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RESUMO

A purificacao de proteinas é essencial para aplicacbes biomédicas e industriais, mas os

métodos atuais frequentemente enfrentam desafios como baixa eficiéncia, alto custo e seleti-

vidade limitada. Para superar essas limitacoes, desenvolvemos membranas de [Poliacrilonitrilaj

(PAN)| eletrofiadas com [Quitosana (Cs)| e avaliamos sua capacidade de capturar [Albumina de

ISoro Bovino (BSA)| e |Imunoglobulina G (IgG)| a partir de solu¢des aquosas. As membranas

foram caracterizadas por meio de [Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)| espectrosco-

pia de [Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), testes de tracdo, |[Analise de Area

ISuperficial (BET), espectroscopia de [Dispersio de Raios X (EDS)| e medices de [Angulo de
Contato (AC)l As membranas de PAN/Cs exibiram fibras lisas e uniformes, com didmetro
médio de 0,454 um. Tanto as solucdes de [BSA| quanto de [[gG foram analisadas por meio de

espectroscopia [Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)| para acompanhar a variagdo da concentracdo das

proteinas no meio. A capacidade méaxima de adsorcdo de BSA (¢7**) foi de 75,61 mg/g para
PAN/Cs e 21,17 mg/g para PAN, enquanto para IgG, ¢"** foi de 28,83 mg/g para PAN/Cs
e 19,77 mg/g para PAN. Um destaque importante deste trabalho é que as membranas de
PAN/Cs demonstraram ser capazes de realizar a separacio seletiva de BSA e IgG conjun-
tamente presentes em solucdes binarias, um avanco significativo para aplicacdes biomédicas
e industriais. A eficiéncia de eluicdo das membranas de PAN/Cs atingiu 89,13% para BSA

e 62,16% para IgG, mantendo a qualidade e a integridade das proteinas recuperadas, como

confirmado pela [Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-|

PAGE)| Esses resultados posicionam as membranas de PAN/Cs eletrofiadas como materiais

promissores para purificacdo de proteinas de maneira eficiente, econémica e seletiva.

Palavras-chaves: Purificacdo de proteinas. Albumina de soro bovino (BSA). Imunoglobulina G
(IgG). Adsorcdo de proteinas. Membranas eletrofiadas. Membranas modificadas com quitosana.

Separacdo seletiva de proteinas.



ABSTRACT

Protein purification is essential for biomedical and industrial applications, but current
methods often face challenges such as low efficiency, high cost, and limited selectivity. To over-
come these limitations, we developed electrospun Polyacrylonitrile (PAN) membranes modified
with Chitosan (Cs) and evaluated their capacity to capture Bovine Serum Albumin (BSA) and
Immunoglobulin G (IgG) from aqueous solutions. The membranes were characterized using
Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), ten-
sile tests, Surface Area Analysis (BET), Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS), and
Contact Angle (CA) measurements. PAN/Cs membranes exhibited smooth and uniform fibers
with an average diameter of 0.454 um. Both BSA and IgG solutions were analyzed using
Ultraviolet-Visible (UV-Vis) spectroscopy to monitor the concentration variations of the pro-
teins in the medium. The maximum adsorption capacity (¢***) for BSA was 75.61 mg/g for

PAN/Cs and 21.17 mg/g for PAN, while for IgG, ¢** was 28.83 mg/g for PAN/Cs and 19.77
mg/g for PAN. A significant highlight of this work is that PAN/Cs membranes demonstrated
the ability to perform selective separation of BSA and IgG simultaneously present in binary
solutions, representing a major advance for biomedical and industrial applications. The elution
efficiency of PAN/Cs membranes reached 89.13% for BSA and 62.16% for IgG, maintaining
the quality and integrity of the recovered proteins, as confirmed by Sodium Dodecyl Sulfate-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). These results position electrospun PAN/Cs

membranes as promising materials for efficient, economical, and selective protein purification.

Keywords: Protein purification. Bovine serum albumin (BSA). Immunoglobulin G (IgG). Pro-
tein adsorption. Electrospun membranes. Chitosan-modified membranes. Selective protein sep-

aration.
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1 INTRODUCAO

Para o uso pratico de proteinas em aplicacoes médicas e cientificas, é necessario realizar
previamente sua adequada separacdo e purificacdo a partir das amostras bioldgicas originais.
No entanto, como o rendimento e a qualidade dos produtos proteicos frequentemente nao
sao suficientes para atender as demandas ou aos requisitos do mercado, muitos esforcos tém
sido feitos para desenvolver materiais eficazes e de baixo custo, capazes de obter amostras de
proteinas de alta qualidade.

Diversos materiais naturais e sintéticos, como nanoparticulas (ALI et al., [2022; |SATZER et
al., 2016; LUNDQVIST; SETHSON; JONSSON, 2004)), nanocompésitos (FU et al., [2018), hidrogéis
(SAYGILI et al}, [2021} [KAYALVIZHY; RAJAN; PAZHANISAMY, 2020) e membranas eletrofiadas,
tém sido utilizados para adsorver proteinas (LI et al., [2017)). Embora métodos como filtracgo,
precipitacao, adsorcdo e cromatografia sejam usados para a extracao de proteinas, a adsorcao
é uma tecnologia promissora devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia (LI et al., 2017)).

Entre as técnicas de obtencdo de membranas poliméricas, a eletrofiacao destaca-se por sua
simplicidade e conveniéncia, permitindo a preparacao de mantas altamente adsorventes que
oferecem uma grande area superficial e porosidade adequada. Além disso, facilita a modifica-
cdo das nanofibras constituintes por meio de processos quimicos simples, como a incorporacao
de nanoparticulas metalicas, polimeros condutores, agentes de acoplamento e ligantes de afi-
nidade, como anticorpos (NAJAFI; FREY, 2020)).

Membranas adsorventes existem em diversas composicoes e geometrias, possibilitando seu
uso em etapas cruciais nos processos de clarificacdo, concentracdo, fracionamento e purifica-
cdo de biomoléculas (ROPER; LIGHTFOOT, [1995)). Para essas aplicacdes, as membranas devem
apresentar propriedades adequadas, como alta porosidade, resisténcia mecanica, além de es-

tabilidade quimica e térmica, uma vez que podem ser expostas a diferentes temperaturas,

variacdes do [Potencial hidrogeniénico (pH)| e estresse durante o uso. Além disso, para um

desempenho otimizado no processo de separacdo, elas devem ter alta seletividade para o alvo
desejado e, idealmente, manter suas propriedades por vérios ciclos de reutilizacdo (LI et al.,
2017). Uma vantagem significativa das membranas poliméricas é sua alta capacidade de puri-
ficacdo, combinada com a facilidade de fabricacao e uso, além de sua economia de producao
(NAJAFI; FREY] 2020)).

As membranas podem ser projetadas para atender as demandas de aplicacdes especificas,



20

como a separacao de biomoléculas, ajustando-se sua estrutura e propriedades fisico-quimicas
(como hidrofilicidade, porosidade, densidade de carga, e estabilidade térmica e mecanica), além
de introduzir funcionalidades que otimizem sua capacidade de adsorcao. Caracteristicas como
tamanho de poro, molhabilidade, carga superficial, rugosidade, resisténcia térmica, estabilidade
quimica, permeabilidade, espessura e resisténcia mecanica devem ser selecionadas de acordo
com o objetivo desejado. Portanto, um conhecimento detalhado dessas propriedades é essencial
para uma escolha adequada de membranas eletrofiadas para cada aplicacao especifica.

Neste trabalho, descrevemos a preparacdo, via eletrofiacao, de membranas nanofibrosas
de poliacrilonitrila (PAN) e de PAN modificadas com quitosana (PAN/Cs) e investigamos seu
uso na adsorcdo das proteinas BSA e IgG dispersas em solucdes aquosas. Adotamos a BSA
como sistema modelo inicial para avaliar a capacidade da membrana de PAN para a separacdo
de proteinas, tanto antes quanto depois da modificacao com quitosana, considerando que os
grupos hidroxila e amino da quitosana podem favorecer a captura.

As membranas de PAN puras, de facil fabricacao, apresentam estabilidade térmica e boas
propriedades mecanicas. A presenca de grupos funcionais nitrila permite uma facil funcionaliza-
¢do, ampliando as possibilidades de aplicacdo (RYSANEK et al, [2019)). Espera-se que os grupos
hidroxila e amino presentes na quitosana (ROPER; LIGHTFOOT, [1995)) aumentem a capacidade
das membranas de PAN para a adsorcao de biomoléculas.

A quitosana é soltvel em meio acido, formando um polimero cationico apds a protonacdo
do grupo amino (NH7). Devido a essas cargas positivas, a quitosana atrai moléculas com
superficies carregadas negativamente. E possivel controlar a carga na superficie ajustando o
pH do meio, uma vez que a desprotonacdo dos grupos amino ocorre em meio neutro ou
basico. Dessa forma, essa propriedade pode ser explorada para controlar o grau de adsorcdo
de proteinas (ZHAO; WANG; WANG, 2003)). Ajustamos o pH da solucdo tamp3o de modo a
otimizar a capacidade da membrana de PAN/Cs de capturar proteinas. Apds a eluicdo da
BSA adsorvida, utilizamos a técnica de UV-Vis para estimar a fracao de moléculas liberadas.
Observamos que, em valores de pH préoximos a 5,0, que corresponde ao ponto isoelétrico da
BSA, as membranas modificadas com quitosana apresentam maior capacidade de adsorcdo da
proteina em comparacao com as membranas ndo modificadas.

Além disso, investigamos a capacidade das membranas de PAN e PAN/Cs nos processos
de adsorcdo e dessorcdo da proteina IgG (FUNKHOUSER; ARONSON, 2007). A proteina IgG,
o produto sanguineo mais consumido no mundo, é utilizada no tratamento de pessoas com

AIDS, outras deficiéncias imunoldgicas, e doencas autoimunes e infecciosas. Sua producdo a
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partir do plasma de doadores da mesma populacdao que receberd o medicamento aumenta
sua eficacia contra antigenos. Como as proteinas estdo presentes em todos os fluidos do
corpo humano, e mais de 100 delas desempenham funcdes fisiolégicas no plasma, a adequada
separacao e caracterizacao dessas proteinas sdo passos essenciais para seu uso em diagndsticos
e terapias (MATHEW; SANKAR; VARACALLO, 2023). Especificamente, escolhemos trabalhar com
lgG (WESTERMEIER, |2016) devido a sua importancia no diagnéstico clinico de doenc¢as (OZCAN;
CIFTCIOGLU, 2022; [MUZZARELLI et al., 2015)).

Diversas técnicas, como eletroforese, ensaios bioquimicos, espectroscopia e microscopia
eletronica, podem ser utilizadas para examinar a possivel desnaturacdo de proteinas e avaliar
sua integridade estrutural e funcional (KURIEN; SCOFIELD) |2015)). Neste estudo, realizamos ex-
perimentos de [SDS-PAGE]| para analisar as solucGes de IgG em diferentes etapas do processo de
separacdo. A SDS-PAGE é uma das técnicas mais simples, acessiveis e amplamente utilizadas
para avaliar a pureza, o peso molecular e possiveis alteracGes estruturais, como agregacdo ou
fragmentacao. (KIRLEY; NORMAN, |2018];, [MASSON; LUSHCHEKINA/, [2022; WESTERMEIER|, {2016}
RAD, 2012)). Como detergente anidnico, o SDS desnatura as proteinas, formando complexos
com os polipeptideos que migram pelo gel de acordo com seu tamanho molecular. O SDS
liga-se as proteinas, conferindo-lhes uma carga negativa uniforme proporcional ao tamanho da
cadeia polipeptidica. Isso mascara as cargas intrinsecas das proteinas e faz com que a migracao
no gel dependa principalmente do tamanho molecular, ndo da carga ou forma. Essa técnica
pode ser realizada sob condices redutoras ou ndo redutoras. No primeiro caso, as proteinas
sao aquecidas, e um agente redutor, como o beta-mercaptoetanol, é utilizado para romper
pontes de dissulfeto (—S — S—), desestabilizando estruturas terciarias e quaternarias. J4 em
condices nao redutoras, nao se utilizam agentes redutores, preservando as pontes dissulfeto.
Nesse caso, a proteina migra como uma unidade mais proxima de sua conformacdo nativa
(KIRLEY; NORMAN, 2018} [BASS et all, [2017).

Para avaliar o potencial das membranas PAN/Cs em aplicac@es realistas, investigamos sua

seletividade na adsorcdo das proteinas BSA e IgG co-dissolvidas em meio aquoso. Conside-

rando as diferencas no |[Ponto isoelétrico (pl)| dessas proteinas, ajustamos o pH das solucdes

de ligacdo (pH 6,2 em solucido salina) e eluicdo (pH 10 em Tris-HCl) para otimizar a captura
seletiva de 1gG e BSA. A escolha dessas proteinas como modelos se deve a sua relevancia
biolégica e industrial, bem como as suas propriedades distintas e comportamentos comple-
mentares na adsorcdo. A BSA (66 kDa, pl = 5) é uma proteina globular amplamente utilizada

em formulacdes farmacéuticas e ideal para investigar interacdes hidrofébicas. Ja a I1gG (150
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kDa, pl 6,1-9,0) é um anticorpo de maior complexidade estrutural, fundamental para avaliar
seletividade em sistemas de purificacdo. Além disso, ambas sdo comercialmente acessiveis, de
alta pureza e baixo custo, tornando-se modelos versateis para o desenvolvimento de técnicas
aplicadas a purificacdo de biofarmacos e diagnésticos.

Os resultados demonstraram que as membranas PAN/Cs exibem capacidades de adsor-
cdo significativamente maiores em comparacdo com as membranas PAN n3o modificadas. A
incorporacdo de quitosana na matriz de PAN aumenta substancialmente a adsorcao de protei-
nas, fornecendo sitios ativos adicionais para interacoes eletrostaticas com proteinas carregadas
negativamente. Essas descobertas oferecem insights valiosos para o desenvolvimento de sis-
temas de purificacdo de proteinas mais eficientes e econémicos, avancando as tecnologias de

membranas eletrofiadas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, apresentaremos os fundamentos tedricos necessarios para a compreensao
do nosso trabalho. Inicialmente, discutiremos os conceitos basicos sobre o estudo de polimeros,
uma area da ciéncia dos materiais que investiga a estrutura, as propriedades e o comportamento
de longas cadeias moleculares formadas pela repeticao de unidades monoméricas. A estrutura e
a sequéncia dessas unidades exercem grande influéncia sobre as propriedades fisicas e quimicas
dos polimeros.

No contexto deste estudo, destacaremos dois polimeros principais: poliacrilonitrila e qui-
tosana. A poliacrilonitrila, um polimero sintético conhecido por sua estabilidade térmica e
excelentes propriedades mecanicas, é amplamente utilizada em aplicacdes industriais. Ja a
quitosana, um polimero natural derivado da quitina, apresenta grupos funcionais hidroxila e
amino que a tornam especialmente atrativa para aplicacdes biomédicas, como a adsorcdo de
biomoléculas.

Outro tema relevante sdo as membranas poliméricas, que desempenham um papel crucial
em processos de separacdo de substancias dissolvidas em liquidos e gases. Essas membranas
se destacam por sua facilidade de fabricacdo, alta seletividade e ampla aplicacdo em filtracdo,
purificacio e separacdo.

Abordaremos também a eletrofiacdo, uma técnica de processamento de polimeros que
utiliza um campo elétrico para produzir fibras ultrafinas a partir de uma solucdo polimérica.
Devido a sua versatilidade, a eletrofiacido tem sido aplicada em &reas como engenharia de
tecidos e liberacao controlada de medicamentos, sendo uma ferramenta importante em nosso
estudo.

Além disso, exploraremos o papel de proteinas especificas, como BSA e IgG, que sdo de
grande interesse em estudos de interacdo com polimeros e aplicacbes biomédicas. A BSA
é amplamente utilizada como modelo em estudos de adsorcao e transporte de proteinas,
enquanto a IgG é um anticorpo essencial em processos imunolégicos.

Por fim, realizaremos uma breve revisao da literatura relacionada, abordando os principais
avancos e lacunas de pesquisa nas areas mencionadas. Esse levantamento contextualizara nosso

trabalho dentro do cenério cientifico atual e evidenciarad a relevancia de nossas contribuicdes.
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2.1 POLIMEROS

O termo polimero refere-se a materiais formados por longas cadeias moleculares compostas
pela repeticao de unidades monoméricas ligadas entre si. Esses materiais estdo amplamente
presentes na natureza, com exemplos como seda, latex, celulose e madeira. Além disso, os
polimeros podem ser sintetizados para criar uma vasta gama de materiais com propriedades
fisicas e quimicas distintas (SIEGEL; SAUKKO), [2012).

A diversidade de propriedades fisicas dos polimeros contribui para sua ampla aplicacdo em
setores como construcao civil e inddstria automotiva. Devido a sua durabilidade, resisténcia
mecanica e leveza, sdo utilizados em componentes estruturais, como tubos e perfis. Além
disso, materiais poliméricos sao comuns em revestimentos internos e mobiliario, destacando-se
pela sua versatilidade, estética e facilidade de processamento (SIEGEL; SAUKKO, [2012).

Os polimeros desempenham um papel essencial na separacao de proteinas, pois possuem
propriedades versateis que podem ser ajustadas conforme as necessidades do processo. Para
essa aplicacdo, algumas caracteristicas fundamentais dos polimeros incluem estabilidade qui-
mica e mecanica, essencial para que as membranas resistam a variacGes de pH, temperatura
e forcas mecanicas sem comprometer sua eficiéncia.

A hidrofilicidade também desempenha um papel crucial, ja que polimeros contendo gru-
pos funcionais hidrofilicos interagem fortemente com as regides hidrofilicas das biomoléculas,
favorecendo a adsorcdo seletiva. Além disso, uma alta area superficial aumenta a capa-
cidade de adsorcdo e o contato com as proteinas, otimizando o desempenho da separacdo.
Outra propriedade essencial é a biocompatibilidade, que se refere a capacidade do material
de interagir com sistemas bioldgicos sem causar reacdes adversas, como toxicidade ou infla-
macdo, garantindo seguranca em aplicacdes biomédicas. Por fim, a resisténcia térmica é
fundamental para manter as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas do polimero estaveis
mesmo sob exposicdo ao calor.

A mistura de quitosana com PAN apresenta beneficios significativos para a separacdo de
proteinas. A PAN atua como um suporte estrutural, conferindo maior robustez e resisténcia
a tensoes e deformacoes, sem interferir diretamente nos grupos funcionais da quitosana. Além
disso, essa combinacdao melhora a estabilidade quimica da membrana, aumentando sua
resisténcia em meios acidos e basicos, o que a torna uma opc¢ao promissora para aplicacoes

que exigem durabilidade e eficiéncia na adsorcdo de biomoléculas.
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2.1.1 Poliacrilonitrila

A [PAN] é um polimero polar devido a presenca do grupo nitrila em sua estrutura. Essa
polaridade influencia sua hidrofilicidade, que é a capacidade de uma superficie de interagir
com a agua, ou seja, de se "molhar"facilmente quando em contato com o liquido. Inicial-

mente, a[PAN|era insolivel na maioria dos solventes organicos e inorgénicos, o que dificultava

a producdo de fibras. No entanto, a introducdo do solvente |Dimetilformamida (DMF )| revo-

lucionou esse processo, permitindo a fabricacdo de fibras a partir da [PAN] Como polimero
termoplastico, a [PAN| apresenta alta resisténcia quimica e excelentes propriedades mecanicas,
sendo amplamente utilizada como matéria-prima em diversas aplicacdes, incluindo membranas
de ultrafiltracdo, fibras téxteis, fibras de carbono e, em menor grau, fibras ocas para filtracdo.
Além disso, as fibras de [PAN| sdo empregadas em areas como adsorcdo de metais pesados,
tecnologia aeroespacial, catélise heterogénea e curativos para feridas (XU et al., [2022).

A destaca-se especialmente como precursor na producdo de fibras de carbono na-

nométricas (Nanofibras de carbono (CNFs)). As |[CNFs| tém atraido grande atencdo devido

as suas caracteristicas excepcionais, como alta resisténcia mecanica, estabilidade térmica e
condutividade elétrica. Entre os diversos precursores disponiveis, a PAN se sobressai por seu
alto rendimento de carbono e pela flexibilidade na modificacdo estrutural das CNFs finais.
O processo de estabilizacdo térmica da PAN resulta na formacdo de uma estrutura em es-
cada, conferindo maior estabilidade térmica as fibras durante a carbonizacdo (NATARAJ; YANG;

AMINABHAVI, [2012).

Embora o mondmero de acrilonitrila (Acrilonitrila (AN))) tenha sido descoberto em 1893,

a conversdo bem-sucedida da [PAN] em fibras vidveis ocorreu apenas em 1925, apds superar
os desafios de solubilidade. Além de ser usado na[PAN] o [AN]|é amplamente empregado como
copolimero, especialmente em combinacdo com estireno e butadieno para formar o terpolimero
ABS, um material conhecido por sua alta resisténcia e versatilidade em aplicacGes industriais
(NATARAJ; YANG; AMINABHAVI, 2012).

Entre os métodos disponiveis para produzir nanofibras, destaca-se a eletrofiacdo (electros-
pinning), uma técnica amplamente utilizada devido a sua eficiéncia e versatilidade. Desen-
volvida na década de 1930, a eletrofiacdo permite a producao de fibras com didmetros que
variam de 10 nm a 10 pum. Esse método utiliza uma solucdo polimérica submetida a um
campo eletrostatico, o que possibilita a formacdo de fibras ultrafinas de maneira continua e

econdmica, sem a necessidade de equipamentos sofisticados ou altas temperaturas (NATARAJ;
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YANG; AMINABHAVI, 2012} RAHAMAN; ISMAIL; MUSTAFA, 2007).

2.1.2 Quitosana

A quitosana, obtida pela desacetilacao da quitina, é um polimero solivel em meio acido
que se torna catiénico quando seus grupos amino (/N H) sdo protonados, formando grupos
aménio (N H3) (DESAI et al., 2023)). Devido a presenca dessas cargas positivas, a quitosana
apresenta alta afinidade por moléculas carregadas negativamente, como proteinas e
ions. Sua carga superficial pode ser ajustada pelo pH do meio, pois, em condicSes acidas,
0s grupos amino permanecem protonados, conferindo uma carga positiva elevada que favorece
a adsorcao de proteinas negativamente carregadas. J& em pH neutro ou basico, ocorre a
desprotonacao desses grupos, reduzindo a carga superficial e, consequentemente, a afinidade
por proteinas de carga negativa (ZHAO; WANG; WANG, 2003). Essa capacidade de ajuste da
carga torna a quitosana uma ferramenta versatil em sistemas de adsorcdo, especialmente em
aplicacOes que exigem controle preciso das interacdoes biomoleculares.

A quitosana apresenta alta viscosidade e baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua
incorporacdo em nanofibras de alta qualidade. Esses fatores complicam o processamento e
limitam a uniformidade e a continuidade das fibras durante a eletrofiacdo, além de exigir con-
dicoes especificas de solvente e ajustes no método de preparo para otimizar sua dispersdo e
estabilidade na matriz fibrosa (AUGUSTINE et al., 2020; /ALHARBI et al., 2020). Por esse motivo,
no processo de eletrofiacdo, é comum combinar a quitosana com outros polimeros, visando me-
lhorar a resisténcia mecanica das membranas resultantes e conferir-lhes propriedades bioldgicas
desejaveis. Essa combinacao facilita a formacdo de fibras continuas e homogéneas, aprimo-
rando n3o apenas a estabilidade estrutural das membranas, mas também suas caracteristicas
funcionais, como biocompatibilidade e capacidade de adsorcdo de biomoléculas (AUGUSTINE
et al.,, 2020; ALHARBI et al., 2020)).

