo, podendo 

ser empregadas a altas vazões sem que elevados valores de pressão sejam atingidos. Os protocolos 

de purificação utilizando eluição por diferença de pH (tampão acetato de sódio, pH 5,0 +1,0 NaCl) 

apresentaram eluição mais brandas, com perfis cromatográficos com menores números de 

componentes e maior fator de pureza. Os perfis cromatográficos de filtração em gel demonstraram 

que o criogel foi capaz de adsorver a bromelina presente no suco do abacaxi, apresentando picos 

que correspondem ao peso molecular (±23 a 25 kDa) relatado para bromelina. A utilização do 

extrato previamente precipitado com sulfato de amônio aumenta o teor de pureza, entretanto, o 

número de etapas utilizada tende a aumentar os custos do processo de purificação. Os resultados 

indicaram que a utilização do extrato bruto como solução de alimentação e a realização da eluição 

com tampão acetato é uma alternativa para diminuir os custos do processo, visto que o tampão 

imidazol remove os íons metálicos imobilizados na matriz, sendo necessário reequilibra-las com 

íons metálicos para o uso repetidamente, além de carrear contaminantes para o produto final obtido. 

Com a utilização do criogel IMAC em sistema cromatográfico conseguiu-se um produto com 

pureza cerca de 6 vezes maior do que a alimentação em uma etapa única de purificação. O 

adsorvente IMAC produzido mostrou-se viável e promissor para isolar proteases presente no fruto 

do abacaxi, reduzindo o número de etapas do processo e os custos envolvidos. Mais estudos são 

demandados visando otimizar as condições operacionais e consequentemente aumentar o 

rendimento e grau de pureza da enzima obtida. 
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(57) Resumo: ADSORVENTE MACROPOROSO COM IONS METÁLICOS IMOBILIZADOS, FUNCIONALIZADO COM EXTRATO
DE CLOROFILA VEGETAL, PROCESSO DE OBTENÇÃO E USO. Modificação da superfície de um adsorvente monolítico
macroporoso polimérico a partir da imobilização da clorofila extraída de folhas vegetais para aplicação em processos de
separação por cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados. O adsorvente é obtido a partir de uma base constituída
de acrilamida, N,N?-metilenobisacrilamida, N,N,N?,N?-tetrametiletilenodiamina, alil glicidil éter e persulfato de amônio
previamente produzida por criogelificação, e funcionalizada, empregando-se a solução do extrato metanólico (EC) de folhas
vegetais (clorofila), e posteriormente soluções contendo o sal do metal de interesse. A obtenção do adsorvente monolítico
macroporoso polimérico funcionalizado com clorofila se dá em três fases: a primeira corresponde à síntese do criogel, a fase de
obtenção do pigmento da clorofila e a fase da funcionalização da matriz, a qual, resumidamente se dá a partir da formação de
bases de Schiff sequenciais.
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ADSORVENTE MACROPOROSO COM IONS METÁLICOS 

IMOBILIZADOS, FUNCIONALIZADO COM EXTRATO DE CLOROFILA 

VEGETAL, PROCESSO DE OBTENÇÃO E USO 

[001]  A presente invenção se situa no campo das operações, mais 

especificamente das separações físico-químicas, exatamente adsorventes 

macroporosos com íons metálicos imobilizados, funcionalizados com extrato de 

clorofila vegetal, seu processo de obtenção e usos. 

[002]  Técnicas adsortivas são utilizadas em pelo menos uma etapa de 

praticamente todos os processos de purificação de biocompostos existentes. 

Diversos princípios podem ser usados para a separação de compostos por técnicas 

adsortivas, dentre eles a cromatografia de afinidade com íons metálicos 

imobilizados (IMAC). Tais técnicas se baseiam na afinidade diferencial que íons 

metálicos imobilizados em uma matriz sólida apresentam por certos grupamentos 

expostos na superfície de uma molécula em solução.  

[003]  O desenvolvimento de novas estratégias de separação de biomoléculas e 

purificação de compostos é uma necessidade crescente de diversas indústrias. A 

demanda, em especial das indústrias de alimentos e a farmacêutica por 

biocompostos ativos é contínua, o que gera a necessidade de novas técnicas e 

materiais capazes de manter ao máximo a bioatividade desses compostos 

(GUIOCHON; BEAVER, 2011). Os processos de purificação, geralmente, 

constituem uma porcentagem importante do custo total de produção, 

especialmente quando se deseja alto grau de pureza. Devido a maioria das 

biomoléculas serem purificadas por técnicas cromatográficas, a necessidade de 

purificação dos compostos em larga escala de maneira eficaz e de baixo custo 

resultou na evolução de técnicas que proporcionam protocolos rápidos, eficiente e 

econômicos (AMRITKAR; KAMAT; LALI, 2004). Nessa vertente, vem 

ocorrendo o desenvolvimento das colunas monolíticas poliméricas 

supermacroporosas, que permitem a separação de grandes biomoléculas e até 

mesmo de células inteiras em materiais não clarificados (PFAUNMILLER et al., 

Petição 870210042388, de 10/05/2021, pág. 7/31
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2013).  Os monólitos poliméricos são considerados o que há de mais moderno no 

setor de matrizes cromatográficas. Caracterizam-se por uma estrutura em corpo 

único e inseridos em um suporte cromatográfico, usualmente conhecidos como 

materiais cromatográficos de quarta geração (MACHADO et al., 2015).  

[004]  Dentre os monólitos utilizados como colunas cromatográficas, os criogeis 

poliméricos vêm apresentando destaque. Estes possuem elevada porosidade, com 

grandes poros interconectados, apresentando baixa resistência ao escoamento, 

permitindo o uso de soluções mais viscosas, e essa característica traz consigo uma 

redução nos custos operacionais, pois elimina etapas de pré-preparo das amostras 

como pré-concentração, sem afetar a eficiência da purificação (ANDAÇ et al., 

2016). Em contrapartida, a área superficial dessas colunas é menor do que as 

tradicionais colunas cromatográficas, possuindo uma menor capacidade de 

ligação, o que acaba diminuindo a eficiência da purificação. Para contornar esse 

problema, surge a necessidade de modificar quimicamente ou fisicamente tais 

colunas, visando aumentar sua capacidade de purificação (KUMAR, 2016; 

SILVA, et al., 2018). 

