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RESUMO

Existe um grande interesse nos processos de separagdo e concentracao de proteinas, pois as
etapas de purificacdo correspodem a 70-90% dos custos de produgao totais. A bromelina ¢ uma
enzima que pode ser obtida a partir do abacaxi, incluindo suas partes consideradas como
residuos e apresenta alto valor comercial. Os processos de separagdo por membranas aparecem
como um método atrativo, como ¢ o caso das membranas de afinidade, que combinam alta
seletividade com a alta produtividade associada as membranas de filtragdao. No entanto, apesar
dessas vantagens, pouco se tem estudado a respeito da aplicacdo dessa membrana na separagao
da bromelina. O objetivo desse trabalho foi produzir membranas de afinidade porosas através
da modificacao superficial de membrana comercial de policarbonato e produzir membranas de
afinidade densa através da modificacao superficial de membranas densas de poli (alcool
vinilico) (PVA) sintetizadas em laboratorio. Ambas foram aplicadas na separagdo da
bromelina e da albumina de soro bovino (BSA), proteina modelo. Para isso, foram investigados
os parametros para o desenvolvimento dessas membranas, como temperatura de secagem de
PVA, concentracdo de glutaraldeido (GA), temperatura de imobilizacdao de adsorvente (azul de
Coomassie brilhante), assim como os processos de adsor¢do e dessorcao. Os resultados de
permeabilidade hidraulica e adsor¢do de BSA deram indicios da modificacdo superficial,
mostrando que a rota proposta apresenta potencial para ser utilizada no desenvolvimento de
membranas de afinidade. No caso da BSA, foi possivel comprovar que a modifica¢dao
superficial aumentou em 76% a adsorcao dessa proteina na membrana densa, com dessorcao de
76%. Na membrana porosa em sistema continuo, foi possivel adsorver 67,71 mg de BSA por
grama de membrana. No caso da bromelina, em pH 6,5, obteve-se a adsor¢ao de 61,07 mg de
bromelina por grama de membrana porosa e 6 % dela foi dessorvida em membrana densa com

aumento expressivo na atividade enzimatica especifica de 76,7 para 989,1 U/mg.

Palavras-chave: Bromelina. Membrana. Afinidade. Adsorcao.



ABSTRACT

There is a great deal of interest in protein separation and concentration processes, as purification
steps correspond to 70-90% of total production costs. Bromelain is an enzyme that can be
obtained from pineapple, including its parts considered as residues and has high commercial
value. The membrane separation processes appears as an attractive method, as is the case of
affinity membranes, which combine high selectivity with high productivity associated with
filtration membranes. However, despite these advantages, little has been studied regarding the
application of this membrane in the separation of bromelain. The objective of this work was to
produce porous affinity membranes through the surface modification of commercial
polycarbonate membrane and to produce dense affinity membranes by surface modification of
dense polyvinyl alcohol (PVA) membranes synthesized in laboratory. Both were applied in the
separation of bromelain and bovine serum albumin (BSA), model protein. For this, the
parameters for the development of these membranes, such as PVA drying temperature,
glutaraldehyde concentration (GA), adsorbent immobilization temperature (Coomassie blue
brilliant), as well as the adsorption and desorption processes were investigated. The results of
hydraulic permeability and adsorption of BSA gave evidence of surface modification, showing
that the proposed route has potential to be used in the development of affinity membranes. In
the case of BSA, it was possible to prove that the surface modification increased the adsorption
of this protein by 76% in the dense membrane, with 76% desorption. In the porous membrane
in a continuous system, it was possible to adsorb 67.71 mg of BSA per gram of membrane. In
the case of bromelain at pH 6.5, 61.07 mg of bromelain per gram of porous membrane was
obtained and 6% of it was desorbed on a dense membrane with an expressive increase in

specific enzyme activity from 76.7 to 989.1 U / mg.

Keywords: Bromelain. Membrane. Affinity. Adsorption.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Participagao relativa dos estados brasileiros na producado de abacaxi em 2017......20
Figura 2- Estrutura tridimensional da bromelina do caule. ...........ccccceeveiiiiciiinciieie e, 22
Figura 3- Estrutura tridimensional da bromelina da fruta. .............ccccoooiiiinininiiinieee 22
Figura 4- Estrutura molecular do policarbonato.............ccceeeuieriiiiiieniieeiieniecieeee e 32
Figura 5- Estrutura molecular do PVA ...t 33
Figura 6- Formula estrututal do glutaraldeido. ............ccooviiiiiiiiiiiiiiee e 34
Figura 7- Estrutura do azul de Coomassie brilhante G-250. .........ccccocveeiiieniieiiieniieieeie e, 35
Figura 8- Estrutura da BSA. ......oo ittt ettt e 36
Figura 9- Mecanismo de reacdo entre 0 PVA € 0 GA .....cocoiiiiiiiiiiiiniiienececeeee 37
Figura 10- Rota de modificacdo para a membrana porosa de policarbonato. ............ccceenieen. 38
Figura 11- Rota de sintese/ modificagdo para a membrana densa de PVA..........c.ccoeeienee. 38
Figura 12- Sistema de filtracdo em escoamento frontal a membrana. ..........cccceceeveerveneennene. 43
Figura 13- Sistema utilizado para o teste de permeabilidade hidraulica. ............ccccceeneenee. 46

Figura 14- Espectro de infravermelho das membranas porosas sem modificacdo e modificadas
com PVA em 26°C € @ 30°C. ...coiiiiiiiiiiiieieeteteeee et 54
Figura 15- Comprimento de onda méximo do corante Azul de brilhante..............ccccooceee. 56
Figura 16- Membranas produzidas por trés temperaturas de imobiliza¢ao do corante: ambiente,
50PC € BOOC . .ttt ettt ettt b ettt b et as 57
Figura 17- Imagem da superficie da membrana porosa modificada por microscopia eletronica
de varredura com ampliacao de 15000 VEZES. .....cceeeeruvieeriiiieiiieeiieeeiee et 58
Figura 18- Variacdo do fluxo com o tempo de operagdo para a membrana sem modificagao,
modificada com PVA e GA e modificada com PVA, GA e azul de Coomassie brilhante. .....59
Figura 19- Deposicdo e formagdo de grupos formados na superficie da membrana porosa de
POLICATDONALO. ....viieiiiieiie ettt e ee e e tae e et e e s aeeeesaeeesnseeeesseeeesseeennsaeennaeeans 60
Figura 20- Espectro no infravermelho para as membranas porosas sem modificacdo e
MOAIFICAA. ..ottt 61
Figura 21- Membrana densa produzida submetida a modificacdo pelo GA e pelo azul de
Coomassie DIIThANte. .........ccooiiiiiiiiiiii e 65
Figura 22- Deposi¢ao e formacao de grupos formados na superficie da membrana densa de

PVA/GA. .ottt sttt 66



Figura 23- Imagem da superficie densa modificada por microscopia eletronica de varredura
com ampliagao de 1000 VEZES. ....ccueeevieriieeiieiieeieerie et eee et et eeteesiteebeessaeeseesaaeesseessneeseens 67
Figura 24- Ponto de carga zero da membrana densa produzida. ...........ccceeeevveerieeenieeennennne. 68

Figura 25- Espectro no infravermelho para as membranas densas sem modificacdo adicional e

INOAITICATA. .eveeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eeeseeenmssnnsmesnenmssnnsmnmnmnmnnne 69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Principais resultados obtidos para as membranas porosas e densas........................ 53

Tabela 2- Resultados para a quantificagdo da adsorcao para a avaliagdo das concentragdes de

GA CMPTEZAAAS. ..eevvieniiieiiieiie et eiee et erte ettt e et estteete e teeesbeesseeeseesseeesseenssesnseesnseanseessseeseens 55
Tabela 3- Concentragdes residuais do corante azul de Coomassie brilhante na agua de lavagem
L4 E TR 0115500 o) 33 T2 SRS S 56
Tabela 4- Variacdo da adsor¢do de bromelina em funcdo do pH empregado. ....................... 62
Tabela 5- Resultados para o teste de adsor¢ao da BSA em sistema continuo.......................... 63

Tabela 6- Teste de adsor¢do de BSA obtidos para os trés tipos de membranas densas testadas.

Tabela 7- Resultados para o teste de deSSOTCAO. .....ccvuvieeciiiieciiieeieeeiie e 70

Tabela 8- Resultados para o teste de adsor¢ao e dessor¢ao da bromelina............ccceevveeerennenn. 71



LISTA DE SIGLAS

BSA- Albumina de soro bovino

CDU- Unidade de digestao de caseina

Da- Unidade de massa molar, Dalton
FTIR- Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
GA — Glutaraldeido

HSA- Albumina de soro humano

M- Concentragao molar

MEV- Microscopia eletronica de varredura
PC- Policarbonato

PCZ — Ponto de carga zero

PEG- Polietilenoglicol

pH- Potencial hidrogenionico

pl- Ponto isoelétrico

Pt- Proteina total

PVA- Poli(vinil)alcool

TCA- Acido tricloroacético

TRIS- Trisamina



LISTA DE SIMBOLOS

Ap Diferenca de pressao [bar]
J Fluxo de permeado [L.m2h']
t Tempo de permeagdo [h]
Am Area da membrana [m?]
Ly Permeabilidade hidraulica [L. m2.h!bar!]
R? Coeficiente de correlacao []
V, Volume de permeado [L]
Ciirosina ~ Concentragdo de tirosina [ug. mL1]
Vi Volume total da analise [mL]
Va Volume da amostra [mL]
ti Tempo de incubagdo [min]
Ci Concentragio inicial [mg. mL']
Ct Concentracdo final [mg. mL!]
a Atividade enzimatica [U.mL™]

as Atividade enzimatica especifica [Umg']



SUMARIO

1. INTRODUQGAO . ....cucuerrirerererenesenesesesesesesesesesesssesssssesesesssssesssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssses 15
2. OBUIETIVOS iiiiitinttnnnecnenssesssessssesssessssessssssssesssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssss 18
2.1 OBJETIVO GERAL ...ttt ettt st st 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o 18
3. REVISAQ BIBLIOGRAFICA .....ceueumreunrennsenssesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssassasassens 19
BT ABACAXIT ..ttt ettt et ettt e et e e b et e ebeeeateeane 19
3.2 BROMELINA ..ottt ettt ettt e b e st ebe e et esateebeesane e 21
3.2.1 Aplicacies da Dromelina ........coceeeeeeicirnicssnnicssnnncssanesssnnessssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssses 23
3.3 PROCESSOS DE SEPARACAO E PURIFICACAO........c.cooooieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeverernans 24
3.4 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS .......c.coooviieeeeeeeeeeerereeeens 26
3.4.1 Fluxo de permeado e permeabilidade hidraulica ..........ccccevvercevercssercssnrcscnrcssnnncnn 27
3.4.2 URrafiltraco...ccccceeeccsccseeicsscsasscsssssssecsssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssasssssses 28
3.5 MEMBRANAS DE AFINIDADE .....iiiiiiniiniinininniissnicssisssnsssssssssessssssssesssssssssssssssnses 30
3.5.1 Modificacao superficial de MeMDIranas........cuevveenreesseecsensseenssenssnecsaenseesssessssesanes 31
RESTZN o1] U1 5 1110 1 1 OO 32
RESTR N o V. VO 33
3.5.4 Glutaraldeido (GA) cccccveeecscsrnnrccsssnrecsssssnsecssssssessssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssasssssssss 34
3.5.5 Azul de Coomassie DriIRANLE .......cuueieeveeiervriiisniiissnniissnrinssnncnsnnenssncsssnessssnessssscsssseses 34
3.5.6 BSA (proteina MOdelo) .....cccuiereercsenicssnnicssanicssanssssanssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssss 36
3.5.7 ROtas SUZETIAAS ..ceeeeeererereressercssnncsssnrcssansssssnssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssssss 37
4. METODOLOGI A ....uuoouuineineineneisncssicsnsssesssissssssesssicsssssassssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssas 39
4.1 MATERIALS ettt sttt et st 39
4.2 PREPARO DAS SOLUCOES DE BROMELINA PADRAO.........ccccooeveveeeirernnnne. 39
4.3 PREPARO DAS SOLUCOES DE BSA .....ooouiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 40
4.4. PREPARO DO REAGENTE DE BRADFORD ....c..coociiiiiiiiiiiiinicieceeeeceeeee 40
4.5 DETERMINACAO DA PROTEINA TOTAL .....ooiiieeieieeeeeeeeeeeeeee e 40
4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA DA BROMELINA .......c.ooovviiiiioieieeeeeeeeeeeeeeeeeesen e 41
4.7 MODIFICACAO DAS MEMBRANAS POROSAS .......oovvieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeve e, 42
4.7.1 Lavagem das MEMDIANAS .....ccceeeivrisisrnessencssnicssssncsssnscssssesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssss 42

4.7.2 Modificacdo das membranas porosas de policarbonato pelo PVA...............ccecuveeuues 42



4.7.2.1 Teste para determinar a melhor condicao de secagem do PVA na membrana porosa.43

4.7.3 Modificacdo das membranas porosas de policarbonato pela reticulacio do PVA e

L 44
4.7.3.1 Teste para determinar a melhor concentragao de GA..........coeevveeviieivciie e 44
4.7.4 Imobilizacao do azul de Coomassie brilhante.........ccoeeeeeivvericssssnniccsssnniessssnnsecsssnnnee 44

4.7.4.1 Teste para determinar a melhor temperatura de imobilizagdo do azul de Coomassie

DITINANLE. ... et ettt e et e e e e s beeeebe e e s bt e eeabeeesnbeeennbeeenreeennaaeenraeens 45
4.7.5 Caracterizacdo das membIranas POT0SAS .......ccoccreerecssssssressssssssssssssssessssssssssssssssssssssasss 45
4.7.5.1 Permeabilidade hidraulica ...........cccoviriiiiiiiiiiiieeeeeee e 46
4.7.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ..................... 47
4.7.5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) ..o, 47
4.7.6 Experimento de adsor¢ao da bromelina em batelada...........cccovveeieciisnnriccscsnnrccsscnnnee 47
4.7.6.1 Investigagdo do melhor pH de adsor¢@o da bromelina.............cceevvveevienieeiiiencieeieenen. 47
4.7.7 Teste de adsor¢ao de BSA em sistema CONtINUO ....ccccveeieciirnericssssansecssssnssessssssscsssanes 48
4.8 SINTESE E MODIFICACAO DAS MEMBRANAS DENSAS ......covviiiiiiiieeireeeeeens 48
4.8.1 Sintese das membranas densas de PVA.........iiiiiiinnvinnsinnsennsicsenssnccssssssssessnns 48
4.8.2 Modificacao das membranas densSas......cccceceeicrscsanrccsssnseccssssssscssssssesssssssssssssssssssssnans 49
4.8.3 Teste de adsor¢ao do BSA na membrana densa ..........ecceccceeeicnscsnnsccsssnssccssssssscssnnnse 49
4.8.4 Caracterizacao das membranas denSas.......cccceecveerccssseseccssssnsscssssnssessssssssesssssssssssnnans 50
4.8.4.1 PONtO € CAIZA ZEIO....c.veiuviriiiiieitieiteteete ettt ettt sttt 50
B84 2 FTIR..... oottt ettt ettt et e et e bt e et e et eeab e e bt e e abeesaeeeabeesnteenseaaneas 51
A.BA3 MEV ..ottt et et ettt et sareen 51
4.8.5 Teste de dessorcio da proteina BSA .........icoiicivninisnnnssnnisssnncssnnsssnsssssnssssssssssssssssnes 51
4.8.6 Teste de adsorcao e dessorcao da bromelina ..........eeeeiececeiicccsneneeeieccsssscssnsssssseccssssssens 52
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...uuuinincancsssinscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 53
5.1 MEMBRANAS POROSAS ..ottt 53
5.1.1 Secagem da MEMDIaANA ......ueiiiiiivericiisseniicsssnrncsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 53
5.1.2 Concentracao de GA ......coeiicoinnnnricsssssnicsssssssiosssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 55
5.1.3 Temperatura de imobilizacio do azul de Coomassie brilhante .............cccevveeuernnen. 55
5004 MEV.iiiiniiitinniiincneinsissesssisssssssissssssssisssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssassss 57
5.1.5 Permeabilidade hidraulica............eieeiueinuinneinsenniiininseissnenneessnessssissnecsssecsseessenns 58
5,106 FTIR .uuooeieieeiiniienneennecsensneessessssesssessssssssessssesssassssssssassssssssasssssssssssssasssassssessassssassss 60
5.1.7 pH de adsorcao de bromelina..........ceieeceicninicssnicssnnicssnnisssssesssssesssnssssssosssssssssssssnss 61