Para tanto, é geralmente necessario empregar solventes téxicos para o ser humano e o
meio ambiente, além da utilizacao de temperaturas mais elevadas de modo a dissolver agentes
quimicos adicionados que favorecem a reticulacdo da matriz polimérica, como acido férmico,
diclorometano, acido trifluoroacético e glutaraldeido. Ademais, o processo exige a aplicacdo
de altas voltagens e baixas taxas de fluxo na eletrofiacdo, a fim de obter fibras continuas e
uniformes. Esses ajustes tornam o procedimento mais complexo e requerem rigorosos cuidados

com seguranca e controle ambiental (AUGUSTINE et al., 2020; ALHARBI et al., 2020; MAKAREMI
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et al} [2016)). Por outro lado, na producdo de nossas membranas compostas, a quitosana,
uma vez homogeneamente dispersa na solucdo de PAN solubilizada, atua como agente de
modificacao, eliminando a necessidade de solventes toxicos e agentes de reticulacdo. Essa
abordagem simplifica o processo, tornando-o mais seguro e ambientalmente amigavel, além
de preservar as propriedades bioativas da quitosana, que potencializam a funcionalidade das
membranas sem comprometer sua integridade estrutural.

A solubilidade da quitosana pode ser explorada estrategicamente para a captura de protei-
nas. As proteinas, por sua vez, sofrem adaptacdes conformacionais em resposta as variacoes
de pH, uma vez que o estado de ionizacdo dos seus grupos funcionais se altera. Existe um pl
caracteristico para cada proteina, no qual ela apresenta carga liquida zero. Fora desse pH, a
proteina adquire carga positiva ou negativa, o que influencia diretamente sua interacdo com
a quitosana e pode ser explorado para processos seletivos de adsorcao.

Diversas formas de quitosana s3o relatadas na literatura, incluindo hidrogéis (MA et al,,
2023), nanoparticulas (JU et al., 2020), esferas (POPE et al., 2023), membranas (WENG et al.,
2020)) e fibras (RISTIC et al., |2019)). Essas diferentes morfologias ampliam seu uso em aplicagbes
tecnolégicas e biomédicas.

No formato de nanofibras, a quitosana se destaca por suas excelentes propriedades me-
canicas e estruturais. Assim como em esferas, as fibras de quitosana combinam resisténcia
mecanica e flexibilidade, tornando-se ideais para aplicacGes que requerem materiais robustos
e maleéveis, como biomateriais e processos de adsorcdo (MIRANDA et al., 2023). Além disso, a
estrutura dessas fibras pode ser ajustada para alcancar propriedades fisicas e quimicas especi-
ficas.

A producao de nanofibras de quitosana pode ser realizada por técnicas como a eletrofiacdo.
Nesse processo, uma solucao de quitosana é colocada em uma seringa e submetida a alta
tensdo elétrica. Sob a acdo do campo elétrico, a solucdo é ejetada por um capilar, formando
um jato polimérico. Durante o trajeto, o solvente evapora rapidamente, resultando em fibras
nanométricas que sdo depositadas sobre um substrato (BIGOGNO et al., [2022). A eletrofiacdo
possibilita a fabricacdo de fibras com alta area de superficie e maior porosidade, caracteristicas
essenciais em aplicacdes que exigem alta capacidade de interacao.

A combinac3o de quitosana com outros polimeros, como a poliacrilonitrila (PAN), permite
criar materiais com propriedades sinérgicas. Esses sistemas combinados oferecem maior flexibi-
lidade e controle na captura e liberacao controlada de proteinas sob diferentes condicoes de pH

(ZHAO; WANG; WANG, 2003). Isso abre novas possibilidades para aplicagdes em biotecnologia
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e engenharia de tecidos, onde a interacdo controlada com biomoléculas é fundamental.

2.2 MEMBRANAS POLIMERICAS

A tecnologia de membranas tem sido amplamente utilizada hd décadas em processos de
separacdo de liquidos e gases (LIN; DING, 2020; |RULKENS; KONING, [2012)). Sua popularidade
se deve principalmente a combinacao de facilidade de fabricacdo e operacdo, alta seletividade

e a auséncia de regeneracdo de sorventes (SALEH; GUPTA, 2016)).

i) Vantagens das Membranas Poliméricas:

1) Alta seletividade: As membranas poliméricas podem separar componentes com base
em propriedades moleculares, como tamanho, polaridade e carga, tornando-as adequadas para
uma ampla gama de aplicagdes (SALEH; GUPTA, 2016)).

2) Facilidade de modificacdo: Elas podem ser facilmente modificadas para melhorar
propriedades como seletividade, estabilidade térmica e quimica, ou capacidade de adsorcao,
possibilitando sua adaptacdo a requisitos especificos (RULKENS; KONING, [2012)).

3) Versatilidade de fabricacao: Podem ser produzidas em diferentes formas, incluindo
filmes planos, fibras ocas e membranas assimétricas, utilizando métodos como extrus3o, ele-
trofiacdo e deposicdo de polimeros (SALEH; GUPTA, [2016).

Devido a essas caracteristicas, as membranas poliméricas sao amplamente empregadas em
setores como tratamento de dgua, separacao de gases, purificacdo e concentracao de produtos
quimicos, biotecnologia e indistria farmacéutica, onde processos de separacdo eficientes sdo
essenciais (SALEH; GUPTA| 2016)).

Em resumo, as membranas poliméricas destacam-se por sua eficiéncia, facilidade de uso
e ampla gama de aplicacoes, consolidando-se como componentes indispensaveis em diversas

tecnologias de separacao.

2.2.1 Eletrofiacao: Principios, Processo e Aplicacées

A eletrofiacdo (electrospinning) é uma técnica versatil e eficiente para a producdo de na-
nofibras a partir de polimeros, ceramicas e compodsitos. Essa técnica tem sido amplamente
utilizada em diversas areas, incluindo engenharia de materiais, biotecnologia e filtracdo, devido

a capacidade de gerar fibras com alta razdo superficie/volume, porosidade controlada e pro-
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priedades mecanicas ajustaveis (XUE et al., 2019; THOMAS; GROHENS; NINAN, 2015} QIN, [2015]).

i) Principios da Eletrofiacao:

O processo de eletrofiacdo baseia-se no uso de um campo elétrico para estirar uma solu-
cdo polimérica ou um fundido, convertendo-o em fibras ultrafinas. O principio fundamental
da técnica é a competicdo entre a forca eletrostatica aplicada e a tensdo superficial da solu-
cdo. Quando a forca eletrostatica supera a tensdo superficial, o jato polimérico é ejetado da
extremidade do capilar e sofre um estiramento continuo até atingir um coletor.

A formacdo das nanofibras ocorre devido a instabilidade eletro-hidrodindmica do jato, le-
vando a deposicao aleatdria ou controlada sobre o substrato. Esse fenémeno resulta em fibras
com diametro na escala de nandmetros a micrometros, dependendo dos parametros do pro-

cesso (QIN} 2015; WASIM et al., [2019)).

i1) Equipamento e Parametros do Processo:

O sistema de eletrofiacdo consiste basicamente em trés componentes principais:

1) Fonte de alta tensdo (10-30 kV'), responsavel por gerar o campo elétrico necessario
para induzir a formacao do jato polimérico.

2) Bomba de Injecdo e Seringa, controla o fluxo da solucdo polimérica através de um
capilar ou agulha metalica.

3) Coletor, superficie condutora (geralmente uma placa metalica ou um tambor rotativo)
onde as fibras sdo depositadas (XUE et al., 2019).

Os principais parametros que influenciam a morfologia e as propriedades das fibras eletro-
fiadas incluem:

Concentracao e viscosidade da solucao polimérica: determinam a formacao do jato
e a estabilidade do processo. Solucdes muito diluidas podem levar a formacao de particulas ao
invés de fibras, enquanto solucdes muito viscosas podem impedir a ejecdo do jato.

Tensao elétrica aplicada: deve ser suficientemente alta para superar a tensdo superficial
da solucao, permitindo a formacao de um jato continuo. Tensoes inadequadas podem resultar
em gotas ou fibras com espessuras irregulares.

Distancia entre o capilar e o coletor: influencia o tempo de voo do jato e a evaporacao
do solvente. Distancias curtas podem levar a fusdo das fibras no coletor, enquanto distancias

muito longas podem reduzir a uniformidade das fibras.
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Taxa de fluxo da solucao polimérica: afeta a espessura e a continuidade das fibras.
Fluxos elevados podem produzir fibras mais grossas e menos uniformes.
Velocidade do coletor: em coletores rotativos, a velocidade pode influenciar a orientacao

das fibras, permitindo a obtencdo de alinhamento controlado.

i1i) Mecanismo de Formacao das Fibras:

O processo de eletrofiacdo ocorre em trés etapas principais:

1) Formacao do Cone de Taylor: ao aplicar um campo elétrico, a superficie da solucdo
polimérica na ponta do capilar se deforma, formando uma estrutura cénica chamada cone de
Taylor.

2) Emissao do Jato e Estiramento: quando o campo elétrico atinge um valor critico,
um jato fino é ejetado do vértice do cone. Esse jato sofre um estiramento devido as forcas
eletrostaticas e comeca a se deslocar em direcdo ao coletor.

3) Instabilidade e Solidificacdo: durante o trajeto, o jato sofre instabilidades de whip-
ping (movimento oscilatério), que ajudam a reduzir ainda mais o didmetro da fibra. Ao longo

desse percurso, o solvente evapora, resultando na deposicao de fibras secas sobre o coletor.

iv) Aplicacoes da Eletrofiacdo:

A eletrofiacdo tem sido explorada em diversas aplicacoes devido a capacidade de produzir
fibras com alta porosidade e grande area superficial. Algumas das principais areas de aplicacao
incluem:

Engenharia de Tecidos e Biomateriais: producdo de scaffolds biocompativeis para
regeneracao tecidual e liberacdo controlada de farmacos.

Filtracido de Ar e Agua: membranas eletrofiadas s3o altamente eficientes na captura
de particulas finas e contaminantes. Sensores e Dispositivos Eletrénicos: Uso de nanofibras
condutoras para desenvolvimento de sensores flexiveis e baterias avancadas.

Purificacao de Proteinas e Bioseparacées: membranas eletrofiadas podem ser proje-
tadas para adsorcdo seletiva de biomoléculas, como proteinas e anticorpos.

Vérios estudos anteriores exploraram o uso de membranas poliméricas eletrofiadas para a
separacdo e purificacdo de proteinas. Li et al. (LI et al., 2017) desenvolveram uma membrana
nanofibrosa eletrofiada controlavel por pH (NFM) apés funcionalizar membranas de poliacri-
lonitrila (PAN) com lisina (LYS) para a adsorcdo seletiva de pepsina e lisozima, obtendo uma

capacidade méxima de adsorcdo (¢7'**) de 425,49 mg/g para pepsina e 54,98 mg/g para
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lisozima. Além da excelente seletividade, essa membrana mostrou-se reutilizavel. Por meio de
eletrofiacdo multicomponente e nanodoping, Fan et al. (FAN et al, 2015) prepararam uma
membrana nanofibrosa de carbono com poros hierarquicos (CNF), que exibiu alta capacidade
de adsorcdo para a BSA, alcancando 30 mg/g.

Esfahani et al. (ESFAHANI et al, 2016]) criaram uma superficie positivamente carregada
em nanofibras de Nylon-6 eletrofiadas (NFs), ao incorporar nanoparticulas de hidroxiapatita
dopadas com zinco, melhorando a adsorcdo seletiva de moléculas de BSA carregadas nega-
tivamente. Essa membrana foi capaz de separar 250 mg/cm?® de BSA apés uma hora de
filtrac3o.

Soldan et al. (SOLDAN; NUNES, |2021)) desenvolveram membranas poliméricas funcionaliza-
das com nanoparticulas de ouro e compostos de politiol, aplicadas na separacdo de anticorpos
em uma corrente contendo diversas biomoléculas. Além disso, membranas de PAN e polis-
sulfona (PSf), funcionalizadas com enxerto de ligantes de amina terciéria (poli(metacrilato
de glicidila - GMA)) por polimerizacdo UV, foram utilizadas na formacdo de membranas
baseadas em troca i6nica (IEX) com dietilamina (DEA) para a captura de BSA ((CHEN; WIC-
KRAMASINGHE; QIAN, 2020). Para as membranas eletrofiadas de PAN e PSf funcionalizadas,
foram obtidas capacidades de ligacdo estatica e dinamica na ordem de aproximadamente 100
mg/mL e 200 mg/mL, respectivamente, embora fosse necessdrio um tempo relativamente
longo (~ 12 horas) para saturacdo do processo.

Esses estudos representam avancos significativos na area de purificacdo e separacdo de pro-
teinas, fornecendo insights para o desenvolvimento de membranas com propriedades especificas

de adsorcao seletiva para proteinas de interesse.

2.3 ESTRUTURA E FUNCAO DAS PROTEINAS

As proteinas s3o macromoléculas bioldgicas essenciais para os organismos vivos, formadas
por aminoacidos ligados por ligacdes peptidicas. Existem 20 aminoacidos comuns, cada um
com um atomo de carbono central (C,) ligado covalentemente a um dtomo de hidrogénio
(H), um grupo amino (« — amino), um grupo carboxilo (o — carboxilo) e uma cadeia
lateral (R). A cadeia lateral determina as propriedades especificas de cada aminoacido, como
polaridade, carga elétrica e caracteristicas quimicas (KESSEL; BEN-TAL, 2010; BHAKTA et al.,
2015). A sequéncia de aminoacidos define a estrutura primaria de uma proteina (KESSEL;

BEN-TAL, 2010).
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i) Estrutura Geral de um Aminoacido:
A Figura [1| representa a estrutura genérica de um aminoacido, com os seguintes compo-

nentes:

= H: Atomo de hidrogénio ligado ao carbono central (C,,).
= N: Atomo de nitrogénio do grupo amino.

= C: Atomo de carbono central (C,).

= COOMH: Grupo carboxilo.

= R: Cadeia lateral (Cj), que confere propriedades (inicas ao aminoacido.

Figura 1 — Férmula estrutural genérica de um aminoécido, com o carbono alfa (C,,) destacado.

NH,

H—C,—€0OO0OH

R

i1) Funcoes das Proteinas:

As proteinas exercem diversas funcdes vitais nos organismos vivos, incluindo (MORRIS;
BLACK; STOLLAR, [2022):

1) Catalise de processos metabdlicos: Enzimas aceleram reacdes bioquimicas essenciais
(KESSEL; BEN-TAL, 2010).

2) Armazenamento e transporte de oxigénio: Hemoglobina e mioglobina transportam
e armazenam oxigénio (BHAKTA et al., 2015)).

3) Regulacado da expressdo genética: RNA polimerases e fatores de transcricdo contro-
lam a expressdo génica.

4) Transporte transmembranar: Proteinas de membrana (como canais e transportado-
res) facilitam o transporte seletivo de moléculas e fons.

5) Comunicacdo celular: Hormdnios proteicos (ex.: insulina) e fatores de crescimento
(ex.: EGF) desempenham papéis importantes na sinalizacdo celular.

6) Defesa imunolégica: Anticorpos reconhecem e neutralizam patdgenos.
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7) Estrutura e suporte: Proteinas como colageno e actina formam estruturas intracelu-

lares e extracelulares.

i1i) Organizacao Estrutural:

As proteinas possuem uma estrutura hierarquica composta por quatro niveis, primario,
secunddrio, tercidrio e quaternario (Fig. , o que contribui para sua complexidade e funcio-
nalidade, permitindo que desempenhem uma ampla variedade de funcdes biolégicas (KESSEL;
BEN-TAL|, 2010 |BHAKTA et al., 2015; IMORRIS; BLACK; STOLLAR, 2022).

1) Primaria: Sequéncia linear de aminodacidos, a qual define a funcdo e as propriedades
da proteina .

A partir dessa sequéncia, ocorrem interacdes entre aminoacidos vizinhos que levam a for-
macao de estruturas secundarias.

2) Secundaria: E caracterizada pela organizacdo local da cadeia polipeptidica e inclui
arranjos locais, como « — hélices e B — folhas estabilizados por ligacGes de hidrogénio.

As a-hélices sdo formadas por aminoacidos dispostos em uma espiral regular, estabilizada
por ligaces de hidrogénio entre o grupo carbonila (C' = O) de um residuo e o grupo amino
(N — H) de outro residuo situado quatro posicdes a frente na sequéncia polipeptidica. Ja as
[-folhas consistem em segmentos da cadeia polipeptidica que se alinham lado a lado em uma
estrutura estendida, estabilizadas por ligacdes de hidrogénio entre grupos carbonila e amino
de diferentes segmentos. Esses segmentos podem se organizar de forma paralela, com todas
as cadeias na mesma direcao, ou antiparalela, com cadeias orientadas em direcoes opostas.

Além das estruturas secundarias, as proteinas apresentam niveis adicionais de hierarquia.
A estrutura tercidria é o arranjo tridimensional completo da proteina, enquanto a estrutura
quaternaria ocorre quando a proteina é composta por varias subunidades. Esses niveis conferem
complexidade e funcionalidade adicionais, permitindo que as proteinas desempenhem uma
grande variedade de papéis bioldgicos (KESSEL; BEN-TAL, 2010; [BHAKTA et al., 2015).

3) Terciaria: Conformac3o tridimensional completa.

4) Quaternaria: Organizacdo de miltiplas subunidades proteicas.

iv) Propriedades Fisico-Quimicas
As proteinas, em solucao aquosa, formam uma camada elétrica dupla devido a presenca
de grupos ionizaveis, e suas cargas liquidas variam conforme o pH do meio. O [pl] no qual a

carga liquida da proteina é zero, desempenha um papel crucial em processos como eletroforese
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Figura 2 — Representacdo dos niveis de organizacdo estrutural das proteinas.

Amino acidos Estrutura Primaria

beta-folhas — alfa-hélices —= Estrutura Secundaria

beta-folhas
Estrutura Terciaria

alfa-hélices

Estrutura Quaternaria

Fonte: |RYE ROBERT WISE| (2024))

e na formulacdo de bioprodutos, influenciando diretamente a solubilidade e estabilidade das

proteinas (KIRKWOOD et al, 2015; KRAUSS et al., [2013)). Na eletroforese, por exemplo, o |pl| é

utilizado para separar proteinas com base em suas cargas elétricas. Além disso, o conhecimento

do [pl] é essencial na formulacdo de produtos farmacéuticos e na otimizacdo de processos
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biotecnolégicos, pois afeta as interacdes proteicas em diferentes ambientes.

No [pl} a minimizacdo da repulsdo eletrostatica entre moléculas de proteina reduz a solubi-
lidade e favorece a agregacdo. Esse comportamento facilita a formacao de agregados devido
a interacoes hidrofébicas e forcas de van der Waals. A disposicao de cargas nas proteinas
influencia sua conformacao estrutural e suas interacGes com meios biolégicos ou materiais,
impactando propriedades como adsorcdo e solubilidade (KIRKWOOD et al., 2015; [KRAUSS et al.,
2013} PHAM; MENG, [2020).

v) Classificacdo das Proteinas
As proteinas podem ser diferenciadas com base em sua composicdo e forma, e nas funcoes
que desempenham nos organismos Vivos.

1) Por Composicao:

» Homoproteinas: compostas exclusivamente por aminoacidos. Exemplos incluem albu-

mina, queratina e insulina.

» Heteroproteinas: Contém grupos prostéticos. Esses grupos podem ser de natureza li-
pidica (lipoproteinas), fosfato (fosfoproteinas), carboidrato (glicoproteinas), metal (me-

taloproteinas) ou 4cido nucleico (nucleoproteinas).
2) Por Forma:

» Globulares: s3o caracterizadas por sua forma aproximadamente esférica ou elipsoidal,
resultante do dobramento das cadeias polipeptidicas de forma compacta. Esse dobra-
mento permite que as regides hidrofébicas fiquem voltadas para o interior, enquanto as
regioes hidrofilicas ficam na superficie, o que contribui para a solubilidade em agua, em-
bora esta possa variar dependendo da proteina especifica. A hemoglobina é um exemplo

classico de proteina globular.

» Fibrosas: apresentam uma estrutura alongada, semelhante a uma Iamina ou filamento,
devido ao arranjo linear das cadeias polipeptidicas. Exemplos incluem o colageno e a

queratina, que sao praticamente insollveis em agua.

A forma e a solubilidade das proteinas estdo intimamente relacionadas com sua funcao
biolégica, refletindo a diversidade de papéis que desempenham nos sistemas vivos. De modo

geral, proteinas globulares estdo associadas a funcdes dindmicas, como catélise (enzimas),
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transporte (hemoglobina), regulacdo (hormdnios), e defesa (anticorpos). Sua solubilidade em
agua permite que atuem eficientemente em ambientes aquosos, como o citoplasma ou o plasma
sanguineo. Ja as proteinas fibrosas desempenham funcoes estruturais, como fornecer suporte
e resisténcia, como no caso do colageno (tecido conjuntivo) e da queratina (cabelos e unhas).

Essas classificacOes refletem a diversidade estrutural e funcional das proteinas, fundamen-
tais para a complexidade dos processos biol6gicos (KESSEL; BEN-TAL| 2010; BHAKTA et al.,
2015). Por fim, é importante notar que essa classificacdo n3o é rigida; algumas proteinas
podem apresentar caracteristicas intermediarias ou ndo se encaixar perfeitamente nessas cate-

gorias.

2.3.1 Albumina de Soro Bovino (BSA): Estrutura e Aplicacdes

A [BSA] é uma proteina globular amplamente utilizada em estudos bioquimicos, com uma
massa molecular aproximada de 66 kDa (HAMES, 1998). Devido a sua estabilidade e baixa
interferéncia em reacdes bioldgicas, a BSA é empregada em diversas areas, como imunologia,
bioquimica e biotecnologia. Nessas areas, pesquisadores tém investigado diferentes estratégias
e avancos tecnoldgicos para aprimorar os métodos de purificacdo e separacdo de proteinas,

visando maior eficiéncia, pureza e rendimento.

i) Aplicacdes Bioquimicas:
A BSA é amplamente utilizada em ensaios imunolégicos, incluindo ensaios ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), testes de imunoblot (Western blot e dot blot), além de na

imunocitoquimica (imunohistoquimica e microscopia de imunofluorescéncia) (HAMES, 1998)).

i1) Estrutura Molecular e Propriedades:

A BSA contém 35 residuos de cisteina, responsaveis por formar 17 pontes dissulfeto intra-
moleculares, conferindo estabilidade estrutural e resisténcia a condicoes adversas. Essas pontes
criam pequenos loops que reforcam sua conformacao tridimensional. Além disso, a BSA possui
um grupo sulfidrila livre, que pode ser quimicamente ativo em determinadas condicdes.

Notavelmente, a BSA compartilha cerca de 76% de similaridade estrutural com a albumina
do soro humano (HSA), incluindo composicdo de aminoacidos e organizagdo tridimensional.
Tal semelhanca faz com que ambas as proteinas apresentem funcdes bioldgicas e propriedades

fisico-quimicas comparaveis, sendo Uteis em estudos de transporte de substancias, interacdo
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com farmacos e aplica¢des biomédicas (CAO et al., 2013).

i1i) Comportamento Eletrostatico e Ponto Isoelétrico:

A carga elétrica da BSA varia conforme o pH do meio. Abaixo do pl, entre 4,7 ¢ 5,0 a
proteina possui carga liquida positiva, enquanto que acima do pl a BSA apresenta carga liquida
negativa. Essa caracteristica eletrostatica é explorada em processos de separacdo e adsorcao,
como eletroforese e modificacao de superficies, para purificacao ou imobilizacdo de biomo-
léculas. A capacidade da BSA de se ligar a diferentes materiais por interacdes eletrostéticas
facilita seu uso em diversas aplicacGes biotecnoldgicas, como a entrega de farmacos, a bio-

funcionalizac3o de superficies e a fabricacdo de biossensores. (SALIS et al, 2011} YU et al., 2024)).

iv) Conformacdes Estruturais:

A BSA pode adotar diferentes conformacdes estruturais (isdmeros) em resposta a altera-
cbes no pH do meio, o que impacta suas propriedades e funcdes. A conformacdo nativa, ou
forma normal (N), ocorre quando o pH esté entre 5,0 e 7,0. A forma basica (B) é observada
em pH entre 8,0 e 10,0. Quando o pH ultrapassa 10,0, a BSA é considerada estar na forma
envelhecida (A). Existe ainda uma faixa de transicdo chamada migrac3o rapida (F), na qual
a BSA apresenta uma conformacdo parcialmente expandida, ocorrendo em pH entre 3,0 e
4,3. Por fim, a conformacdo expandida (E) da BSA é encontrada em valores de pH abaixo
de 2,7. Essas variacGes conformacionais refletem a sensibilidade da BSA ao pH, influenciando
suas propriedades e interacdes em diferentes contextos bioldgicos e tecnoldgicos (BEYKAL et

al., 2015; JACHIMSKA; PAJOR, 2012).