[005]  Alternativas viáveis é transformar os criogeis poliméricos em adsorventes 

de afinidade específica, através da funcionalização dos criogéis com íons 

metálicos, para a utilização destas matrizes na chamada cromatografia de afinidade 

com íons metálicos imobilizados (IMAC). Essa técnica baseia-se na afinidade 

diferencial que íons metálicos complexados em um agente quelante imobilizados 

em uma matriz sólida apresentam por certos grupamentos expostos na superfície 

de uma molécula em solução. A seletividade na IMAC depende do agente 

quelante, em geral o ácido iminodiacético, e dos íons metálicos complexados, 

sendo os mais comuns o Cu+2, Zn+2, Co+2, Ni+2 e Fe+3 (KARAKUS et al., 2016). 

Esta afinidade resulta de ligações de coordenação reversíveis formadas entre um 

íon metálico quelatado (o centro de adsorção) e certos resíduos de aminoácidos, 

tais como imidazol da histidina, tiol da cisteína e indol do triptofano, os quais doam 

elétrons para o íon metálico, ou seja, atuam como base de Lewis. O íon metálico, 

Petição 870210042388, de 10/05/2021, pág. 8/31
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por sua vez, é imobilizado ao agente quelante por ligações de coordenação 

formadas entre o íon metálico e átomos de nitrogênio, oxigênio ou enxofre 

presentes na estrutura do agente quelante (BLOCK et al., 2009).  

[006]   Como o pigmento da clorofila estruturalmente é formado porfirinas 

compostas por quatro anéis pirrólicos substituído por um átomo de magnésio 

(Mg+2) de ligação central, e apesar da instabilidade desses pigmentos a ácidos, luz 

e calor, os mesmos podem ser quimicamente modificados como, por exemplo, 

substituindo o átomo de magnésio por íons metálicos como Cu+2, Fe+2, Co+2, Ni+2 

ou Zn+2, formando um composto metal-clorofila, tornando-os mais estáveis 

(KANG et al., 2018). Devido a estas características, a clorofila pode ser utilizada 

como agente quelante para a funcionalização dos criogeis, em substituição aos 

quelantes tradicionalmente utilizados como ácido iminodiacético (IDA) e o ácido 

nitrilotriacético (NTA), possibilitando uma adsorvente economicamente viável, 

além de uma melhor eficiência na separação e purificação de biomoléculas por 

cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados. 

[007]  A utilização de colunas monolíticas poliméricas aplicadas na purificação 

de biomoléculas vem se mostrando muito promissora. Nesse sentido, pesquisas 

para aumentar o conhecimento e contribuir na otimização e eficiência dessa técnica 

vêm sendo realizadas: 

[008]  O documento WO2003041830, intitulado “Macroporous gel, its 

preparation and its use”, relata a produção de adsorventes poliméricos monolíticos 

macroporosos obtidos por criogeleificação, sua modificação e aplicação. O mesmo 

descreve uma série de reagentes que podem ser utilizados para a produção dos 

monólitos, incluindo os usados na presente invenção, a acrilamida, N,N’-metileno 

bisacrilmida e o alil glicidil éter, sendo abordados três aspectos da funcionalização 

da matriz polimérica para o seu uso: i) copolimerização direta do agente funcional 

(síntese direta já com o ligante de interesse), ii) funcionalização posterior em uma 

ou mais etapas e iii) utilizar um agente externo à polimerização do monólito (que 

os inventores se referem como ‘filler’) que já está funcionalizado ou que nele 
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ocorrerá a funcionalização (similar à i ou ii), para tanto destacam que o monólito 

macroporoso pode ser funcionalizado com radicais iônicos, açúcares, substratos de 

enzimas, radicais hidrofóbicos e metais entre outros, com a possibilidade de uso 

de agentes químicos que se polimerizam quando a funcionalização posterior (item 

ii) ocorre, como é o caso do etilenodiamina e do glutaraldeído. É importante 

destacar que, apesar dos inventores apresentarem um processo de funcionalização, 

para purificação por metal quelato imobilizado (IMAC), difere do relatado na 

presente invenção. A anterioridade utilizou ácido trinitrobenzóico, borato de sódio 

e divinil sulfona (DVS) para funcionalizar o monólito, soluções essas que não 

foram usadas na presente invenção. Além disso, o agente quelante utilizado para 

imobilizar os íons de cobre foi o ácido iminodiacético (IDA), diferindo totalmente 

da funcionalização desta invenção. Ressalta-se ainda, que apesar de utilizarem 

etilenodiamina (EDA), o modo de inclusão do etilenodiamina (EDA) foi diferente 

da utilizada na presente invenção, na anterioridade, é feita a inclusão direta na 

matriz de poliacrilamida, mantendo-se a solução de EDA em contato com a matriz 

em temperatura elevada (90°C) por longo tempo (etapa em que o EDA se liga aos 

radicais hidroxila da poliacrilamida). Na presente invenção, o EDA é ligado à 

matriz polimérica nos radicais epóxi existentes devido ao uso de alil glicidil éter e 

o processo de ligação do EDA ocorre à temperatura ambiente.  