5.1.8 Adsor¢ao de BSA em Sistema CONLINUO .....cceeeeerrrnerccniseniccsssnnsscssssnssesssssssscssssnssscssnnnss 63



5.2 DAS MEMBRANAS POROSAS AS MEMBRANAS DENSAS.........ccccooomvereeirrinienene. 64

5.3 MEMBRANAS DENSAS ...ttt 65
5.3.1 Teste de adsor¢ao de BSA em membrana densa ........ccccceeiicssssneseeiecssssscsssssssssccsssssssens 65
5.3.2 MEV.iciictiniinninnninnsisssisssissssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssns 67
5.3.3 Ponto de carga Zero (PCZ)........ueiervercnsercssnncsssnncssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 68
5.3.4 FTIR uuuiieiiictinneennensnensnnsssesssessssesssessssesssessssesssassssssssassssssssasssssssssssssssssassssssssssssasess 69
5.3.5 Teste de dessor¢cao da BSA da membrana.........eeeeiecccniscnssnssssiecesssscssssssssscssssssssses 70
5.3.6 Adsorcio e dessorcio de Bromelina..........cciicceiiiicnnneeiiicccsiscsssnsnseiccssssscssssssssscsssssssnens 71
6. CONCLUSOES ...cutiminincnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 73
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......coooveerrerrersressesessssssssssssssessesessesans 75
APENDICE ....ouneueeennennsenssensessssessssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssasassssassens 86

Apéndice A- Curva de calibracdo para a quantificacao de proteina total pelo método de
Bradford....eiiiiinniiiinniniinniineiiniiniiisiisiisiisiisiisississtisstsstsssssssssssssasssaes .86

Apéndice B- Curva de calibracio para a quantificacdo da atividade enzimatica............. 86



15

1. INTRODUCAO

Existe um grande interesse no uso eficiente de residuos agroindustriais da industria de
alimentos (SILVESTRE et al., 2012). A industria do abacaxi, especificamente, ¢ conhecida por
gerar quantidade significativa de residuos so6lidos e valores altos como 75-80% tém sido
reportados (GIL; MAUPOEY, 2018), uma vez que apenas 25% da fruta pode ser aproveitada
como produto comercializavel (TAP; MAJID; KHAIRUDIN, 2016).

O Brasil, especialmente, ¢ um dos principais produtores de abacaxi do mundo
(HOSSAIN; AKHTAR; ANWAR et al., 2015) com 99% da sua produgao destinada ao mercado
interno (DOSSA e FUCHS, 2017). No ano de 2017, a estimativa de producdo de abacaxis no
Brasil foi de 1,7 bilhdo de frutos (IBGE, 2017).

Com o aumento da producao de abacaxi, os residuos dessa fruta, como casca e caule,
também aumentam proporcionalmente e a disposicao deles representa um problema crescente
(KETNAWA; CHAIWUT; RAWDKUEN, 2012). Duas alternativas possiveis para o
aproveitamento desse residuo sdo a utilizagdo dele como ragdo animal e disposi¢ao no solo,
como adubo, no entanto, essas op¢des subutilizam o potencial que ele tem (GIL; MAUPOEY,
2018; SITI ROCHA et al., 2013).

Os residuos de abacaxi foram identificados como uma fonte potencial de componentes
valiosos, como a enzima bromelina, uma protease (NOR et al., 2015). As proteases dominam
aproximadamente 60% do mercado total de enzimas devido as suas diversas aplicagdes
industriais e terapéuticas (WU et al, 2017). A bromelina, particularmente, tem aplicacdes
importantes nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e téxtil (NOR et al., 2016; WU
et al., 2017).

Apesar do Brasil ser um importante produtor de abacaxi, ele ndo extrai a bromelina, que
¢ importada pela industria por valores muito altos, atingindo R$ 14.000,00, o quilo
(INSTITUTO AGRONOMICO DO PARANA, 2016). Na verdade, os processos de extragdo e
purificagdo de bromelina para uso farmacéutico tém sido estudados no Brasil, mas o pequeno
nimero de pesquisas envolvidas e as restricdes relacionadas a viabilidade de escalonamento
dos processos tém obrigado a industria brasileira a importd-la (COELHO; SILVEIRA;
TAMBOURGI, 2014). Aliado a isso, vale ressaltar que esses processos de purificagdo sao
caros, correspondendo a 70-90% dos custos de producao totais (SOARES et al., 2012).

A purificagdo da bromelina ¢é, portanto, muito desejdvel e técnicas efetivas e

economicamente viaveis devem ser desenvolvidas para esse fim (NADZIRAH et al., 2013).
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Entre esses métodos, a separacdo por membranas € uma alternativa, pois tem mostrado bons
resultados na extracdo de proteinas em escala laboratorial e industrial (NOVAES et al., 2016).
O processo de separacdo por membranas ¢ vantajoso na separagdo de enzimas, pois pode ser
realizado a temperatura ambiente, ¢ de facil escalonamento e ¢ economicamente viavel (NOR
etal., 2016; LIMA; SANTANA; SOUZA, 2009)

A membrana de afinidade, um tipo especial de membrana, tem sido desenvolvida para
combinar a seletividade de resinas (adsor¢do) com a alta produtividade das membranas de
filtragdo (KLEIN, 2000). Elas sdo produzidas por meio da modificacdo da superficie da
membrana de forma a adicionar grupos quimicos que tém afinidade especifica com o alvo a ser
separado.

Entre os métodos disponiveis para a modificagdo tem-se o tratamento com plasma e a
modificacdo quimica obtida pela reacdo direta de solugdes na superficie da membrana (COSTA,
2009; ISHAK et al., 2017), sendo o ultimo mais acessivel € menos oneroso.

Neste trabalho, propos-se uma metodologia para a modificacdo superficial de uma
membrana porosa comercial de policarbonato e a sintese, seguida da modificacdo superficial
de uma membrana densa de PVA, através do método da reagdo direta na superficie. O objetivo
foi o de melhorar o processo de separagdo da bromelina por meio dessas membranas de
afinidade, que associam a adsor¢ao com a filtracdo. Para tal, inicialmente, foram investigados
os parametros para a modificagdo da membrana porosa e as melhores condigdes obtidas para a
membrana porosa foram utilizadas para o preparo da membrana de afinidade densa. As rotas
de modificagdo propostas foram baseadas na reacdo de reticulagio entre o PVA e o GA, reagao
entre o GA e o corante e a afinidade existente entre o corante azul de Coomassie brilhante e as
proteinas As membranas de afinidade produzidas foram caracterizadas e testes de adsorcdo e
dessor¢ao foram realizados. A adsorcdo e dessor¢do da albumina de soro bovino (BSA), que ¢
considerada uma proteina padrao na literatura, também foi estudada nas membranas produzidas.
Os testes deste trabalho foram conduzidos com bromelina padrdo comercial.

Este trabalho foi o segundo nessa linha e o primeiro do grupo de pesquisa, contando
com a parceria do departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA), representado
pela Prof.* Miriam Amaral, e do departamento de Engenharia de Minas, representado pelos
professores Paulo Branddo e Sonia Denise. O trabalho anterior a esse, desenvolvido por um
grupo de LOP (Laboratorio de Operagdes e Processos) em 2017, comparou a separagao da
enzima pelo processo de extracdo aquosa de duas fases e pelo processo por membranas e os
autores verificaram que esse ultimo apresentou melhores resultados (SIMOES et al., 2017).

Tendo em vista isso, o presente trabalho buscou o refinamento do processo por membranas por
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meio do desenvolvimento de membranas de afinidade, com uma rota de modificagdo ainda ndo

relatada na literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de membranas de afinidade,
porosas e densas, por meio da modificacdo superficial, para a separagcdo de proteinas, em
especial, a bromelina e a BSA. A membrana de afinidade porosa foi preparada pela modificagao
superficial de uma membrana comercial de policarbonato e a membrana de afinidade densa de

PVA foi sintetizada em laboratério, sendo também submetida a modificagdo superficial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sdo apresentados abaixo:

e Sintetizar dois tipos de membrana de afinidade, uma porosa e uma densa;

e Definir as condi¢des para o desenvolvimento das membranas porosas como,
temperatura de secagem do PVA, concentracdo de GA e temperatura de imobilizacao
do corante azul de Coomassie brilhante (adsorvente) e utilizar as melhores condi¢oes
obtidas nessa etapa para o desenvolvimento das membranas de afinidade densas;

e Definir a melhor rota de preparo de membrana densa (membrana sem modificagao,
membrana modificada diretamente pelo azul de Coomassie brilhante ¢ membrana
modificada pelo GA e pelo azul de Coomassie brilhante) através do teste de adsor¢ao
da BSA na membrana;

e (aracterizar as membranas porosas produzidas utilizando permeabilidade hidraulica,
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e microscopia
eletronica de varredura (MEV) com o intuito de verificar o efeito da modificagao
superficial nessas membranas;

e Caracterizar as membranas densas produzidas utilizando o teste de ponto de carga zero
(PZC), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

microscopia eletronica de varredura (MEV). O PZC foi utilizado para propor uma



19

metodologia para a dessorc¢ao e os dois tltimos foram utilizados principalmente para
verificar o efeito da modificagdo superficial;

¢ (Quantificar a adsor¢ao e dessorc¢ao das proteinas nas membranas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ABACAXI

O abacaxi (Ananas comosus) ¢ uma planta monocotiledonea, herbacea e perene da
familia Bromeliacea (LIMA et al., 2017). E originario do continente americano, sendo também
cultivado na Asia e na Africa (RODRIGUES et al., 2016). De clima tropical, apresenta
crescimento 6timo e melhor qualidade de frutos na faixa de temperatura de 22 a 32°C e chuvas
de 1200 a 1500 mm anuais (CRESTANI et al., 2010).

E uma das frutas comerciais mais importantes no mundo (HOSSAIN; AKHTAR;
ANWAR, 2015), a terceira fruta tropical mais popular (CAMPOS et al., 2019), sendo
consumida naturalmente ou como ingrediente em produtos como sucos concentrados, geleias,
esséncias e picles (CHAURASIYA; HEBBAR, 2013).

O abacaxi destaca-se pelo seu valor energético; apresenta alta composi¢do de agucares
e valor nutritivo devido a presenga de sais minerais (calcio, fosforo, magnésio, potéssio, sodio,
cobre e 1odo) e de vitaminas (C, A, Bi, B> e Niacina) (GRANADA; ZAMBIAZI;
MENDONCA, 2004). Sua composi¢ado varia de acordo com a época do ano em que ¢ produzido,
variedade e condicdes climaticas (LIMA et al., 2017), por exemplo, uma espécie que amadureca
no inverno tem um maior teor de acidez e menor teor de agucar, enquanto que o fruto que
amadurece no verao, tem um menor teor de acidez e um maior teor de agicar (RIBEIRO, 2015).

Tailandia, Filipinas, Brasil e a China sdo os principais produtores de abacaxi do mundo,
fornecendo quase 50% da producao total (HOSSAIN; AKHTAR; ANWAR, 2015). Em relacao
aproducao de abacaxi no Brasil, esta estd concentrada principalmente na regido Norte, Nordeste
e Sudeste do pais (GUIMARAES, 2015). No Norte, o destaque é para o estado do Para e no
Sudeste, o estado de Minas Gerais lidera como terceiro produtor do pais. O grafico da Figura 1

apresenta a participagdo dos principais estados produtores.
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Figura 1- Participagao relativa dos estados brasileiros na produgdo de abacaxi em 2017.
Fonte: Adaptado de (IBGE/LSPA fevereiro/2017), disponivel no relatorio da Secretaria de Estado de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Minas Gerais.

A producio brasileira do abacaxi é, em sua maioria, destinada ao mercado interno de
frutas secas, sendo menos de 1% do total exportado (REINHARDT et al., 2000). As cultivares
mais plantadas no Brasil sdo a Pérola e a Smooth Cayenne, sendo a Pérola considerada
insuperavel para o consumo ao natural, gragas a sua polpa suculenta e saborosa (LIMA et al.,
2017).

O abacaxi ¢ um fruto muito apreciado em varias regides do mundo, constituindo-se em
um dos principais produtos da fruticultura nacional, mas apesar da abundancia do cultivo dessa
fruta no Brasil, o aproveitamento industrial ainda € pequeno frente ao consumo da fruta in
natura, sendo necessaria a busca de alternativas para o seu uso, visando o aproveitamento do
excesso de safras, principalmente pela industria, para a fabricacdo de produtos ndo tradicionais
(ARAUIJO et al., 2009).

A industria do abacaxi ¢ conhecida por gerar quantidade significativa de residuos
solidos, tendo em vista que somente 25% da fruta ¢ aproveitada como produto comercializavel
(TAP; MAJID; KHAIRUDIN, 2016). Somente o caule da fruta contribui com 20% do total de
residuos gerados pela industria de processamento do abacaxi (CAMPOS et al., 2019).

Quando estes residuos sao usados como racao animal ou sdo dispostos no solo, o seu
potencial ¢ subutilizado (GIL; MAUPOEY, 2018; SITI ROCHA et al., 2013). Comumente, os
agricultores também manipulam esses residuos por secagem ao sol e queima, o que ndo ¢
ambientalmente correto (NAKTHONG; WONGSAGONSUP; AMORNSAKCHAI 2017).
Atualmente, o residuo do abacaxi ¢ visto como uma matéria-prima que pode ser convertida em
produtos de maior valor agregado, mas a maioria deles ainda desenvolvidos em escala

laboratorial (CAMPOS et al., 2017).
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3.2 BROMELINA

Bromelina ¢ uma proteina digestiva que pode ser categorizada como uma protease € as
proteases pertencem ao grupo de enzimas que tém a funcdo catalitica de hidrolisarem as
ligagdes peptidicas de proteinas (TAP; MAJID; KHAIRUDIN, 2016). A bromelina ¢
semelhante em fung@o a papaina e a ficina e sua atividade enzimética é dependente do grupo
tiol de um residuo de cisteina no seu sitio ativo (AMID et al., 2011).

Entre as plantas da familia Bromeliaceae, o abacaxi (Ananas comosus), ¢ a fonte mais
conhecida da bromelina (SILVESTRE et al., 2012). Essa enzima ¢ naturalmente extraida do
abacaxi e pode ser obtida mesmo a partir de suas partes ndo comestiveis, normalmente
consideradas como residuos na induastria (NOR et al., 2016). Apesar de presente em varias
partes do abacaxi, como o caule, a fruta, folhas e casca, a bromelina € produzida em quantidades
apreciaveis somente no caule e na fruta. Em comparagdo com a fruta, a concentragdo de
bromelina no caule ¢ maior, além disso, o caule ¢ mais barato, uma vez que a fruta ¢ consumida
(RAMLI et al., 2017).

A bromelina ndo est4 presente durante os estagios iniciais do desenvolvimento da fruta;
no entanto, seu nivel aumenta rapidamente e permanece alto até o amadurecimento. Apds o
amadurecimento, os niveis diminuem ligeiramente. Esta ¢ uma das vantagens do uso do abacaxi
como fonte de proteases em comparagao com outras plantas porque € a Unica fruta que contém
concentragdes relativamente altas de proteases mesmo no estagio maduro (SILVESTRE et al.,
2012).

A bromelina é composta por proteases, que incluem a bromelina do caule e a bromelina
da fruta (NADZIRAH et al., 2013). A bromelina do caule (EC 3.4.22.32), mais importante do
ponto de vista da aplicagdo industrial, na medida em que mostra atividade em ampla gama de
pH, ¢ a proteinase de cisteina mais estudada em preparacdes de bromelina derivadas do caule
de abacaxi. J& a bromelina da fruta (EC 3.4.22.33) ¢ uma proteinase de glucoproteina presente
no suco do abacaxi (CORSO; WALISZEWSKI; WELTI- CHANES, 2012; BERNELA;
AHUJA; THAKUR, 2016). As estruturas tridimensionais assim como a sequéncia de
aminodacidos da bromelina do caule e da bromelina da fruta sdo apresentadas nas Figura 2 e 3,

respectivamente.
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Figura 2- Estrutura tridimensional da bromelina do caule.
Fonte: (Search SWISS-MODEL REPOSITORY, 2017).
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Figura 3- Estrutura tridimensional da bromelina da fruta.
Fonte: (Search SWISS-MODEL REPOSITORY, 2017).