2.3.1.1 Fatores Influenciando a Adsorcdo da BSA em Membranas de PAN e PAN/Cs

O comportamento de adsorcdo da BSA em membranas de PAN/Cs estd intimamente
ligado a composicdo de seus aminoacidos, a distribuicao de cargas na molécula da proteina
e as caracteristicas quimicas do adsorvente, fatores que sdo fortemente influenciados pelo pH
do meio.

i) Influéncia do pH no Processo de Adsorcao:

O pH do meio tem papel crucial na ionizacdo dos grupos funcionais da BSA e da super-

ficie das membranas (LI et al,, 2017). No pl da BSA, a proteina possui carga liquida nula, o
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que reduz repulsdes eletrostaticas internas e facilita interacoes hidrofébicas e por ligacdes de
hidrogénio com a superficie do adsorvente (RABE; VERDES; SEEGER, [2011)). Abaixo do pl, a
BSA é carregada positivamente, enquanto acima do pl, ela adquire carga negativa devido a

desprotonacdo de seus grupos carboxilicos (—COO™), ou seja,

» Abaixo do pl: a BSA é carregada positivamente devido a protonacdo de seus grupos

funcionais.

» Acima do pl: a proteina adquire carga negativa, pois os grupos carboxilicos se despro-

tonam.

Essas mudancas afetam a interacdo eletrostatica com a quitosana, cujos grupos amino
(=N H,) se protonam em pH é&cido, conferindo carga positiva. Isso favorece interacdes ele-
trostaticas atrativas quando a BSA é negativamente carregada, otimizando a adsorcdo. Assim,
o pH do meio pode ser ajustado para otimizar a adsorcdo ou promover a dessorcdo seletiva de
proteinas.

i1) Interacdes entre Quitosana e BSA em Diferentes Faixas de pH:

As interacdes entre a BSA e as membranas de PAN/quitosana variam conforme o pH.

1) pH Acido (abaixo do pl da BSA): Tanto a BSA quanto a quitosana s3o carregadas
positivamente, resultando em repulsdo eletrostatica e reduzindo a eficiéncia de adsorcao.

2) pH Préximo ao pl da BSA: a carga liquida da BSA é préxima de neutra, enquanto a
quitosana permanece protonada. Nessa faixa de pH, as interacOes eletrostaticas sdo minimi-
zadas.

3) pH Basico (acima do pl da BSA): a BSA adquire carga negativa, enquanto os
grupos amino da quitosana permanecem protonados em pH levemente acido. E importante
destacar que, ao considerar a faixa de pH levemente acido em que ocorre a adsorcdo da BSA
pelas membranas, é provavel que as cargas negativas nas membranas estejam neutralizadas
ou diminuidas, permitindo uma interacdo favoravel com a proteina carregada negativamente.
Interacdes eletrostticas atrativas entre os grupos —N H3 (quitosana) e —COO~ (BSA)
resultam em uma adsorc3do eficiente. J4 em pH fortemente basico, a carga negativa tanto da
membrana quanto da BSA reduz drasticamente a adsorcdo devido a repulsao eletrostatica.

Portanto, a adsorcdo maxima da BSA pela quitosana ocorre em pH ligeiramente basico ou
levemente acido, onde a BSA esta carregada negativamente e os grupos amino da quitosana

estao protonados.



39

i11) Mecanismos de Interacdo entre BSA e Quitosana:

Os principais mecanismos de interacdo entre a BSA e os grupos funcionais das membranas
de PAN/Cs incluem:

1) Interacées eletrostaticas: em condicdes favoraveis do pH, grupos —N H3 da quito-
sana interagem com —C' OO~ da BSA.

2) Ligacdes de hidrogénio: grupos hidroxila (—OH) da quitosana formam pontes de
hidrogénio com os grupos funcionais (amino e carboxilicos) da BSA.

3) Interacdes hidrofébicas: residuos hidrofébicos da BSA, expostos em pH acido ou
préximo ao pl, podem interagir com regides apolares das membranas.

iv) Caracteristicas dos Aminoacidos da BSA:

A sequéncia de aminoacidos da BSA influencia sua interacdo com a superficie das mem-

branas:

= Aminoacidos carregados positivamente (lisina, arginina e histidina): sdo aminoa-
cidos basicos com cargas positivas em pH abaixo de seu ponto isoelétrico. Eles participam
principalmente de interacGes eletrostaticas com grupos carregados negativamente, como

carboxilas.

= Aminoacidos polares ndo carregados (glutamina e asparagina): contribuem para

ligacdes de hidrogénio.

= Aminoacidos apolares (triptofano): assim como outros aminoacidos hidrofébicos,
facilita interacoes hidrofébicas, essenciais para a estabilizacdo da adsorcdo em superficies

apolares.

A lisina, mais abundante na BSA (59 residuos), seguida pela arginina (23 residuos) e pela
histidina (17 residuos). No pl da BSA, a proteina adota uma conformacdo compacta e esta-
vel, minimizando repulsdes internas. Aminodacidos carregados positivamente (lisina, arginina,
histidina) permanecem expostos na superficie, enquanto grupos carregados negativamente
(carboxilicos) tendem a se localizar internamente. Essa conformacido facilita interacdes espe-
cificas entre os grupos amino da proteina e os grupos funcionais da quitosana, promovendo
adsorcdo seletiva. Devido a esse comportamento, a BSA tem a capacidade de se ligar de ma-
neira reversivel com diferentes materiais, por meio de ligac3es eletrostaticas (MALEKI; MORADI;
TAHMASEBI, [2017; [MCCLELLAN; FRANSES|, [2003; |IKOPAC; BOZGEYIK; YENER) 2008; BEYKAL et
al.,, [2015; |PETERS), 1995)).
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v) Impacto da Solucio de Ligacao:

A solucdo de ligacdo, ajustada para pH préximo ao pl da BSA, favorece condices ideais
para a interacao proteina-membrana, de forma que minimiza repulsGes entre moléculas da
BSA.

Tendo esses pontos em consideracao realizamos experimentos para investigar como o pH do

meio e o valor da concentracao inicial da proteina BSA afetariam sua capacidade de adsorcdo

das membranas de PAN e PAN/Cs.

2.3.2 Imunoglobulinas: Estrutura e Funcao

As imunoglobulinas (anticorpos) sdo glicoproteinas essenciais para a resposta imune humo-
ral, constituindo cerca de 20% das proteinas plasmaticas. Produzidas por células plasmaticas,
derivadas das células B, elas reconhecem e neutralizam uma ampla gama de antigenos, como
microrganismos e toxinas. Essas proteinas desempenham um papel crucial no sistema imuno-
l6gico, sendo responsaveis pela defesa do organismo contra patégenos, como bactérias, virus,
fungos, e parasitas, além de reconhecer antigenos celulares, produtos quimicos e substancias
sintéticas (BENGTEN et al., 2000; BURTON, 1990).

As células B do sistema imunolégico sdo ativadas por imunégenos especificos, como pro-
teinas bacterianas, e passam por um processo de diferenciacdo, transformando-se em células
plasmaticas. Essas células especializadas tém como funcao principal a producao e secrecdo de
imunoglobulinas para combater agentes invasores (BURTON, (1990).

As imunoglobulinas s3ao essenciais para a resposta imune humoral, pois atuam como iden-
tificadores de antigenos, facilitando sua neutralizacao e eliminacdo pelo sistema imunolégico.
Além disso, desempenham um papel importante em processos inflamatérios e na opsonizacao,

ou seja, a marcacdo de antigenos para facilitar sua fagocitose (BURTON, 1990).

i) Estrutura Molecular:

Com uma estrutura complexa, essas moléculas s3o compostas por uma ou mais unidades
funcionais, cada uma contendo quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias pesadas idénticas
(H) e duas cadeias leves idénticas (L), que se combinam para formar diferentes tipos de an-
ticorpos, cada um especifico para um determinado antigeno (BENGTEN et al., 2000). Essas
cadeias formam uma estrutura quaternéria especifica, com regides variaveis (responsaveis pelo

reconhecimento do antigeno) e regides constantes (responsaveis por funcdes efetoras, como
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ativacdo do complemento).

i1) Tipos Principais de Imunoglobulinas:

Em humanos, existem cinco classes principais de imunoglobulinas, cada uma com funcdes
e caracteristicas especificas (HJELHOLT et al., 2013; BENGTEN et al., [2000; VASILEV et al., 2016
PALMEIRA et al, 2012; IDAHA; KOOTEN, 2016; IMAURER et al., 2018):

1) IgM (Imunoglobulina M): E o primeiro tipo de anticorpo produzido durante uma
resposta imune inicial. E geralmente encontrado na forma de pentdmeros, o que lhe confere
uma maior eficacia na aglutinacao de antigenos. IgM esta envolvida na resposta imune primaria
e na neutralizacao de toxinas.

2) IgG (Imunoglobulina G): E o tipo mais abundante de imunoglobulina no sangue e nos
fluidos corporais. IgG é produzida em resposta a infeccGes anteriores ou apés a administracao
de vacinas. Ela pode atravessar a placenta, fornecendo protecao imune passiva para o feto.
lgG é importante na resposta imune secundaria, opsonizacao de antigenos para fagocitose,
ativacao do sistema complemento e neutralizacao de toxinas.

3) IgA (Imunoglobulina A): E encontrada principalmente nas secrecdes mucosas, como
saliva, lagrimas, leite materno e muco. A IgA desempenha um papel essencial na protecao das
superficies mucosas contra patégenos, impedindo sua adesdo e invasao.

4) IgE (Imunoglobulina E): E associada a reacdes alérgicas e respostas de hipersensibi-
lidade. A IgE esta envolvida na resposta imune contra parasitas e desempenha um papel na
liberacao de histamina e outras substancias quimicas envolvidas nas reacGes alérgicas.

5) IgD (Imunoglobulina D): Sua func¢do ainda n3o é totalmente compreendida, mas
acredita-se que esteja envolvida na ativacdo das células B e na regulacdo da resposta imune.

Cada tipo de imunoglobulina desempenha um papel especifico na resposta imune, propor-
cionando defesa contra diversos tipos de patdgenos e substancias estranhas. A presenca desses

anticorpos é, portanto, essencial para um sistema imunoldgico saudavel e eficaz.

i7i) lmunoglobulina G (IgG) - Estrutura, Funcédo e Aplicacées:

A lgG destaca-se por sua alta especificidade e abundancia no soro humano, constituindo
aproximadamente 75% das imunoglobulinas séricas totais, com sua concentracdo variando
entre 10-16 mg/mL. E uma molécula central na resposta imune adaptativa, especialmente na
resposta secundaria, desesmpenhando multiplas funcGes protetoras contra patégenos e toxinas

(SCIENTIFIC, [2017} SCIENTIFIC, 2016; WU; BREYDO, [2014)).
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1) Estrutura da IgG:

A 1gG é composta por quatro cadeias polipeptidicas:

= Duas cadeias pesadas (gama, 53 kDa cada).

= Duas cadeias leves (kappa ou lambda, 25 kDa cada).

Essas cadeias estdo unidas por pontes dissulfeto, formando uma estrutura em forma de Y

com duas regides principais:

= Regido Fab (Fragment antigen-binding): Contém os sitios de ligacdo ao antigeno. E

responsavel pela especificidade da IgG para diferentes antigenos.

= Regido Fc (Fragment crystallizable): Responsavel pelas funcdes efetoras, como ativacdo

do sistema complemento e interacdo com receptores Fc em células imunes.

2) Subclasses de IgG:
Em humanos, a IgG possui quatro subclasses, cada uma com funcdes e caracteristicas

especificas:

= IgG1: Mais abundante (60-70% do total de IgG). Excelente na opsonizacdo e neutrali-

zacao de toxinas.

» IgG2: Responde principalmente a antigenos polissacaridicos. Menos eficiente na ativacao

do sistema complemento.
» 1gG3: Mais eficaz na ativacdo do complemento devido a sua regido Fc alongada.

» IgG4: Envolvida em respostas a antigenos proteicos e associada a reacGes de hipersen-

sibilidade tardia.
3) Funcdes da IgG:

» Neutralizacdao de Patégenos e Toxinas: a IgG se liga diretamente a virus, bactérias

e toxinas, bloqueando sua capacidade de invadir células hospedeiras.

= Opsonizacao: marca antigenos para fagocitose por células imunes, como macréfagos e

neutréfilos.
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= Ativacdo do Sistema Complemento: a ligacdo da IgG a antigenos desencadeia a via

classica do complemento, promovendo a lise de patdgenos.

» Imunidade Passiva: (nica imunoglobulina capaz de atravessar a placenta, fornecendo

imunidade passiva ao feto durante a gravidez.

» Regulacao da Resposta Imune: a IgG também participa de processos de feedback
negativo, ajudando a modular a atividade do sistema imunoldgico e evitar reaces ex-

cessivas ou danos aos tecidos saudaveis.

4) Aplicacées em Pesquisa e Diagnéstico:
Devido a sua alta especificidade e abundancia, a IgG é amplamente utilizada em diversas

areas:

= Imunoensaios: ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sdo testes de deteccdo

de antigenos ou anticorpos especificos.
» Western Blot: identificacdo de proteinas especificas em amostras complexas.

» Terapias Monoclonais: anticorpos monoclonais baseados em IgG siao amplamente

usados no tratamento de doencas como cancer, doencas autoimunes e infeccdes.

» Vacinas: a producdo de IgG é uma resposta desejada apds a administracdo de vacinas,

garantindo imunidade de longo prazo.

» Purificacdo e Separacao: a IgG é alvo em tecnologias de separacdo, como cromato-

grafia de afinidade, para isolamento de anticorpos em pesquisas biomédicas.

» Diagnéstico Clinico: IgG é frequentemente medida para avaliar imunidade adquirida ou
presenca de infeccGes passadas, como em testes para COVID-19 ou doencas autoimunes

(wu; BREYDO, [2014)).

2.3.3 Métodos de Purificacao de Proteinas

A purificacdo de proteinas é uma etapa essencial para o estudo detalhado de suas pro-
priedades e funcdes. A pureza das proteinas é crucial em diversas investigacdes cientificas,

como andlises estruturais, estudos funcionais, desenvolvimento de medicamentos e aplicacdes
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biotecnolégicas. Essa purificacdo baseia-se em propriedades intrinsecas das proteinas que po-
dem variar amplamente, como carga elétrica, pl, tamanho molecular, polaridade, solubilidade
e afinidade por ligantes especificos. Essas diferencas sao exploradas para separar e purificar
proteinas de amostras complexas (RABE; VERDES; SEEGER, [2011; |LI et al., 2017; SMITH, [2017)).

Entre os métodos mais utilizados estdo (LI et al., 2017; |LIU et al., 2020; SMITH, 2017)):

1) Filtracdo e Precipitacio:

A filtracao é usada para remover particulas grandes ou insollveis, ja a precipitacdo, como
com sulfato de amdnio, explora diferencas de solubilidade.

2) Cromatografia:

= Troca ibnica: separa proteinas com base em diferencas de carga elétrica.

» Afinidade: utiliza interacdes especificas entre a proteina-alvo e um ligante imobilizado

na matriz para facilitar a separacdo.

» Interacao hidrofébica: baseia-se nas diferencas de hidrofobicidade entre as proteinas

(COSKUN, [2016).

Apesar de sua eficiéncia, a cromatografia apresenta limitacGes, como alto custo, necessi-
dade de grandes volumes de solventes e sais, além de ser um processo demorado e de dificil
aplicagdo em escala industrial (ARUNKUMAR; ETZEL| 2014)).

3) Eletroforese:

Técnica comum que separa proteinas conforme seu tamanho molecular e carga elétrica. Um
exemplo é a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), amplamente usada para caracteri-
zacdo de proteinas (HAMES| [1998). Uma anélise mais detalhada sobre a técnica de eletroforese
sera apresentada posteriormente.

Cada um desses métodos apresenta vantagens e limitacGes, e a escolha da técnica adequada
depende das propriedades especificas da proteina de interesse e das necessidades da pesquisa
ou aplicacdo em questdo. A combinacdo de diferentes métodos de separacdo é muitas vezes
empregada para alcancar uma purificacdo mais completa e eficiente das proteinas desejadas.
Pesquisas recentes tém se dedicado ao desenvolvimento de novos materiais e tecnologias
que possam superar desafios. Nesse contexto, os processos de separacao de proteinas por
membranas tém recebido grande atencdo (SAXENA et al., [2009).

A separacdo por membranas tem se destacado como uma alternativa eficiente. Esse método

é geralmente mais econ6mico, requer menos solventes e sais e é mais rapido. Sistemas de



45

membranas sdo mais simples de operar e podem ser funcionalizados com grupos quimicos
especificos, que interagem seletivamente com proteinas-alvo, resultando em separacdes precisas
(SAXENA et al., 2009; MA; RAMAKRISHNA), 2008).

Um exemplo é a utilizagdo de colunas de centrifugacdo (spin columns), que combinam
simplicidade e eficiéncia, permitindo a separacao de proteinas com minima perda e degra-
dacdo (MA; RAMAKRISHNA, 2008). Essas colunas sdo ideais para aplicacdes biotecnolégicas,
possibilitando a producao de proteinas altamente purificadas de forma rapida, econémica e
sustentavel (SAXENA et al}, [2009; [MA; RAMAKRISHNA, [2008)).

Em sintese, os processos de separacdo de proteinas por membranas baseiam-se em pro-
priedades como carga elétrica, pl, tamanho, polaridade, solubilidade e afinidade especifica,
visando a obtencdo de proteinas purificadas por métodos de adsorcdo em interfaces sélidas.
A natureza hidrofilica ou hidrofébica dessas superficies desempenha um papel crucial nesse
contexto, influenciando diretamente o arranjo estrutural das proteinas que interagem com elas

(Fig. [3) (PONCIN-EPAILLARD et al., [2012).

Figura 3 — Adsorc3do de proteina em uma superficie polimérica; a difusdo da proteina hidratada, possibilidades
de adsorc3o e desidratacdo.

o agua

. proteina

Difusio Adsorcao e
desidratacdo

Desnaturacao

Fonte: [PONCIN-EPAILLARD et al| (2012)

Quando uma proteina entra em contato com uma superficie hidrofébica, a interacdo ocorre
predominantemente por meio de seus aminoacidos hidrofébicos. Esses aminoacidos, normal-
mente localizados no interior da proteina para preservar sua estrutura, sdo entao expostos,
resultando no desdobramento da proteina e na dispersao de seu nicleo hidrofébico sobre a
superficie. Por outro lado, ao interagir com uma superficie hidrofilica, as proteinas estabelecem

ligacOes através de seus grupos funcionais polares, que se conectam aos grupos carregados



46

da interface. Nesse ambiente, a tendéncia de desdobramento irreversivel é significativamente
menor, preservando a integridade estrutural da proteina (PONCIN-EPAILLARD et al., 2012).

Os processos de purificacdo por membranas frequentemente envolvem a imobilizacdo de
proteinas em interfaces sélidas. Existem duas principais estratégias: adsorcao ndo covalente
e imobilizacdo covalente. Na adsorcdao nao covalente, as proteinas se ligam passivamente a
superficie sélida por meio de interacdes fisicas ou quimicas. Essas interacGes fisicas ocorrem em
superficies hidrofébicas, enquanto as interacoes quimicas envolvem ligacoes eletrostaticas com
superficies carregadas. Uma vantagem desse método é a auséncia de reagentes de acoplamento
ou modificacGes na proteina de interesse, além de ser um processo reversivel, o que facilita
a dessorcdo da proteina (WONG; KHAN; MICKLEFIELD, 2009). A imobilizacdo covalente, por
outro lado, envolve a formacdo de ligacGes quimicas estaveis entre a proteina e a superficie
sélida. Esse processo normalmente exige a introducao de grupos quimicos reativos tanto na
proteina quanto na superficie, permitindo a ligacao covalente. Esse método proporciona uma
imobilizacdo mais estavel e duradoura, mas pode exigir reagentes especificos e etapas adicionais
de modificacdo da proteina (WONG; KHAN; MICKLEFIELD), |2009).

Cada estratégia de imobilizacao apresenta vantagens e desvantagens. A adsorcdo n3o cova-
lente é mais simples e reversivel, facilitando a dessorcdo da proteina, enquanto a imobilizacao
covalente oferece maior estabilidade da ligacdo, mas pode requerer modificacdes e reagentes
adicionais. A escolha da estratégia ideal depende das necessidades especificas da aplicacdo,
considerando fatores como estabilidade da ligacdo, reversibilidade, simplicidade do processo e

preservacao da atividade da proteina imobilizada.

2.3.4 Mecanismos de Adsorcao

A adsorcdo é um fenomeno de transferéncia de massa que ocorre na interface entre duas
fases, resultando na adesdo de substancias em uma superficie especifica. Esse processo pode
acontecer em vdrias interfaces, como liquido-sélido, liquido-liquido, liquido-gas e gas-sélido
(DABROWSKI, 2001)).

Nos processos de separacao de biomoléculas por membranas, a adsorcdo desempenha um
papel fundamental, especialmente em interfaces liquido-sélido, que sao comumente utilizadas
na extracdo em fase sélida. Esse tipo de adsorcdo facilita a separacdo, recuperacdo e puri-
ficacdo de compostos dissolvidos em um meio fluido. Nessa abordagem, a superficie sélida,

denominada adsorvente, captura os compostos de interesse (adsorbatos) presentes no meio
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liquido (DABROWSKI, 2001)).

Dois principais mecanismos de adsorcdo podem ocorrer nesse processo: a fisissorcao e a
quimissorcao. A fisissorcao é caracterizada por interacdes fisicas, como forcas de van der Waals
ou interacdes hidrofébicas, e geralmente ndo altera quimicamente o adsorbato ou a superficie.
A quimissorcao, por outro lado, envolve a formac3do de ligacdes quimicas entre o adsorbato e
a superficie do adsorvente, como ligacoes covalentes ou idnicas, resultando em uma interacdo
mais forte e especifica (DABROWSKI, 2001)).

A escolha do mecanismo de adsorcao depende das propriedades do adsorbato e das ca-
racteristicas da superficie do adsorvente. A compreensdo desses mecanismos é essencial para
otimizar processos de separacdo e purificacio de compostos, visando a alta seletividade e
eficiéncia (DABROWSKI, 2001).

A adsorcdo de proteinas em substratos sélidos é um fendmeno complexo, influenciado
por diversos fatores inter-relacionados. Propriedades intrinsecas das proteinas, como pl,
tamanho molecular, conformacdo tridimensional e afinidade por superficies, desesmpenham
papéis fundamentais nesse processo. Fatores externos, como temperatura, pH, forca ionica
e composicdo do tampdo, também tém impacto direto na eficiéncia da adsorcdo. Além disso,
as caracteristicas quimicas e fisicas do adsorvente, como rugosidade, hidrofobicidade e
funcionalidade quimica da superficie, sdo determinantes cruciais para a eficacia e seletividade
da adsorcdo (WANG et al., [2012; ANAND et al., 2010).