[009]  A anterioridade WO2006121396, intitulada “Process for adsorption-

based separation of bioparticles from an aqueous suspension”, descreve um 

adsorvente macroporoso em criogel monolítico a ser utilizado na separação de 

biopartículas de suspensões aquosas, nos processos de purificação de bioparticulas 

(células, vírus, organelas e bactérias), na captura e eluição das mesmas. Destacam 

que o monólito macroporoso pode ser funcionalizado com diversos grupos ligantes 

como grupos de troca iônica, proteínas, ligantes de afinidade de metal 

imobilizados, entre outros. O protocolo adotado para preparação do monólito de 

criogel de afinidade de metal imobilizado, difere do descrito no presente patente, 

pois é utilizado o ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante, além das 
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concentrações das soluções de sulfato de cobre e zinco serem inferiores ao 

descritos no presente pedido. Apesar, da anterioridade descrever o uso de EDA e 

glutaraldeído, os protocolos adotados tais como, concentrações, tipos de soluções, 

tempo de contato são diferentes dos descritos, e ainda, cabe ressaltar que neste caso 

o agente ligante final de funcionalização é uma proteína para uso por afinidade e 

não afinidade de afinidade por metais como o empregado na presente invenção. 

[010]  O documento CN107141403B, intitulado “A kind of Cu+2 Chelate the 

preparation method of polyhydroxypropyl methaciylate super-macroporous 

crystal gel medium”, se refere a preparação de um gel super-macroporoso de 

metacrilato de poli- hidroxipopril funcionalizado com íons de cobre, a ser utilizado 

na separação de biopolímeros. Portanto, o adsorvente é a base de monômero éster 

hidroxipropílico (HPMA) e metacrilato de glicidila (GMA), diferindo do monólito 

macroporosos dessa invenção. A anterioridade descreve alguns agentes que podem 

ser utilizados para imobilizar os íons metálicos, como polietilonoimina (PEI), 

etilenodiamina (EDA) ou ácido iminodiacético (IDA). Apesar da presente 

invenção também relatar o uso do EDA, o objetivo foi a formação de braços 

espaçadores para evitar o impedimento espacial, já que o agente quelante nesse 

protocolo é a clorofila. Ressalta-se ainda, que apesar de utilizarem sulfato de cobre 

(Cu+2), os protocolos adotados tais como, concentração, tempo e temperatura de 

contato são diferentes do descrito no presente pedido. 

[011]  O documento CN101003016A intitulado “Zinc contained chelating a¨nity 

super-macro-porosity crystal gel medium used column-chromatography” que se 

refere ao precesso de preparação de adorventes macroporosos, produzidos a partir 

da criogeleificação, e funcionalizados com zinco para serem utilizados como 

coluna cromatográfica nos processos de separação por cromatografia de afinidade 

por íons metálicos. A invenção descreve vários protocolos de obtenção do 

adsorvente a partir da polimerização de monômeros que contem grupos amina ou 

amida como: acrilamida, N,N’-metileno bisacrilmida, e metacrilato de 

dimetilaminoetil, N’,N’- dieno-propiono etilenodiamina, e posterior métodos de 
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funcionalização como soluções de agentes quelantes como ácido iminodiacético 

(IDA), etilenodiamina (EDT), metil etilenodiamina tricarboxílico (TED), e sais de 

zinco como cloreto de zinco, sulfato de zinco, nitrato de zinco. Apesar da 

anterioridade descrever o uso de etilenodiamina os protocolos adotados tais como 

o monólito polimérico base, concentrações, tempo de contato, tipos de soluções 

são diferentes do descrito no presente pedido. Além disso, na presente invenção o 

EDT é utilizado como função de braços espaçadores e não como principal agente 

quelante. Apesar da invenção descrever várias soluções como possíveis agentes de 

imobilização de íons metálicos, em nenhum protocolo relata o uso da clorofila, 

portanto, trata-se de um material totalmente distinto do proposto no presente 

pedido. 

[012]  A anterioridade US 20110117596A1 intitulada “Composite sorbent 

material, its preparation and its use” descreve um material adsorvente composto i) 

de um suporte para alocação do gel e ii) preparação de um gel polimérico alocado 

dentro do referido suporte. Também são relatados processos para a preparação de 

materiais adsorventes por criogeleificação, bem como o uso do material adsorvente 

para remoção de poluentes de gases ou líquidos, para o enriquecimento ou 

separação de biomoléculas. Dentre os diversos protocolos descritos, o que relata 

sobre a produção de um adsorvente de afinidade por íons metálicos, utiliza um 

método de funcionalização totalmente diferente do descrito na presente invenção, 

pois utiliza soluções de carbonato de sódio e ácido iminodiacético para 

imobilização dos íons de cobre, soluções essas que não fazem parte do processo 

de ativação do monólito do presente pedido. Apesar da anterioridade relatar o uso 

da solução tampão imidazol em solução HEPES similar ao utilizado na presente 

invenção, o objetivo do pedido está voltado para a imobilização da clorofila como 

agente quelante para posteriormente fixar os íons metálicos na matriz 

cromatográfica. Portanto, o invento proposto abrange diferentes características 

daquelas já mencionados na referida anterioridade. 
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[013]  O documento WO2004087285A1 intitulada “Chromatographic 

separation of substancies contained in a liquid sample” descreve processos para a 

preparação de monólitos a serem utilizados para um método de separação 

cromatográfica de substâncias contidas em uma amostra liquida. Na patente 

apresentada são listados uma série de reagentes que podem ser usados para a 

produção dos monólitos, incluindo a acrilamida, N, N’-metileno bisacrilmida e o 

alil glicidil éter, apesar das proporções diferentes, ainda assim é similar ao 

esqueleto polimérico produzido no presente pedido. Entretanto, o esqueleto 

polimérico não é o objeto deste invento, destaca-se ainda que as produções dos 

monólitos poliméricos já são reportadas previamente na literatura. Apesar de um 

dos protocolos presente na anterioridade relatar a funcionalização do adsorvente 

para afinidade com íons metálicos, o método se difere do descrito na presente 

invenção, visto que a referida patente utiliza ácido iminodiacético, e carbonato de 

sódio. A imobilização dos íons de cobre é realizada em concentrações e tempo de 

contato diferente do protocolo descrito nesta invenção. Portanto, não compromete 

o requisito de atividade inventiva do presente pedido. 