A bromelina do caule ¢ constituida por uma unica cadeia polipeptidica com 212
aminoacidos dobrados em dois dominios de estruturas estabilizados por pontes dissulfeto e
numerosas ligacdes de hidrogénio (SOARES et al., 2012). Sua massa molecular média ¢ de
24,5 kDa, com um valor pl (ponto isoelétrico) de 9,55 (ROWAN, 2012) e coeficiente de difusao
de 7,77. 107 cm?.s' (MURACHI; TAKAHASHI, 1969). Por outro lado, a bromelina da fruta
apresenta pl em 4,6 (NADZIRAH et al., 2013) e massa molecular média de 31 kDa (SOUZA



23

et al., 2005). Toda a bromelina comercialmente disponivel ¢ derivada do caule (BALA et al.,
2013).

A bromelina do caule também ¢ muito estadvel, o que permite que a enzima mantenha
sua atividade biologica a temperaturas entre 40 ¢ 60°C, na qual a maioria das enzimas ¢
desnaturada (COELHO; SILVEIRA; TAMBOURGTI, 2014).

Entre o pH 5,5 ¢ 8,0, a atividade enzimatica da bromelina ¢ mantida (PAVAN et al,,
2012), mas em condi¢des de estresse, como temperatura elevada, presenga de solventes
organicos € quimicos, pode ocorrer um decréscimo da atividade (SOARES et al., 2012).

A bromelina comercial é um produto de alto valor agregado e isso se deve aos altos
custos dos processos atualmente disponiveis para a sua purificagdo e obtengao, o que tem levado
ao desenvolvimento de varias estratégias de purificagdo (COSTA, 2014), como extragdo
liquido-liquido, sistemas micelares, precipitagcdo, técnicas cromatograficas e processos por

membranas (BALA et al., 2012).

3.2.1 Aplica¢oes da bromelina

A enzima bromelina tem fungdes uteis para as industrias alimenticia, farmacéutica,
cosmética e téxtil (NOR et al., 2016; WU et al., 2017).

Na industria alimenticia, a bromelina tem sido utilizada para o amaciamento de carne,
clarificagdo da cerveja, no processo de assamento de paes e como suplemento (KETNAWA;
CHAIWUT; RAWDKUEN, 2012; AMID et al., 2011; BALA et al., 2013). Durante o processo
de amaciamento, a bromelina quebra o material fibroso presente na carne (COELHO;
SILVEIRA; TAMBOURGI, 2014). Na induastria de panificagdo, a bromelina melhora o
relaxamento da massa, permite que ela aumente uniformemente e produza farinha
hipoalergénica, apropriada para pacientes alérgicos ao trigo (ARSHAD et al., 2014).

A bromelina também tem sido estudada para aplicagdes na industria cosmética e de
higiene como ingrediente ativo em dentifricios e produtos de pele, tratamento de acne, rugas e
pele seca (ARSHAD et al., 2014). E usada como ingrediente ativo para fornecer efeitos de
peeling (BALA et al., 2013) e como agente de limpeza (CHAURASIYA ; HEBBAR, 2013).

Esta enzima ¢ amplamente utilizada na industria farmacéutica como ativo para o
tratamento de doencas inflamatorias, disturbios intestinais, doengas relacionadas com a

coagulacdo do sangue (NOR et al.,, 2015), como agente fibrinolitico (CHAURASIYA;
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HEBBAR, 2013), tratamento oral para queimaduras de terceiro grau (BERNELA; AHUJA;
THAKUR, 2016), aplicacdo terapéutica de anticorpos (TAP; MAJID; KHAIRUDIN, 2016) e
acdo mucolitica (COSTA et al., 2014).

Na industria téxtil, ¢ incorporada ao processamento de couro (WU et al., 2017). Nesse
segmento, a bromelina também ¢ utilizada para melhorar a qualidade de tingimento de fibras
proteicas (BALA et al., 2013).

Muitas aplicagdes tém sido estudadas e com o aumento do emprego da bromelina,

amplia-se o interesse em determinar métodos vidveis de extracao e purificacdo dessa enzima

(COSTA et al., 2014).

3.3 PROCESSOS DE SEPARACAO E PURIFICACAO

A produgdo comercial da bromelina consiste em varios processos, tais como extracao,
purificacdo e concentragdo, secagem e embalagem na forma de p6 (NOR et al., 2015). Os
processos de isolamento e purificagdo sdo as etapas que requerem materiais € operagdes mais
caras ou sdo extremamente laboriosos (AMID et al., 2011). Levando-se em consideracao
aspectos econdmicos e técnicos, as etapas de purificacdo correspondem a 70-90% dos custos
de producao totais (SOARES et al., 2012).

E desejavel que os processos de purificagdo e concentragdo sejam econdmicos, rapidos,
de alto rendimento e robustos. Além disso, eles precisam ter potencial para a recuperacdo
continua do produto, com uma capacidade e seletividade moderadamente altas para a separagao
desejada (BALA et al., 2012).

O método convencional para a purificagdo da bromelina envolve uma sequéncia
complexa de clarificagdo, precipitacdo com acetona/ amonio e etapas cromatograficas
sucessivas, tornando o processo demorado e ndo ecologicamente correto. A aplicacdo de outras
técnicas de purificagdo recentes, como troca i0nica, extracdo aquosa de duas fases,
cromatografia de afinidade, filtragdo em gel e sistemas micelares reversos ainda ¢ limitada
porque sdo processos demorados que exibem baixa especificidade . Além disso, alguns desses
métodos geralmente exigem a presenca de reagentes quimicos, solventes organicos e
temperatura elevada, o que pode levar a desnaturacdo e alteragdo conformacional da proteina

(XU et al., 2018).
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Dentre as abordagens utilizadas para a separacdo da bromelina sera tratado aqui, a
cromatografia de troca idnica, precipitagdo, sistema aquoso de duas fases e os processos por
membranas.

Na separagao por sistema aquoso de duas fases, tipicamente utilizam-se dois polimeros
hidrofilicos, como o PEG (polietilenoglicol) e dextrana ou um polimero e um sal, como o PEG
e fosfato de potassio (FERREIRA et al., 2011). Sob condi¢des favoraveis, a proteina alvo entdo,
tende a se particionar na fase superior, que ¢ menos densa, menos polar e menos hidrofilica,
por exemplo, na fase PEG, podendo ser removida por centrifugacdo (ARSHAD et al., 2014).

Em comparagdo com outros métodos de separacao e purificagdo, o sistema aquoso de
duas fases tem vantagens, como baixo custo, facilidade de escalonamento (BABU; RASTOGTI;
RAGHAVARADO, 2008) e escopo para operagao continua (NADZIRAH et al., 2013), mas em
contrapartida, as altas concentragdes de sais nos residuos causam problemas ambientais
(SILVA etal., 2017).

A cromatografia por troca idnica envolve a separagdo dos componentes de uma mistura
com base nas taxas nas quais eles sdo transportados através de uma fase estacionaria, por uma
fase movel que pode ser liquida ou gasosa (NOVAES et al., 2016). Nesse caso, a proteina ¢
ligada a fase estaciondria por meio de atracdo eletrostatica (NADZIRAH et al., 2013) e isso
ocorre porque as proteinas possuem porgdes quimicas ionizaveis que as tornam suscetiveis a
essa ligacao (LEVISON, 2003).

Embora a cromatografia tenha sido utilizada com sucesso para separa¢do da bromelina
do abacaxi, devido sua alta especificidade, algumas limita¢des restringem seu uso em escala
industrial como alto custo da técnica e baixa capacidade de processamento (YIN et al., 2011;
COSTA etal., 2014).

No processo de purificagdo por precipitacdo, essa ¢ induzida pela adicao de um sal, um
solvente organico, um polimero ndo-idnico, um metal, ou alterando o pH do meio (NOVAES
et al., 2016). Os métodos tradicionais para o isolamento da bromelina envolvem precipitacdo
quimica usando sulfato de amonio 50%, acetona 80% e etanol 60% (CAMPOS et al., 2017).

Os métodos de separacdo de proteinas por precipitacdo sdo eficientes para remover
contaminantes traco (ARSHAD et al., 2014), geram produtos altamente concentrados, sdao
faceis para escalonar (SILVESTRE et al., 2012) e envolvem equipamentos simples (SILVA;
SANTOS; FILETI, 2006). Por outro lado, o principal problema desses métodos € o uso de altas
concentragdes de sais e solventes que, em muitos casos, ndo podem ser descartados no meio
ambiente, o que implica etapas adicionais de recuperagdo (CAMPOS et al., 2017). Isso também

significa etapas adicionais de purificagdo e recuperagao da proteina (DUONG-LY; GABELLI,
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2014), como a dialise. Além disso, para evitar a desnaturagdo da enzima, o processo deve ser
realizado em temperaturas baixas (ARSHAD et al., 2014).

Nos processos de separacao de proteinas pode ser dificil e dispendioso recuperar
seletivamente uma enzima-alvo de um extrato bruto devido a baixa concentragdo de proteina
entre varios contaminantes e a similaridade das propriedades fisicas entre as proteinas presentes
na mesma solucdo (SOARES et al., 2012). Na separacdo de bromelina, por exemplo, existem
outros compostos como fosfatases, glucosidases, peroxidases, celulases, glicoproteinas e
carboidratos (SILVESTRE et al., 2012), que precisam ser separados.

Neste cenario de estudo dos processos de separacao para a bromelina, novas tecnologias
de purificagdo sdo exigidas para melhorar os rendimentos enzimaticos globais, reduzir o
nimero de etapas envolvidas na producdo de bromelina purificada (WU et al., 2017), assim
como produzir enzima ativa (AMID et al., 2011). O estudo sobre métodos de purificagdo e
extracdo alternativos sdo, portanto, de grande interesse, visando sempre obter processos

economicamente viaveis (LEITE et al., 2012).

3.4 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

Atualmente, os processos de separacao por membranas estdo entre as tecnologias mais
promissoras para extragao, separagao e recuperagao em diferentes areas das industrias modernas
(EL ATMANI et al., 2018) e estdo se desenvolvendo em alta velocidade (ZHANG et al., 2010).

De modo especial, a micro e a ultrafiltragdo tém ganhando popularidade nas industrias
de bioseparacdo (BALA et al., 2012). Em termos de separagdo de proteinas, a filtragdo por
membrana tem mostrado bons resultados e tem sido amplamente utilizada em laboratdrio e em
processos em escala industrial (NOVAES et al., 2016).

Uma membrana pode ser definida como uma barreira seletiva que permite a passagem
de certas moléculas ou ions através da combinagdo da exclusdo por tamanho e do mecanismo
de difusdo, podendo ser classificada como porosa ou densa (ISHAK et al., 2017). No caso da
micro e ultrafiltragdo, o processo de separagdo por membranas baseia-se principalmente em
diferengas nos tamanhos das particulas (BALA et al., 2012) e a transferéncia de massa durante
a filtragdo ¢ influenciada pela diferenga de pressao aplicada & membrana (NOVAES et al.,

2016).
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No caso dos processos que empregam membranas densas, a capacidade seletiva depende
da afinidade das diferentes espécies com o material da membrana (etapa de natureza
termodindmica) e da difusdo das mesmas através do filme polimérico (etapa de natureza
cinética) (HABERT et al., 2006).

A bromelina pode ser purificada a partir do extrato de abacaxi usando membrana e essa
¢ considerada uma tecnologia de purificagdo atrativa em comparagdo com os outros métodos
de processamento. Isso porque oferece grandes vantagens como alto rendimento do produto,
facil escalonamento, processo ambientalmente correto € econdmico (NOR et al., 2016). Além
disso, sdo processos faceis de operar, seletivos, podem ser aplicados na separagdo de
termolaveis (LIMA; SANTANA; SOUZA, 2009) e produzem menor quantidade de residuos
durante a purificacdo (NOR et al., 2015). Um estudo sobre a reducdo do custo de producao de
bromelina através da introducao de processos de membrana reportou uma redugdo substancial
de 6,5 a 8,5 vezes se comparado a bromelina produzida por extragdo liquido-liquido. Embora
algumas limitagdes relacionadas ao uso de membranas, como declinio do fluxo e incrustacao,
tém sido reportadas especialmente quando o processo ¢ utilizado na separagdo de proteinas,
questdes como essas podem ser superadas com os avangos da tecnologia por membranas (NOR

etal., 2017a).

3.4.1 Fluxo de permeado e permeabilidade hidraulica

O fluxo ¢ definido como o volume de permeado que atravessa a membrana por unidade

de tempo e area de permeacao, conforme mostrado na Equagao 1.

v, (1

]=m

Onde:
J ¢ fluxo permeado;
V, € o volume permeado;

t € o tempo de permeacao;
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An € a drea da membrana.

Para membranas porosas, como as de micro e ultrafiltracdo, a forca motriz ¢ a diferenca
de pressao entre a alimentacdo e o permeado e o fluxo pode ser determinado pela pressdo e pela
resisténcia ao transporte. Uma descri¢cao fenomenoldgica, adaptada do modelo das resisténcias,
comum para descrever o fluxo através de um meio poroso ¢ descrito pela Equacao 2 (DIEL,

2010).

_ A @)
/ MR
Onde:

Ap ¢ a diferenga de pressao através da membrana,;
p € a viscosidade dinamica do fluido;
Rt ¢ a resisténcia total ao transporte.

Essa constante de proporcionalidade entre o fluxo e a pressdo, quando o fluido ¢
exclusivamente 4gua, ¢ chamada de permeabilidade hidraulica (L,), conforme mostrado na

Equacao 3.

J=LyAp 3

3.4.2 Ultrafiltracao

A ultrafiltragdo ¢ um dos métodos para a concentragdo de proteinas e tem sido
amplamente utilizado em escalas laboratoriais e comerciais. As membranas de ultrafiltragdo
tém massa molar de corte variando de 3 a 100 kDa (RAMLI et al., 2017). Massa molar de corte
¢ tipicamente definida como a massa molar do soluto que tem uma rejeicdo de 90%
(POLYAKOV; ZYDNEY, 2013).

O processo por membrana para a purificacao da bromelina requer condi¢gdes amenas de

processamento, como 0,5 a 4 bar, pH 4 a 8,5, sem compostos corrosivos (NOR et al., 2017a).
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Uma desvantagen da ultrafiltragdo ¢ o fendmeno de incrustagdo (ARSHAD et al., 2014).
Especialmente no extrato de abacaxi, a existéncia de agucares complexos, como os
polissacarideos, pode afetar a eficiéncia do processo de purificagdo, uma vez que esses
polimeros tendem a aglomerarem-se com proteinas em diferentes condicdes, tais como pH,
temperatura e tensdo de cisalhamento. Essas intera¢des podem levar a uma incrustagdo severa
e consequentemente ao declinio substancial do fluxo permeado (NOR et al., 2015). Essa ¢ uma
das razodes pelas quais as membranas de ultrafiltragdo sao frequentemente operadas por filtragao
tangencial de forma a melhorar as condi¢des hidrodindmicas e manter a separacao em fluxo
continuo (SAEKI; MINAMI; MATSUYAMA, 2017). De acordo com Nor et al. (2017a), essas
limitagdes relacionadas ao declinio do fluxo e incrustagdo podem ser superadas com a avango
da tecnologia por membranas.

O processo de separagdo da bromelina por membranas, seja por processo integrado a
outras técnicas ou com sistemas formados por mais de uma membrana, tem sido objeto de
estudo e os resultados de alguns desses trabalhos sdo apresentados a seguir.

Doko et al. (1991) purificaram a bromelina do suco de abacaxi usando um processo
integrado formado por dois estdgios de membrana ( microfiltragdo-8 um e ultrafiltragdo com
massa molar de corte de 100 kDa), seguido de extragdo com sulfato de amonio,
ultracentrifugacao e liofilizacao. Eles reportaram um produto com 98% de proteina total e um
fator de concentragao de 2,8.