A variabilidade nas conformacdes, cargas e propriedades das biomoléculas gera uma diver-
sidade de interacGes possiveis durante o processo de adsorc3do, incluindo interacoes eletrosta-
ticas, hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals (CHO et al., [2024; WANG
et al., |2012; INOROUZI; MIRMOHAMMADI; TEHRANI, 2022).

Interacoes eletrostaticas: Essas ocorrem quando ha cargas opostas entre a superficie
do adsorvente e a proteina. Influenciadas pelo pH e pela forca ionica do meio, as interacdes
eletrostaticas sdo essenciais para a adsorcdo de proteinas em substratos sélidos. A comple-
mentaridade de cargas entre as regides carregadas das proteinas e a superficie do substrato
facilita o processo de adsorc3o.

Interacoes hidrofdébicas: Envolvem segmentos ndo polares das proteinas interagem com
regides hidrofébicas do adsorvente, especialmente em substratos com baixa exposicao a agua.
Essas interacoes sao significativas para a retencdo de proteinas nas superficies das membranas.

Ligacoes de hidrogénio: Ocorrem entre grupos funcionais das proteinas (como amino e

carboxilicos) e a superficie do adsorvente, contribuindo para a estabilidade da adsorc&o.
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Forcas de van der Waals: Embora individualmente fracas, essas forcas tornam-se sig-
nificativas em distancias muito curtas entre a proteina e o adsorvente, complementando as
demais interacoes.

Em alguns casos, a adsorcdo ocorre por meio de ligacGes quimicas diretas entre grupos
funcionais do substrato e grupos especificos das proteinas, formando ligacoes covalentes ou
interacdes quimicas mais fortes.

Em aplicacGes especificas, como a separacdo de proteinas com membranas, o material do
adsorvente exerce um papel duplo. Além de atuar como barreira fisica, as membranas podem
adsorver proteinas diretamente por meio de interacdes especificas entre grupos funcionais
(como carboxilicos, amino ou hidroxila) e os aminoacidos das proteinas. Essas interacdes
ndo apenas promovem uma captura eficiente, mas também permitem a funcionalizacdo das
membranas para aplicacdes em biotecnologia e bioengenharia.

A escolha dos materiais constituintes das membranas e a otimizacdo das condicOes expe-
rimentais afetam diretamente a intensidade e a seletividade das interacGes quimicas, influen-
ciando significativamente a eficiéncia dos processos de adsorcdo e separacao.

A compreensao detalhada dos mecanismos de interacdo proteina-substrato é essencial para
o desenvolvimento de processos otimizados. A manipulacao de fatores como design de mate-
riais, pH, forca ionica e temperatura permite atender a necessidades especificas de aplicacao,
garantindo alta seletividade e eficiéncia na recuperacdo de biomoléculas.

Para descrever e quantificar o processo de adsorcdo, utilizam-se modelos tedricos conheci-
dos como isotermas de adsorcdo (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, [2017)). As isotermas de adsorcdo
representam graficamente a quantidade de substdncia adsorvida em uma superficie (adsor-
vente) em funcdo da concentracdo ou pressdo do adsorbato na fase liquida ou gasosa. Esses
modelos sdo obtidos experimentalmente e ajudam a entender as interacdes entre o adsorbato
e o adsorvente em diferentes condicSes (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017)).

Alguns dos modelos tedricos mais comuns para descrever as isotermas de adsorcao incluem
(AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, [2017)):

1) O modelo de Langmuir baseado na premissa de que a adsor¢io ocorre em uma super-
ficie homogénea, onde cada sitio de adsorcao é energeticamente equivalente e independente.
Nesse modelo, supde-se que cada sitio da superficie pode acomodar apenas uma molécula de
adsorbato, formando uma monocamada sem interacdes entre as moléculas adsorvidas. Além
disso, a taxa de adsorcdo é proporcional a concentracdo do adsorbato na fase liquida ou gasosa

até que todos os sitios estejam ocupados. A forma da curva de adsorcao de Langmuir é tipica-
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mente sigmoidal, refletindo um aumento inicial na quantidade adsorvida com a concentracao
até atingir um platé quando a superficie fica saturada.

2) O modelo de Freundlich, diferente do modelo de Langmuir, considera que a adsorcao
ocorre em uma superficie heterogénea, com diferentes sitios de adsorcao possuindo energias
variadas. Esse modelo admite que a adsorcdao pode acontecer em multiplas camadas, sem
limitar-se a uma monocamada, tornando-o (til para sistemas onde a superficie do adsorvente
possui afinidade variada pelos adsorbatos. A curva de adsorcdo de Freundlich é caracteris-
ticamente nado linear e possui uma inclinacdo que diminui a medida que a concentracdo do

adsorbato aumenta, refletindo a diminuicao de sitios de alta energia conforme a superficie

[ON

preenchida. Esse modelo é particularmente Gtil para descrever sistemas onde a adsorcao
é mais significativa em concentracdes baixas, como no caso de poluentes ou moléculas de
biomoléculas em solucao diluida.

3) O modelo de Redlich-Peterson é uma isoterma hibrida que combina aspectos dos
modelos de Langmuir e Freundlich. Ele foi desenvolvido para descrever sistemas que ndo se
ajustam bem a nenhum dos modelos individuais, especialmente quando ocorre uma transicao
entre adsorcao em monocamada e multicamada. Esse modelo é especialmente Gtil para des-
crever a adsorcao em superficies heterogéneas, onde as caracteristicas de adsorcao variam de
acordo com o tipo e a energia dos sitios disponiveis. Esse modelo é flexivel, pois permite ajus-
tar a isoterma para que ela melhor represente sistemas onde a adsorcdo nao segue um padrao
estritamente linear. Dessa forma, a isoterma de Redlich-Peterson é amplamente utilizada em
estudos de adsorcdo onde ha grande diversidade nos sitios de adsorcdo e nas interacdes entre
adsorbato e adsorvente.

Esses modelos tedricos sdo de fato essenciais para interpretar o comportamento da adsorcdo
em uma variedade de sistemas, permitindo insights valiosos sobre os mecanismos envolvidos
e a eficiéncia dos processos de separacdo. A escolha criteriosa de um modelo permite nao sé
uma analise mais precisa dos dados experimentais, mas também uma otimizacdo de processos
com base nas propriedades do adsorvente e adsorbato.

Além disso, esses modelos orientam o desenvolvimento de novos materiais adsorventes e
o aprimoramento de processos para aplicacdes especificas, como purificacao de biomoléculas,
tratamento de efluentes e outras aplicacGes industriais. A anélise das isotermas de Langmuir,
Freundlich e Redlich-Peterson na metodologia serd crucial para estabelecer o modelo que
melhor descreve o sistema em estudo e, assim, permitir um dimensionamento mais eficaz dos

processos de adsorcao.
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3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia adotada para o desenvolvimento das membranas de PAN e PAN /Cs envolveu
varias etapas detalhadas, abrangendo a escolha dos reagentes e materiais, preparacdo das
solucdes, eletrofiacdo das membranas, além de caracterizacdes fisicas e quimicas para assegurar
a funcionalidade das membranas como adsorventes na purificacdo de proteinas. A seguir,

descrevemos as etapas principais:

» Eletrofiacdo das membranas;
» Caracterizacdo das membranas: analise da morfologia e propriedades de superficie;

» Teste de adsorcao de proteinas: avaliacdo da capacidade de adsorcao das membranas.

i) Producao das Membranas:
O processo de eletrofiacdo foi conduzido para obter membranas de PAN e PAN/Cs adequa-
das para o processo de adsorcdo. A quitosana foi incorporada a solucao de PAN para produzir

membranas de PAN/Cs.

i1) Caracterizacao das Membranas:

1) Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR):

A composicdo quimica das membranas foi investigada usando um espectrémetro |IRTracer-
100 (Shimadzu, Jap&do). Amostras em pastilhas de KBr foram preparadas, e os espectros de
FTIR foram coletados na faixa de 4000-400 cm !, confirmando a incorporacdo adequada da
quitosana as membranas de PAN.

2) Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV):

As caracteristicas morfolégicas das membranas de PAN e PAN/Cs foram analisadas por
microscopia eletrnica de varredura (MEV). As amostras foram revestidas com uma camada
de ouro de 20 nm usando um metalizador SC701 (Sanyu Electron, China), e as imagens
foram obtidas em um microscépio MIRA3 (Tescan, Republica Tcheca). A anélise morfolégica
permitiu a avaliacao da distribuicao de diametros das fibras e da uniformidade das membranas.

3) Espectroscopia de Dispersao de Raios X (EDS):

A composicao elementar das membranas foi investigada por Espectroscopia de Dispersao

de Raios X (EDS). Esta técnica permitiu confirmar a presenca de elementos-chave, como o
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nitrogénio da quitosana, indicando a incorporacdo bem-sucedida deste polimero as membranas
de PAN.

4) Analise de Area de Superficie Especifica (BET):

As medicGes de area de superficie especifica foram realizadas utilizando a técnica BET. Os
resultados mostraram que a incorporacao da quitosana resultou em um aumento significativo
na area de superficie das membranas de PAN/Cs em comparacdo com as membranas de PAN
puras, o que pode contribuir para uma maior capacidade de adsorcdo de proteinas.

5) Propriedades Mecanicas:

As propriedades de tracdo das membranas foram avaliadas utilizando uma maquina de
ensaios DL 10000 (EMIC, Brasil). Amostras com dimensdes de 40 mm x 10 mm x 0,18
mm foram submetidas a testes de tracdo a uma velocidade de 5,0 mm/min, proporcionando
informacdes sobre a resisténcia mecanica e flexibilidade das membranas.

6) Molhabilidade da Superficie:

As propriedades de molhabilidade foram analisadas através de medidas de angulo de contato
estatico utilizando um gonidémetro CAM 100 (KSV, Finlandia). Essa analise permitiu explo-

rar a hidrofilicidade das membranas, fator critico para sua eficiéncia em aplicacGes de adsorcao.

iii) Testes de Adsorcdo de Proteinas:

A capacidade de adsorcdo das membranas foi avaliada expondo-as a solucdes contendo
proteinas. O desempenho das membranas de PAN e PAN/Cs foi comparado em termos de
eficiéncia de adsorcdo, indicando o potencial das membranas modificadas como plataformas
para a purificacdo de proteinas.

A integracdo de diversas técnicas de caracterizacdo, incluindo EDS e BET, demonstrou que
as membranas de PAN/Cs apresentaram melhorias significativas na area de superficie e pro-
priedades quimicas. Essas melhorias sao fundamentais para o desenvolvimento de membranas

eficientes e multifuncionais, com potencial para aplicacdes biotecnolégicas avancadas.

3.1 ELETROFIACAO

Existe uma demanda continua por técnicas aprimoradas para a separacdo de biomoléculas
com base no uso de membranas poliméricas. Para que uma membrana encontre uso pratico
como agente adsorvente, ela deve exibir uma combinacao de caracteristicas adequadas, como

poros do tamanho certo, alto nivel de estabilidade quimica e fisica, resisténcia mecanica robusta
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e a possibilidade de ser preparada por uma técnica de fabricagdo simples e econdmica (LI et
al., 2017; [INAJAFI; FREY, 2020). Nesse contexto, por apresentar vantagens como ser de baixo
custo e relativamente simples de operar, a eletrofiacio emerge como um dos métodos mais

convenientes para a preparacdo de filmes poliméricos.

3.1.1 Estudo de Concentracao

Para otimizar a morfologia das membranas de PAN/Cs de modo a obter uma adsorcdo de
proteinas mais eficiente, variamos a concentracdo relativa das massas de ambos os polimeros
componentes.

Preparamos a membrana de PAN/Cs, utilizando como base uma membrana de PAN ja
padronizada e caracterizada, seguindo um protocolo desenvolvido no grupo de Polimeros Nao-
Convencionais. A membrana de PAN MW 150,000 (Sigma Aldrich, EUA) foi preparada a partir
de uma solugdo com concentracBes de 10 e 12% de PAN em N-dimetilformamida (DM F’) -
HCON (CHs), (Dindmica, Brasil).

Em seguida avaliamos a quantidade apropriada de quitosana que levaria a nanofibras de
maior qualidade funcional. A membrana composta preparada com concentracdoes de massa
de 10% e 4% de quitosana (PAN/Cs 10/4%) apresentou uma qualidade de nanofibras supe-
rior, com a presenca de fibras continuas sem a presenca de "contas". Para concentracdes de

quitosana superiores a 4%, a formacdo de microfibras n3o foi possivel.

3.1.2 Preparacdo da Membrana de PAN/Cs

Para a obtencdo das membranas de PAN MW 150,000 (Sigma Aldrich, EUA), utilizamos a
técnica de eletrofiacdo (electrospinning) em uma configuracdo horizontal Fig. . Inicialmente,
dissolvemos 1 g de PAN em 10 mL de N-dimetilformamida (DM F) - HCON(CHj3), (Di-
namica, Brasil), mantendo a mistura em constante agitacdo por 12 horas para formar uma
solucdo a 10% (p/v). A solucido foi entdo carregada em uma seringa pléstica conectada a uma

agulha de aco inoxidavel 18G. Os parametros de eletrofiacido adotados foram:

= uma taxa de fluxo de 1,0 mL/h, controlada por uma bomba NE-4000 (New Era, EUA);

» uma distancia de 12 ¢m entre a ponta da agulha e o coletor rotativo, coberto com papel

aluminio;
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Figura 4 — Representacdo esquematica do processo de eletrofiacdo adotado para produzir as membranas de
PAN/Cs.

o, N
Mo Icl
P (l:H Eletrofiasio PAN/Cs membrana
b NN -
ey D

Evaporagio do |

solvente

Agitacio magnética
12h

% ‘W

Padronizagio Tratamento térmico
da drea 80°C-30h

= uma tens3do aplicada de 20 £V entre a agulha e o coletor;

= condicdes ambientes de 20 °C' e 50% de umidade relativa.

O processo foi mantido por 5 horas. Em seguida, as membranas resultantes foram subme-
tidas a um tratamento térmico em forno a 80 °C' por 30 horas, sob um peso de 5 kg, e entao
cortadas em amostras de 8 mm de diametro.

Para a sintese das membranas de PAN/Cs, utilizamos os mesmos pardmetros aplicados as
membranas de PAN, ajustando a solucdo para avaliar seis diferentes composicdes de quitosana
(Cs) (MW 50.000, Sigma-Aldrich, EUA). A quitosana foi dispersa na solugdo de PAN sob

agitacdo constante por 12 horas, nas seguintes concentracdes:

1¢/0,1 g (10/1%);

14/0,2 g (10/2%);

14/0,3 g (10/3%):;

14/0,4 g (10/4%);

1,2 /0,1 g (12/1%) e

1,2 ¢/0,2 g (12/2%).
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Essas condicGes foram otimizadas para obter membranas com diferentes incorporacdes de
Cs na matriz de PAN, visando avaliar o impacto das diferentes concentracdes na capacidade
de adsorcdo e seletividade das membranas para proteinas especificas. Embora a combinacao
de PAN e Cs seja explorada em outros estudos, a metodologia de preparacao usada neste
trabalho é distinta devido ao processo especifico desenvolvido para otimizar a adsorc3o seletiva

de proteinas.

3.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A técnica de espectroscopia por infravermelho é amplamente utilizada para obter informa-
¢Oes estruturais sobre uma amostra. Quando um material é exposto a radiacdo infravermelha,
ocorrem transicOes vibracionais e rotacionais se a frequéncia da radiacdo coincidir com os mo-
dos de rotovibracionais das moléculas que compdem o material. Os modos de vibracdo podem
ser classificados em dois tipos principais: vibracdes de estiramento e vibracdes de deformacao
angular (PAVIA et al., 2010)).

As vibracoes de estiramento envolvem a alteracao do comprimento das ligacGes quimicas,
resultando no aumento ou diminuicdo da distancia entre os atomos na molécula. Essas vi-
bracbes podem ser simétricas, quando ambos os lados da ligacao se movem em sincronia, ou
antissimétricas, quando os lados da ligacdo se movem em direcdes opostas (PAVIA et al., [2010)).

Ja as vibracoes de deformacdo angular envolvem a alteracdo do angulo de ligacao, ou seja,
a mudanca na posicao dos atomos em relacdo ao eixo de ligacdo inicial. Essas deformacdes
angulares podem ocorrer dentro do plano da molécula, conhecidas como vibracGes de torcao e
de tesoura, ou fora do plano, chamadas de vibracdes de balanco e rotacdo (PAVIA et al., 2010)).

A anélise dos diferentes modos de vibracdo presentes no espectro infravermelho permite
obter informacdes valiosas sobre a estrutura molecular, tais como a identificacao de grupos fun-
cionais, a presenca de ligacdes quimicas especificas e até mesmo a conformacao tridimensional
da molécula. Portanto, a espectroscopia por infravermelho desempenha um papel fundamental
na caracterizacao estrutural de materiais em diversas areas, como quimica, fisica, biologia e
ciéncia dos materiais (PAVIA et al., [2010).

A espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica avancada de anélise
espectral que utiliza um interferémetro para medir simultaneamente diferentes frequéncias no
espectro infravermelho. Essa abordagem difere da que ocorre nos espectrometros dispersivos,

nos quais as frequéncias sdo medidas sequencialmente (PAVIA et al., [2010)).
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No interferometro, a radiacdo infravermelha é dividida em dois caminhos: um caminho de
referéncia e um caminho de amostra. Esses dois caminhos s3o entdo recombinados para gerar
um padrao de interferéncia que contém informacdes sobre as frequéncias presentes na amostra
(PAVIA et al., 2010).

A principal vantagem da FTIR é que ela permite a obtencdo rapida e simultanea de um
espectro completo. Isso significa que todas as frequéncias do espectro infravermelho sdo me-
didas de uma sé vez, resultando em uma analise mais rapida em comparacdo com os métodos
dispersivos, nos quais as frequéncias sdo medidas uma de cada vez (PAVIA et al., 2010).

Além disso, a FTIR oferece maior sensibilidade, pois permite uma maior quantidade de
radiacdo infravermelha a ser utilizada para a deteccao das frequéncias. Isso resulta em espectros
mais nitidos e maior resolucdo espectral (PAVIA et al., 2010).

Devido a sua velocidade, sensibilidade e capacidade de fornecer espectros de alta qualidade,
a espectroscopia por transformada de Fourier é amplamente utilizada em diversas areas, como
quimica, fisica, ciéncia dos materiais, biologia e indlstria farmacéutica. E uma técnica poderosa
para a andlise de compostos quimicos, identificacdo de grupos funcionais e investigacdo de
propriedades estruturais de materiais (PAVIA et al., [2010).

Em nossas andlises os espectros de FTIR das membranas foram coletados utilizando um es-
pectrometro IRTracer-100 (Shimadzu, Japdo). Os espectros foram obtidos na faixa de frequén-
cias de 4000 a 400 cm~!. As amostras para analise de FTIR foram preparadas macerando 0,5
mg de membrana com 50 mg de Brometo de Potéssio (KBr). A mistura macerada contendo as
membranas e o KBr foi colocada em uma prensa hidraulica de 2 tons, exercendo uma pressao
equivalente a 2000 kg, durante 10 minutos. Esse procedimento foi realizado para compactar
a mistura em forma de pastilha, facilitando a coleta do espectro de FTIR e garantindo uma

amostra homogénea para analise.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica avancada que utiliza um feixe
de elétrons para visualizar e analisar a superficie de uma amostra com alta resolucdo. Essa
técnica é amplamente utilizada em diversos campos da ciéncia, incluindo a fisica, a biologia,
a quimica e a ciéncia dos materiais (DEDAVID; GOMES; MACHADO, [2007)).

O principio basico da MEV é o seguinte: um feixe de elétrons é emitido por um filamento de

tungsténio aquecido ou por um canhao eletrénico de emissao de campo. Esse feixe de elétrons
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é focalizado e direcionado para a superficie da amostra por meio de lentes eletromagnéticas.
Quando os elétrons atingem a superficie da amostra, ocorre interacdo entre eles e os atomos
da amostra, resultando na emissdo de diferentes sinais (DEDAVID; GOMES; MACHADO, [2007)).

Os principais sinais gerados durante a MEV sdo o elétron secundério (ES) e o elétron
retroespalhado (ER). O elétron secundario é emitido quando um elétron primério colide com
um atomo da amostra e é desviado para fora da superficie. O elétron retroespalhado é emitido
quando um elétron primario colide com um atomo da amostra e sofre um desvio em sua
trajetdria, retornando para o detector (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)).

Esses sinais sao capturados por detectores adequados, processados eletronicamente e con-
vertidos em imagens em uma tela de visualizacdo. Através da varredura do feixe de elétrons
na superficie da amostra e a deteccdo dos sinais gerados, é possivel obter imagens detalhadas
e tridimensionais da topografia e da morfologia da amostra com uma resolucdo muito alta, da
ordem de nandmetros (DEDAVID; GOMES; MACHADO) 2007)).

A microscopia eletronica de varredura tem uma ampla gama de aplicacdes. Ela é utilizada
para investigar a estrutura de materiais, como metais, ceramicas, polimeros e amostras biol4-
gicas. E uma ferramenta poderosa para estudar a morfologia de superficies, a topografia de
amostras, a distribuicao de elementos quimicos, a andlise de falhas e defeitos, e a caracteriza-
¢do de nanoestruturas (DEDAVID; GOMES; MACHADO, [2007)).

A preparacao adequada da amostra é crucial para garantir resultados precisos na MEV.
Quando a amostra ndo é condutora, é necessario realizar um processo de metalizacdo para
evitar o acimulo de cargas elétricas na superficie da amostra, o que poderia interferir na
obtencdo de uma imagem de qualidade (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)).

A metalizacdo envolve a aplicacdo de uma fina camada metélica na superficie da amostra.
Essa camada metalica serve como um revestimento condutor que ajuda a dissipar as cargas
elétricas geradas pelo feixe de elétrons durante a analise na MEV. Isso evita a repulsao do
feixe de elétrons e permite uma aquisicdo de imagem mais nitida (DEDAVID; GOMES; MACHADO,
2007)).

Existem diferentes materiais que podem ser usados para a metalizacdo, como ouro, ou-
ro/paladio, platina, tungsténio, grafite, entre outros. A escolha do material de metalizacdo
depende das caracteristicas da amostra e das necessidades especificas da analise (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007)).

E importante ressaltar que atualmente j& existem microscépios eletrénicos de varredura

que dispensam a etapa de metalizacao das amostras. Esses microscopios possuem tecnologias
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avancadas, como a deteccdo de elétrons secundarios de baixa energia (BSE), que permitem a
andlise de amostras ndo condutoras sem a necessidade de metalizacao prévia. Essa tecnologia é
especialmente (til para amostras sensiveis ou que ndo podem ser metalizadas devido a natureza
dos materiais (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)).

Em resumo, a MEV é uma técnica essencial para a visualizacao e analise de superficies com
alta resolucdo, fornecendo informacdes valiosas sobre a estrutura e a morfologia das amostras
estudadas.

A caracterizagdo morfolégica das membranas de PAN e PAN/Cs obtidas foi realizada
apds o processo de eletrofiagdo com o tratamento térmico. As amostras de PAN e PAN/Cs
foram revestidas com uma camada de ouro de 20 nm de espessura utilizando um metalizador
SC701 (Sanyu Electron, China). As imagens MEV foram coletadas utilizando um microscépio
eletronico de varredura MIRA3 (Tescan, Repiblica Tcheca). Essa caracterizagdo permitiu a
analise da morfologia e estrutura das membranas, fornecendo informacdes sobre sua textura,

porosidade e distribuicao de fibras.

3.4 ENSAIOS MECANICOS DE TRACAO

Os ensaios mecanicos de tracdo em membranas poliméricas por exemplo s3o realizados
para avaliar as propriedades de resisténcia e deformacao desses materiais sob tensio. Esses
ensaios sdo amplamente utilizados na caracterizacdo de diversos materiais (NARDUCCI et al.,
2016, BHARDWAJ; KUNDU), 2010} [CALLISTER; RETHWISCH et al, [2007).