[014]  Também estão presentes no atual estado da técnica, as anterioridades 

WO2006121395, intitulada “Macroporous hydrogels, their preparation and use 

thereof”, a preparação de criogéis macroporosos de acrilamida que transportam 

grupos amino quaternários e terciários, a serem empregados em cromatografia de 

RNA e gDNA; a WO2003031014, intitulada “Separation medium, its preparation 

and its use” relata um processo de obtenção de criogel macroporoso, a ser 

empregado na separação de misturas; e a US9587009B2 intitulada “Media for 

affinity chromatographic” refere-se aos suportes sólidos para cromatografia de 

afinidade, juntamente com métodos, sistemas e kits que utilizam os mesmos. 

[015]  Ainda estão presentes no atual estado da técnica alguns documentos 

científicos que discorrem sobre matrizes monolíticas, sua obtenção e uso para 

purificação de espécimes de interesse. Os artigos “Supermacroporous cryogel 

matrix for integrated protein isolation Immobilized metal affinity chromatographic 
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purification of urokinase from cell culture broth of a human kidney cell line” 

(Kumar et al., 2006), “Adsorption and elution behaviors of bovine serum albumin 

in metal-chelated affinity cryogel beds” (Wang et al., 2008), “Immobilized metal 

affinity chromatography of histidine-tagged lentiviral vectors using monolithic 

adsorbents” (Cheeks et al., 2009), “Direct capture of lactoferrin from cheese whey 

on supermacroporous column of polyacrylamide cryogel with copper ions” 

(Carvalho et al., 2014), descrevem monólitos poliméricos macroposoros (Criogel) 

para purificação por metal quelato imobilizado (IMAC), constituídos da 

poliacrilamida com alil glicidil éter como na presente invenção, no entanto em 

proporções diferentes, quanto ao protocolo de funcionalização todos os artigos 

mencionados utilizam o ácido imonodiacético (IDA) como agente quelante, e não 

descrevem o emprego de EDA e glutaraldeído previamente à inclusão do ligante 

funcional, além disso nenhum deles relata a imobilização da clorofila para 

afinidade por metais. Destaca-se que os ligantes da funcionalização diferem do 

descrito na presente invenção, o que torna o produto distante panteabilidade do 

pedido. 

[016]  Os estudos “Development of supermacroporous monolithic adsorbents 

for purifying lectins by affinity with sugars” (Gonçalves et al., 2016) 

,“Immobilization of sugars in supermacroporous cryogels for the purification of 

lectins by affinity chromatography” (Gonçalves et al., 2017) e “Enhancements in 

sugar immobilization in polymeric macroporous matrices for affinity capture” 

(Silva et al., 2019); as dissertações “Desenvolvimento de adsorventes monoliticos 

macroporosos com concanavalina a imobilizada para a purificação de lectinas” 

(Santos, 2016); “Desenvolvimento de adsorventes supermacroporosos para a 

purificação de lectinas por afinidade com açúcares” (Gonçalves, 2016) e 

“Otimização da imobilização de carboidratos em matrizes macroporosas para a 

purificação de lectinas por afinidade” (Silva, 2018), descrevem monólitos 

macroporosos (criogeis) constituídos da poliacrilamida com alil glicidil éter como 

na presente invenção, no entanto em proporções diferentes, quanto ao modo de 
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funcionalização, elas descrevem o emprego de EDA e glutaraldeído previamente 

à inclusão do ligante funcional, no entanto, o uso de tais reagentes se dá sob 

diferentes condições de concentração, pH, temperatura e tempo, o que influencia 

totalmente nas características do produto obtido. Destaca-se ainda que nos artigos 

e dissertações mencionadas os monólitos foram funcionalizados com ligantes para 

o uso em técnicas de afinidade, a saber: açúcares aminados e uma lectina, a 

concanavalina A, cujos princípios de atuação diferem enormemente daqueles da 

afinidade por íons metálicos da presente invenção, o que associado aos ajustes de 

parâmetros, corrobora com a patenteabilidade da matéria do presente pedido. 

[017]  Fontan et al. (2018), em “Alternatives for Characterizing Macroporous 

Polyacrylamide Monolithic Ion Exchanger Columns”, descreve um criogel 

constituído de poliacrilamida e alil glicidil éter, cuja funcionalização se deu por 

ativação com diperiodato cuprato de potássio, um princípio diferente do 

empregado na presente invenção. O artigo “Capture of lectins from jackfruit 

(Artocarpus integrifolia) seeds in a single step using a supermacroporous ion 

exchange cryogel” (Nascimento et al., 2019) e a dissertação “Purificação de 

lectinas de sementes de jaca utilizando trocadores iônicos monoliticos 

supermacroporosos” (Nascimento, 2017) relatam sobre criogéis de poliacrilamida 

(sem uso de alil glicidil éter) funcionalizados por ativação com diperiodato cuprato 

de potássio, em que houve a inclusão de quatro diferentes tipos de agentes iônicos, 

dois aniônicos e dois catiônicos, produto bastante distante do pleiteado no presente 

pedido. 

[018]  Diante do exposto, nota-se o caráter inovativo da presente invenção tendo 

em vista que, apesar do grande número de anterioridades recuperadas, nenhuma 

delas envolve a produção de adsorventes monolíticos macroporosos por 

criogeleificação e posterior funcionalização para o uso na captura, separação e/ou 

purificação de compostos por afinidade por metais quelatados a partir da 

imobilização de clorofila, como o presente pedido, assim, é nítida sua contribuição 

à arte. A presente invenção apresenta uma nova abordagem na metodologia de 
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mudança de superfície de coluna cromatográfica, visando a cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados, a qual apresenta vantagens 

consideráveis frente ao estado da técnica. Sua principal vantagem é apresentar ao 

mercado, um inédito modelo de adsorvente macroposo com menor custo, inovador 

e adequados à purificação de biocompostos macromoleculares, em especial as 

proteínas, além de se conseguir obtê-las com elevado rendimento e grau de pureza. 