Lopes et al. (2009) também recuperaram a bromelina extraida do suco de abacaxi,
usando um modulo de membrana plana (membrana de microfiltracdo de poli(fluoreto de
vinilideno) com poro de 0,1 um) seguido de um kit Millipore (ultrafiltracdo 10 kDa, 4 ° C, 7000
rpm, 20 minutos). Eles filtraram o suco através de algoddo e depois estudaram a influéncia do
pH (7,0 e 7,5) e da pressdo (0,05 e 0,15 bar) na recuperagdo da atividade em um processo de
microfiltracdo tangencial. O pH 7,0 ou 7,5 na pressdo de 0,05 bar foram melhores para a
recuperagao da atividade da enzima bromelina (aproximadamente 90%). Além disso, a
ultrafiltracdo produziu um extrato de bromelina 10 vezes mais concentrado.

Hebbar, Sumana e Hemavathi (2012) estudaram a purifica¢do de bromelina a partir de
extrato aquoso do caule de abacaxi empregando um processo integrado de sistema micelar
reverso e ultrafiltracdo (membrana de acetato de celulose 5 kDa, 1 bar). Eles relataram uma
recuperacgao da atividade de 95,8% e fator de purificacdo de §, 9.

Nor et al. (2015) estudaram as propriedades quimicas e fisicas de uma mistura de extrato
bruto de abacaxi. Eles relataram que, entre os extratos, as partes da fruta e coroa apresentaram

a maior atividade enzimatica especifica de 561 e 520 CDU/mg de proteina, respectivamente. O
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estudo deles também sugeriu que o processo de separacdo por membranas deve ser realizado a
uma temperatura de 20-25°C, em pH 7.

Nor et al. (2016) empregaram um sistema com membranas ceramicas de ultrafiltragao
em dois estagios com fluxo tangencial para a separacdo da bromelina. A primeira membrana
utilizada foi de massa molar de corte de 75 kDa, seguida de uma segunda de 10 kDa. Eles
relataram uma recuperacdo da bromelina na primeira etapa de 96,8% com um fator de
purificagao de 2,5 vezes no concentrado (estagio 2). O fluxo mais elevado foi obtido quando o
pH da alimentagao foi ajustado perto do pI da membrana (pH 7,0).

Nor et al. (2017b) manipularam a pressao e a velocidade do fluxo tangencial em um
sistema de ultrafiltracdo em duas etapas usando membranas ceramicas para separar a bromelina
do extrato de abacaxi contendo a mesma proporc¢ao de partes da fruta do estudo anterior. O
primeiro estdgio também foi composto por uma membrana de 75 kDa seguido por uma
membrana de 10 kDa. Eles descobriram que os mecanismos de incrustacdo presentes em ambos
os estagios de ultrafiltracao foram afetados pela pressao, a velocidade do fluxo tangencial e o
tamanho dos poros da membrana, e, em geral, a formagao de torta controlou o processo na fase
1 e o bloqueio dos poros e a formacao de torta controlaram o estdgio 2. A melhor recuperagado
no estagio 1 foi de 96,1% quando operado a 2,0 bar e 0,30 m/s. A maior pureza enzimatica

(fator de purificagdo de 1,7) foi encontrada no estagio 2 quando operado em 1,0 bar e 0,16 m/s.

3.5 MEMBRANAS DE AFINIDADE

Nas ultimas décadas, as membranas de afinidade tém sido amplamente aplicadas na
purificacdo de proteinas, devido a baixa queda de pressdo, rapida taxa de ligacdo, alta
produtividade e facil aumento de escala (HE; WANG; WEI, 2016). Elas foram desenvolvidas
principalmente para superar os problemas de limitada especificidade experimentados com
membranas que operam puramente em um mecanismo por exclusdo por tamanho, seja no
campo de ultrafiltracdo ou microfiltracdo (WANG et al., 2017).

A ideia ¢ que as membranas de afinidade possam combinar a excepcional seletividade
das resinas de afinidade com a alta produtividade associada as membranas de filtragao (KLEIN,
2000).

Basicamente, a superficie de uma membrana ¢ modificada quimicamente com ligantes

para conferir seletividade de separacdo biospecifica em nivel molecular, de modo que esta
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membrana capte seletivamente moléculas alvo com base na interacdo especifica entre os
ligantes e as moléculas alvo (HONJO et al., 2013), através do processo de adsor¢do. O processo
de adsorc¢ao pode ser definido como a ligacao de um soluto dissolvido a um adsorvente sélido.
Atualmente, o uso de adsor¢ao com uma grande variedade de adsorventes esta se tornando mais
comum na preparagdo de bromelina (ARSHAD et al., 2014). O sistema de adsor¢do por
afinidade parece ser mais adequado para a biosseparagdo devido a sua alta seletividade
(OGATA etal., 2013).

As vantagens das operacdes com membrana de afinidade sobre a purificagao tradicional,
usando membranas convencionais, sdo: melhor remocao de macromoléculas, microorganismos
e compostos que participam de incrustacdo e qualidade melhorada do produto final (ZHANG
et al., 2010), mas o controle do grau e uniformidade de modificacdo ¢ um desafio (HONJO et
al., 2013).

A principal referéncia relacionada ao uso de uma membrana de afinidade para separar a
bromelina ¢ o trabalho de Zhang et al. (2010). Estes autores prepararam uma membrana de
afinidade modificada quimicamente com quitosana de forma a produzir uma bicamada
compdsita que, por sua vez, foi unida covalentemente ao azul de Cibacron, que tem afinidade
pela bromelina. Esse adsorvente mostrou alta capacidade de adsor¢do de bromelina (161,6
mg/g). Os dados de equilibrio experimental desse trabalho apontaram o modelo de Freundlich
como melhor ajuste. Eles também recuperaram a membrana e a utilizaram por trés vezes sem
perder a capacidade de adsor¢do. Uma das grandes criticas relacionadas a esse trabalho é que
os autores ndo avaliaram a atividade enzimatica da bromelina antes e apds o processo de

adsorgao.

3.5.1 Modificacao superficial de membranas

O interesse pelas técnicas de modificacdo superficial ¢ justificado pelo fato da
alteracdo permitir controlar e/ou melhorar as caracteristicas superficiais de materiais, tornando-
os mais eficientes e /ou adequados a varias aplicacdes (CARVALHO et al., 2009). Varias
técnicas tém sido empregadas para esse fim e elas vao desde uma simples adsor¢ao fisica até a
formagdo de ligagdes quimicas, podendo-se citar, o tratamento com plasma e a modificagdao
quimica obtida pela reacdo quimica direta de certas solucdes na superficie da membrana

(COSTA, 2009; ISHAK et al., 2017).
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A técnica de plasma a baixa pressdo e temperatura ¢ bem aceita pelo fato de atingir
apenas a camada superficial, devido ao baixo alcance de sua penetragdo, em torno de alguns
nandmetros (MACEDO et al., 2012), além de ser muito eficiente. No entanto, se apresenta
como uma técnica cara (TU et al., 2005). Nessa técnica, o plasma ¢ produzido quando um gas
a baixa pressao ¢ submetido a um campo elétrico, resultando em uma atmosfera cheia de ions,
atomos, moléculas e radicias livres (MACEDO et al., 2012).

O segundo método, da reacao direta na superficie, pode ser realizado através da adigao
de grupos funcionais que interagem com o adsorvato (MARQUES, 2009) e ¢ usado
principalmente para reduzir a incrustacdo ou aumentar a seletividade da membrana (ISHAK et
al., 2017). E uma técnica mais acessivel e menos onerosa, sendo esse o motivo pelo qual foi o

método empregado neste trabalho.
3.5.2 Policarbonato

Policarbonato ¢ um material polimérico termoplastico contendo grupos carbonato (—O—
(C =0)— 0-) (PARK; KIM, 2017). E considerado como um bom candidato para a fabricagao
de membranas devido as suas excelentes propriedades fisicas, boa tenacidade e baixo custo
(DELAVAR; BAKERI; HOSSEINI, 2017). Além disso, ¢ biocompativel e estd amplamente
disponivel comercialmente (BAUMANN et al., 2013). Sua formula molecular ¢ apresentada na
Figura 4.

As membranas de policarbonato sdo usualmente preparadas pela técnica de gravacao
(BEHBOUDI; JAFARZADEH; YEGANI, 2017) e devido a isso sdao conhecidas por
apresentarem poros cilindricos. Sua morfologia de poros pode ser considerada proxima da

ideal, no que diz respeito a disponibilidade de poros uniformes e retos (COKELILER, 2013).

LI U

Figura 4- Estrutura molecular do policarbonato.
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3.53 PVA

O PVA ¢ um polimero semicristalino sintético (NGADIMAN et al., 2015) obtido pela
primeira vez em 1924, por Herrman e Hachnel, pela hidrolise do poli(acetato de vinila)
(ARANHA; LUCAS, 2001). Nesse processo, basicamente, 0 mondmero acetato de vinila ¢
polimerizado a poli (acetato de vinila) e os grupos acetato desse polimero sao hidrolisados para

formar o PVA (THONG; TEO; NG, 2016), cuja estrutura ¢ representada na Figura 5.

OH

Figura 5- Estrutura molecular do PVA
Fonte: MONTEIRO, 2017.

Estd disponivel em classes altamente hidrolisadas (geralmente com um grau de
hidrolise maior que 98,5%) e parcialmente hidrolisadas (com graus de hidrélise variando de 80
a 98,5%). O grau de hidrdlise afeta suas propriedades quimicas, solubilidade e cristalizagao
(MONTEIRO, 2017).

O PVA ¢ um material amplamente utilizado para fabricar e modificar as superficies de
membranas devido a sua facilidade em formar filmes, alta hidrofilicidade, excelentes
propriedades quimicas, estabilidade térmica, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixo
custo (LIetal., 2015; HASSAN et al., 2018). E dos poucos polimeros semicristalinos soluveis
em agua com boas caracteristicas interfaciais ¢ mecanicas (ARANHA e LUCAS, 2001).

Por ser muito soluvel em 4gua, deve passar por algum grau de reticulagdo durante a
sua transformagdo em membrana (ZHANG et al., 2008). Isso ¢ conseguido facilmente em
solucdo pelo fato de o PVA possuir muitos grupos hidroxilas que reagem com agentes
bifuncionais, tais como, dialdeidos e diacidos (CHEN; CHEN, 1996).

Quando a membrana ¢ reticulada com um agente quimico, a medida que a densidade
de reticulacdo aumenta, a estrutura da rede da membrana se torna mais compacta, reduzindo a

mobilidade das cadeias, o volume livre e o grau de inchamento das membranas (COSTA, 2009).
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3.5.4 Glutaraldeido (GA)

O GA, um aldeido linear bifuncional com cinco carbonos, ¢ um liquido oleoso soluvel

em todas as propor¢des em dagua e alcool, bem como em solventes organicos (M
IGNEAULT et al., 2004).

Tem sido amplamente utilizado em varias aplicagdes comerciais devido seu baixo custo
e alta reatividade (MEHTA; JOSHI; RAVAL, 2018). Tem capacidade eficiente de reagir com
grupos hidroxila (SUN; SHEN; CAO, 2016), além de reticular aminas, amidas e grupos tiol de
proteinas (YAMIN et al., 2018).

Comercialmente, pode ser encontrado na forma de solucdes aquosas com pH
ligeiramente 4cido, contendo geralmente 25% ou 50% em massa de glutaraldeido
(NOGUEIRA, 2012).

O GA ganhou crescente atencdo como um agente de reticulagio de PVA devido a
auséncia de tratamento térmico necessario para conduzir a reagdo (FIGUEIREDO; ALVES;

BORGES, 2008). Sua féormula estrutural ¢ apresentada na Figura 6.

OY\/\f'D
H H

Figura 6- Formula estrututal do glutaraldeido.
Fonte (NIEHUES, 2015).

3.5.5 Azul de Coomassie brilhante

Os ligantes corantes sdo comercialmente disponiveis, geralmente sdo baratos e
apresentam alta seletividade para a separa¢ao de enzimas (KONOVALOVA et al., 2016). Além
disso, podem ser facilmente imobilizados, especialmente em matrizes contendo grupos
hidroxila (LIN et al., 2017).

Esses ligantes interagem com biomoléculas como resultado da combinagao de ligagdes

eletrostaticas, hidrofobicas e de hidrogénio (KONOVALOVA et al., 2016).
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Existem duas classificagdes para o corante azul de Coomassie brilhante: G250 e R250
e o que diferencia uma estrutura da outra sdo apenas dois grupos metil a mais no G250. Ambos
desempenham um papel crucial na analise de proteinas. O R250 ¢ o mais sensivel dos dois e
tem sido comumente usado para corar proteinas em géis de poliacrilamida, mas o G250 pode
se ligar as proteinas de forma mais rapida (CAO; ZHAO; XIONG, 2016). A estrutura molecular

do G250, que foi o corante (adsorvente) utilizado nesse trabalho, ¢ apresentada na Figura 7.

Figura 7- Estrutura do azul de Coomassie brilhante G-250.
Fonte: (CARLSSON; KITTS; AKERMAN, 2012).

O azul de Coomassie brilhante G-250 ¢ um composto de trifenilmetano dissulfonado e
existe em trés espécies i0nicas: forma cationica (vermelha), forma neutra (verde) e forma
anidnica (azul) (RAGHUPATHY; OOMMEN; RAMACHANDRAN, 2014). A forma anidnica
se liga as proteinas principalmente através de interacOes eletrostaticas entre os grupos
sulfonados do corante e as cadeias laterais de arginina, lisina e histidina da proteina (WEI; LI;
TONG, 1997). A ligacdo das formas neutras do corante as proteinas ocorre por meio de
interagdes tanto hidrofobicas quanto eletrostaticas e os grupos sulfonicos das formas catidnicas
do corante impedem que elas se liguem as proteinas por for¢a ionica (RAGHUPATHY;

OOMMEN; RAMACHANDRAN, 2014).
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3.5.6 BSA (proteina modelo)

A albumnina de soro bovino (BSA) consiste em uma cadeia polipeptidica Unica
contendo 583 aminoacidos (YUAN et al.,, 2019) com dezessete ligacoes dissulfidicas
intramoleculares (ELPIDIO, 2016) e uma cisteina livre residual (AKRAM et al., 2019).

E uma importante proteina de transposte nos sistemas circulatorios de todos os
vertebrados (YUAN et al., 2019), sendo a mais abundante no sangue. Sua principal funcao ¢ a
regulacdo da pressdo osmotica coloidal (BAGOIJI et al., 2019).

Em geral, ¢ usada como proteina padrao pelo fato de sua estrutura ser simples, por ser
de baixo custo, quando comparada a outras proteinas ativas de alta massa molar, e por ser
facilmente purificada (THIVYA;WILSON, 2019; NOSRATI et al., 2018).

Apresenta massa molecular igual a 66,5 kDa, ¢ altamente soluvél em dgua (KOH et al.,
2019), devido a presenga de aminoacidos muito ionizaveis (AKRAM et al., 2019), tem tamanho
de 11,6 x2,7 x 2,7 nm (VARNIER et al., 2018) e seu ponto isoelétrico é 4,9 (ELPIDIO, 2016).

Sua estrutura em 3D, apresentada na Figura 8, € muito similar a HSA (Albumina de soro

humano) com 76% da sequéncia idéntica (BAGOIJI et al., 2019).

Figura 8- Estrutura da BSA.
Fonte: (Search SWISS-MODEL REPOSITORY, 2017).
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3.5.7 Rotas sugeridas

Foram investigadas duas rotas diferentes de preparo de membranas de afinidade, uma
com membrana porosa comercial e outra com membrana densa sintetizada no laboratoério,
ambas com aplicagdes distintas. A membrana porosa foi modificada visando no seu uso como
uma membrana de afinidade classica e a membrana densa, além de servir como prova de
conceito neste trabalho, foi sintetizada prevendo seu uso como uma membrana de didlise
especifica.