O procedimento do ensaio de tracdo envolve a aplicacao de uma forca gradualmente cres-
cente em uma amostra material, enquanto sao registradas as variacdes de carga e deformacdo.
Durante o ensaio, a amostra é fixada em uma maquina de ensaio mecanico, que possui garras
ou mandibulas para segurar as suas extremidades (NARDUCCI et al., 2016; BHARDWAJ; KUNDU,
2010; |CALLISTER; RETHWISCH et al., 2007).

A medida que a méaquina de ensaio aplica uma forca de tracdo, a amostra se estica e sofre
deformac&o. Durante esse processo, sdo registradas as alteracdes na carga (forca aplicada) e
na deformacdo (variacdo no comprimento da amostra) ao longo do tempo. Essas informacdes
sao usadas para construir uma curva de tensao-deformacdo, que descreve o comportamento
mecanico do material analisado (NARDUCCI et al., 2016; BHARDWAJ; KUNDU, 2010; |CALLISTER;
RETHWISCH et al., 2007)).

A partir da curva tensdo-deformacao, diversos parametros e propriedades mecanicas podem
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ser calculados, como a tensdo maxima (resisténcia a tracdo), a deformacdo méxima (alonga-
mento), a rigidez (médulo de elasticidade), a tenacidade (energia absorvida até a ruptura)
e a extensibilidade (capacidade de deformacdo antes da ruptura). Esses dados sdo essenciais
para compreender as propriedades mecanicas do material e sua aplicabilidade em diferentes
contextos (CALLISTER; RETHWISCH et al}, [2007)).

Além dos ensaios de tracdo uniaxial, existem também outras técnicas de ensaios mecanicos
para caracterizar as propriedades dos materiais, como ensaios de compressao, flexao e cisalha-
mento. Cada tipo de ensaio fornece informacdes especificas sobre o comportamento mecanico
do material em diferentes condicdes de carga (NARDUCCI et al., 2016 CALLISTER; RETHWISCH
et al, 2007)).

As propriedades mecanicas de tracdo das membranas de PAN e PAN/Cs foram investiga-
das utilizando o equipamento DL 10000 (EMIC, Brasil). Nos testes, foram utilizados corpos
de prova com dimensdes de 40 mm x 10 mm x 0,18 mm. A velocidade do equipamento foi
ajustada para 5,0 mm/min durante os testes de tracdo. Esses testes permitiram a avaliacdo
da resisténcia a tracdo, fornecendo informacdes importantes sobre sua resisténcia e compor-

tamento sob tens3o.

3.5 ANGULO DE CONTATO

A afinidade de uma membrana eletrofiada por dgua, ou sua capacidade de absorver agua, é
determinada principalmente pela natureza quimica do material usado na producdo das fibras,
bem como pela morfologia e estrutura superficial da membrana. Diversos fatores influenciam
a hidrofilicidade de uma membrana eletrofiada, dentre eles (NIEMCZYK-SOCZYNSKA; GRADYS;
SAJKIEWICZ, 2020):

1) Composicao do polimero: polimeros hidrofilicos conferem hidrofilicidade as membra-
nas eletrofiadas devido a presenca de grupos funcionais polares, como —OH e —COOH, que
formam ligacSes de hidrogénio com as moléculas de agua.

2) Aditivos e modificacdes de superficie: a funcionalizacdo da superficie das fibras com
substancias hidrofilicas, como surfactantes, nanoparticulas ou copolimeros, pode aumentar
significativamente a afinidade da membrana por agua.

3) Morfologia e estrutura das fibras: a finura das fibras e a porosidade da membrana
desempenham papéis cruciais na definicido da hidrofilicidade. Estruturas mais abertas e po-

rosas facilitam a penetracao e o transporte de dgua. Além disso, diametros menores de fibra
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aumentam a area superficial da membrana, promovendo uma interacao mais intensa com a
agua.

4) Tratamentos de superficie: pds-processamento, como exposicdo a plasma, radiacdo
UV ou revestimentos quimicos, podem alterar a energia superficial das fibras eletrofiadas,
melhorando sua hidrofilicidade.

5) Parametros do processo de eletrofiacdo: varidveis como concentracdo do polimero,
viscosidade da solucdo, taxa de alimentacdo, voltagem aplicada e distancia entre o bico e o
coletor influenciam a morfologia das fibras e, consequentemente, as propriedades hidrofilicas
da membrana.

A hidrofilicidade de uma membrana eletrofiada resulta da combinacdo desses fatores e
pode ser ajustada para atender a requisitos especificos de aplicacao. Existem diversos métodos
para quantificar a hidrofilicidade de uma membrana eletrofiada, sendo a medicao do angulo
de contato com a agua uma técnica fundamental.

O angulo de contato é uma medida utilizada para avaliar a molhabilidade de uma superficie
por um determinado liquido. Esse angulo é determinado pela intersecao entre a interface
liquido-sélido e a interface liquido-ar na superficie do material. Trata-se de um parametro
fundamental para entender as interacoes entre liquidos e materiais em diversas aplicacGes,
como revestimentos, membranas, materiais biomédicos, entre outros. O angulo de contato
fornece informacdes valiosas sobre a energia superficial, a adesdo de liquidos e a capacidade
de uma superficie em repelir liquidos, aspectos essenciais para o desempenho de materiais em
ambientes especificos. (HURWITZ; GUILLEN; HOEK|, 2010; [CHINI; AMIRFAZLI, |2011]).

Quando uma gota de liquido se espalha completamente sobre a superficie, formando um
angulo de contato préoximo de 0°, isso revela que a superficie é hidrofilica, ou seja, possui
alta afinidade com a agua. Em contraste, se a gota mantém sua forma arredondada, com um
angulo de contato préoximo de 180°, a superficie é considerada hidrofébica, indicando uma
forte repulsdo a agua. Superficies com angulos de contato entre 90° e 150° s3o classificadas
como super-hidrofébicas, apresentando uma notavel resisténcia ao espalhamento de liquidos
(HURWITZ; GUILLEN; HOEK| [2010; |CHINI; AMIRFAZLI, 2011).

Existem valores de referéncia amplamente aceitos para classificar as superficies com base
nos angulos de contato. Aqui estdo as categorias comumente usadas (HURWITZ; GUILLEN;
HOEK|, 2010; [CHINI; AMIRFAZLI, 2011):

1) Superficies hidrofilicas: Quando o dngulo de contato da gota de dgua com a superficie

é inferior a 90°, considera-se que a superficie é hidrofilica. Nesses casos, a agua tende a se
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espalhar e se aderir a superficie.

2) Superficies hidrofébicas: Se o dngulo de contato da gota de dgua com a superficie
é superior a 90°, a superficie é considerada hidrofébica. Nesses casos, a gota de agua forma
uma forma mais esférica e tem menor aderéncia a superficie.

3) Superficies super-hidrofébicas: As superficies super-hidrofébicas exibem um angulo
de contato entre 150° e 180°. Essas superficies sdo altamente repelentes a agua, e as gotas de
agua formam uma forma esférica e rolam facilmente na superficie, devido a baixa aderéncia.

Essas classificacoes baseadas nos angulos de contato sdo Uteis para descrever e entender
as propriedades de molhabilidade das superficies, aplicando-se a uma ampla gama de campos,
como materiais de revestimento, biomateriais, microfluidos, entre outros. A medicao do angulo
de contato da agua sobre a superficie das membranas é uma pratica comum para avaliar suas
caracteristicas de molhabilidade e determinar se a superficie é hidrofilica, hidrofébica ou super-
hidrofébica. Esse angulo é obtido ao observar o formato da gota de agua depositada sobre a
superficie da membrana, oferecendo uma indicacdo precisa do comportamento da superficie
em relacdo a agua.

Para realizar a medicdo do angulo de contato, geralmente segue-se os seguintes passos
(CHINI; AMIRFAZLI, [2011)):

1) Prepare uma amostra da membrana limpa e seca, de preferéncia em formato plano.

2) Coloque uma pequena gota de agua (geralmente cerca de 1 a 5 microlitros) na superficie
da membrana usando uma seringa ou um dispositivo de dispensacdo de liquidos.

3) Capture uma imagem da gota de 4gua na superficie da membrana usando um dispositivo
de captura de imagem.

4) Utilize um software apropriado para medir o angulo de contato formado pela gota de
agua. O software pode fornecer ferramentas para medir automaticamente o angulo de contato
ou permitir que vocé faca medicdes manuais usando linhas tangentes a gota de agua.

5) Repita as medicdes em diferentes areas da superficie da membrana para obter uma
média confidvel do angulo de contato.

Utilizamos medicdes de angulo de contato para avaliar o grau de molhabilidade das mem-
branas tratadas termicamente. Para isso, utilizamos um goniémetro CAM 100 (KSV, Finlan-
dia). As medicdes de angulo de contato permitem determinar a capacidade das membranas em
interagir com liquidos, fornecendo informacdes sobre a hidrofobicidade ou hidrofilicidade das
superficies das membranas. Esses dados sao Uteis para entender a interacdo das membranas

com liquidos, o que pode influenciar suas propriedades de adsorcdo e separacdo de substancias
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em solucdes aquosas.

3.6 ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A técnica de espectroscopia de absorcdo UV-Vis (Ultravioleta-Visivel) é amplamente utili-
zada na andlise de materiais para obter informacGes importantes sobre a amostra em estudo.
Essa técnica baseia-se na absorcdo de radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta e visi-
vel pela amostra, e fornece dados sobre a estrutura eletronica e as propriedades quimicas das
substancias (ROUESSAC; ROUESSAC, 2022).

A espectroscopia de absorcdo utiliza um espectrofotémetro UV-Vis, um instrumento que
mede a quantidade de luz absorvida por uma amostra em diferentes comprimentos de onda
nas regioes do ultravioleta e do visivel, permitindo a obtencdo do espectro correspondente.
Para isso, a amostra é exposta a uma fonte de luz com energia na faixa do ultravioleta e
visivel, enquanto um detector registra a quantidade de luz transmitida em cada comprimento
de onda. A diferenca entre a intensidade da luz incidente e a luz transmitida é utilizada para
calcular a absorbéncia da amostra (ROUESSAC; ROUESSAC, 2022)).

A absorbancia é diretamente relacionada a concentracdo da substancia presente na amos-
tra, de acordo com a Lei de Beer-Lambert. Essa lei estabelece que a absorbancia é proporcional
a concentracao da substancia e ao comprimento do percurso 6ptico da luz através da amos-
tra. Portanto, a espectroscopia UV-Vis pode ser usada para determinar a concentracdo de
uma determinada amostra, utilizando uma curva de calibracdo com amostras de concentracao
conhecida (ROUESSAC; ROUESSAC, 2022).

A espectroscopia UV-Vis também é capaz de fornecer dados sobre a estrutura molecu-
lar da amostra. Cada substancia possui um espectro de absorcao caracteristico, que é uma
representacdo grafica da absorbancia em funcdo do comprimento de onda incidente. Esses
espectros podem revelar informacdes sobre a presenca de grupos funcionais, a presenca de
ligacSes duplas ou conjugadas, e até mesmo a presenca de impurezas na amostra (ROUESSAC;
ROUESSAC, 2022).

Em nosso trabalho, os espectros das solucdes de proteinas foram registrados utilizando
o espectrofotdometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) na faixa UV-Visivel.
Medimos a absorcao 6ptica das solucdes de proteinas no comprimento de onda de 280 nm, que
é amplamente utilizado para quantificar a concentracdo de proteinas devido a forte absorcdo

devida a presenca da ligacao peptidica nas proteinas. Essa medida nos fornece informacdes
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sobre a concentracdo das proteinas nas solucdes e nos ajuda a avaliar a pureza das amostras.

3.7 POTENCIAL ZETA

Realizamos medicGes de potencial zeta com o objetivo de avaliar a carga superficial das
proteinas BSA e IgG em funcdo do pH e das solucdes tampdo utilizadas. Este estudo foi
fundamental para compreender melhor os resultados obtidos nos experimentos de adsorc3o.

Para isso, as proteinas foram diluidas em diferentes faixas de pH (4,0 a 8,0), empregando
uma proporcdo de 1:1 com cada solucdo tampao, resultando em uma concentracdo final de
0,6 mg/mL. A carga das proteinas nas solucdes tamp3o foi investigada utilizando a técnica de
potencial zeta, medida com o equipamento Litesizer 500 (Anton Paar). Esses dados s3o cruciais
para correlacionar as caracteristicas de carga das proteinas com as condicoes experimentais,
proporcionando uma analise mais detalhada das interacdes proteina-membrana no processo de

adsorcado.

3.8 ADSORCAO DE PROTEINAS

Nos experimentos de adsorcdo, avaliamos a influéncia da variacdo do pH e da concen-
tracdo inicial da proteina, dois fatores conhecidos por afetarem a capacidade de captura das
membranas. Em cada experimento, foram utilizados 9 mg da membrana (equivalente a quatro
amostras de PAN/Cs e seis amostras de PAN), dispostas no interior de uma coluna de cen-
trifugacdo junto com 500 pL de solugdo proteica (BSA ou IgG) em uma concentragdo de 0,6
mg/mL. Em seguida, a coluna de centrifugacdo foi submetida a rotacdes de 5000 rpm por
cinco ciclos consecutivos, com duracao de um minuto. Todos os experimentos foram realiza-
dos em triplicata. Uma representacdo esquematica da disposicdo das membranas na coluna de

centrifugacdo é apresentada na Fig. 5]

As solucBes-tampado foram preparadas usando os seguintes reagentes: |Fosfato de sodiol
I[monobasico anidro (NaH,PO,)| e |[Fosfato de sédio dibasico anidro (NasH PO,)| adquiridos
da Nuclear (Brasil), [Hidréxido de sédio (NaO H )|em pérolas, |Acido cloridrico (HCI)|e |Acetato
de sédio (NaAc) obtidos da Quimica Moderna (Brasil), e|Acido acético (AcH), da Dinamica

(Brasil). Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (18,2 M a 25 °C') obtida
apds passagem por um sistema Milli-Q da Millipore (EUA).

Os principais passos do protocolo de separacdo de proteinas baseado em membranas de



63

Figura 5 — Representacdo esquematica da preparacdo de colunas de centrifugacdo usando as membranas de
PAN/Cs ou PAN.
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Figura 6 — Representacdo esquematica dos principais passos do protocolo de separacdo de proteinas baseado
em membranas de PAN/Cs.
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Como mencionado, os espectros das solucdes de proteina foram registrados usando um
espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fischer Scientific, EUA) para determinar
a absorc3do optica caracteristica a 280 nm.

A absorcao na regidao do UV pelas proteinas ocorre predominantemente entre 260 e 280
nm, com maior intensidade em 280 nm, principalmente devido a presenca de aminoacidos

aromaticos como triptofano (280 nm), tirosina (275 nm) e, em menor grau, fenilalanina (258

nm) (SCHMID, 2001)). A quantidade de proteina adsorvida foi calculada como
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Je = V x M (31)

m

Essa quantidade é expressa em termos da quantidade de proteina adsorvida por unidade de
massa do adsorvente. Na Eq[3.1] ¢. (mg/g) representa a capacidade de adsorcdo no equilibrio;
Cy a concentracdo inicial de proteina; C. (mg/mlL) a concentracdo da solucdo de proteina
no equilibrio; V' (mL) é o volume de proteina na solucdo e m (g) a massa das membranas.

O percentual de adsorcdo (Eq[3.2)) é calculado como

o C10 B Oe
(%) = === x 100 (3.2)

3.8.1 Adsorcao da BSA

Adotamos a BSA, com peso molecular de 66 kDa (obtida da Sigma Aldrich, EUA), como
modelo para avaliar o desempenho das membranas de PAN e PAN/Cs na separacdo de protei-
nas. A escolha da BSA como proteina modelo se deve a sua ampla utilizacdo em estudos de
adsorcdo devido as suas propriedades bem caracterizadas, como ponto isoelétrico e estabilidade
em diferentes condicSes de pH (LE et al., 2024).

A quitosana, quando dissolvida em meio acido, forma um polimero catiénico devido a
protonacdo dos grupos amino (NH;) (ZHAO; WANG; WANG, 2003). Essas cargas positivas
permitem a atracdo de moléculas com superficies carregadas negativamente, como a BSA
em condicOes adequadas de pH. Ajustando-se o pH do meio, é possivel controlar a carga
de superficie da quitosana. Em pH acido os grupos amino s3o protonados, resultando em
uma carga positiva, que favorece a interacdo com moléculas carregadas negativamente. Por
outro lado, em pH neutro ou basico ocorre a desprotonacao dos grupos amino, reduzindo a
carga positiva da quitosana e alterando sua capacidade de interacdo com as proteinas (ZHAO;
WANG; WANG| [2003)). Exploramos essa propriedade ajustando cuidadosamente o pH da solucdo
tamp3do para otimizar a adsor¢do de BSA pela membrana de PAN/Cs. A BSA possui um pl
proximo a 5,0, no qual suas cargas liquidas sao neutras. Observamos que, em condicdes de
pH préximo ao ponto isoelétrico, as membranas modificadas com quitosana exibiram uma
capacidade significativamente maior de adsorcdo da BSA em comparacdo com as membranas
de PAN. Isso se deve a maior interacao eletrostatica entre a superficie cationica da quitosana

e a BSA, que apresenta regides de carga negativa residual.
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Para quantificar a eficiéncia de adsorc3do e recuperacdo da BSA, utilizamos a espectroscopia
UV-Vis, onde a absorbancia a 280 nm foi medida em um espectrofotémetro para determinar
as concentracdes iniciais e finais de BSA nas solucdes aquosas. A eficiéncia de adsorcdo foi
calculada com base na diferenca de concentracdo antes e ap6s o processo de adsorcdo. Apds
o processo de adsorcao, a BSA foi eluida das membranas, e as fracGes liberadas também
foram quantificadas por UV-Vis. Os resultados demonstraram que as membranas de PAN/Cs
apresentaram um desempenho superior na captura e liberacdo controlada da BSA em compa-
racdo com as membranas de PAN puras, confirmando o impacto positivo da modificacao com

quitosana na eficiéncia de adsorcdo de proteinas.

3.8.2 Adsorcao da IgG

Para avaliar a aplicacdo pratica das membranas de PAN/Cs, investigamos sua seletividade
na adsorcdo de Imunoglobulina G (IgG), dada a importancia dessa proteina em aplicacdes
clinicas, como no diagnéstico de doencas (ARUMUGAM et al., [2009). A IgG utilizada neste
estudo foi gentilmente fornecida pelo Departamento de Farmacia da UFPE e extraida do
plasma humano (PINTO et al., 2019).

Adotamos uma abordagem similar a utilizada nos experimentos com a BSA para estudar
o desempenho das membranas de PAN e PAN/Cs na captura e liberacdo de IgG. Avaliamos
a eficiéncia das membranas sob diferentes condicoes de pH, variando desde valores acidos até
basicos, a fim de explorar o comportamento da proteina em funcao de sua carga liquida. A
quantificacdo da IgG adsorvida foi realizada por espectroscopia UV-Vis, medindo a absorbancia
a 280 nm antes e apds a adsorcao, garantindo a consisténcia nas condicdes experimentais.
Apbs o processo de adsorcdo, a lgG foi eluida das membranas, e as fracSes liberadas também
foram quantificadas por UV-Vis.

A 1gG é uma proteina complexa composta por quatro subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4),
cada uma com sua faixa de ponto isoelétrico (pl). O pl da IgG varia aproximadamente de 6,1
a 9,0, dependendo da subclasse (JEFFERIS| [2012)). Abaixo do seu pl, a IgG possui carga liquida
positiva, e acima desse valor, carga liquida negativa. Em valores de pH entre 6,1 e 9,0, pode
coexistir uma mistura de moléculas de IgG com cargas positivas, neutras e negativas. Alguns

estudos sugerem que o pl médio é proximo a 7,4, embora essa média varie entre as subclasses.
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3.8.3 Isotermas de Adsorcao

Nos estudos de adsorcdo, os modelos de isotermas s3ao essenciais para entender como as
moléculas de adsorbato interagem com a superficie do adsorvente. Esses modelos descrevem a
relacdo entre a concentracao do adsorbato na solucdo e a quantidade adsorvida na membrana
no equilibrio.

Com a finalidade de encontrar a isoterma de adsorcdo capaz de descrever de maneira satis-
fatéria os fenomenos de adsorcao envolvidos entre as proteinas e a superficie das membranas,
testamos a qualidade do ajuste dos nossos dados experimentais com os modelos das isotermas
de Langmuir, Freundlich e Redlich-Peterson, respectivamente (MAJD et al., 2022).

O modelo de isoterma de Langmuir assume que a adsorcao ocorre em uma monocamada
sobre uma superficie homogénea, onde as interacdes entre as moléculas de proteina sao inde-
pendentes entre si. A forma linear da equacdo de Langmuir é expressa pela Eq. (AYAWEI;
EBELEGI; WANKASI, [2017)):

Ce 1 C,

== 33
4  mKe qm (33)

onde ¢, (mg/g) é a capacidade de adsorcdo no equilibrio; ¢,, (mg/g) é a capacidade méaxima
de adsorcdo, C. (mg/mL) é a concentracdo da proteina no equilibrio e K. (g/mg) é a
constante de equilibrio de adsor¢do (constante de Langmuir) que representa a afinidade entre
o adsorbato e o adsorvente (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017)).

A isoterma de Freundlich é um modelo empirico que descreve a adsorcdo em superficies
heterogéneas, assumindo a possibilidade de adsorcao em multicamadas. Esse modelo é espe-
cialmente atil para sistemas nos quais a superficie do adsorvente possui sitios com afinidades
variadas pelo adsorbato. A forma linear da equacdo de Freundlich é dada por (AYAWEI; EBELEGI;

WANKASI, [2017))

log(qe) = Tlllog(C’e) + log(K7y), (3.4)

da mesma forma, ¢. (mg/g) é a capacidade de adsorcdo no equilibrio; C. (mg/g) é a concen-
tracao da proteina no equilibrio; Ky € uma constante relacionada a capacidade de adsorcao e a
afinidade da proteina pela superficie (corresponde ao valor tedrico calculado para a capacidade
méxima de adsorcdo de um material que se ajusta ao modelo Freundlich) e n é um pardmetro

que descreve a heterogeneidade da superficie de adsorcdo (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, [2017)).
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O parametro 1/n na isoterma de Freundlich representa a intensidade de adsorcdo, refletindo
a heterogeneidade da superficie do adsorvente. Um valor mais alto de K indica uma maior
capacidade de adsorc3o, enquanto o valor de 1/n fornece informacdes sobre a favorabilidade
do processo de adsorcdo. Quando 1/n < 1, a adsorcdo é considerada favoravel, pois sugere
que a adsorcao se torna mais facil a medida que mais moléculas sdo adsorvidas. O modelo de
Freundlich é amplamente utilizado em sistemas onde a adsorcdo ndo forma uma monocamada
uniforme, o que é frequentemente observado na adsorcdo de proteinas em membranas, como
as de PAN/Cs.

A isoterma de Redlich-Peterson é um modelo hibrido que combina elementos dos mode-
los de Langmuir e Freundlich, tornando-se mais flexivel para a modelagem de processos de

adsorcdo. A equacdo é dada por (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, [2017))

e

log (0) — Blog(C.) — log(a), (3.5)

Na equacdo de Redlich-Peterson, « representa uma constante relacionada a capacidade de
adsorcdo, enquanto 3 é um expoente que varia de 0 a 1, indicando a heterogeneidade da
superficie. Ambos, « e (3, sdo ajustados aos dados experimentais para melhor representar o
comportamento do sistema. O modelo de Redlich-Peterson aproxima-se do modelo de Freun-
dlich quando 3 é significativamente menor que 1, o que sugere a presenca de locais de adsorcado
altamente heterogéneos. Em contraste, quando 3 se aproxima de 1, o modelo se comporta
de forma semelhante a isoterma de Langmuir, refletindo uma superficie mais homogénea para
adsorcdo (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017)).