[019]  Assim, o adsorvente proposto pode ser empregado em processos de 

separação baseado em interações de coordenação entre um grupo de íons metálicos 

imobilizados e doadores de elétrons localizados na superfície dos biocompostos, 

podendo ser utilizado para a purificação de proteínas, anticorpos, ácidos nucléicos, 

hormônios e enzimas. 

[020]  A invenção trata da modificação da superfície de um adsorvente 

monolítico macroporoso polimérico a partir da imobilização da clorofila extraída 

de folhas vegetais para aplicação em processos de separação por cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC). O adsorvente é obtido a partir 

de uma base constituída de acrilamida, N,N’-metilenobisacrilamida, N,N,N’,N’-

tetrametiletilenodiamina, alil glicidil éter e persulfato de amônio previamente 

produzida por criogelificação, e funcionalizada, empregando-se a solução do 

extrato metanólico de folhas vegetais (clorofila), e posteriormente soluções 

contendo o sal do metal de interesse. 

[021]  A obtenção do adsorvente monolítico macroporoso polimérico 

funcionalizado com clorofila se dá em três fases: a primeira corresponde à síntese 

do criogel (I), ver Figura 1, a qual, resumidamente, se dá a partir da preparação de 

uma matriz base a partir da criogeleificação de uma mistura de acrilamida, N,N’-

metilenobisacrilamida e alil glicidil éter em meio aquoso, com o processo de 

polimerização catalisado pela adição de persulfato de amônio e N,N,N’,N’-

tetrametiletilenodiamina; a segunda, que é a fase de obtenção do pigmento da 

clorofila (II), ver Figura 2, o qual, é extraído a partir de folhas de vegetais secas, 

homogeneizadas com solução de álcool metílico e água, sendo posteriormente 
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concentrados para a eliminação do álcool; a terceira que é a fase da funcionalização 

da matriz (III), ver Figura 3, a qual, resumidamente se dá a partir da formação de 

bases de Schiff sequenciais, inicialmente, entre os radicais epóxi existentes na 

matriz base devido ao uso de alil glicidil éter e radicais amino de etilenodiamina 

em solução, posteriormente, entre radicais amino da etilenodiamina e radicais 

carbonila de glutaraldeído em solução, depois entre os radicais carbonila do 

glutaraldeído e os radicais amino da etilenodiamina em solução e, finalmente, entre 

os radicais amino da etilenodiamina e os radicais carbonila presente no pigmento 

da clorofila em solução. Como as ligações na molécula de clorofila são não-

covalentes, e, portanto, se rompem com facilidade, possivelmente durante o 

processo de extração houve a remoção da cadeia fitol, expondo assim o radical 

carbonila, e possibilitando a imobilização do pigmento no criogel. 

[022]  O uso de etilenodiamina e glutaraldeído visa à formação de braços 

espaçadores para a funcionalização com clorofila, para evitar o impedimento 

espacial ao se purificar/separar macromoléculas. Os radicais epóxi residuais que 

não tenham reagido são bloqueados pela reação com a etanolamina, para se evitar 

interações indesejáveis nos processos de separação. Por fim, os íons metálicos são 

imobilizados na ligação central dos quatro anéis pirrólicos da clorofila. 

[023]  Assim, o processo de obtenção do adsorvente monolítico macroporoso 

polimérico funcionalizado com clorofila se inicia, conforme apresentado na Figura 

1, com a pesagem (S1) de acrilamida (1), N,N'-metilenobisacrilamida (2) e de alil 

glicidil éter (3), na proporção de 3,67:1:1,17, respectivamente, para a obtenção de 

uma solução com 7% de solutos. Para exemplificar, para 100mL de solução pesa-

se 4,4g de acrilamida; 1,2g de N,N'-metilenobisacrilamida; e, 1,4g de alil glicidil 

éter. Em seguida, esses componentes são solubilizados (S2) com água destilada 

(A), 80% do volume final desejado, à temperatura ambiente, homogeneizados por 

15 minutos sob agitação a 150 rotações por minuto, completando-se com água 

destilada (A) o volume final desejado em um balão volumétrico; em seguida, à 

solução (4) em banho de gelo (S3) são adicionados: 0,14% em relação ao volume 
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da solução (4), ou 2% em relação à massa de solutos da solução (4), de uma solução 

0,5 g/mL de persulfato de amônio (5) e 0,091%, em relação ao volume da solução 

(4) ou 1,3% em relação à massa de solutos da solução (4), de N,N,N’,N’-

tetrametiletilenodiamino (6), sendo, novamente homogeneizada por 30 segundos, 

em banho de gelo (S4) e, então, vertida em moldes (S5), sendo esses fechados e 

colocados em banho termostático (S6), à -12°C, por 24h. Após esse período, a 

vedação dos moldes é aberta (S7) e os mesmos são deixados (S8) à 4°C, pelo 

período de 4h, e depois são levados para secagem (S9) a 60°C até peso constante, 

obtendo-se um material monolítico sólido de aspecto branco e poroso. Após a 

secagem (S9), o material é removido dos moldes e as extremidades são cortadas 

com uma lâmina fina para padronização do formato cilíndrico dos monólitos e 

retirada de defeitos (S10). Então os monólitos são lavados (S11) com 600 mL de 

água destilada (A) para cada grama de material sintetizado e desidratado. O 

material (7) é novamente levado para secagem (S12) a 60°C, sendo o criogel 

monolítico (C) obtido, sendo, assim, finalizada a fase de síntese do criogel (I). 