As duas rotas sugeridas foram baseadas na reagdo de reticulacdo entre o PVA e 0 GA,
reacao entre o0 GA ¢ o corante ¢ a afinidade existente entre o corante azul de Coomassie brilhante
e as proteinas. No caso da membrana porosa de policarbonato, a primeira etapa consistiu no
aumento da hidrofilicidade da superficie da membrana por meio da impreganacdo de PVA,
seguida da sua reagdo com o GA por uma reacao de reticulagdo. Essa reagdo ¢ realizada através
da adicdo nucleofilica de um grupo hidroxila ao grupo carbonila para formar ligagdes de hemi-

acetal (LIU et al., 2012), conforme pode ser visualizado na Figura 9.
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Figura 9- Mecanismo de reagdo entre o PVA e 0 GA
Fonte: (FIGUEIREDO; ALVES; BORGES, 2008).

A etapa posterior consistiu na imobilizagao do corante por meio da reagdo entre o grupo
amina do corante e o grupo carbonilico do GA. O mecanismo dessa reacao envolve o ataque
nucleofilico da amina na func¢éo carbonilica, com formac¢do de iminas ou enaminas. Costuma-
se empregar a catalise acida nessa reacdo para aumentar a velocidade da reagdo, pois assim,

ocorre a protonacao do oxigénio carbonilico, tornando-o mais suscetivel ao ataque nucleofilico
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(REIS, 2012). Essa ligagdo covalente entre o grupo amino e o grupo do aldeido terminal do
glutaraldeido ¢ irreversivel e resiste a pH extremos e temperatura (NOGUEIRA, 2012).

Por ultimo, tem-se a interacdo entre o azul de Coomassie brilhante e as proteinas,
podendo ocorrer entre as formas anidnica, neutra e cationica do corante, sendo que a forma
i0nica interage principalmente com os aminodcidos residuais aromaticos e basicos das proteinas
(CAO; ZHAO; XIONG, 2016).

No caso da membrana densa de PVA, essa foi inicialmente produzida em laboratorio
por meio da reticulagdo com GA, segundo a mesma reacdo mostrada na Figura 9 e essa
membrana foi submetida aos mesmos processos e reagdes de modificagdo que a membrana
porosa. Um diagrama de blocos resumindo o processo de modificagdo em cada tipo de

membrana € apresentado nas Figuras 10 el1.

Reacgdo de GA

Membrana Aumento da . ~ Membrana de
porosa de hidrofilicidade Reticulacio com o afinidade
policarbonato com PVA com GA adsorvente porosa
(corante)

Figura 10- Rota de modificagdo para a membrana porosa de policarbonato.

memﬁi‘g:f;zg;sa de Etapa adicional de Reacdo de GA com Membrana de
- reticulacdo com o adsorvente -
PVA reticulada com T GA (corante) afinidade densa

GA

Figura 11- Rota de sintese/ modificagdo para a membrana densa de PVA.

A Unica referéncia conhecida de utilizagdo de membranas de afinidade para a
separacao da bromelina e que tem uma abordagem semelhante ao que € proposto neste trabalho
¢ o trabalho de Zhang et al. (2010). No entanto, a rota sugerida por esses autores ¢ diferente e

os métodos e reagentes indicados por eles sao mais caros € onerosos.
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4. METODOLOGIA

Dois caminhos sdo propostos para o desenvolvimento de membranas de afinidade e
devido a isso a metodologia esta dividida em trés partes. No inicio, s3o descritos os materiais,
procedimentos e técnicas gerais utilizados e em seguida sdo descritas as metodologias

especificas referentes a cada tipo de membrana.

4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram: membrana de microfiltragdo de policarbonato
Whatman® com didmetro de poros de 0,32-0,40 um; PVA, fornecido pela Sigma-Aldrich®
99% hidrolisado; GA, fornecido pela Anidrol® 50%; azul de Coomassie brilhante G (CI.
42655), fornecido pela Neon®; bromelina padrao (EC3.4.22.32) e albumina de soro bovino
(BSA) > 98%, fornecidas pela Sigma-Aldrich; caseina pura, cloridrato de L-cisteina (anidra)
P.A e L-tirosina P.A, fornecidas pela Synth®; 4cido tricloroacético (TCA) P.A, fornecido pela
Neon®; etanol 95%; acido fosforico 85%; fosfato de potassio monobasico Sigma-Aldrich >
99% e fosfato de potassio dibasico P.A Vetec 98%. Todos os outros reagentes utilizados foram

de grau analitico e utilizados sem purificagcdo adicional.

4.2 PREPARO DAS SOLUCOES DE BROMELINA PADRAO

As solucdes de bromelina padrao foram preparadas pela dissolugdo da bromelina em
p6 em tampao fosfato 0,2 mol/L adequado, que variou dependendo do experimento: pH 6,5;
7,0 ou 7,5 e essas foram submetidas ao banho de ultrassom por 1 hora e meia para a completa

dispersdo da proteina. As concentragdes utilizadas foram 1 e 2 mg/mL.
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4.3 PREPARO DAS SOLUCOES DE BSA

As solucdes de BSA foram preparadas pela dissolugdo da BSA em p6 em tampao
fosfato pH 7,0, 0,2 mol/L e essas foram submetidas ao banho de ultrassom por 1 hora para a

completa dissolucdo da proteina. As concentracdes utilizadas foram: 0,06; 0,13 e 1 mg/mL.

4.4. PREPARO DO REAGENTE DE BRADFORD

Para o preparo deste reagente, dissolveram-se 100 mg de azul de Coomassie brilhante
G em 50 mL de etanol 95% e 100 mL de 4cido fosforico 85%. Posteriormente, completou-se o
volume com 4gua destilada em baldo volumétrico de 1 L e filtrou-se a solu¢do com papel de

filtro quantitativo faixa azul com poros de 8 pm.

4.5 DETERMINACAO DA PROTEINA TOTAL

A determinacdo da proteina total foi realizada pelo método de Bradford,
frequentemente utilizado na literatura (LOPES et al., 2009; LIMA; SANTANA; SOUZA,
2009). Nesse método, amostras com concentracdes de proteina desconhecidas sao misturadas
com reagente de Bradford numa propor¢ao volumétrica de 1:10. O corante reage com proteinas
gerando um complexo que tem absorbancia maxima em 600 nm. Uma curva de calibragdo com
proteina padrdo (BSA) ¢ construida a partir da leitura de absor¢do das solugdes neste
comprimento de onda e a correlagdo desta grandeza com a concentracao permite quantificar a

proteina total.
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4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA DA BROMELINA

Esta propriedade fundamenta-se na determinagao da atividade da bromelina em fungao
da hidrdlise da caseina. Basicamente, uma solucdo de caseina 0,5% (m/v) preparada em tampao
TRIS-HCI 0,05 mol/L, pH 9,0, ¢ colocada em contato com o extrato enzimatico, juntamente
com a solugdo de ativadores (cloridrato de L-cisteina 102 mol/L e EDTA dissédico 4x107
mol/L), em condigdes controladas: temperatura de 37°C por 30 minutos. ApoOs este periodo, a
reacdo ¢ interrompida pelo uso de acido tricloroacético 10% (m/v) e o contetido ¢ submetido a
centrifugacdo (30 minutos, 7000 rpm). O sobrenadante, contendo a tirosina, produto da
hidrolise da caseina, ¢ lido em espectrofotometro UV-visivel a 275 nm. Uma curva de
calibragdo para a tirosina ¢ feita previamente com concentra¢des variando de 0 a 100 ug/mL.
As quantidades adicionadas para a digestdo sdo: 1,5 mL de caseina + 0,750 mL do extrato
enzimatico + 0,150 mL de ativadores. Para o branco, as quantidades sao dobradas, sendo 3 mL
de caseina, 0,300 mL de ativadores e 1,5 mL de 4gua ao invés do extrato enzimatico. O valor
do branco deve ser descontado na absorbancia das amostras.

A atividade proteolitica em U/mL ¢ calculada pela Equacao 4.

_ Crirosina Vr (4)
Vat;

Onde:
a= Atividade enzimatica em U/mL
Ctirosina= Valor obtido a partir da absorbancia da amostra;

Vi= Volume total da andlise (em mL). Neste caso, igual a 3,75mL (os ativadores ndo
contam);

V.= Volume da amostra (em mL) de extrato enzimatico. Neste caso, igual a 0,750 mL;

ti= tempo (minutos) de incubacdo. Neste caso, igual a 30 min.

A unidade de atividade enzimatica é expressa em pg x mL'min e ¢ definida como a

quantidade de enzima que produz o equivalente a 1 pg de tirosina por minuto em pH 9,0 e 37
°C,a275 nm.

A atividade especifica (U/mg de proteina) ¢ calculada pela Equagao 5.
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_a Q)
% = bt
Onde:

as— Atividade enzimatica especifica em U/mg de proteina;

Pt= Proteina total, em mg/mL do extrato enzimatico.

4.7 MODIFICACAO DAS MEMBRANAS POROSAS

4.7.1 Lavagem das membranas

Antes do processo de modificacdo, todas as membranas foram lavadas com agua
destilada para remover residuos de glicerina. Esse procedimento foi realizado em um intervalo
de tempo de 3 horas trocando-se a agua destilada a cada 30 minutos. As membranas foram

armazenadas em temperatura ambiente (26°C).

4.7.2 Modificacio das membranas porosas de policarbonato pelo PVA

A solugdo de PVA 2% m/m, utilizada para o primeiro passo de modificagdo superficial
da membrana, foi preparada em baldao de fundo redondo em sistema de agitacao e condensagao
durante 1 hora com temperatura média de 95°C. A escolha dessa concentracao foi baseada no
trabalho de Figueiredo, Alves e Borges (2008), que utilizou uma concentragao de 4% m/m. No
presente trabalho, optou-se por uma concentragdo menor para que a solugdo de PVA
apresentasse menor viscosidade, de forma que fosse possivel controlar melhor a espessura da
camada depositada.

A adi¢ao de PVA a membrana de PC foi realizada através da permeagao de 100 mL

desta solucdo em sistema com escoamento frontal usando bomba a vacuo, conforme montagem
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apresentada na Figura 12. Apds a permeagdo, as membranas foram secas em temperatura
ambiente (26°C) por 48 horas, em um sistema onde a taxa de evaporagdo foi controlada por
meio da diminui¢do da area exposta para secagem. O processo de secagem foi interrompido
fechando-se completamente o recipiente contendo a membrana, com papel aluminio.

O objetivo primordial desta etapa foi o de aumentar a hidrofilicidade da superficie da

membrana ¢ torna-la suscetivel a reacao de reticulacdo com o GA.

Figura 12- Sistema de filtragdo em escoamento frontal a membrana.

4.7.2.1 Teste para determinar a melhor condi¢ao de secagem do PVA na membrana porosa

Para avaliar a melhor condi¢do de secagem da membrana, foram testadas
preliminarmente duas condigdes, a primeira foi em uma condi¢do mais branda, temperatura
ambiente (26°C), por 48 horas. A segunda foi uma secagem a 30°C por 1 hora. Um teste
preliminar feito a 95°C por 1 hora mostrou que temperaturas altas poderiam danificar a
membrana, mesmo sendo abaixo da temperatura de transi¢do vitrea do policarbonato que ¢
150°C (ANGELINI, 1999).

As condi¢des de secagem foram avaliadas pelos espectros de infravermelho dessas

membranas.
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4.7.3 Modificacdo das membranas porosas de policarbonato pela reticulacio do PVA e

GA

A adi¢io de GA (1,96 x 10° mol. mL') & membrana, como segunda etapa de
modificacdo, foi feita também pela permeagdo de 100 mL dessa solugdo em sistema com
escoamento frontal, conforme apresentado na Figura 12. Apds permeacdo, as membranas
foram secas a temperatura ambiente (aproximadamente 26°C) por 48 horas em um sistema onde
a taxa de evaporacao foi controlada pela diminuicao da 4rea exposta de secagem. O processo
de secagem foi interrompido fechando-se completamente o recipiente contendo a mesma com

papel aluminio.

4.7.3.1 Teste para determinar a melhor concentragdo de GA

A primeira concentragio de GA testada (1,96x10 mol. mL™') foi baseada na razio
molar entre GA e PVA (0,044 mol.mol!) indicada no trabalho de Figueiredo, Alves e Borges,
(2008). De acordo com estes autores, esta razdo foi a que resultou em maior densidade de
reticulagao.

Nesse trabalho, concentragdes 10 e 100 vezes superiores a essa razao inicial foram
testadas. O impacto da variagdo da concentra¢do de GA no preparo da membrana foi observado
por meio de teste de adsor¢do de BSA na membrana. Para tal, a membrana modificada foi
submersa em 100 mL de solugdo de BSA 1 mg/mL preparada em tampao fosfato pH 7,0; 0,2
mol/L e essa solugdo foi agitada no equipamento shaker nas seguintes condigdes operacionais:

37°C, 160 rpm, por 3 horas.

4.7.4 Imobilizacao do azul de Coomassie brilhante

Para a imobiliza¢ao do azul de Coomassie brilhante, as membranas foram imersas em
100 mL da solugao do corante (10 mg/mL) preparada em tampao pH 5,0 de acetato 0,05 mol/L

por 24 horas. Esse procedimento de imersao no corante ¢ baseado no que foi realizado por
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Zhang et al. (2010). O tampao ligeiramente acido foi escolhido para favorecer a reagdo entre o
grupo de aldeido do GA e o grupo de amina secundaria da molécula de azul de Coomassie
brilhante, conforme descrito anteriormente por Reis (2012). Apds esse procedimento, as
membranas foram lavadas e imersas em agua destilada por 80 minutos, com troca da agua a
cada 40 minutos. Em seguida, as membranas foram lavadas por meio da permeagao de agua
destilada em sistema com escoamento tangencial até que nenhum vestigio de corante pudesse

ser detectado visualmente.

4.7.4.1 Teste para determinar a melhor temperatura de imobilizagdo do azul de Coomassie
brilhante

Preliminarmente, um teste para determinar a melhor temperatura de imobilizagao do
azul de Coomassie brilhante foi conduzido. As temperaturas escolhidas para a imersao foram:
temperatura ambiente (aproximadamente 26°C), 50°C e 80°C. Zhang et al., (2010) e Akgol et
al., (2003) realizaram a imobilizagdo do corante em 60°C e 80°C, respectivamente.

As membranas foram imersas na solu¢ao de corante seguindo o mesmo procedimento
descrito no topico anterior, mas para as temperaturas altas foram usados banhos de agua
fechados para garantir a manuten¢do da temperatura durante as 24 horas de imersao.

Para determinar a melhor temperatura, verificou-se aquela em que a agua de lavagem
da membrana apresentou menor concentragdo de corante e isso foi feito por comparaciao da
absorc¢ao no visivel das aguas de lavagem no comprimento de onda de absor¢do maximo do

azul de Coomassie brilhante, que ¢ 605 nm.

4.7.5 Caracterizacdo das membranas porosas

A caracterizacdo e avaliagdo da modificagdo das membranas porosas foi realizada
mediante teste de permeabilidade hidraulica, espectroscopia de FTIR e microscopia eletronica

de varredura (MEV).
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4.7.5.1 Permeabilidade hidraulica

O teste de permeabilidade hidraulica foi conduzido em um sistema com escoamento
tangencial a membrana, conforme esquematizado na Figura 13. Para esse teste, agua destilada
foi bombeada por meio de bomba peristaltica com vazio de 5 L.min™! e a pressio foi medida
por mandmetro com escala de 0 a 2 bar, acoplado ao sistema. O volume de permeado com o
tempo foi coletado em proveta. Para manter a pressao do sistema o mais estavel possivel durante
o experimento, o nivel do liquido no tanque de alimentagao foi mantido constante. Para o teste
de permeabilidade hidraulica para a membrana sem modificagdo, a pressao medida foi de 0,8
bar, para a membrana modificada com PVA e GA, a pressao medida foi de 0,6 bar e para
membrana modificada com PVA, GA e azul de Coomassie brilhante a pressdo medida foi de

0,8 bar.