Esse modelo é capaz de descrever sistemas homogéneos e heterogéneos, dependendo dos
valores das constantes ajustadas, e oferece uma vantagem significativa por descrever sistemas
que nao se encaixam perfeitamente nem nos modelos de Langmuir nem nos de Freundlich. Para
a adsorcdo de proteinas nas membranas de PAN/Cs, o modelo de Redlich-Peterson oferece
a flexibilidade necessaria para capturar comportamentos complexos de adsorcdo, nos quais
miultiplas interacoes podem ocorrer entre as proteinas e a superficie da membrana.

Ao ajustar os dados experimentais a esses modelos, é possivel obter uma compreensao mais
detalhada do mecanismo de adsor¢do de proteinas nas membranas de PAN/Cs, determinando
se as propriedades da superficie favorecem a adsorcao em monocamada, multicamadas ou se
envolvem interacdes mais complexas com as moléculas de proteina. O modelo que melhor

se ajusta aos dados experimentais (indicado por um coeficiente de correlacio R? mais alto)
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fornece insights sobre a eficacia e a adequacao da membrana para aplicacdes de purificacao

seletiva de proteinas.

3.8.4 Eletroforese

No presente trabalho, utilizamos a técnica de eletroforese em gel de SDS-PAGE para
caracterizar tanto as proteinas BSA quanto IgG. A técnica de eletroforese SDS-PAGE funciona
bem para a maioria das proteinas, pois o surfactante as torna soliveis em agua e confere uma
carga negativa proporcional ao seu tamanho. Como resultado, a IgG pode aparecer como uma
banda mais larga no gel, enquanto proteinas menores, como a BSA, geralmente migram mais
facilmente e produzem bandas mais nitidas no gel (BIO-RAD, 2012; WESTERMEIER, [2016)).

Nas experiéncias de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e na preparacdo das

amostras a serem analisadas por essa técnica, utilizamos os seguintes reagentes:

Glicina (Gly) de grau de biologia molecular da Promega (EUA): a glicina foi utilizada
como um componente da solucdo tampao de corrida eletroforética, que ajuda a estabilizar

o pH do sistema.

Acrilamida/Bis (30% T, 2,67% C'): a mistura de acrilamida e bis-acrilamida foi utilizada
para preparar os géis de poliacrilamida, a matriz onde a eletroforese é realizada. A
proporcdo de acrilamida para bis-acrilamida determina a porcentagem do gel (7') e a

relacdo entre acrilamida e bis-acrilamida (C') influencia a resolucdo da separacdo.

[Persulfato de aménio (APS); o APS é um iniciador de polimerizacdo utilizado para

iniciar a reacdao de polimerizacdo da acrilamida e bis-acrilamida, formando o gel de

poliacrilamida.

IN, N, N', N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED){ o TEMED é um agente catalisador

usado em conjunto com o APS para iniciar a polimerizacdo da acrilamida e bis-acrilamida.

Azul de bromofenol: o azul de bromofenol é um corante de triagem que é adicionado
a amostra eletroforética para auxiliar na visualizacdo e monitoramento da migracao das

amostras no gel.
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» Comassie Brilliant Blue R-250: essa solucdo de coloracao é usada para corar as proteinas
apds a eletroforese, permitindo sua visualizacdo no gel. O Comassie Brilliant Blue R-250

se liga as proteinas e as torna visiveis.

= Tris[hidroximetillaminometano (Tris): o Tris € uma base utilizada para preparar as solu-
cGes tampao usadas nos géis e no sistema de corrida eletroforética. Ele ajuda a manter

o pH adequado durante a eletroforese.

» [Dodecil sulfato de sédio (SDS); para os experimentos de SDS-PAGE. O SDS é um

surfactante aniénico que, adicionado a solucdo tampdo, confere uma carga negativa

uniforme as proteinas, permitindo sua separacdo com base no tamanho molecular.

» Padroes de proteina para eletroforese: sdo amostras com pesos moleculares conhecidos
que s3o utilizadas como referéncia para determinar o tamanho e a migracao das proteinas

desconhecidas no gel.

Todos esses reagentes foram adquiridos da BioRad (EUA), uma empresa conhecida por
fornecer produtos e reagentes para eletroforese e analise de proteinas. O protocolo seguido para
a preparacao dos géis e o experimento de eletroforese foi baseado nas diretrizes fornecidas
pela Bio-Rad. Para obter informacdes detalhadas sobre o protocolo especifico e os ajustes
realizados é possivel acessar o manual em formato PDF disponivel no site da Bio-Rad no
endereco: hitp : //www.bio — rad.com/webroot/web/pdf /lsr/literature /10007296 D.pdf .
Neste manual est3o as instrucoes para a preparacdo dos géis e a realizacao da eletroforese,

conforme recomendado pela Bio-Rad.

3.8.4.1 Protocolo para o Experimento de Eletroforese

E fundamental preparar todas as solucdes tamp3o necessérias para a preparacio das amos-
tras e dos géis de eletroforese no dia anterior ao experimento, armazenando-as adequadamente
em refrigeracdo. A seguir, listamos os reagentes necessarios e as respectivas quantidades para
a preparacao de cada solucdo.

1) Preparar 120 mL de Tris base-Glicina, em seguida diluir 100 mL deste tamp3o para
900 mL de agua deionizada (H-0).
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2) Diluir Tris base em 30,00 mL de H>O, ajustar o pH desta solucdo para 8,8 com HCI
6 N (Tabela . Em seguida, completar para 50,00 m L. Esta solucao tampao sera utilizada
na preparacio do géis de 10% e 4% que sdo os géis de corrida e de amostra respectivamente.

3) Diluir Tris base em 30,00 mL de H,O, ajustar o pH desta solucdo para 6,8 com HCI
6 N (Tabela . Em seguida, completar para 50,00 mL. Esta solucao tampao serd utilizada
na preparacao do tampao de amostra.

4) Preparacdo do tampao de corrida pH (8,3): Primeiramente, o tamp3o de corrida
(Tabela , que possui pH 8,3, é composto por uma solucdo de Tris base e Glicina. A solucao
inicial é preparada com 3,64 g de Tris base e 17,30 g de glicina, diluidos em um volume final
de 120 mL. Para o uso no experimento, 100 mL dessa solucdo s3o diluidos em 900 mL de
agua deionizada.

5) Preparacdo do tampao de Tris-HCI (pH 8,8): Para a preparacdo do gel de corrida
(10%) e o gel de 4% (Tabelas |4 e [5| respectivamente), utiliza-se uma solu¢do tampdo de
Tris — HCI com pH ajustado para 8,8 (Tabela (L)), a partir de 3,00 g de Tris base diluidos em
30,00 mL de agua e ajustados com HC'l 6 N, completando o volume final para 50,00 mL.

Observacdo: na preparacdo do géis de 10% e 4%, o TEMED e o APS 10% somente
devem ser introduzidos na solucao no momento em que for necessario polimerizar o gel, antes
de colocé-lo entre as placas.

6) Preparacdo do tampdo de amostra (pH 6,8): O tampdo de amostra ([f)) é uma
solucdo critica para manter a estabilidade e integridade das amostras durante o processo
de eletroforese, sendo responsavel por manter o pH adequado, controlar a condutividade e
fornecer fons que estabilizam as cargas das amostras. No caso especifico de eletroforese em
SDS-PAGE, ele também pode conter agentes redutores para evitar a formacdo de pontes

dissulfeto indesejadas.

Tabela 1 — Tamp3o 1,5 M Tris — HCI pH 8,8

Tris base 3,00 g
H>0 30,00 mL

Fonte: A autora (2024).
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Tabela 2 — Tamp3o 0,5 M Tris — HCI pH 6,8

Tris base 3,00 g
H>O 30,00 mL

Fonte: A autora (2024).

Tabela 3 — Tampao de corrida pH 8,3

Tris base 3,64 g
Glicina 17,30 ¢

Fonte: A autora (2024).

Tabela 4 — Gel 10%

H,0 2905 pL

1,5 M Tris— HCIl pH 8,8 1750 uL
Acrilamida/Bis 2310 pL
TEMED 49 uL

APS 10% 35,00 L

Fonte: A autora (2024).

3.8.4.2 Descricdo do Procedimento de Eletroforese

No dia da realizacdao do experimento, é essencial organizar todos os materiais e realizar a
limpeza da bancada e dos equipamentos com &lcool a 70% (Fig. . As solucdes, bem como a
acrilamida/bisacrilamida, devem ser retiradas da geladeira e retirar do freezer o marcador de
proteinas para que atinjam a temperatura ambiente. Este processo inclui o preparo do gel de
corrida na concentracdo de 10% e do gel de amostra na concentracdo de 4%. O gel de corrida
é polimerizado entre placas de vidro fixadas ao suporte, com a adicao de agua ou butanol para
nivelar a superficie do gel durante sua polimerizacdo (40 a 60 minutos). A adicdo de TEMED e
APS 10% deve ser feita apenas no momento da polimerizacdo, garantindo a correta formacdo
do gel.

Ap6s a polimerizacio do gel de corrida, procede-se a preparacdo do gel de 4%, que também
é polimerizado entre as placas de vidro, utilizando uma solucdo contendo 1860 i L de agua,
750 pL de tampado Tris — HCI1 1,5 M pH 8,8, 402 nL de acrilamida/bisacrilamida, 3,00 pL
de TEMED e 15,00 L de APS 10%. Este processo garante a formacdo de pocos adequados
para a aplicacdo das amostras.

Ap6s a polimerizacdo do gel a 4%, as placas de vidro que compdem o cassete de fundicio
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Tabela 5 — Gel 4%

Hy0 1860 1L

1,5 M Tris — HCl pH 8,8 750 ul
Acrilamida/Bis 402 L
TEMED 3,00 uL

APS 10% 15,00 pL

Fonte: A autora (2024).

Tabela 6 — Tamp3o de amostra

H,0 2,78 mL
0,5 M Tris— HCl pH 6,8 0,63 mL
Glicerol 1,50 mL

Azul de bromofenol 4% 0,10 mL
Fonte: A autora (2024).

Figura 7 — Materiais utilizados no procedimento de eletroforese.
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Fonte: MONTE et al| (2017)

sao cuidadosamente removidas e fixadas ao suporte de eletrodos, juntamente com a placa
de montagem apropriada. Em seguida, o suporte montado ¢é inserido na cuba de eletroforese,
que é preenchida com o tampao de corrida previamente preparado, garantindo um ambiente
adequado para a separacdo das amostras.

Com a cuba montada, o pente que formou os pocos no gel é retirado, e as amostras
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preparadas sao cuidadosamente adicionadas em cada poco. O primeiro poco geralmente recebe
uma amostra padrdo de proteinas de pesos moleculares conhecidos, servindo como referéncia
para a analise posterior das amostras.

O sistema de eletroforese é entdo fechado com a tampa, e os eletrodos sdo conectados a
fonte de energia. Inicialmente, aplica-se uma voltagem de 80 V' para permitir que as amostras
migrem pelo gel de menor concentracdo (4%). Quando a amostra atinge o gel de maior
concentracdo (10%), a voltagem é aumentada para 120 V/, facilitando a separacdo adequada
das proteinas de acordo com seus tamanhos.

O processo de corrida é mantido até que o corante de rastreamento alcance a extremi-
dade inferior do gel, momento em que a corrente é interrompida. Em seguida, as placas sdo
removidas e lavadas com agua deionizada para facilitar o desprendimento do gel, utilizando
um espacador para separar as placas e liberar o gel.

Apbs a remocdo, o gel é imerso em uma solucdo corante de Azul de Coomassie por
aproximadamente uma hora ou durante a noite, a depender da intensidade desejada das bandas
de proteinas. Esse corante permite a visualizacdo das bandas correspondentes as proteinas
separadas no gel. Finalizada a coloracdo, o gel é cuidadosamente lavado com dgua deionizada
e transferido para uma solucdo descolorante. Esse passo é essencial para remover o excesso de
corante e destacar as bandas, revelando assim o padrdo de separacao das proteinas que foram

submetidas a eletroforese.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, apresentaremos os resultados experimentais obtidos durante a preparacao
e modificacdo das membranas eletrofiadas, detalhando os principais resultados e discutindo
sua relevancia a luz da literatura existente. Além disso, abordaremos os processos de adsorcao
e dessorcdo das proteinas estudadas, BSA e IgG, analisando a capacidade das membranas
de adsorver e liberar essas proteinas em diferentes condicdes experimentais. Essa anélise nos
permitird avaliar o desempenho das membranas eletrofiadas como adsorventes na extracdo de
proteinas dissolvidas em meio aquoso.

A seguir os tépicos que serdo discutidos no presente capitulo:

= Apresentacdao das membranas de PAN/Cs como material de estudo.

= Capacidade de adsorcdao de proteinas:
1) Descricdo dos experimentos realizados para avaliar a capacidade das membranas de
adsorver proteinas.
2) Apresentacdo dos resultados obtidos, incluindo a quantidade de proteina adsorvida

em diferentes condicdes.

Figura 8 — Esquematizacdo das principais etapas.
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Influéncia do pH e da concentracao inicial da proteina:
1) Discussdo dos experimentos realizados para investigar a influéncia do pH do meio e
da concentracdo inicial de proteina nas propriedades de adsorcao das membranas.

2) Anélise dos resultados obtidos e identificacdo de tendéncias ou padrdes observados.

Mecanismos de ligacao:
1) Explicacdo dos mecanismos de ligacdo entre as membranas e as proteinas BSA e IgG.
2) Descricdo dos experimentos e técnicas utilizadas para investigar esses mecanismos.

3) Apresentacdo dos resultados e discussdo das interacdes observadas.

Isotermas de adsorcao:

1) Apresentacdo e discussdo dos modelos de isoterma utilizados para descrever os pro-
cessos interfaciais de adsorcdo entre as membranas e as proteinas.

2) Comparacdo dos dados experimentais com as curvas de isoterma para determinar o

modelo que melhor se ajusta aos resultados.

Adsorcao de misturas de proteinas:

1) Descricdo dos experimentos realizados para analisar a adsor¢do de misturas da BSA
e lgG em solucdo aquosa pelas membranas.

2) Apresentacdo dos resultados obtidos e discussdo sobre a seletividade e capacidade

das membranas na adsorcdo dessas misturas.

Capacidade de dessorcao e qualidade das proteinas:

1) Discussdo dos experimentos realizados para avaliar a capacidade de dessorcdo das
proteinas adsorvidas pelas membranas.

2) Anélise dos resultados obtidos, incluindo a eficiéncia de dessorcdo e a qualidade das

proteinas recuperadas.

Analise por eletroforese:
1) Descricdo dos experimentos de eletroforese realizados para avaliar a qualidade das

proteinas adsorvidas e dessorvidas.
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2) Apresentacdo dos resultados das andlises e discussdo sobre a integridade estrutural

das proteinas apds o processo de adsorcao e dessorcao.

4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS
4.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Para otimizar a morfologia das membranas de PAN/Cs visando uma adsorc3o eficiente de
proteinas, ajustamos as concentracdes relativas em massa dos polimeros.

Ao analisar as micrografias correspondentes obtidas por MEV (Fig. |§] e Fig. , pudemos
avaliar a quantidade apropriada de quitosana que levaria a nanofibras de maior qualidade
funcional. A membrana composta preparada com concentracdes de massa de 10% e 4% de
quitosana (PAN/Cs 10/4%) apresentou uma qualidade de nanofibras superior, com a presenca
de fibras continuas sem a presenca de "contas". Para concentracdes de quitosana superiores
a 4%, a formac3o de microfibras n3o foi possivel. Essas imagens nos permitem visualizar e
comparar as caracteristicas morfoldgicas das membranas em diferentes condicdes, auxiliando
na identificacdo da composicdo mais adequada para a obtencdo de uma membrana de PAN/Cs
com a morfologia desejada para a adsorcdo eficiente das proteinas.

Com a incorporacdo de quitosana, as membranas de PAN/Cs exibiram fibras lisas e uni-
formes. Essa modificacdo facilita a interacao com biomoléculas, ampliando o potencial das
membranas para aplicacdes especificas (WANG et al., [2023)). No entanto, em concentracdes
mais elevadas de quitosana, a formacao das fibras foi prejudicada. Imagens de MEV, com
ampliacao de 30.000 vezes e analisadas no software ImageJ, indicaram um diametro médio
das fibras de 0,454 um (Fig. 10| ¢)). As medicdes BET mostraram que a area de superficie
aumentou de 6,87 m2?g~! (PAN) para 8,33 m?g~! (PAN/Cs), aprimorando a eficiéncia de
adsorcdo. Esse aumento contribui para uma maior funcionalidade das membranas devido a
ampliacdo da area de superficie ativa.

Essa abordagem oferece vantagens consideraveis, como a simplificacdo do processo, a re-
ducdo de riscos e a facilidade de manipulacdo. Além disso, a utilizacdo da quitosana como
agente de modificacdo permite explorar suas propriedades bioldgicas, ampliando o potencial de
aplicacdo das membranas tanto na adsorcdo de proteinas quanto em outras areas da biotecno-

logia e bioengenharia. Essa estratégia ndo s6 aprimora a funcionalidade das membranas, mas
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Figura 9 — Micrografias das membranas de PAN/Cs preparadas usando diferentes concentracdes relativas dos
dois componentes: a) 10/1% em peso; b) 10/2% em peso; ¢) 10/3% em peso; d) 10/4% em peso;
e) 12/1% em peso; f) 12/2% em peso. Todas as imagens tém a mesma ampliacdo (15 kx).
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Figura 10 — Micrografias de MEV das membranas de: a) PAN 10% em peso, b) PAN/Cs 10/4% em peso e ¢)
distribuicdo do didmetro das membranas de PAN/Cs. (Ampliagdo: 15 kx).
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Figura 11 — Mapa da composicdo elementar e espectro EDS para a area analisada da membrana de PAN.
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Figura 12 — Mapa da composicio elementar e espectro EDS para a 4rea analisada da membrana de PAN/Cs.
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também as torna mais versateis e eficazes para aplicacdes especificas em ambientes biolégicos.

4.1.2 Estrutura e Caracteristicas Fisicas
4.1.2.1 Anélise EDS das Membranas

A anélise de EDS reflete a composicao quimica da matriz de PAN e da quitosana incorpo-
rada, fornecendo informacdes detalhadas sobre a distribuicdo elementar dos constituintes.

No mapa de composicdo elementar da membrana de PAN (Fig. , os principais elemen-
tos identificados foram carbono (C') e nitrogénio (), que correspondem a estrutura basica
do polimero. O espectro de EDS confirmou essa composicao, com um sinal predominante de

carbono, acompanhado por um pequeno pico de nitrogénio, evidenciando a natureza quimica
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da PAN. Além disso, foram observados picos adicionais de ouro (Au) e paladio (Pd), que
estdo associados a preparacdo da amostra, uma vez que a cobertura metélica é frequente-
mente utilizada para melhorar a condutividade durante a analise no microscépio eletronico de
varredura (MEV).

Na membrana PAN/Cs (Fig. [12), o mapa de composicdo elementar revelou, além dos
sinais de C' e N, um aumento significativo no sinal de oxigénio (O). Esse resultado indica a
presenca da quitosana, um polimero rico em grupos oxigenados, como hidroxilas (—OH) e
carbonilas (C' = O). A distribuicdo homogénea de oxigénio ao longo da matriz sugere uma
boa integracdo da quitosana com a PAN, confirmando uma modificacio bem-sucedida na
composicao da membrana.

O espectro de EDS da PAN/Cs reforcou esses achados, evidenciando um sinal mais intenso
de oxigénio em comparacdo com a membrana de PAN pura. Além disso, observou-se um
aumento relativo no pico de nitrogénio, que pode estar relacionado a presenca de grupos
aminicos da quitosana, confirmando sua incorporacdo na estrutura.

A introducdo desses grupos hidrofilicos e quimicamente ativos pode resultar em melhorias
significativas nas propriedades da membrana, especialmente no aumento da hidrofilicidade
e na capacidade de adsorcao, tornando-a mais eficiente para aplicacGes em separacdo de

biomoléculas.

4.1.2.2 Espectros FTIR

Os espectros de FTIR da quitosana, da PAN e das membranas de PAN/Cs (Fig.
apresentam picos caracteristicos que fornecem informacdes sobre suas estruturas quimicas. A

seguir estao descritos os principais picos observados nos espectros:

1) Espectro de FTIR da PAN pura:

= Pico em 2929 cm™!: Vibracdo de estiramento de C'Ho, que é caracteristica da presenca

de grupos metileno (C'H,) na estrutura da poliacrilonitrila.

= Pico em 2241 em~!: Vibracio de estiramento de C' = N, indicando a presenca de

grupos ciano (C=N) na estrutura da poliacrilonitrila.

= Pico em 1450 cm~!: Vibracdo de flexdo de C'H,, também associada aos grupos metileno

(C'H,) presentes na poliacrilonitrila.



80

Figura 13 — Espectros FTIR da quitosana e das membranas de PAN e PAN/Cs.
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2) Espectro de FTIR da membrana hibrida de PAN/Cs:

= Banda larga em 3492 em~!: Associa-se a deformacio axial dos grupos O — H e N — H
presentes nas amidas | e Il, indicando a presenca de grupos funcionais de hidroxila e

amino.

= Pico em 2870 cm™!: Correspondente a vibracdo simétrica e assimétrica do grupo meti-

leno (—C'H—) presente na estrutura da membrana hibrida.

= Pico em 1662 cm™!: Refere-se a deformacdo axial C' = O da amida |, que indica a

presenca de grupos carbonila (C' = O) na estrutura da membrana hibrida.

= Pico em 1560 cm~!: Esta associado a deformacio angular da ligacdo N — H das amidas
| e Il, fornecendo evidéncias da presenca de grupos amino (N — H) na estrutura da

membrana.

Esses picos e bandas de absorcdo nos espectros de FTIR ({13)) sdo indicativos das ligacdes
quimicas e grupos funcionais presentes na PAN e nas membranas de PAN/Cs, permitindo
a identificacdo e caracterizacdo de suas estruturas quimicas. Os dados obtidos através de

FTIR revelam que, durante o processo de producdo das membranas de PAN/Cs, n3o houve
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uma modificacdo quimica das fibras de PAN, mas sim uma incorporacdo fisica da quitosana
na matriz de nanofibras. Essa conclusdo é corroborada por diferentes evidéncias, como a
auséncia de novos picos nos espectros de FTIR, o que indica que n3ao houve formacdo de
novas ligacBes covalentes entre PAN e quitosana. Além disso, os picos caracteristicos de
ambos 0s componentes permanecem inalterados, como o pico da PAN em 2241 ecm~! e o da
quitosana em 3442 cm ™!, o que demonstra a preservacio de suas estruturas quimicas originais.
A superposicdo de picos de ambos os materiais sugere que a incorporacao da quitosana ocorreu
por interacoes fisicas, como ligacdes de hidrogénio e forcas eletrostaticas, em vez de reacoes

quimicas que levariam ao desaparecimento ou deslocamento dos picos.

4.1.2.3 FTIR da BSA

O espectro FTIR da BSA (Fig. demonstra a presenca de grupos funcionais da pro-
teina na superficie da membrana, sugerindo uma interacdo entre a BSA e a membrana de
PAN/Cs. No entanto, para comprovar a eficiéncia da adsorc3o, é necessario o uso de técnicas
complementares, como a analise por UV-Vis.

O pico em 1681 em !

, atribuido as amidas primarias, corresponde as vibracoes de alonga-
mento do C' = O, evidenciando a presenca de ligacoes peptidicas caracteristicas das amidas
primarias da BSA.