[024]  O processo de obtenção do extrato do pigmento da clorofila (II), conforme 

apresentado na Figura 2, inicia-se com a retirada (E1) das folhas dos talos dos 

vegetais, em seguida as folhas (F) são lavadas (E2) com água (AT), e imersas (E3) 

em uma solução clorada (8) a 100 ppm, por 15 min. Após esse período são lavadas 

(E4) com água (AT), e colocadas (E5) em peneiras para escorrer e eliminar o 

excesso de água. Em seguida, são colocadas em estufa com circulação de ar para 

secagem (E6) a 45 ºC por 48 horas. Depois desse período, o material é triturado 

(E7) até obter um pó (P). E então são homogeneizados (E8) com uma solução de 

álcool metílico (9) a 70% na proporção 1:3 (pó das folhas (P) vegetais: álcool 

metílico (9) 70%, v/v). Em seguida, o material é colocado em banho ultrassônico 

(E9) por 30 minutos, e então é coletado o sobrenadante (10), que é separado (E10) 

do material sólido por filtração. Depois, é acrescentado a mesma proporção inicial 

da solução de álcool metílico (9) 70% ao material em pó (11) retido na filtração, e 

colocado (E9) novamente em banho ultrassônico pelo mesmo período de tempo, e 
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então coletado o sobrenadante (11), esse processo é repetido três vezes. Os 

sobrenadantes coletados (10, 11, 12) e filtrados são centrifugados (E11) a 400 rpm 

por 10 min, em seguida foram concentrados (E12) em rotaevaporador rotativo a 

40ºC até a eliminação do solvente, obtendo cerca de 30% de extrato do volume 

inicial. Assim, o extrato obtido (EC) é armazenado (E13) em frascos âmbar, à 

temperatura de congelamento (-18ºC). 

[025]  Para a funcionalização da matriz (III), conforme apresentado na Figura 3, 

nas etapas de contato, para cada 0,1 grama de criogel monolítico (C) (suporte 

polimérico), desidratado e obtido na fase I, são utilizados 8mL de solução 

(descritas individualmente para cada etapa), com a qual são colocados em contato 

em tubos fechados, mantendo-se agitação a 25 rotações por minuto (rpm), com 

exceção da etapa de contato com uma solução borohidreto de sódio (19), a qual 

ocorre sem agitação em tubo aberto. É importante ressaltar que, entre uma etapa e 

outra, a solução anterior é drenada, mantendo-se no recipiente apenas o criogel 

hidratado (úmido).  

[026]  Para tanto, o criogel monolítico (C) é colocado (F1) em contato com 

álcool metílico (14), à temperatura ambiente (25°C), sob agitação constante, por 

2h, sendo, em seguida, colocado em contato (F2) com água destilada (A) à 

temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação. Após esse período, é então 

imerso (F3) em tampão fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7, à temperatura 

ambiente (25°C), por 1h, sob agitação. Em seguida, o material é colocado (F4) em 

contato com uma solução de etilenodiamina (16) 0,5 mol/L em tampão fosfato de 

sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7 à temperatura ambiente (25°C), por 14h, sob agitação; 

após esse período, o criogel (C) é mantido em contato (F5) com água destilada (A), 

à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação e, em seguida, mantido em 

contato (F6) com tampão fosfato de sódio (15), 0,05 mol/L, pH 7, à temperatura 

ambiente (25°C), por 1h, sob agitação. Depois desse período, o material é posto 

em contato (F7) com uma solução de glutaraldeído (17), com concentração de 5% 

em tampão fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7, à 12°C, por 5h, sob agitação; 
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após esse período, o material foi mantido em contato (F8) com água destilada (A), 

à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; e, em seguida, é mantido (F9) 

novamente em contato com uma solução (16) de etilenodiamina 0,5 mol/L em 

tampão fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7 à temperatura ambiente (25°C), por 

14h, sob agitação; após esse período, o criogel é mantido em contato (F10) com 

água destilada (A), à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação e, em 

seguida, mantido em contato (F11) com tampão fosfato de sódio (15), 0,05 mol/L, 

pH 7, à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação. Depois desse período 

o material é mantido (F12) em contato com o extrato da clorofila (EC), obtido na 

fase (II), diluído na proporção 1:1 (extrato (EC): tampão fosfato de sódio (15) 0,05 

mol/L pH 7), por 18 horas à 20 ºC, sob agitação e em ausência de luz. Após esse 

período, o material é mantido em contato (F13) com uma solução de tampão de 

fosfato de sódio (15), 0,05 mol/L, pH 7, à temperatura ambiente (25°C), por 1h, 

sob agitação; e, em seguida, mantido em contato (F14) com uma solução de 

etanolamina (18), 0,1 mol/L no tampão de fosfato de fosfato de sódio (15) 0,05 

mol/L, pH 7, à temperatura ambiente, por 1h, sob agitação; Após esse período é 

mantido (F15) em contato com uma solução borohidreto de sódio (19), 0,1 mol/L 

em tampão de fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7 à temperatura ambiente, por 

1h sem agitação e em frasco aberto (sem tampa). Depois disso, o material é 

mantido (F16) em contato com uma solução de tampão de fosfato de sódio (15), 

0,05 mol/L, pH 7, à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; e em 

seguida, em contato (F17) com água destilada (A) à temperatura ambiente (25°C), 

por uma hora, sob agitação; depois desse período, o material é mantido em contato 

(F18) com uma solução de sulfato de cobre (20) (Cu+2) 0,1 mol/L em água 

destilada (A), por 2 horas, à temperatura ambiente (25ºC), sob agitação; após esse 

período, é feito contato (F19) do material com água destilada (A), à temperatura 

ambiente, por 1h, sob agitação; e em seguida, é mantido em contato (F20) com 

uma solução tampão de imidazol (23) (15 mMol/L em 20 mMol/L de HEPES (21) 

e 0,2 mol/L de NaCl (22)), pH 7, por 2 horas à temperatura ambiente (25ºC), sob 
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agitação. Decorrido esse período, o material é colocado em estufa para secagem 

(F21) a 60oC, até que esteja totalmente seco (cerca de 72h), sendo assim finalizada 

a fase de funcionalização da matriz (III) e o adsorvente monolítico macroporoso 

polimérico funcionalizado com clorofila obtido (CF), estando pronto para ser 

empregado em processos de separação de biomoléculas, baseada em afinidade por 

íons metálicos. 