Figura 13- Sistema utilizado para o teste de permeabilidade hidraulica.
(1 é o tanque de alimentacdo, 2 é a bomba peristaltica, 3 ¢ a valvula, 4 é o mandmetro, 5 € a célula com a
membrana e 6 ¢ o permeado).
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4.7.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi realizado para a identificacao dos grupos funcionais presentes na superficie
das membranas por meio das frequéncias de vibracao desses grupos. Essa analise foi realizada
no laboratério pertencente ao Departamento de Engenharia de Minas da UFMG em
equipamento de FTIR Bruker modelo Alpha, sendo o modo de aquisi¢do o ATR (Refletancia
total atenuada) - cristal de diamante, com resolugiio de 4 cm!, 24 varreduras e escala de leitura

de 400-4000 cm™'. As amostras foram secas preliminarmente a temperatura ambiente (26°C).

4.7.5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A caracterizagao microestrutual das membranas porosas foi analisada por microscopia
eletronica de varredura no Centro de Microscopia da UFMG. Para tal, a membrana foi seca e
cortada em pequenas amostras apds imersao em nitrogénio liquido para fratura. Essas amostras
foram fixadas no porta-amostras com auxilio de uma fita de carbono e recobertas com uma
pelicula de 15 nm de carbono. As imagens da superficie da membrana foram obtidas em

microscopio Quanta 200-FEG/FEI com canhdo de emissdao de campo.

4.7.6 Experimento de adsorciao da bromelina em batelada

4.7.6.1 Investigacdo do melhor pH de adsor¢do da bromelina

Nesse experimento em batelada, trés pHs foram testados: 6,5; 7,0 e 7,5. Esses valores
de pH foram escolhidos tendo em vista a faixa 6tima de pH da bromelina, que varia de 5,5 a
8,0 (PAVAN et al., 2012). Para tal, a membrana modificada foi submersa em 100 mL de solucao
de bromelina padrao 1 mg/mL preparada no tampao fosfato 0,2 mol/L adequado e essa solucao
foi agitada no equipamento shaker com as seguintes condigdes operacionais: 37°C, 200 rpm,

por 3 horas. Essas condi¢des foram similares as utilizadas por Zhang et al. (2010).
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A quantidade de bromelina adsorvida foi entdo determinada pela diferencga entre a
concentragdo final (Cy) e inicial (C;) da solucdo, conforme Equagdo 6. Essa concentracao foi

medida pelo método de quantificagao de proteina total.

Massayrometina aasorviaa (MY) _ (Cf - Ci) 100 (6)
Massamembrana (g) Massamembrana

4.7.7 Teste de adsor¢ao de BSA em sistema continuo

Para esse teste, o sistema com escoamento tangencial apresentado na Figura 13 foi
utilizado. 1 L de solugdo de BSA em tampao fosfato pH 7,0, 0,2 mol/L, com concentracao
proxima a 0,06 mg/mL foi colocada no tanque de alimentagdo sendo bombeada até a célula
contendo a membrana porosa modificada. A amostra de permeado final foi coletada apds 30
minutos de funcionamento do sistema e a massa de BSA adsorvida foi calculada pelo balango

de massa da Equacao 7. As concentracdes foram medidas pelo método de Bradford.

(mg)BSAadsorvida = (mg)BSAalimentagﬁo - (mg)BSApermeados - (mg)BSAconcentrado (7)

4.8 SINTESE E MODIFICACAO DAS MEMBRANAS DENSAS

4.8.1 Sintese das membranas densas de PVA

Para o preparo das membranas densas, 200 mL de solu¢des de PVA 2% m/m foram
preparadas em baldo de fundo redondo em sistema de agitacao e condensagdo durante 1 hora
com temperatura média de 95°C. Apo0s o resfriamento dessa solucao, foi adicionado a ela 0,8

g de solucao de GA 5% m/m, de forma que a proporc¢ao entre o PVA e o GA fosse de 0,0044
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mol GA/ mol de PVA. Essas solu¢des foram entdo misturadas em agitador magnético por 10
minutos para a completa dispersdao do GA no PVA. Posteriormente, essa mistura foi espalhada
em placas de petri com 9 cm de diametro e foram secas a 40°C em estufa durante 48 h. A
escolha da temperatura foi realizada com base na literatura (FIGUEIREDO; ALVES;
BORGES, 2008). Ao final desse procedimento e apés o resfriamento das placas, os filmes

densos formados foram removidos e armazenados em recipientes hermeticamente fechados.

4.8.2 Modificacao das membranas densas

As membranas densas produzidas foram submetidas aos mesmos processos de
modificagdo superficial utilizados para a membrana porosa, que envolve uma etapa de
modificacdo com GA e outra com o azul de Coomassie brilhante. Trés condi¢des de preparo de
membrana densa foram testadas. A primeira foi uma membrana produzida apenas pelo
procedimento descrito no topico anterior, sem modificagdo adicional, a segunda foi uma
membrana produzida como anteriormente, mas acrescida de uma etapa de modificagdo com
azul de Coomassie brilhante e a terceira foi uma membrana densa modificada pelo GA seguida
pela modificagdo com o azul de Coomassie brilhante.

As modificagdes pelo GA e pelo azul de Coomassie brilhante foram feitas por meio da
imersdo das membranas nas solucdes desses compostos. Foi utilizada a mesma concentracao
do corante (10 g/L em pH 5,0) e a melhor concentracdo de GA obtida no desenvolvimento da
membrana porosa. As membranas foram imersas nas solugdes de GA e de azul de Coomassie

brilhante por 24 h, sendo secas naturalmente a temperatura ambiente (26°C).

4.8.3 Teste de adsor¢cao do BSA na membrana densa

Para verificar o melhor procedimento de producdo das membranas densas, foi
realizado um teste de adsor¢do da proteina BSA na membrana. Esse teste foi conduzido em

banho de aquecimento com agitacdo na temperatura de 37°C durante 3 h em tampado 7,0 de
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fosfato, 0,2 mol/L. O primeiro teste foi feito em 4 h, mas verificou-se que a apos 3 h, a
concentragdo permanecia constante.

Para o teste, 200 mL de solu¢des de BSA com concentragdes proximas a 0,06 mg/mL
preparadas em tampao 7,0 de fostato 0,2 mol/L foram colocadas em contato com as membranas
em banho de aquecimento. A concentracdo de BSA na solu¢do foi medida pelo método de
Bradford no inicio e no fim do tempo do experimento. A diferenga entre a concentragao inicial
(Cj) e a final (Cy) foi atribuida a adsor¢ao do BSA na membrana. As massas das membranas
secas foram registradas antes do teste e a quantidade de massa de BSA adsorvida por massa de

membrana foi calculada para cada tipo de membrana, conforme Equacao 8.

MassaBSA adsorvida (mg) _ (Cf - Ci)zoo (8)

Massamembrana (g) Massamembrana

4.8.4 Caracterizacao das membranas densas

A caracterizagdo e avaliacao da modificacdo das membranas densas foi realizada através

do teste de ponto de carga zero, espectroscopia de FTIR e MEV.

4.8.4.1 Ponto de carga zero

A determinagdo do ponto de carga zero foi empregada para determinar o valor de pH
em que a superficie da membrana apresenta carga neutra. A metodologia para essa
determinagdo consistiu em se preparar varias misturas de 50 mg de membrana densa em 50 mL
de solucdes aquosas sob diferentes condigdes de pH inicial. O pH inicial foi medido assim como
o pH final ap6s 24h de agitacdo a 25°C. Para garantir a manuten¢ao da temperatura, foi utilizado
banho termostatizado. O ponto de carga zero da membrana foi obtido na faixa de pH onde se
observa um efeito tampao, ou seja, onde o pH ndo sofre varia¢ao. Essa propriedade ¢ importante
pois permite prever a ionizagdo de grupos funcionais da superficie e sua interagdo com espécies

em solucao. Essa metodologia foi baseada no procedimento proposto por Schimmel (2008). A
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faixa de pH investigada variou de 4,0 a 9,0. Essa escolha foi feita levando-se em consideragao

o pH 6timo de atividade da bromelina.

4.8.4.2 FTIR

Foi utilizada metodologia semelhante a que foi empregada para as membranas porosas.

4.8.4.3 MEV

Foi utilizada metodologia sememlhante a que foi empregada para as membranas
porosas.

4.8.5 Teste de dessorc¢io da proteina BSA

Com base no resultado obtido no teste de ponto de carga zero da membrana, foi possivel
propor uma metodologia para a dessor¢ao da BSA. Foram utilizadas condi¢des brandas, dentro
da faixa 6tima de pH das proteinas. A mesma membrana submetida ao processo de adsor¢ao
foi utilizada para o teste de dessor¢do. O teste de adsor¢do feito preliminarmente ao teste de
dessorcao foi relizado sob as mesmas condi¢des operacionais adotadas anteriormente: 37°C por
3 h. No entanto, a concentracdo de BSA adotada para a adsor¢ao foi de aproximadamente 0,13
mg/mL. O teste de dessor¢do foi conduzido em banho com temperatura controlada a 45°C, em
solu¢do de NaOH, pH 8,0, durante 24 h. Em testes preliminares feitos em temperaturas mais

baixas, a concentracao de BSA dessorvida ndo pdde ser detectada.
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4.8.6 Teste de adsorc¢ao e dessor¢io da bromelina

O teste de adsor¢ao da bromelina a membrana densa foi realizado sob as condigdes
operacionais adotadas nos ensaios anteriores: 100 mL de solugdo de bromelina foi colocada em
contato com a membrana a 37°C por 3 h em tampao de fostato 0,2 mol/L pH 6,5; que se mostrou
o melhor pH de adsor¢do da bromelina. No entanto, a concentragdo de bromelina empregada
foi de 2 mg/mL, essa concentragdo mais elevada foi utilizada tendo em vista que a bromelina
comercial, mesmo sendo considerada padrao, apresenta baixo teor de proteinas. As
concentragdes proteicas iniciais e finais ap6s adsor¢ao e dessor¢ao foram medidas pelo método
de Bradford, assim como a atividade enzimatica inicial, apds adsor¢ao e final apds o processo
de dessor¢ao. Para a dessor¢cdo da bromelina, utilizou-se a condi¢do na qual foi possivel

dessorver a BSA, ou seja, 45°C por 24 h em pH 8,0 (NaOH).
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Os principais resultados a serem apresentados nessa se¢do sao resumidos na Tabela

Tabela 1- Principais resultados obtidos para as membranas porosas e densas.

Membrana porosa

Membrana densa

Condi¢des de o Avaliacdo da condi¢ao de secagem de PVA;

e As melhores condi¢des de preparo

sintese ¢ Variag@o da concentragdo de GA,; obtidas para a membrana porosa foram
e Variacdo da temperatura de imobilizagdo do utilizadas para o desenvolvimento das
azul de Coomassie brilhante. membranas densas.
Caracterizacio « MEV; « MEV;
e Permeabilidade hidraulica; e Ponto de carga zero (PZC);
o FTIR. o FTIR.
Testes o Investigagdo do melhor pH de adsor¢do de o Teste de adsor¢do de BSA para definir

realizados bromelina; o melhor preparo de membrana densa;

e Adsor¢do de BSA em sistema continuo.

e Dessor¢do da BSA na membrana;
e Adsor¢do e dessor¢do de bromelina.

5.1 MEMBRANAS POROSAS

5.1.1 Secagem da membrana

Duas condigdes de secagem do PVA na membrana porosa foram testadas: 30°C por 1

h em estufa e temperatura de aproximadamente 26°C por 48 h. A escolha da melhor condicao

foi baseada na avalia¢ao dos espectros por infravermelho, que sao apresentados na Figura 14.
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—— Membrana sem modificacio

—— Membrana porosa com PVA seca a 30°C por 1h

Membrana porosa com PVA seca a temperatura ambiente por 48h
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Figura 14- Espectro de infravermelho das membranas porosas sem modificacdo e modificadas com PVA em
26°C e a 30°C.

A banda de absorgdo proxima a 2967 cm™ ¢ tipica dos grupos -CH3- do policarbonato,
PC, (OREFICE; VASCONCELOS; MORAES, 2004) ¢ o pico pronunciado em 1770 cm™ é
devido a vibracao dos grupos carbonila C=0 (KAMPS et al., 2018) . A regido aromatica do
PC ¢ identificada pelos picos em 1220 cm™ (KIM et al., 1997) e pelo pico no intervalo de 800-
900 cm!, tipico das vibragdes C-H de anéis arométicos (SHEKHAWAT; SHARMA;
AGGARWAL, 2011), o pico préoximo a 1015 cm™ ¢ devido ao grupo carbonato O-C-O
simétrico (PARSHIN et al., 2013).

A presen¢a do pico em 3303 cm™! nas membranas que passaram pelo processo de
modificagdo por PVA, sugere a presenga de grupos hidroxila nestas amostras. A faixa tipica
para ligagdes O-H ocorre entre 3200- 3550 cm™! (REIS et al., 2006). O pico mais pronunciado
para a membrana que foi seca em temperatura ambiente (26°C) indicou que esse procedimento
foi o0 mais eficiente. No entanto, vale ressaltar que a dgua retida na estrutura, no processo mais

brando de secagem, pode também ter contribuido com o pico.
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5.1.2 Concentraciao de GA

Os resultados de adsor¢do de BSA nas trés membranas de afinidade porosas
produzidas com trés concentracdes de GA diferentes sdo exibidos na Tabela 2. A Tabela mostra
as quantidades de BSA adsorvidas por grama de membrana. A concentracao da solucdo inicial
de BSA utilizada foi de 1,01 mg/mL. As concentracdes deste teste e dos demais foram avaliadas
pela determinacao da quantidade de proteina total, cuja curva de calibragdo ¢ mostrada no

Apéndice A.

Tabela 2- Resultados para a quantificagdo da adsor¢do para a avaliacdo das concentragdes de GA empregadas.

Massa da membrana (g) Concentracao de GA (mol/mL) Massa de BSA (mg) adsorvida
por grama de membrana (g)
0,0299 1,96 x 10°° 297,28
0,0305 1,96 x 10* 0,00
0,0311 1,96 x 103 0,00

E possivel observar dos resultados da Tabela 2, que houve impacto significativo na
adsor¢dao em fun¢ao das concentracdes testadas, € como nas concentragdes mais altas nao foi
possivel quantificar a adsor¢do, optou-se por utilizar a concentragdo mais baixa de GA, 1,96 x
10~ mol/mL, para o desenvolvimento das membranas porosas e densas.

O efeito da variag@o da concentracdo de glutaraldeido na adsor¢do de BSA pode nao
ter sido percebido nas concentragdes mais altas, pelo fato do GA ter a tendéncia de formar
oligdbmeros nessas concentragdes (FIGUEIREDO, 2008). Os oligdmeros possuem uma

estrutura mais fechada e, portanto, menos sitios para a ligagao.

5.1.3 Temperatura de imobilizacdo do azul de Coomassie brilhante

Trés temperaturas para a imobilizagdo do azul de Coomassie brilhante foram testadas:
temperatura ambiente (aproximadamente 26°C), 50°C e 80°C. Nesse trabalho, optou-se por
testar condi¢des mais brandas do que foram adotadas por outros autores, por isso utilizou-se
50°C, como temperatura intermedidria e a temperatura ambiente. Zhang et al. (2010) e Akgol

et al. (2003), por exemplo, fizeram a imobilacdo do corante azul de Cibacron em membranas
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de poliacrilonitrila e poliamida, respectivamente, a 80°C ¢ He, Gan e Sun (1997) fizeram a
imobilizacdo do mesmo corante em Sepharose a 45°C.

A identificacdo e a avaliagdo da concentracdo do corante na dgua de lavagem se deu
pela leitura da absorbancia do azul de Coomassie brilhante, cujo comprimento de onda maximo

¢ de 605nm, conforme Figura 15.
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Figura 15- Comprimento de onda maximo do corante Azul de brilhante.

Por meio do coeficiente de extingdo molar do azul de Coomassie brilhante que ¢
33,800 L. mol'.cm (QUEIROZ, 2007), foi possivel fazer uma estimativa da concentragio de
corante presente na dgua de lavagem. Sendo o caminho 6ptico igual a 1 cm e aplicando-se a Lei
de Beer, calculou-se a concentracao residual do corante nas trés condi¢des de temperaturas de

imobilizacao testadas. Os resultados obtidos sdao exibidos na Tabela 3.

Tabela 3- Concentragdes residuais do corante azul de Coomassie brilhante na 4gua de lavagem das membranas.