J4 o pico em 1533 em ™! é associado as amidas secundérias, correspondendo as vibracdes
de flexdo do N — H e do C'— N. Esse pico confirma a presenca de ligacGes peptidicas tipicas
das amidas secundarias na proteina.

Por fim, o pico em 3481 cm ™! é atribuido as vibracdes de alongamento dos grupos hidroxila
(OH), presentes na estrutura da BSA devido a aminoacidos como serina e treonina, que
possuem grupos OH em suas cadeias laterais. A presenca desse pico confirma a presenca
de grupos hidroxila na proteina (WANG; BUCK; CHEN, 2002; |BERAGOUI et al., 2015). Esses
resultados est3o sintetizados na Tabela [7l

A interacdo entre a membrana de PAN/Cs e a BSA ocorre provavelmente por meio de
interacdes fisicas, como:

1) Interacées de Hidrogénio: A presenca de grupos hidroxila (OH) na membrana e na
BSA possibilita a formacdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias laterais dos aminoacidos
e os grupos funcionais na superficie da membrana.

2) InteracGes Eletrostaticas: Dependendo das condi¢des do pH do meio, a quitosana
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Figura 14 — Espectros FTIR da BSA e das membranas de PAN/Cs.
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Tabela 7 — Comprimento de onda de absorcdo no infravermelho dos diferentes grupos funcionais presentes nas
amostras das membranas antes e apds o experimento de adsorc3o e para a BSA.

Atribuicdes PAN/Cs (cm™') BSA (em™') PAN/CS_BSA (cm™!)

O-H 3481 3481 3473
C-H 2935 2935
C-H 2870 2870
C=N 2043 2243
C=0 1652 (C =C) 1681 (C =0) 1664 (C = O)

Fonte: A autora (2024).

(Cs) presente na membrana pode apresentar grupos amina protonados (N Hj), que podem
interagir eletrostaticamente com regides da BSA que possuem carga oposta.

3) Interacoes Hidrofdbicas: Algumas regides da proteina e da membrana podem interagir
através de forcas hidrofébicas, que promovem a associacdo entre regides ndo polares.

Essas interacdes ndo-covalentes sugerem que o processo de adsorcdo é reversivel, permi-
tindo que a BSA seja dessorvida da membrana sob condicGes especificas (alteracdo do pH,

forca idnica, etc).
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Figura 15 — Imagens das medidas do 4ngulo de contato das membranas de a) PAN (0°) e b) PAN/Cs (0°).
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4.1.2.4 Medidas do Angulo de Contato

O angulo de contato é uma medida para avaliar a molhabilidade de uma superficie. Utili-
zamos essa técnica para quantificar a hidrofilicidade das membranas de PAN e PAN/Cs.

Na Fig. [15] sdo apresentados os resultados das medicdes do angulo de contato para mem-
branas de PAN e PAN/Cs. Observa-se que a modificacdo da membrana de PAN n3o afeta
significativamente sua hidrofilicidade superficial, mantendo-se excelente, com um angulo de
contato (f = 0°). Essa alta hidrofilicidade é uma caracteristica crucial, pois permite a adsor¢do
eficaz de moléculas proteicas dispersas em meio aquoso.

A modificacdo com a quitosana pdde conferir outras propriedades as membranas. Uma vez
que o carater hidrofilico das membranas é relevante para estudos de separacdo de proteinas em
solucBes aquosas, pois, a maior hidrofilicidade facilita o contato das moléculas alvo com sua
superficie, permitindo uma interacdo mais eficiente entre as proteinas e a membrana durante
0 processo de separacdo.

Essa interacdo pode ocorrer por meio de forcas eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e in-
teracSes dipolo-dipolo, facilitando a adsorcdo seletiva de proteinas na superficie da membrana.

Em particular, as membranas hidrofilicas que possuem grupamentos amino e acidos carbo-
xilicos em sua superficie apresentam propriedades adicionais benéficas. Esses grupos funcionais
podem conferir propriedades anticoagulantes as membranas, prevenindo assim a coagulacdo
sanguinea durante o processo de separacdo de amostras de sangue. Além disso, esses grupos

também podem ter propriedades anti-incrustantes, de modo a reduzir a formacdo de incrus-
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tacGes e melhorar a estabilidade do desempenho da membrana ao longo do tempo (TRIPATHI;
DUBEY; STAMM, 2014).

Dessa forma, as membranas hidrofilicas com grupos amino e acidos carboxilicos em sua
superficie tém grande potencial para serem utilizadas em processos de separacdo de protei-
nas em amostras biolégicas, como o sangue, devido a sua capacidade de interacdo seletiva,

compatibilidade e propriedades adicionais benéficas.

4.1.2.5 Ensaio Mecanico

Na Fig. [16] sdo apresentadas as curvas de tensdo-deformacdo das membranas de PAN e
PAN/Cs, obtidas por meio de ensaios de tracdo mecanica. As membranas de PAN modificadas
apresentam menor ductilidade em comparacao com as membranas puras, exibindo maior rigi-
dez, com resisténcia a tracdo aproximadamente 70% superior, alcancando um valor estimado
de 5,5 M Pa. Esses resultados indicam que as membranas compdsitas possuem resisténcia
mecanica suficiente para serem reutilizadas em experimentos de adsorc3o.

A incorporacao da Cs contribui para aumentar a rigidez das membranas, tornando-as menos
dicteis e com menor capacidade de deformacdo antes da ruptura em comparacdo as mem-
branas de PAN puras. A maior resisténcia a tracdo das membranas de PAN/Cs indica uma
robustez aprimorada sob estresse mecanico, permitindo que suportem cargas sem romper. Es-
sas propriedades mecanicas sdo fundamentais para garantir durabilidade e possibilitar o uso
repetido das membranas em processos de adsorcdo. Dessa forma, o resultado da mistura fisica
onde a quitosana foi distribuida na matriz de nanofibras de PAN, contribuiu para aprimorar
as propriedades mecanicas da membrana. Esse comportamento é corroborado pela curva de
tensao-deformacdo, que reflete uma boa dispersao das cadeias de quitosana, resultando assim
em uma maior rigidez da membrana.

O comportamento da curva tensdo-deformacdo das membranas de PAN/Cs indica um grau
adequado de aderéncia entre os dois materiais componentes. A incorporacao de Cs aumentou
a rigidez, visto que, em comparacao com as membranas de PAN puras, as membranas de
PAN/Cs s3o menos dlcteis e apresentam uma capacidade reduzida de deformacdo antes da
ruptura. A maior resisténcia a tracdo das membranas de PAN/Cs sugere que elas tém uma
boa capacidade de suportar cargas mecanicas sem quebrar. Essas caracteristicas mecanicas
sao importantes para garantir a durabilidade, permitindo o uso repetido das membranas em

experimentos de adsorcao.
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Figura 16 — Resisténcia a tracdo das membranas de PAN e PAN/Cs.
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4.2 MECANISMOS DE INTERACAO ENTRE AS MEMBRANAS E AS PROTEINAS

4.3 EXPERIMENTOS DE ADSORCAO E DESSORCAO DA BSA

A vasta literatura existente sobre a BSA, que abrange parametros como concentracao, pH e
conformacao estrutural, fornece uma base tedrica sélida para a realizacao de experimentos. Um
aspecto adicional importante é a possibilidade de extrapolar os resultados obtidos para sistemas

que envolvam outras proteinas de interesse, ampliando a aplicabilidade dos procedimentos

desenvolvidos.

4.3.1 Resultados Experimentais para a BSA

Os experimentos realizados para avaliar a influéncia do pH e da concentracdo inicial da BSA
mostraram que a adsorcao é maxima em condicdes de pH ligeiramente acido a neutro, onde
predominam interacoes eletrostaticas favoraveis e ligacoes de hidrogénio. Em contrapartida, a

adsorcdo é reduzida em pH fortemente acido ou basico devido as repulsdes eletrostaticas.
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Em cada experimento, foram utilizados 9 mg da membrana (equivalente a quatro amostras
de PAN/Cs e seis amostras de PAN), dispostas no interior de uma coluna de centrifugacdo
junto com 500 pL de solucdo proteica em uma concentracdo de 0,6 mg/mL. Em seguida, a
coluna de centrifugacdo foi submetida a rotacées de 5000 rpm por cinco ciclos consecutivos,

com duracdo de um minuto.

4.3.1.1 Efeito do pH sobre a Adsorcdo

Primeiramente, investigamos o efeito da variacdo de pH nas solucdes de proteina BSA
sobre a capacidade de adsorcdo das membranas (Fig. . A méaxima adsorcao da BSA foi de
aproximadamente 88,25% (em pH 5,6) para a membrana PAN/Cs e 53,96% (em pH 5,0) para
a membrana PAN com uma solucdo de acido acético e acetato de sédio sendo usado como
tamp&o. O aumento na capacidade de adsorcdo da PAN/Cs é atribuido ao fato de o pH do
meio estar acima do pl da BSA (pl = 5), o que torna a BSA carregada negativamente devido a
desprotonacdo de seus grupos carboxila (—C'OO™). Essa desprotonacdo favorece as interacdes
com os grupos amino protonados da quitosana, como indicado nas referéncias (DAGO-SERRY et
al,[2024; HE et al.,|2018]; [SIRIJAREE; PRAIPIPAT, 2023; |SUN; OU; CHEN, 2022). Quando dissolvidas
em solucao a um determinado pH, as proteinas frequentemente apresentam cargas em sua
superficie, o que resulta na atracdo de ions de carga oposta do meio circundante e na formacao
de uma camada elétrica dupla. O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico medido na
interface entre a camada estacionaria, onde os fons estdo fortemente ligados a superficie da
particula, e a camada difusa, onde os ions apresentam maior mobilidade. Esse parametro
fornece informacGes sobre a carga liquida da proteina em diferentes valores de pH, sendo
essencial para prever sua interacdo com as membranas. A compreensao desse comportamento
permite a otimizacdo do pH da solucao para maximizar a adsorcao da proteina, facilitando
seu controle em aplicacdes especificas. Na Fig. [I8] é apresentada a variacdo do potencial zeta
das moléculas da BSA dissolvidas nas solu¢es tampao, utilizadas para promover a interacido
entre a BSA e as membranas. Os resultados confirmam que, em pH abaixo do pl da BSA,
as moléculas apresentam carga liquida positiva, enquanto em pH acima desse valor, a carga

liquida torna-se negativa.
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Figura 17 — Porcentagem de adsorcdo da BSA em funcdo do valor do pH do meio para as membranas de
PAN/Cs e PAN.
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4.3.1.2 Influéncia da Concentracdo Inicial

Também examinamos a influéncia da concentrac3o inicial da solucao da BSA na capacidade
de adsorcdo das membranas de PAN/Cs e PAN (Fig. e Fig. . Nesses experimentos, o
pH foi mantido em 5,6 para as membranas de PAN/Cs e em 5,0 para as membranas de PAN.
Em ambos os casos, observou-se um aumento na capacidade de adsorcao com o aumento

da concentracdo de proteina, atingindo capacidades maximas de adsorcdo (¢**

) para uma
concentracdo de proteina igual a 1,6 mg/mL de 75,61 mg/g para a membrana PAN/Cs e 21,16
mg/g para a membrana PAN. Esse resultado pode ser atribuido a intensificacdo da interacdo
entre a proteina e a membrana a medida que a concentracao da proteina aumenta. Além disso,
o gradiente de concentracdo elevado favorece a transferéncia de massa entre o adsorbato na
fase fluida e os sitios ativos na superficie da membrana. No entanto, o percentual de remocao
diminui a medida que os sitios ativos disponiveis se tornam progressivamente saturados.

Os resultados ressaltam a influéncia critica do pH do meio e da concentracdo inicial da

proteina na eficiéncia do processo de adsorcao em membranas. Além disso, a escolha do
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Figura 18 — Potencial Zeta em func3o do pH da soluco da proteina BSA em meio tamponado (concentracdo

0,6 mg/mL).
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Figura 19 — Efeito da variacdo da concentracdo inicial da BSA sobre o rendimento e a capacidade de adsorcdo
das membranas de PAN/Cs, a pH 5,6.
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Figura 20 — Efeito da variagcdo da concentracdo inicial da BSA sobre o rendimento e a capacidade de adsorcdo
das membranas de PAN, a pH 5,0.
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tampdo adequado desempenha um papel fundamental, uma vez que controla o equilibrio de
cargas entre a proteina e a superficie do adsorvente.

Compreender essas relacoes permite otimizar as condicdes experimentais para alcancar
a maxima eficiéncia de adsorcdo, mesmo em diferentes concentracoes de proteina. Esse co-
nhecimento n3o apenas aprofunda a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos
na adsorcdo, mas também oferece subsidios valiosos para o desenvolvimento de estratégias
eficazes no uso de membranas eletrofiadas para separacao e purificacdo de biomoléculas.

Por fim, esses insights s3o essenciais para determinar as condicdes ideais de adsorcdo
em futuras aplicacGes praticas, contribuindo para a melhoria de processos biotecnolégicos e

industriais relacionados a purificacdo e imobilizacdo de proteinas.

4.3.1.3 Modelos de Isotermas

Para compreender melhor os mecanismos microscépicos envolvidos na adsorcao da BSA em
membranas poliméricas, aplicamos os modelos de isotermas de Langmuir, Freundlich e Redlich-

Peterson (WU et al, 2010)) aos dados experimentais (Fig. [21)). O modelo de Redlich-Peterson,
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com seus trés parametros, é eficaz em lidar com desvios observados em alguns sistemas de
adsorcdo em relacdo aos modelos mais simples de Langmuir e Freundlich. No entanto, ele
apresenta precisao semelhante ao modelo de Freundlich quando a constante correspondente
atinge valores suficientemente altos (VERMA; CHAKRABORTY; BASU, |2006f |PREETHA; VIRUTHA-
GIRI, 2007). Apesar das semelhancas nas curvas, o modelo de Freundlich apresentou o melhor
ajuste, com um valor de R? de 0,984, em comparacdo com 0,981 para Langmuir e 0,974 para
Redlich-Peterson. Com base nesse modelo e usando regressao linear, a capacidade tedrica de
adsorcdo da BSA pelas membranas de PAN/Cs foi estimada em 75,17 mg/g, em conformidade
com a maior capacidade de adsor¢cdo experimental observada (75,61 mg/g).

Esse fato sugere que a adsorcao ocorre com a formacdo de uma camada mdltipla em uma
superficie heterogénea. Para as membranas PAN/Cs, essa heterogeneidade pode ser atribuida
a presenca de grupos funcionais da quitosana, que oferecem diferentes tipos de interacdes
para a molécula de BSA. Além disso, a rugosidade da superficie da membrana, confirmada por
MEV, contribui para a variabilidade dos sitios de adsorcdo. A adsorcao ocorre em multiplas
camadas, de modo que, apds o preenchimento dos primeiros sitios de adsorcao, moléculas
adicionais podem se adsorver sobre as ja adsorvidas, aumentando a capacidade de retencao
da proteina na membrana.

A consisténcia entre os valores tedricos e experimentais reforca a validade do modelo
adotado e fornece uma estimativa confidvel da capacidade maxima de adsorcao das membranas
de PAN/Cs para a proteina BSA. Essas informacdes sdo importantes para o planejamento e a
otimizacao de futuros estudos e aplicacdes relacionadas a adsorcdo de proteinas em membranas

poliméricas eletrofiadas.

4.3.1.4 Dessorcio e Recuperacao

Testes com diferentes solucdes de eluicdo mostraram que o tampao T'ris — HCl 1,5 M
(pH 10) proporcionou maior eficiéncia de dessorcdo (72,40%). Utilizando 2 aliquotas de 250
1L, a taxa de recuperacdo da BSA alcancou 90%.

Para otimizar o processo de dessorcao das moléculas da BSA capturadas, avaliamos diversas
solucBes tampdo de eluicdo (Tabela[8): (1) Glicina - 2 M de Hidréxido de Sédio pH 10,6; (2)
Tris— HC10,1 M pH 8,8; (3) Fosfato 0,1 M pH 8 e (4) Tris— HC1 1,5 M pH 10. Em pH
basico, as interacdes entre as moléculas da BSA e a superficie da membrana se enfraquecem,

facilitando a ruptura das ligacGes eletrostaticas e promovendo a liberacdo da proteina no meio



91

Figura 21 — Ajuste dos dados experimentais para os modelos de isotermas de Langmuir, Freundlich e Redlich-
Peterson para a adsorcdo da BSA pelas membranas de PAN/Cs. Observe a superposicdo quase
completa das duas dltimas curvas.
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aquoso (SADEGH; SAHAY; SONI, 2019; [SAYGILI et al., 2021} [FAN et al.,, [2015).

Tabela 8 — Influéncia do tipo de solugdo de eluicdo na porcentagem de dessorcdo da fracdo de proteina BSA
previamente captada pela membrana de PAN/Cs.

Protocolo Porcentagem de dessorcdo (%)
Glicina - Hidréxido de Sédio 2 M pH 10,6 19,27
Tris— HCI10,1 M pH 8,8 46,38
Fosfato 0,1 M pH 8 56,81
Tris— HCI 1,5 M pH 10 72,40

Fonte: A autora (2024).

Para investigar o efeito do volume de eluicido na dessorcao da proteina da membrana
PAN /Cs, testamos trés protocolos diferentes (Tabela |§[) nos quais volumes variados de solucao
de eluicdo - P1 (500 pL, de uso nico), P2 (125 pL, usado duas vezes) e P3 (250 p L, usado
duas vezes)- foram adicionados a uma coluna de centrifugacdo contendo as membranas com

as proteinas adsorvidas, seguidos de centrifugacdo por 1 minuto. Verificamos que o uso de
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duas aliquotas consecutivas de 250 ;L. da solucdo de eluicdo resultou em maior eficiéncia
de dessorcdo, alcancando uma excelente taxa de recuperacdo (= 90%) da proteina BSA ao

utilizar uma soluc&o de eluicdo de Tris — HCl 1,5 M (pH 10).

Tabela 9 — Influéncia do volume da solucdo de eluicdo na porcentagem de dessorcdo da fracdo de proteina
BSA previamente captada pela membrana de PAN/Cs.

Protocolo Porcentagem de dessorcdo (%)
P1: 500 pL (1 x) 72,40
P2: 125 uL (2 x) 62,90
P3: 250 pL (2 %) 89,13

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

Essas informacoes sdo relevantes para o desenvolvimento de procedimentos eficientes de
dessorcdo em estudos futuros relacionados a recuperacao de proteinas adsorvidas em membra-
nas poliméricas.

Na Fig. , apresentamos os espectros de UV-Vis das solucdes da BSA antes (curva a),
com concentracdo de 0,531 mg/mL) e apds (curva b), com concentracdo reduzida para
0,088 mg/mL) a interacdo com as membranas de PAN/Cs, bem como apds a etapa de
dessorc3o utilizando uma solucdo de eluicdo de Tris — HC1 1,5 M em pH 10 (curva ¢), onde
a concentracdo aumentou para 0,397 mg/mL. Observa-se que o uso dessa soluc3o de eluicdo
ndo altera a estrutura nativa da BSA, uma vez que n3o houve deslocamento no comprimento
de onda de maxima absorbancia da BSA, situado em 280 nm. Sabe-se que alteracGes nas
condicoes do solvente e na conformacao da proteina podem deslocar o pico de absorcao para
a faixa de 290-300 nm, indicando alteragbes na estrutura nativa da molécula (SCHMID, |2001).

Além disso, empregamos a eletroforese em gel de SDS-PAGE para caracterizar as amostras
das proteinas.

Diversas técnicas, como eletroforese, ensaios bioquimicos, espectroscopia e microscopia
eletronica, podem ser empregadas para investigar a desnaturacdo de proteinas e avaliar sua
integridade estrutural e funcional (KURIEN; SCOFIELD, 2015). Entre essas, a SDS-PAGE destaca-
se como um dos métodos mais simples, econdomicos e amplamente utilizados para analise de
pureza proteica (KIRLEY; NORMAN, [2018). O dodecil sulfato de sédio (SDS), um detergente
anidnico, desnatura as proteinas formando complexos com os polipeptideos, que entdo migram
através do gel com base no seu tamanho. Essa técnica pode ser conduzida em condicdes nao
redutoras ou redutoras. No dltimo caso, as proteinas sao aquecidas e um agente redutor,

como [3-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT), é utilizado para romper as pontes dissulfeto
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Figura 22 — Espectro UV-Vis da solucdo da BSA antes (curva a) e depois (curva b) da interacdo com as
membranas de PAN/Cs e do meio aquoso apés a eluicdo da proteina capturada com uma solucio
de eluicdo de T'ris — HCl a 1,5 M (pH 10) (curva c).
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(=S —S—), desestruturando completamente as estruturas quaternaria e terciaria das proteinas
(MASSON; LUSHCHEKINA, [2022).

Em um experimento de eletroforese, a desnaturacdo proteica pode ser identificada por meio
de diferentes indicadores (MASSON; LUSHCHEKINA, [2022; WESTERMEIER, [2016): 1) Padrdes de
migrac3o alterados, decorrentes de mudancas na carga liquida e/ou estrutura tridimensional,
e 2) Modificagdes no padrdo de bandas, causadas por alteracdes nas estruturas secundaria
e terciaria, levando a redistribuicdo de subunidades ou fragmentos proteicos. No entanto, é
importante observar que o desaparecimento de bandas na anélise por SDS-PAGE nem sempre
indica diretamente a desnaturacao da proteina. Fatores como degradac3o proteica, insuficiente
carga de proteina, perda de afinidade com o corante ou a concentracdo de eluentes durante
a etapa de eluicao também podem resultar na auséncia de uma banda, especialmente em
proteinas de maior peso molecular. Assim, assegurar condicGes ideais de eletroforese é funda-
mental para preservar a integridade das proteinas em analise, evitando alteracdes estruturais
que possam comprometer a precisdo dos resultados e a interpretacdo das caracteristicas da

amostra.
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Figura 23 — Eletroforese SDS-PAGE das solucdes de BSA em diferentes estagios do processo de separacio:
Poco 1: padr3o original de proteina; Poco 2: a solucdo original da BSA em tamp3o de acetato
0,5 M pH 5,6; Poco 3: sobrenadante da solucdo de BSA apéds a interacido com as membranas;
e Poco 4: apés as moléculas de proteina adsorvidas terem sido eluidas usando uma solucdo de
Tris— HCl 1,5 M pH 10.

Realizamos a eletroforese em gel de SDS-PAGE para monitorar cada etapa dos procedi-
mentos de adsorc3do e eluicdo da BSA, avaliando a preservacio da integridade estrutural das
moléculas proteicas. As amostras foram coletadas antes e apds os experimentos de adsorcao,
bem como apés o processo de eluicao da BSA, e entdo submetidas a SDS-PAGE. Os resultados
sdo apresentados na Fig. 23]

No Poco 1, as bandas de eletroforese da amostra padrdo de proteinas (uma mistura de
proteinas recombinantes coradas de azul, variando de 10 a 250 kDa, incluindo trés bandas
de referéncia em 25 kDa, 50 kDa e 75 kDa) sdo claramente identificaveis, com as proteinas
separadas de acordo com seus respectivos pesos moleculares. Esse padrido serve como referéncia
para identificar a banda correspondente a fracdo da BSA, que possui peso molecular de 66 kDa.
No Poco 2, é apresentada a amostra de solucdo da BSA depositada antes da interacdo com
as membranas de PAN/Cs, enquanto o Poco 3 exibe a soluco de sobrenadante da BSA apés
a interacdo com as membranas. A qualidade da BSA dissolvida na solucdo de ligacdo (tamp&o
de acetato, pH 5,6) foi preservada, uma vez que as bandas caracteristicas permaneceram

intactas. Por fim, no Poco 4, as bandas correspondentes a etapa de dessorcdo confirmam que
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a qualidade da proteina foi mantida na fracao recuperada.