[027]  A invenção pode ser mais bem compreendida com o auxílio das figuras.  

[028]  A figura 1 apresenta um fluxograma de produção de um suporte 

monolítico macroporoso de poliacrilamida com alil glicidil éter por 

criogeleificação (criogel). 

[029]  A figura 2 mostra o fluxograma de obtenção do extrato de clorofila usado 

no processo de funcionalização. 

[030]  A figura 3 demonstra um fluxograma do processo de funcionalização do 

adsorvente, com a ligação de clorofila ao suporte (base de cálculo considerando 

monolitos de 0,25g para uso de 20mL de soluções). 

[031]  Em síntese, o inédito procedimento da modificação de adsorventes 

monolíticos poliméricos supermacroporosos é economicamente viável e propicia 

a produção de material adsorvente de menor custo, comparado aos materiais 

comerciais existentes, barateando os insumos para as indústrias e mantem ao 

máximo a bioatividade dos mesmos. Também, se baseia em fonte renovável e 

favorece os princípios da química verde. 

[032]  Esta invenção não se limita às representações aqui comentadas ou 

ilustradas, devendo ser compreendida em seu amplo escopo. Muitas modificações 

e outras representações da invenção virão à mente daquele versado na técnica à 

qual essa invenção pertence, tendo o benefício do ensinamento apresentado nas 

descrições anteriores e desenhos anexos. Além disso, é para ser entendido que a 

invenção não está limitada à forma específica revelada, e que modificações e outras 

formas são entendidas como inclusas dentro do escopo das reivindicações anexas. 
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Embora termos específicos sejam empregados aqui, eles são usados somente de 

forma genérica e descritiva e não como propósito de limitação. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. ADSORVENTE MONOLÍTICO MACROPOROSO POLIMÉRICO 

caracterizado por ser dotado de íons metálicos imobilizados e funcionalizado 

com extrato de clorofila vegetal. 

2. PROCESSO DE OBTENÇÃO, de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado por se dar em três fases, sendo a primeira correspondente à síntese 

do criogel (I), Figura 1, a partir da preparação de uma matriz base a partir da 

criogeleificação de uma mistura de acrilamida (1), N,N’-metilenobisacrilamida (2) 

e alil glicidil éter (3) em meio aquoso, com o processo de polimerização catalisado 

pela adição de persulfato de amônio (5) e N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (6), 

que se inicia com a pesagem (S1) de acrilamida (1), N,N'-metilenobisacrilamida 

(2) e de alil glicidil éter (3), na proporção de 3,67:1:1,17, respectivamente, para a 

obtenção de uma solução com 7% de solutos; a seguir, esses componentes são 

solubilizados (S2) com água destilada (A), a 80% do volume final, à temperatura 

ambiente, homogeneizados por 15 minutos sob agitação a 150 rotações por minuto, 

completando-se com água destilada (A) o volume final; em seguida, à solução em 

banho de gelo  (S3) são adicionados 0,14% em relação ao volume da solução (4), 

ou 2% em relação à massa de solutos da solução (4), de uma solução 0,5 g/mL de 

persulfato de amônio (5) e 0,091%, em relação ao volume da solução (4) ou 1,3% 

em relação à massa de solutos da solução (4), de N,N,N’,N’-

tetrametiletilenodiamino (6), sendo, novamente homogeneizada por 30 segundos, 

em banho de gelo (S4) e, então, vertida (S5) nos moldes, sendo esses fechados e 

colocados (S6) em banho termostático, à -12°C, por 24h; após esse período, a 

vedação dos moldes é aberta (S7) e os mesmos são deixados (S8) à 4°C, pelo 

período de 4h, e depois são levados para secagem (S9), em estufa à 60°C até peso 

constante; após a secagem (S9), o material é removido dos moldes e as 

extremidades são cortadas com uma lâmina fina (S10); então os monólitos são 

lavados (S11) com água destilada (A); a seguir o material (7) é novamente levado 

para secagem (S12) a 60°C até peso constante; a segunda fase, a de obtenção do 
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pigmento da clorofila (II), Figura 2, que é extraído a partir de folhas de vegetais 

secas (P), homogeneizadas com solução de álcool metílico (9) e água (A), sendo 

posteriormente concentrados (E12) para a eliminação do álcool (9), inicia-se com 

a retirada das folhas (E1) dos talos dos vegetais e em seguida as folhas (F) são 

lavadas (E2) com água (AT) e imersas (E3) em uma solução clorada (8) a 100 ppm, 

por 15 min; após esse período são lavadas (E4) com água (AT) e colocadas em 

peneiras para escorrer e eliminar o excesso de água (E5); em seguida, são 

colocadas em estufa com circulação de ar para secagem (E6) a 45 ºC por 48 horas; 

depois desse período, o material é triturado (E7) até obter um pó (P) e então são 

homogeneizados (E8) com uma solução de álcool metílico (9) a 70% na proporção 

1:3 (pó das folhas vegetais (F): álcool metílico (9) 70%, v/v); em seguida, o 

material é colocado no banho ultrassônico (E9) por 30 minutos e então coleta-se o 

sobrenadante (10), separando-o (E10) do material sólido por filtração; depois, 

acrescenta-se a mesma proporção inicial da solução de álcool metílico (9) 70% ao 

material (11) em pó recolhido e coloca-se novamente no banho ultrassônico (E9) 

pelo mesmo período de tempo, e então coleta-se o sobrenadante (12), sendo esse 

processo repetido por três vezes; os sobrenadantes coletados (10, 12, 13) e filtrados 

são centrifugados (E11) a 400 rpm por 10 min, e a seguir são concentrados (E12) 

em rotaevaporador rotativo a 40ºC até a eliminação do solvente e o extrato obtido 