Temperatura Absorbincia média Concentrac¢ao residual (mol/L)
Ambiente (26°C) 0,001 2,96 x 10
50°C 0,001 2,96 x 10
80°C 0,004 1,18 x 10*

Observou-se que a concentracao do corante na agua de lavagem nos trés testes foi muito
baixa, indicando que apds aderido a superficie da membrana, fisica ou quimicamente, este nao
¢ removido facilmente. Vale ressaltar que logo apds a impregnacao do corante, as membranas
apresentavam-se com a mesma coloragao.

Considerando-se os custos envolvidos no processo, optou-se, entdo, por utilizar

temperatura ambiente no preparo das membranas. No entanto, meses apds essa conclusao,
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observou-se que as membranas adquiriram coloragdes diferentes, Figura 16, sugerindo que a

variagdo dessa condi¢do poderia ter influenciado a fixagdo do corante a membrana.

Ambiente so°c

50°C

Figura 16- Membranas produzidas por trés temperaturas de imobilizagdo do corante: ambiente, 50°C e 80°C.

A adsor¢do ¢ um processo tipicamente exotérmico (ZHANG et al., 2016), entdo o fato
da membrana que sofreu imobiliza¢ao de corante a 80°C ter ficado com a coloragdo mais forte,
pode sugerir que ndo a adsor¢do, mas sim a rea¢do quimica entre o corante ¢ a membrana
modificada com GA foi a responsavel pela fixagdo do adsorvente, e essa foi favorecida com o
aumento da temperatura. Outra hipotese seria que membrana produzida a 80°C ficou mais

suscetivel a uma degradagdo do corante pela luz, o que fez com que essa escurecesse mais.

5.1.4 MEV

A imagem da superficie da membrana porosa exibida na Figura 17 mostra poros retos e
cilindricos, tipicos de uma membrana produzida pelo método de gravacao, que ¢ o caso da

membrana de policarbonato.
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Figura 17- Imagem da superficie da membrana porosa modificada por microscopia eletronica de varredura com
ampliacdo de 15000 vezes.

Nao ¢ possivel afirmar que os pontos brancos que aparecem na superficie da membrana
sdo devido a modificagdo superficial ou se sdo particulados presentes na atmosfera. Além disso,
ndo ¢ possivel afirmar que a modificag@o causou alteragao no tamanho dos poros tendo em vista
que os poros se mantiveram bem distribuidos e com faixa da tamanho de 0,4 pum, valor
especificado pelo fabricante. Nao se previa que a modificacdo na superficie fosse capaz de
alterar de forma tdo visivel os poros, mas o fato de o fluxo de permeado ter reduzido, conforme
sera mostrado a seguir, pode ser uma indica¢do da presenga de macromoléculas, como PVA,

nos poros da membrana de PC.

5.1.5 Permeabilidade hidraulica

Os fluxos de dgua foram calculados por meio da Equagdo 1 e plotados em funcdo do
tempo de permeacdo para as trés membranas testadas: membrana sem modificagdo, membrana
modificada com PVA e GA e membrana modificada com PVA, GA e azul de Coomassie
brilhante, conforme mostrado na Figura 18. Para o célculo, utilizou-se a area da membrana que

foi igual a 11cm?.
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Figura 18- Variacao do fluxo com o tempo de operagdo para a membrana sem modificacdo, modificada com
PVA e GA e modificada com PVA, GA e azul de Coomassie brilhante.

O ligeiro decréscimo observado nas curvas no inicio do experimento ¢ devido a
estabilizacdo do sistema e compactacdo da membrana. A permeabilidade hidraulica média
obtida para a membrana sem modifica¢do foi igual a 609,7 L/h.m? bar, de acordo com a faixa
esperada para membranas de microfiltragdo.

Em comparagdo com a membrana sem modificacdo, a membrana que passou pelo
processo de modificagdo com PVA e GA teve sua permeabilidade média reduzida em 22,0%.
Ja a membrana que passou por todos os processos de modificagdo teve a permeabilidade média
reduzida em 26,0% em relagdo a membrana original. Essas redugdes na permeabilidade
sugerem que, de alguma forma, a superficie das membranas foi modificada pela deposicdo e
ligacdo de grupos fazendo com que os poros se tornassem mais estreitos, dificultando o fluxo.
A presenca de PVA gelificado nos poros da membrana pode justificar esse declinio. Além
disso, observa-se que a etapa de modificagdo adicional com o corante azul de Coomassie
brilhante ndo reduz de forma significativa a permeabilidade hidraulica da membrana.

O esquema apresentado na Figura 19 exibe o possivel processo de deposicao e
formagdo de grupos na superficie da membrana que justificariam a reducao do fluxo. CB

representa o azul de Coomassie brilhante.
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Figura 19- Deposi¢ao e formagdo de grupos formados na superficie da membrana porosa de policarbonato.

(

Da etapa inicial até a modificagdo com GA, ocorre o decréscimo mais significativo no
fluxo permeado. Apesar da molécula do corante ser volumosa, como a reducao do fluxo ¢
pequena, apo6s essa modificacdo, espera-se que a quantidade de corante impregnada seja
pequena.

A primeira etapa, conforme mostrado na Figura 19, diz respeito a deposi¢ao de grupos
hidroxilas provenientes do PVA, a segunda ¢ a etapa de reticulagdo do PVA com o0 GA e a
terceira etapa esta representando a reacdo que ocorre entre o grupo CHO do GA com a amina

secundaria do corante.

5.1.6 FTIR

A andlise de espectroscopia por infravermelho foi realizada para a membrana porosa
comercial sem modificagdo e para a membrana com modifica¢do pelo GA e pelo corante azul
de Coomassie brilhante.

Os espectros das membranas sdo exibidos na Figura 20. A linha preta representa o
espectro da membrana sem modificagdo e a linha vermelha representa o espectro da membrana

modificada.
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Figura 20- Espectro no infravermelho para as membranas porosas sem modificacdo e modificada.

Os dois picos das membranas proximos a 2967 cm™! indicam a presenca dos grupos -
CHs- do policarbonato nas duas membranas. De acordo com Oréfice, Vasconcelos e Moraes
(2004), a banda de absorcio proximo a 2969 cm™! é tipica desse grupo. O pico para a membrana
porosa sem modificagdo ¢ mais pronunciado do que para a membrana modificada, sugerindo
que as camadas depositadas cobriram, de alguma forma, os grupos metil da superficie da

membrana comercial original.

Os picos proximos a 1770 cm™ sdo advindos da vibragdo dos grupos carbonila C=0 (KAMPS
et al., 2018). O menor pico observado para a membrana modificada indica que parte dos grupos
carbonila pode ter reagido com os grupos hidroxila do PVA. Os picos préximos a 1220 cm'!
em ambas as membranas, sdo devido aos grupos aromaticos presentes na molécula de
policarbonato (KIM et al., 1997). Nao foi possivel identificar picos especificos para o azul de

Coomassie brilhante, indicando que a quantidade impregnada foi baixa.

5.1.7 pH de adsorcio de bromelina

Trés pHs: 6,5, 7,0 e 7,5 foram testados para verificar em qual ocorria a adsor¢ao

maxima de bromelina. Os valores de pH escolhidos foram baseados na faixa de atividade 6tima
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da enzima. Os resultados sdo resumidos na Tabela 4. A concentragdo inicial de bromelina lida
foi de 0,087 mg/mL. Apesar da solucdo ter sido preparada para 1 mg/mL, verificou-se que a
bromelina padrao apresentava baixa pureza, que € inerente a dificuldade que existe durante a

sua purificacao.

Tabela 4- Variagdo da adsor¢do de bromelina em fun¢do do pH empregado.

Tampio Concentracio final de bromelina Massa de bromelina Massa de bromelina
(mg/mL) adsorvida (mg) adsorvida por massa de
membrana (mg/g)
6,5 0,0686 1,8259 61,07
7,0 0,0732 1,3667 45,71
7,5 0,0754 1,1444 38,28

De acordo com a Tabela 4, observa-se que existe diferen¢a na adsor¢do nos trés pHs
empregados e que no pH 6,5 ocorre a maior adsor¢do. Esse entdo, foi o pH escolhido para os
testes de adsorcao de bromelina.

Zhang et al. (2010) estudaram a adsor¢do de bromelina em membrana de afinidade de
nanofibra de poliacrilonitrila e verificaram que a membrana produzida poderia adsorver 161,6
mg de bromelina por grama de membrana. O resultado do presente trabalho ¢ inferior ao
encontrado por esses autores, mas se torna significativo uma vez que foi obtido usando-se
materiais, reagentes € métodos mais acessiveis e de baixo custo. Todas as modificagdes
propostas aqui foram feitas também em temperatura ambiente (aproximadamente 26°C) o que
significa menor custo operacional. Outro ponto a se destacar ¢ que a area superficial da
membrana de Zhang et al. (2010) de 1080 m?/grama de membrana é muito superior a empregada
neste trabalho, que ¢é aproximadamente 3,6 x 102 m*/grama de membrana, desconsiderando-se
0S pOros.

Chen e Huang (2004) estudaram o efeito do pH na adsor¢@o de bromelina do caule em
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e verificaram que em solu¢des com pH entre 3 e
5, a quantidade de bromelina adsorvida ndo ¢ significativamente afetada pelo pH, mas que em
pH maiores que 5 a quantidade adsorvida diminui acentuadamente com o aumento do pH, o
que foi observado no presente trabalho. Han et al. (2019) também estudaram o efeito do pH na
adsor¢do de bromelina do caule em microesferas magnéticas e verificaram que a adsor¢ao
atingiu um valor méximo de 117 mg de bromelina por grama de microesfera em pH 6,0.

A bromelina do caule apresenta ponto isoelétrico de 9,55, o que significa que ela
apresenta carga positiva nos pHs que foram testados. A carga superficial da membrana de
policarbonato ¢ negativa nesses pHs, de acordo com Nakamura, Orime e Matsumoto (2012),

logo poderia-se propor que a interagdo entre o corante € a bromelina do caule seria eletrostatica.
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Sendo assim, a maior adsor¢do da bromelina em pH mais baixo seria justificada pelo fato da
bromelina nesse pH estar mais afastada do seu ponto isoelétrico e portanto, mais positiva, se
comparada aos outros pontos, resultando em forga eletrostatica mais forte. Arumugam e
Ponnusami (2013) encontraram resultado semelhante estudando a adsor¢ao da bromelina em
material funcionalizado de silica sintética. Esses autores observaram a redugdo da adsorcao da
bromelina com o aumento do pH e também verificaram que a intera¢do eletostatica era a

responsavel pela adsorc¢ao.

5.1.8 Adsor¢ao de BSA em sistema continuo

A bromelina foi substituida em muitos testes pela BSA, pois essa ultima € uma proteina
modelo e é encontrada com pureza elevada no mercado, enquanto a bromelina comercial
apresenta baixo grau de pureza e em solugdo apresenta-se como uma solu¢do muito turva, que
poderia dificultar o processo de adsor¢do. Por isso, optou-se pela substitui¢do, para que fosse
possivel provar o conceito da adsor¢do na membrana de afinidade e para ndo adicionar mais
variaveis ao processo.

No teste de adsor¢ao de BSA em sistema continuo, as massas de BSA contidas na
alimentacgdo, nos permeados e no concentrado final retido no tanque foram calculadas e sdo
exibidas da Tabela 5. A massa de BSA adsorvida por massa de membrana foi calculada pelo

balanco da Equagao 6 e pelos dados da Tabela 5.

Tabela 5- Resultados para o teste de adsor¢do da BSA em sistema continuo.

Massa da Amostra Concentracao Massa de BSA (mg) Massa de BSA adsorvida
membrana (g) (mg/mL) por massa de membrana
(mg/g)
Alimentagao 0,0591 57,93
1° permeado 0,0363 1,64
0,03072 Permeado final 0,0536 0,32 67,71
Concentrado 0,0627 53,89

Conforme pode ser observado na Tabela 5, foi possivel adsorver 67,71 mg de BSA por
grama de membrana em sistema continuo. Zhang et al. (2016) produziram microesferas

magnéticas de afinidade por meio da reagdo do corante azul de Cibacron na superficie dessas
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particulas e avaliaram o processo de adsor¢ao de BSA. A capacidade maxima obtida foi de
114,0 mg por grama de microesfera.

Novamente, apesar do valor encontrado ser inferior ao apresentado pela literatura, o
ganho do presente trabalho esta principalmente no fato de se conseguir valores com a mesma
ordem de grandeza do que ¢ relatado por outros autores, utilizando-se materiais e metodologias
mais acessiveis e menos onerosas.

Neste trabalho nao foi testada a influéncia do pH na adsor¢ao da BSA, mas em meios
mais acidos, por exemplo, proximo ao ponto isoelétrico da BSA (4,9) , a carga negativa do
corante poderia ser reduzida pela protonacao do grupos sulfonados presentes nele e o efeito da
repulsdo BSA/corante poderia ser minimizado, fazendo com que a adsor¢do aumentasse.
Assim, maiores valores para a adsor¢ao poderiam ser encontrados. Zhang et al. (2016) constatou
esse resultado ao determinar a capacidade méxima de adsor¢cao em pH 5,0. No entanto, o ideal

¢ se manter em uma faixa de pH proxima ao neutro para se evitar a desnaturagao da proteina.

5.2 DAS MEMBRANAS POROSAS AS MEMBRANAS DENSAS

A ideia inicial era a de realizar a modificagdo superficial de uma membrana porosa de
microfiltracdo comercial e avaliar se essa membrana apds a modificacdo, poderia funcionar
como uma membrana de afinidade para a separacao e concentragdo da bromelina. No entanto,
pelo fato da é4rea projetada dessa membrana ser pequena, tornou-se inviavel avaliar esse
processo, pois ficou dificil perceber quantitativamente, de forma razoavel, a adsor¢do. Aliado
a isso, o fato da bromelina comercial apresentar alto grau de impurezas, agravou a situagao,
pois, ou se trabalhava com um sistema muito concentrado, para garantir a concentragao
necessaria, mas nesse caso, o sistema ficava muito turvo, aumentando a resisténcia do transporte
da proteina a superficie da membrana; ou se trabalhava com sistemas muito diluidos e a
quantidade de bromelina adsorvida era muito pequena para ser detectada. Esse foi um dos
motivos pelos quais a bromelina foi substituida pela BSA em muitos testes. Tendo em vista
essas questdes entdo, a partir desse ponto, optou-se por trabalhar também com membranas
densas produzidas no laboratoério, com area superficial projetada relativamente maior, de forma
que fosse possivel avaliar melhor o processo de adsor¢do. Nesse caso, por ser densa, a

membrana produzida seria empregada de forma diferente, poderia ser usada, por exemplo, para
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a separagdo dos constituintes volateis, como esséncias, do extrato do abacaxi ou como

membrana de afinidade no processo de dialise.

5.3 MEMBRANAS DENSAS

5.3.1 Teste de adsor¢ao de BSA em membrana densa

Conforme descrito na metodologia, trés condi¢des de preparo de membrana densa
foram investigadas e a avaliagdo do melhor preparo foi realizada por meio do teste de adsor¢ao
da proteina BSA em pH 7,0 na membrana produzida. A foto da Figura 21 representa a
membrana densa produzida por meio da modificagdo com o GA e com o corante azul de
Coomassie brilhante e a Tabela 6 exibe os resultados obtidos para o teste de adsor¢ao em cada

tipo de membrana.

Figura 21- Membrana densa produzida submetida a modificag@o pelo GA e pelo azul de Coomassie brilhante.

Tabela 6- Teste de adsor¢do de BSA obtidos para os trés tipos de membranas densas testadas.

Tipo de membrana Massa da Concentracio Concentracio Massa BSA
densa membrana (g) inicial de BSA final de BSA adsorvida por
(mg/mL) (mg/mL) massa de
membrana (mg/g)
Sem modificagdo 1,0834 0,056 0,052 0,7
adicional
Modificada com azul 0,9329 0,065 0,057 1,7
de Coomassie brilhante
Modificada com GA e 0,6693 0,048 0,038 2,9

azul de Coomassie
brilhante
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De acordo com a Tabela 6, verifica-se que a membrana que foi submetida
sequencialmente ao processo de modificacdo com GA e azul de Coomassie brilhante foi a que
apresentou melhor adsor¢do, ou seja, maior quantidade de BSA adsorvida por massa de
membrana. Esse resultado ¢ 76% melhor que o apresentado pela membrana sem modificacdao
superficial adicional.

Em comparagdo com a membrana sem modificacdo, a membrana que foi submetida
diretamente ao processo de modificagdo com o azul de Coomassie brilhante apresentou uma
melhora de 59%.

Esses resultados demonstram que a modificagdo foi crucial para o aumento da
funcionalidade da membrana e ¢ justificado pelo fato da membrana modificada possuir grupos
em sua superficie capazes de interagir com a proteina. Um esquema parecido ao que foi
proposto para a membrana porosa ¢ sugerido para a membrana densa na Figura 22, sendo que
a diferenca agora ¢ que a base ¢ uma membrana de PVA reticulada com GA. CB representa o

azul de Coomassie brilhante.
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Figura 22- Deposi¢ao e formagao de grupos formados na superficie da membrana densa de PVA/GA.

Uma interagdo possivel que justifica a interagdo da BSA como o corante € aquela que
ocorre entre os grupos nitrogenados residuais de arginina e lisina presentes na molécula da BSA
e os grupos sulfonados do corante (HE; GAN; SUN, 1997), possivelmente numa interagdo do

tipo acido/base.
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Pelo fato das membranas densas serem sintetizadas em laboratorio, foi possivel
trabalhar com areas projetadas maiores, mas os poros da membrana comercial contribuiram
muito para a area superficial total dessas membranas, razao pelo qual os maiores resultados de

adsor¢ao foram alcancados com a membrana porosa.

5.3.2 MEV

A imagem da superficie da membrana densa ¢ exibida na Figura 23.
Nao foi possivel observar a presenca de poros e nao € possivel afirmar que as estruturas

que aparecem na superficie da membrana sdo devido a modificagao superficial.
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Figura 23- Imagem da superficie densa modificada por microscopia eletronica de varredura com ampliagdo de
1000 vezes.
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5.3.3 Ponto de carga zero (PCZ)

O resultado obtido para o ponto de carga zero da membrana est4 descrito na Figura 24.

O grafico mostra a variagdo do pH (pH final — pH inicial) em fun¢do do pH inicial.
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Figura 24- Ponto de carga zero da membrana densa produzida.

O ponto de carga zero ¢ observado na regido em que o pH permanece constante ou onde
a diferenca entre o pH final e inicial € zero. Isso ocorre em pH aproximadamente 6,0, tendo em
vista que o ponto da curva em pH inicial 4,0 parece ter um erro experimental.

Assim, valores de pH menores que 6,0 indicam que a carga superficial da membrana
sera positiva e valores de pH maiores do que 6,0 indicam que a carga superficial da membrana
serd negativa (ORSOLETTA, 2017). Tendo em vista que os testes de adsorcdo de BSA na
membrana foram feitos em pH 7,0 e sabendo-se que o ponto isoelétrico da BSA ¢ igual a 4,9,
observa-se que ambos, durante o processo de adsorc¢ao, apresentam carga superficial negativa.

Apesar de ser sugerido que os residuos de histina, presentes em grande quantidade na
BSA, desempenham um importante papel na interagdo eletrostatica entre proteina e corante
(HE; GAN; SUN, 1997) , esse resultado mostra que o tipo de intera¢do entre a proteina ¢ a
membrana nao deve ser eletrostatica, uma vez que as cargas do adsorvente e do adsorvato sao
iguais. Do ponto de vista da dessor¢@o, pode ser interessante ter uma interagdo como essa, uma
vez que o objetivo final ¢ recuperar a proteina aderida na membrana. Se a interacdo for muito

forte, pode ser que a dessor¢ao nao seja alcangada.
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Em relacdo a bromelina, observa-se que a originada da fruta apresenta ponto isoelétrico
igual 4,6, proximo ao ponto de carga zero da BSA, o que sugere que o mecanismo de interagdo
deve ser parecido. A bromelina do caule apresenta ponto isoelétrico igual a 9,55, sugerindo a
possibilidade de uma interagdo eletrostatica, uma vez que no pH do teste de adsor¢do, a

bromelina estaria carregada positivamente.

5.3.4 FTIR

A andlise de espectroscopia por infravermelho foi feita para a membrana densa sem
modificacdo e para a membrana que sofreu modificacdo com o GA e com o azul de Coomassie
brilhante, sendo essa a que mostrou melhor resultado em termos de adsor¢do de BSA.

Os espectros das membranas sdo exibidos na Figura 25. A linha preta representa o
espectro da membrana sem modificagdo e a linha vermelha representa o espectro da membrana

modificada.
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Figura 25- Espectro no infravermelho para as membranas densas sem modificagdo adicional e modificada.

As bandas de vibragio na faixa de 3200-3550 cm™! sdo devidas as ligagdes O-H intra
ou inter moleculares (REIS et al., 2006). Em ambos os espectros, as bandas largas centradas em
aproximadamente 3550 cm™! caracterizam os grupos hidroxilas presentes na membrana. Esses

grupos sao oriundos do PVA.



70

A banda vibracional observada entre 2840 e 3000 cm™' refere-se as vibra¢des dos
grupos alquil C-H, tipicos dos compostos organicos e a banda vibracional na faixa de 1085 a
1150 cm™ é devido as ligagdes C-O-C devido a formagio do anel de acetal, produto da reagio
de reticulagao entre o PVA e 0o GA (MANSUR et al., 2008).

A auséncia do pico na faixa de nimero de onda de 1735 a 1750 cm™! devido ao grupo
carbonila (C=0), tipico de aldeido, sugere que todos grupos de aldeido do glutaraldeido
reagiram com os grupos O-H do PVA (REIS et al., 2006).

Nao foi possivel identificar grupos especificos do azul de Coomassie brilhante.

5.3.5 Teste de dessor¢ao da BSA da membrana

Pelo teste de carga zero da membrana densa, foi possivel verificar que tanto a
membrana como a BSA apresentavam-se carregadas negativamente e que a interagao entre elas
provavelmente nao foi eletrostatica. Tendo em vista esse resultado, optou-se por realizar a
dessor¢do em um pH que pudesse desfavorecer essa interacao fraca, mas que estivesse dentro
da faixa de pH 6timo da proteina. A proposta foi aumentar o pH de forma que a BSA e a
membrana ficassem mais negativas e isso pudesse favorecer a repulsdo. O pH escolhido para
tal, foi o pH 8,0. Em um teste premilinar feito na mesma temperatura que a adsor¢ao, nao foi
possivel detectar a presenga de proteina dessorvida, por isso optou-se por aumentar até 45°C,
dentro da faixa 6tima de atividade proteolitica da bromelina.

O resultado obtido ¢ exibido na Tabela 7.

Tabela 7- Resultados para o teste de dessorcao.

Concentracao inicial da solugdo antes da adsor¢ao (mg/mL) 0,1280

Concentracdo da solucdo apds adsor¢ao (mg/mL) 0,1076
Massa de BSA adsorvida (mg) por grama de membrana 1,7
Massa de BSA dessorvida (mg) por grama de membrana 1,3

Conforme pode ser verificado da Tabela 7, foi possivel dessorver 76% da quantidade
de BSA adsorvida utilizando essa condi¢ao de dessorcao.

Shamim et al. (2006) estudaram a dessor¢ao da BSA em nanoparticulas magnéticas
revestidas com polimero termossensivel sob condi¢des alcalinas. Eles verificaram que mais de

80% da proteina poderia ser dessorvida das particulas quando a dessor¢do era conduzida em
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temperatura proxima a 30°C e que aproximadamente 60% de BSA era dessorvida quando o
processo ocorria proximo a 40°C.

He, Gan e Sun (1997) estudaram a adsor¢ao de BSA em um susbtrato empregnado com
o corante azul de Cibacron e mostraram que a adsorc¢ao foi totalmente reversivel e Anirudhan,
Tharum e Rejeena (2011) investigaram a adsor¢do/dessor¢do de BSA em um composito
bentonitico e verificaram que quase 99,2% de BSA poderia ser dessorvida usando 0,1 M de
NaxCO3s, com forga idnica de 0,3 M. No presente trabalho, utilizou-se solu¢do NaOH para
dessorver com concentraco baixa, forca idnica de 1x10°° mol/L.

Zhang et al. (2016) estudaram a adsorcdo e dessor¢do de BSA em microesferas
magnéticas modificadas com azul de Cibacron e verificaram que a capacidade adsortiva foi
pequena em pH 8,0. Devido a isso, escolheram este pH como condigdo para experimentagao e

as taxas de dessor¢@o foram superiores a 90%.

5.3.6 Adsorcio e dessorcido de bromelina

Nesse teste foi possivel avaliar a adsor¢do e dessor¢do da bromelina em termos de
proteina total, assim como avaliar a perda da atividade enzimatica em cada etapa. Para tal,
mediu-se a concentragcdo de tirosina liberada pela bromelina em cada processo. A curva de
calibragdo utilizada para essa quantificagdo ¢ apresentada no Apéndice B. A Tabela 8 resume

os resultados em cada etapa.

Tabela 8- Resultados para o teste de adsor¢do e dessor¢do da bromelina.

Solucao Massa de Massa de Atividade enzimaitica | Atividade enzimatica
bromelina bromelina (U/mL) especifica (U/mg)
adsorvida (mg) dessorvida (mg)
por massa de por massa de
membrana (g) membrana (g)
Inicial --- 24,69 76,7
Apos~ 1,7 24.54 81,4
adsorgdo 0.1
Apos ’ 989,1
. 1,32
dessor¢do

Foi possivel verificar dos resultados da Tabela 8 que, utilizando-se as mesmas
condig¢des da dessor¢dao da BSA, consegue-se dessorver apenas 6% da bromelina, com reducao
da atividade enziméatica em U/mL. No entanto, ao se calcular a atividade enzimatica especifica,

verifica-se que essa aumenta de forma muito significativa de 76,7 para 989,1 U/mg, indicando
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que a quantidade de bromelina dessorvida ¢ muito pequena, mas que essa parcela dessorvida
apresenta expressiva atividade.

Esse aumento consideravel na atividade especifica ocorre pois a concentragdo proteica
medida na amostra apds dessorcdo foi pequena, fazendo com que U/mg fosse um numero
grande. Uma justificativa para isso pode ser a influéncia do polietilenoglicol (PEG), que
provavelmente estd presente nas amostras inicial e apds adsor¢do, na analise de Bradford.
Nessas amostras, o PEG pode ter contribtiido para a analise de proteina, € no caso da amostra
ap6s adsor¢do, somente proteina foi medida, de fato, fazendo-se com que a concentragao
proteica mensurada fosse pequena.

Para aplicagdes na industria alimenticia, a bromelina é comercializada com atividade
enzimatica especifica de 750 a 1600 (unidade de digestdo de caseina )/mg de proteina (NOR et
al., 2015).

Pelo fato da bromelina se ligar, provavelmente, com a membrana de forma
eletrostatica, pode-se supor que a condi¢do empregada ndo foi suficiente para a dessor¢do. Até
porque, a bromelina do caule tem ponto isoelétrico de 9,55 e o pH empregado foi de 8,0, ou
seja, nesse pH a bromelina do caule continua positiva enquanto a membrana estd muito
negativa.

Chen e Huang (2004) estudaram a dessor¢do da bromelina de nanoparticulas
magnéticas de o6xido de ferro pelo aumento da forga i6nica do meio. De acordo com esses
autores, o aumento da forga idnica poderia reduzir a atragdo eletrostatica entre as particulas
carregadas negativamente e as moléculas de bromelina carregadas positivamente. No pH 7,0 na
presenca de KCl com concentracao acima de 0,6 M conseguiram dessorver praticamente toda
a bromelina com recuperacao de 87,4% da atividade.

Comparando-se os resultados obtidos para a membrana densa e porosa, observa-se que
os melhores resultados de adsor¢do de bromelina também foram obtidos para a membrana
porosa, justificado pela presenca de poros dessa membrana que aumentam os sitios de adsorcao.
No entanto, os dois tipos de membranas apresentam potencial para serem utilizadas como

membranas de afinidade em aplicagdes distintas.
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6. CONCLUSOES

Nesse trabalho propds-se uma metodologia para a modificagao superficial de uma

membrana comercial porosa de policarbonato € uma membrana densa de PVA e estudou-se a

adsor¢ao de BSA e bromelina nessas membranas. As principais conclusdes obtidas a partir dos

resultados deste trabalho foram:

A temperatura de secagem escolhida para o revestimento de PVA foi a ambiente
(26°C), tendo em vista a simplicidade desse processo e pela indicagcdo do FTIR. No
entanto, ¢ importante ressaltar que o aumento de sinal na secagem a temperatura
ambiente pode ser devido também a presenca de dgua;

A menor concentracdo de GA foi escolhida como melhor concentragdo no
desenvolvimento das membranas com o intuito de se evitar a formagao de oligdmeros
de GA em concentragdes mais elevadas e por ser aquela em que foi possivel observar
a adsorcdo da proteina;

As reducdes da permeabilidade hidraulica nas membranas porosas modificadas
indicaram que, de alguma forma, a superficie das membranas foi alterada pela
deposicao de material;

O FTIR na membrana porosa confirmou a preseng¢a de grupos do policarbonato e o
menor pico devido o grupo carbonila na membrana modificada indicou que parte dos
grupos carbonila podem ter reagido com os grupos hidroxila do PVA. Ja o FTIR para
a membrana densa confirmou a presenga de grupos tipicos do PVA e confirmou a
formacao do anel de acetal, produto da reticulagdo do PVA e do GA;

O MEV das membranas porosa e densa mostrou os poros cilindricos tipicos da
membrana de policarbonato e indicou, pela auséncia de poros na amplitude usada, a
sintese da membrana densa de PVA;

A maior adsorc¢ao de bromelina ocorreu em pH 6,5;

Em sistema continuo, foi possivel adsorver 67,71 mg de BSA por grama de
membrana, resultado inferior em termos de adsor¢do ao obtido pela literatura, mas
significativo tendo em vista que foi usado materiais e regentes mais baratos e
acessiveis;

O teste de adsor¢do de BSA na membrana densa mostrou que a modificacao

superficial aumentou em 76% a adsor¢@o da proteina;
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O ponto de carga zero da membrana densa mostrou que a interagdo predominante
entre a BSA ndo poderia ser eletrostatica tendo em vista que ambos apresentam carga
superficial negativa no pH testado, mas indicou que poderia ser se a bromelina
utilizada fosse a da fruta;

Foi possivel dessorver 76% da BSA em membrana densa em pH 8,0 a 45°C;

Foi possivel dessorver apenas 6 % da bromelina em membrana densa, mas essa
parcela dessorvida apresentou aumento expressivo na atividade enzimatica
especifica, indicando que a bromelina foi separada e concentrada no extrato final;
As duas membranas de afinidade desenvolvidas, densa e porosa, apresentam
potencial para serem usadas em diferentes sistemas. No caso da membrana porosa,
essa poderia ser usada na separagdo de bromelina em estdgios mais inicias do
processo (como microfiltragdo), enquanto a membrana densa poderia ser aplicada na

dialise de proteinas ap6s duas etapas de ultra (de 100 e de 3kDa).
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As seguintes questoes sao sugeridas para trabalhos posteriores:

e Realizar os testes de adsor¢do utilizando bromelina proveniente de extrato de abacaxi;

e Investigar mais a influéncia da temperatura na imobilizacdo do corante na membrana;

e Avaliar o ponto de carga zero da membrana porosa;

e Investigar a influéncia do pH na adsor¢do de BSA;

e Melhorar, automatizar o sistema continuo para que seja possivel avaliar as condi¢des
operacionais, como influéncia da pressao;

e Realizar estudo cinético e determinar as isotermas de adsor¢ao do sistema membrana de
afinidade porosa/bromelina, BSA, membrana de afinidade densa/bromelina, BSA.

e Repetir o teste de dessor¢ao de bromelina tendo em vista a elevada atividade enzimatica

observada.
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Apéndice A- Curva de calibracdo para a quantificacao de proteina total pelo método de

Bradford.

08

06

0.4

Absorbancia (u.A)

0,2+

0,0

y=6.75x + 4,75
R’= 0,997

T
0,00 0,03 0.06

Concentragdo de proteina (mg/mL)

Apéndice B- Curva de calibracio para a quantificacio da atividade enzimatica.
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