(EC) é armazenado (E13) em frascos âmbar, à temperatura de -18ºC; e a terceira, 

a fase da funcionalização da matriz (III), Figura 3, que se dá a partir da formação 

de bases de Schiff sequenciais, na qual para cada 0,1 grama de criogel monolítico 

(C) (suporte polimérico), desidratado e obtido na fase I, são utilizados 8mL de 

solução - descritas individualmente para cada etapa, com a qual são colocados em 

contato em tubos fechados, mantendo-se agitação a 25 rotações por minuto (rpm), 

com exceção da etapa de contato com uma solução borohidreto de sódio (19), a 

qual ocorre sem agitação em tubo aberto, sendo que, entre uma etapa e outra, a 

solução anterior é drenada, mantendo-se no recipiente apenas o criogel hidratado 

(úmido) e para tanto, o criogel monolítico (C) é colocado em contato (F1) com 
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álcool metílico (14), à temperatura ambiente (25°C), sob agitação constante, por 

2h, sendo, em seguida, colocado (F2) em contato com água destilada (A) à 

temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; após esse período, é então 

imerso (F3) em tampão fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7, à temperatura 

ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; em seguida, o material é colocado (F5) em 

contato com uma solução de etilenodiamina (16) 0,5 mol/L em tampão fosfato de 

sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7 à temperatura ambiente (25°C), por 14h, sob agitação; 

após esse período, o criogel é mantido em contato (F6) com água destilada (A), à 

temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação e, em seguida, mantido em 

contato com tampão fosfato de sódio (15), 0,05 mol/L, pH 7, à temperatura 

ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; depois desse período, o material é posto em 

contato (F7) com uma solução de glutaraldeído (17), com concentração de 5% em 

tampão fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7, à 12°C, por 5h, sob agitação; após 

esse período, o material é mantido em contato (F8) com água destilada (A), à 

temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; e, em seguida, é mantido 

novamente em contato (F9) com solução uma solução de etilenodiamina (16) 0,5 

mol/L em tampão fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7 à temperatura ambiente 

(25°C), por 14h, sob agitação; após esse período, o criogel é mantido em contato  

(F10) com água destilada (A), à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação 

e, em seguida, mantido em contato (F11) com tampão fosfato de sódio (15), 0,05 

mol/L, pH 7, à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; depois desse 

período o material é mantido em contato (F12) com o extrato da clorofila (EC), 

obtido na fase (II), diluído na proporção 1:1 (extrato (EC): tampão fosfato de sódio 

(15) 0,05 mol/L pH 7), por 18 horas à 20 ºC, sob agitação e em ausência de luz; 

após esse período, o material é mantido em contato (F13) com uma solução de 

tampão de fosfato de sódio (15), 0,05 mol/L, pH 7, à temperatura ambiente (25°C), 

por 1h, sob agitação; e, em seguida, mantido em contato (F14) com uma solução 

de etanolamina (18), 0,1 mol/L no tampão de fosfato de fosfato de sódio (15) 0,05 

mol/L, pH 7, à temperatura ambiente, por 1h, sob agitação; após esse período é 

Petição 870210042388, de 10/05/2021, pág. 25/31



4/4 
 

 
 

mantido em contato (F15) com uma solução borohidreto de sódio (19), 0,1 mol/L 

em tampão de fosfato de sódio (15) 0,05 mol/L, pH 7 à temperatura ambiente, por 

1h sem agitação e em frasco aberto (sem tampa); depois disso, o material é mantido 

em contato (F16) com uma solução de tampão de fosfato de sódio (15), 0,05 mol/L, 

pH 7, à temperatura ambiente (25°C), por 1h, sob agitação; e em seguida, em 

contato (F17) com água destilada (A) à temperatura ambiente (25°C), por uma 

hora, sob agitação; depois desse período, o material é mantido em contato (F18) 

com uma solução (20) de sulfato de cobre (Cu+2) 0,1 mol/L em água destilada (A), 

por 2 horas, à temperatura ambiente (25ºC), sob agitação; após esse período, é feito 

contato (F19) do material com água destilada (A), à temperatura ambiente, por 1h, 

sob agitação; e em seguida, é mantido em contato (F20) com uma solução tampão 

de imidazol (23) (15 mMol/L em 20 mMol/L de HEPES (21) e 0,2 mol/L de NaCl 

(22)), pH 7, por 2 horas à temperatura ambiente (25ºC), sob agitação; decorrido 

esse período, o material é colocado em estufa para secagem (F21) a 60oC, até que 

esteja totalmente seco. 

3. USO, de acordo com as reivindicações 1 e 2, caracterizado por se dar 

em processos de separação de biomoléculas, baseados em afinidade por íons 

metálicos. 
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RESUMO 

ADSORVENTE MACROPOROSO COM IONS METÁLICOS 

IMOBILIZADOS, FUNCIONALIZADO COM EXTRATO DE CLOROFILA 

VEGETAL, PROCESSO DE OBTENÇÃO E USO 

Modificação da superfície de um adsorvente monolítico macroporoso polimérico 

a partir da imobilização da clorofila extraída de folhas vegetais para aplicação em 

processos de separação por cromatografia de afinidade por íons metálicos 

imobilizados. O adsorvente é obtido a partir de uma base constituída de acrilamida, 

N,N’-metilenobisacrilamida, N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina, alil glicidil éter 

e persulfato de amônio previamente produzida por criogelificação, e 

funcionalizada, empregando-se a solução do extrato metanólico (EC) de folhas 

vegetais (clorofila), e posteriormente soluções contendo o sal do metal de 

interesse. A obtenção do adsorvente monolítico macroporoso polimérico 

funcionalizado com clorofila se dá em três fases: a primeira corresponde à síntese 

do criogel, a fase de obtenção do pigmento da clorofila e a fase da funcionalização 

da matriz, a qual, resumidamente se dá a partir da formação de bases de Schiff 

sequenciais. 
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