Esses experimentos complementares fornecem evidéncias adicionais de que tanto a intera-
cdo da BSA com as membranas de PAN/Cs quanto a subsequente dessorcdo da proteina com
a solucdo de eluicdo ndo comprometeram sua conformacao nativa. Esse aspecto é fundamental
para assegurar a integridade estrutural e a funcionalidade da proteina em aplicacGes futuras,

reforcando a viabilidade de reutilizacdo da BSA apds o processo de adsorcdo e eluic3o.

4.3.1.5 Comparacdo do Desempenho das Membranas de PAN/Cs para Adsorcio da BSA

com outros Adsorventes da Literatura

Na Tabela , comparamos o desempenho das membranas de PAN/Cs na captura da pro-
teina BSA com o de outros adsorventes relatados na literatura. Essa comparacdo é importante
para avaliar as caracteristicas e a eficiéncia das membranas de PAN/Cs em relacdo a outros

materiais utilizados para a adsorcao de biomoléculas.



Tabela 10 — Compara¢&do do desempenho das membranas de PAN/Cs na captura da proteina BSA com outros adsorventes reportados na literatura.

Adsorvente Qe % ads. pH ads. Tempo ads.% eluicdopH eluicidoTempo eluicio Ref.
Filmes de hidroxiapatita 2,62 pg/cm? 100 mM PBS 150 min (0zcaN; CIFTCIOGLU| [2022)
Resinas Core-shell: Captocore 400 e 700 108 mg/mL 7,5 24 h (M1 et al.| [2021) ‘
Magnetic Tubular Carbon Nanofibers 430,39 mg/g 30 min (YANG et al.| 2020)
Membranas de (SiO2@CNF) 30 mg/mL 66 (FAN et al.| 2015) ‘
Membranas baseadas em PES 10,4 mg/mL 3 dias 22 10 3 dias (SADEGH; SAHAY; SONI||2019)
Membrana composta a base de celulose 241,6 mg/mL (zHOU et al.| [2020) ‘
Membranas de poliestireno 48,08 mg/g 44,86 5 min 70 10 2 min (MONTE et al.| 2017)
Memb. [PSf e PAN]-GMA-DEA 201.30 e 87.20 mg/mL 12 h 56 e 96 (CHEN; WICKRAMASINGHE; QIAN| 202q:)
Membranas de PAN/Cs 76,61 mg/g 82,99 5,6 5 min 89,13 10 2 min Este trabalho

Fonte: A autora (2024).

96



97

Os dados indicam que as membranas de PAN/Cs geralmente requerem menos tempo ( 5
minutos) para atingir a saturacdo na adsorc3o de moléculas da BSA dissolvidas, em comparacéo
aos adsorventes listados. Ao serem expostas a uma solucdo da BSA com concentracao inicial
de 1,60 mg/mL, as membranas de PAN/Cs foram capazes de capturar 82,99% da proteina
dissolvida, com uma capacidade de adsorcdo (¢.) de 75,61 mg/mL. Além disso, obtivemos
a liberacdo de aproximadamente 89,13% da proteina adsorvida, valor superior aos observados
para os demais adsorventes listados na Tabela[10] Um resultado importante, confirmado pelos
experimentos de eletroforese, é que a estrutura nativa da BSA n3o foi afetada pela interacio
com as membranas de PAN/Cs, assegurando que a qualidade das moléculas proteicas foi
preservada durante os processos de adsorcao e dessorcao.

Esses resultados destacam as vantagens das membranas de PAN/Cs como adsorventes para
a captura e liberacdo de biomoléculas, como a BSA. As membranas de PAN/Cs apresentam
uma combinac3do de caracteristicas desejaveis, como baixo custo, simplicidade de preparacao,
alta capacidade de adsorcao e eficiéncia na liberacdo da proteina, o que as torna materiais

promissores para uso em aplicacdes praticas na separacdo e purificacdo de biomoléculas.

4.4 EXPERIMENTOS DE ADSORCAO E DESSORCAO DA IGG

Seguindo a mesma metodologia usada para os experimentos com BSA, investigamos a
capacidade das membranas de PAN/Cs de adsorver IgG sob diferentes condi¢ces de pH. Nossas
amostras de IgG (150 kDa) foram fornecidas pelo Departamento de Farméacia (UFPE, Brasil).
A quantidade de IgG adsorvida em cada membrana foi quantificada medindo a absorbancia da

solucdo antes e depois da captura.

4.4.1 Resultados Experimentais para a IgG
4.4.1.1 Efeito do pH sobre a Adsorcdo

Testamos diferentes valores de pH (4,0, 5,0, 5,6, 6,2, 7,0, 8,0 e 9,0), mantendo as ou-
tras condices experimentais constantes (Fig. . Apés centrifugar 500 i L da solucdo (com
concentracdo inicial de 0,6 mg/mL) cinco vezes consecutivas (1 minuto cada), lavamos as
membranas com agua deionizada para eliminar as proteinas n3o adsorvidas. Para quantificar a

quantidade de IgG adsorvida em cada membrana, empregamos a espectrofotometria UV-Vis.
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No pH ideal, que é ligeiramente acido, ha um equilibrio ideal em que a IgG carrega carga ne-
gativa enquanto a quitosana permanece fortemente protonada, promovendo maxima adsorcao
devido a forte atrac3o eletrostatica entre os dois. Isso é claramente observado em pH 6,2, onde
a adsorcdo atinge seu pico, com 63,29%. A adsorcdo comeca a aumentar significativamente a
medida que o pH sobe de 4 (com apenas 0,44% de adsorc&o) para 5,6, onde alcan¢a 51,41%.
No entanto, além do pH ideal de 6,2, a adsorcdo diminui ligeiramente, mas ainda se mantém
elevada. Em pH 7, a adsorcdo é de 56,1%, e em pHs 8 e 9 permanece relativamente estavel,
com 59,41% e 56,07%, respectivamente. Na Fig. 24} observa-se que em pHs baixos, a adsor-
¢do reduzida em membranas de PAN/Cs provavelmente ocorre devido a repulsdo eletrostatica
entre a IgG carregada positivamente e a quitosana protonada. Em pHs ligeiramente acidos
a neutros, a atracdo eletrostatica favorece a adsorcdo. Em pH levemente 4cido a neutro, a
atracdo eletrostética passa a favorecer a adsorcdo, ja que a quitosana protonada interage de
forma mais eficaz com a IgG quando esta apresenta carga negativa, o que ocorre quando o pH
esta acima do seu pl. Isso resulta em uma forte atracdo eletrostatica entre os grupos amino
protonados da quitosana (—NH3") e os grupos carboxilato (—COO™) da IgG. Conforme o
pH se aproxima do pl da IgG ou se torna mais basico, a afinidade entre quitosana e IgG tende
a diminuir, pois os grupos amino da quitosana perdem a protonacdo e a IgG se torna neutra
ou com menor carga negativa.

Esses valores indicam que, embora as interacOes eletrostaticas sejam maximizadas em
condicGes ligeiramente acidas, a adsorcdo ainda é eficiente em condicdes basicas. Isso sugere
que outras interacdes, como forcas hidrofébicas ou de van der Waals, podem desempenhar
um papel na manutencdo de niveis significativos de adsorcdo, mesmo quando a quitosana
estd menos protonada. Por exemplo, em pH 9, a adsorcdo ainda é de 56,07%, valor apenas
ligeiramente inferior ao pico, indicando que o processo de adsorcdo ndo depende exclusivamente
de forcas eletrostaticas. Na Fig. [25] é apresentada a variacdo do potencial zeta das moléculas
de IgG dissolvidas nas solucdes tamp3do, utilizadas para promover a interacao entre a IgG e as
membranas.

Em seguida, identificamos a solucdo de ligacdo adequada, um tampao salino em pH 6,2.
Nesse tamp3o, as membranas adsorveram aproximadamente 63,29% da proteina IgG, corres-

pondendo a uma capacidade de adsor¢do (¢.) de 21,94 mg/g.
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Figura 24 — Porcentagem de adsorcdo da IgG em func3o do valor do pH do meio para as membranas de
PAN/Cs.
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Figura 25 — Potencial Zeta em funcdo do pH da soluc3o da proteina IgG em meio tamponado (concentraco
0,6 mg/mL).
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Figura 26 — Efeito da variacdo da concentracdo inicial da IgG sobre o rendimento e a capacidade de adsorcao
das membranas de PAN/Cs, a pH 6,2.
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4.4.1.2 Influéncia da Concentracio Inicial

Para ambas as membranas, o percentual de adsorcao diminui com o aumento da concen-
tracdo inicial de IgG. Isso ocorre porque, com concentracoes mais altas, ha maior competicao
pelos sitios ativos da membrana, levando a saturacdo. A membrana PAN/Cs apresenta um
percentual de adsorcdo inicial maior em comparacao a PAN, indicando que a quitosana me-
lhora a interagcdo da proteina com a membrana. Para as membranas de PAN/Cs (Fig. e
PAN (Fig. 27)), obtemos valores maximos de (g.) de 28,83 mg/g e 19,77 mg/g para PAN/Cs
e PAN, respectivamente. A adicdo de quitosana (Cs) a membrana PAN alterou a capacidade
de adsorcao de IgG, tornando-a mais eficiente.

A diferenca na adsorcdo de IgG e BSA em membranas de PAN/Cs pode ser explicada
pelas interacOes eletrostaticas e caracteristicas distintas dessas proteinas. A BSA, com um pl
em torno de 5,0, possui carga negativa em pH 6,2, promovendo interacGes atrativas com a
quitosana protonada, que é carregada positivamente. Em contraste, a IgG, com pl variando
de 6,1 a 9,0, apresenta carga quase neutra ou ligeiramente positiva nesse pH, resultando em

interacOes eletrostaticas mais fracas ou até mesmo repulsivas, o que explica a menor adsorcao
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Figura 27 — Efeito da variacdo da concentracdo inicial da IgG sobre o rendimento e a capacidade de adsorcao
das membranas de PAN, a pH 6,2.
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em PAN/Cs. Além disso, a IgG é uma proteina maior e estruturalmente mais complexa, o que
dificulta seu acesso aos sitios ativos da membrana em comparacdo com a BSA, que é mais
compacta e acessivel (JEFFERIS| 2012).

Para ambas as membranas, o aumento da concentracao de proteina influenciou diretamente
a capacidade de adsorcdo ao intensificar a transferéncia de massa entre o adsorvato na fase
liquida e os sitios ativos na superficie da membrana. Em contrapartida, a porcentagem de

proteina removida diminuiu a medida que esses sitios ativos se saturaram progressivamente.

4.4.1.3 Modelos de Isotermas

Para compreender melhor os mecanismos fisicos envolvidos no processo de adsorcdo das
moléculas de I|gG nas membranas de PAN/Cs, ajustamos os modelos de isotermas de Freundlich
e Redlich-Peterson aos dados experimentais de adsor¢o de IgG nessas membranas ((Fig/[28))).
Observou-se que ambos os modelos, de Redlich-Peterson e de Freundlich, apresentaram ajuste
similar aos dados, com valores de R? de 0,976 e 0,975, respectivamente, descrevendo adequa-

damente o processo de adsorcdo da IgG nas membranas de PAN/Cs. Os resultados indicam
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Figura 28 — Ajuste dos modelos lineares de Freundlich e Redlich-Peterson aos dados experimentais para a
adsorcdo de IgG nas membranas de PAN/Cs. Note a quase completa sobreposicdo das curvas de
Freundlich e Redlich-Peterson.
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que a capacidade de adsor¢cdo das membranas de PAN/Cs estd em concordancia com ambos
os modelos sugerindo que a adsorcao ¢ influenciada por uma combinac3o de interacdes fisicas
e quimicas em uma superficie heterogénea. Esses modelos sdo adequados para o processo
de adsorcdo nas membranas de PAN/Cs porque ele consegue capturar as caracteristicas do
sistema, combinando a superficie heterogénea da membrana com a adsorcdo multi-camada e
a variacao nas energias de adsorcao.

Por meio de regressao linear, a capacidade maxima tedrica de adsorcao da IgG pelas
membranas de PAN/Cs foi estimada em 21,92 mg/g segundo o modelo de Freundlich e em
21,87 mg/g segundo o modelo de Redlich-Peterson. O modelo de Langmuir, que assume que
a adsorcao ocorre em uma Unica camada molecular na superficie do adsorvente, com todos
os locais de adsorcao sendo equivalentes e independentes, nao se ajusta adequadamente aos

nossos dados.
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4.4.1.4 Dessorcdo e Recuperacio

Apés estabelecer as condicdes ideais para a captura de IgG (Fig. e Fig. , investigamos
como obter uma remocao eficiente das moléculas adsorvidas de volta ao meio aquoso. Para
isso, testamos diferentes solucGes de eluicdo em uma coluna de centrifugacdo contendo as
membranas com as proteinas adsorvidas (Tabela . A taxa de dessorcdo mais alta, de 62,16%,

foi obtida com o uso de uma solucao tampao de Tris — HCIl 1,5 M em pH 10.

Tabela 11 — Influéncia do tipo de solucdo de eluicdo na porcentagem de dessorcdo da fracido de proteina IgG
previamente captada pela membrana de PAN/Cs.

Protocolo Porcentagem de dessorcdo (%)
Citrato 0,1 M pH 5,0 3,23
Etilenoglicol pH 7,0 3,70
Glicina Hidréxido de sédio 2 M pH 10,6 50,54
Tris— HCIl 1,5 M pH 10,0 62,16

Fonte: A autora (2024).

Mudancas nas condicdes do solvente e no dobramento da proteina podem deslocar o pico
de absorcdo caracteristico das proteinas para a regidao de 290-300 nm . Conforme ilustrado
na Fig. , ap6s a adsorcdo bem-sucedida das moléculas de IgG nas membranas de PAN/Cs
(curvas a e b), a subsequente eluicdo com a solugdo de Tris — HCl 1,5 M (curva ¢) ndo
alterou a estrutura nativa da proteina, uma vez que nao houve deslocamento perceptivel no
comprimento de onda de absorcdo maxima (280 nm). Esse resultado indica que, ao utilizar a
solucdo de eluicdo de Tris— HC1 1,5 M, a proteina manteve sua estrutura durante o processo
de dessorcao.

E importante destacar que, ao utilizar solucdes diluidas de NaOH no processo de eluico,
o espectro de absorcdo da proteina IgG foi substancialmente modificado (curva d), com a
banda de absorcao caracteristica se tornando mais larga e deslocando-se para a regido de 290
nm.

Esse resultado indica que a solucdo de NaOH compromete a estrutura nativa da IgG,
promovendo sua completa desnaturacdo. A anélise técnica por UV-Vis revelou que a eluicdo
da lgG com solucdo de NaOH, mesmo em baixa concentracdo molar, provoca alteracGes
significativas na conformacdo da proteina, logo o uso de NaOH é inadequado para manter a

integridade estrutural da IgG durante o processo de dessorcao.
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Figura 29 — Espectro UV-Vis da solucdo de IgG antes (curva a) e depois (curva b) da interacdo com as
membranas de PAN/Cs e do meio aquoso apés a eluicdo da proteina capturada com uma solucio
de eluicdo de Tris— HC1 1,5 M a pH 10 (curva ¢) e uma soluc3o de eluicio de NaOH 0,25 M
(curva d).
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Essas informacdes sdo cruciais para entender o impacto das condicGes de eluicao na es-
trutura da IgG e na eficacia do processo de separacdo. A preservacdo da conformac3o nativa
da proteina é fundamental para garantir sua funcionalidade e atividade biolégica, uma vez
que a integridade estrutural é diretamente relacionada a sua capacidade de atuar em aplica-
cOes subsequentes. Assim, é desejavel que a recuperacdo da lgG ocorra de forma integra, sem
desnaturacao significativa, permitindo sua reutilizacao em condicoes adequadas.

A capacidade de adsorcdo e dessorcdo da IgG pelas membranas de PAN/Cs em diferentes
condicoes abre perspectivas para o desenvolvimento de dispositivos de deteccao de proteinas
e para o uso dessas membranas em protocolos de recuperacao e purificacao de proteinas, com
potenciais aplicacdes no diagndstico e tratamento de doencas.

Para confirmar os resultados obtidos anteriormente, realizamos experimentos de eletrofo-
rese em gel de SDS-PAGE para analisar as solucdes de IgG em diferentes etapas do processo
de separacdo. Anticorpos da classe lgG sdo compostos por duas cadeias pesadas glicosiladas,
com aproximadamente 50 kDa cada, e duas cadeias leves, com cerca de 25 kDa cada. Esse

arranjo confere ao anticorpo um peso molecular total préoximo a 150 kDa, na forma intacta
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(KIRLEY; NORMAN, 2018; IMASSON; LUSHCHEKINA, 2022).

No SDS-PAGE, a separacdo das bandas da IgG varia conforme o uso de agentes redutores.
Sob condic¢des redutoras a adicdo de agentes redutores, como 3-mercaptoetanol ou ditiotreitol
(DTT), rompe as ligacdes dissulfeto entre as cadeias, permitindo que cada tipo de cadeia seja
visualizado separadamente. Nesse caso, observamos duas bandas distintas, uma préxima a 50
kDa, referente as cadeias pesadas, e outra proxima a 25 kDa, referente as cadeias leves. Essa
condicao fornece uma confirmacao visual da composicdo das subunidades da IgG.

Ja sob condicoes ndo redutoras, ou seja, quando nao utilizamos agentes redutores, as li-
gacOes dissulfeto entre as cadeias pesadas e leves permanecem intactas. Assim, o anticorpo
intacto aparece no SDS-PAGE como uma lnica banda de aproximadamente 150 kDa, repre-
sentando a estrutura completa da IgG.

Essa andlise complementar pelo SDS-PAGE permite confirmar a integridade estrutural da
IlgG em cada etapa do processo de separacdo, garantindo que o anticorpo permanece em sua
conformacao nativa quando necessario e que a estrutura de suas subunidades esta preservada.

Os resultados dos experimentos de eletroforese SDS-PAGE para a IgG s3o apresentados
na Fig. 30l A imagem no Poco 1 corresponde a solucdo original de IgG, antes da interacdo
com as membranas de PAN/Cs. J& as imagens nos Pocos 2, 4 e 6 mostram os resultados
dos experimentos triplicados com o sobrenadante da solucdo da IgG apés a interacdo com as
membranas, quando o equilibrio de adsorcdo foi alcancado. Nesses pocos, pode-se observar
que a qualidade da IgG dissolvida na solucdo de ligacdo (solucdo salina de tamp3o, pH 6,2)
nao foi afetada, pois as bandas caracteristicas da proteina permanecem intactas.

Nos Pocos 3 e 5, estdao as amostras dos experimentos duplicados apds a eluicao das
moléculas de proteina adsorvidas, utilizando uma solucdo de Tris — HCIl pH 10 a 1,5 M.
Nesses casos, as bandas caracteristicas da IgG s3o claramente visiveis, confirmando que a
estrutura da proteina foi preservada durante a dessorc3o.

Finalmente, no Poco 7, encontra-se o sobrenadante apds a eluicdo da proteina usando
uma solucdo de NaOH a 0,25 M. Nenhuma banda da IgG é visivel, indicando que a proteina
foi desnaturada sob as condicOes alcalinas severas do processo de eluicio com NaOH. Esse
resultado confirma que a utilizacido de NaOH causa a quebra da estrutura nativa da IgG,
levando a sua desnaturacao.

Em seu conjunto, esses resultados confirmam que a qualidade das moléculas de IgG é
preservada durante os processos de adsorcao e desorcdo, ressaltando a eficacia das membranas

de PAN/Cs como um adsorvente de bom desempenho que mantém a integridade estrutural das
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Figura 30 — Eletroforese SDS-PAGE das solucées de IgG em diferentes estagios do processo de separacio:
Poco 1: a solucdo original de IgG a pH 6,2; Pocos 2, 4 e 6: experimentos em triplicata usando o
sobrenadante da solucdo de IgG apds a interagdo com as membranas; Pocos 3 e 5: experimentos
em duplicata apés as moléculas de proteina adsorvidas terem sido eluidas usando uma solucdo de
Tris — HCl 1,5 M pH 10; e Poco 7: meio aquoso apds a fracdo de proteina capturada ter sido
eluida usando uma solucdo de NaOH 0,25 M.

proteinas. Isso demonstra que as membranas de PAN/Cs n3o apenas s3o eficazes na captura da
IgG, mas também garantem a recuperacao da proteina sem comprometer sua funcionalidade,
o que é crucial para aplicacdes biotecnolégicas e terapéuticas que exigem proteinas ativas e

estruturadas.

4.4.1.5 Comparacdo do Desempenho de Membranas de PAN/Cs para Adsorcdo de IgG com

outros Adsorventes da Literatura

Na Tabela , apresentamos uma comparacdo do desempenho das membranas de PAN/Cs
na captura da proteina lgG em relacdo a outros adsorventes reportados na literatura. As
membranas de PAN/Cs demonstram uma vantagem significativa, alcancando uma saturacdo
mais rapida na captura das moléculas de IgG dissolvidas. Quando expostas a uma solucao de
IgG com concentracdo inicial de 0,6 mg/mL, as membranas de PAN/Cs capturaram 63,29%
da proteina dissolvida, com uma alta capacidade de adsorcdo de 21,94 mg/g. Além disso,
o processo de dessorcio permitiu a recuperacdo de aproximadamente 62,16% da proteina

adsorvida, superando o desempenho dos outros adsorventes.



Tabela 12 — Comparacdo do desempenho das membranas de PAN/Cs na captura da proteina IgG com outros adsorventes reportados na literatura.

Adsorvente e % ads. pH ads. Tempo ads.% eluiciopH eluicdoTempo eluicdo Ref.
Membranas de Nylon-6 100 pg/mL 45 PBS 15h (SENKOVENKO et al.| 2022)
MC: RC-HIC/IEC e MC:RC-RPC/IEC 73,5 e 70 pg/cm? 79,6 8 e 0,5 mol/L NaCl em PB/ 6,5em PB 24 h 9 (YE et al.| 2020')
Cell/Cs-modified e CMC-modified Cell 2,5 e 5,6 mg/m? 5 30 min (ORELMA et al.| |2011)
Membranas de PAN/Cs 21,94 mg/g 63,29 6,2 5 min 62,16 10 2 min Este trabalho

Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

20T



108

45 SELETIVIDADE DAS MEMBRANAS DE PAN/CS

Para avaliar o potencial das membranas de PAN/Cs para aplicacGes reais, examinamos sua
seletividade na adsorcdo separada das proteinas BSA e IgG co-dissolvidas em meio aquoso.
Considerando as diferencas nos pontos isoelétricos dessas proteinas, ajustamos cuidadosamente
o pH das solucdes de ligacdo e eluicdo (pH 6,2 para a solucdo salina e pH 10 para T'ris — HCI,
respectivamente) a fim de otimizar a captura seletiva das moléculas de IgG e BSA. Na Fig. ,
apresentamos os resultados da eletroforese SDS-PAGE para uma mistura binaria das proteinas

IgG e BSA, mostrando os seguintes pocos sucessivos:

» Poco 1, solucdo inicial da BSA a 0,6 mg/mL;
» Poco 2, solucdo inicial da IgG a 0,6 mg/mL;
» Poco 3, solucdo inicial da mistura de BSA + IgG;

= Pocos 4 e 5, solucdo mista de BSA + IgG apds interacdo com as membranas de PAN/Cs

(em duplicata);

» Pocos 6 e 7, sobrenadante apéds eluicdo da fracdo capturada da mistura (BSA + IgG)

utilizando uma solugdo de Tris — HCI1 1,5 M a pH 10 (em duplicata).

Apds a interacdo com as membranas de PAN/Cs, a concentracdo da BSA e IgG na solucdo
diminui significativamente (Pocos 4 e 5, que correspondem a etapa de adsorc3o). Durante a
etapa de eluicdo (Pocos 6 e 7), a banda caracteristica da IgG, com peso molecular de 150
kDa, torna-se proeminente, confirmando sua recuperacao. Ao controlar cuidadosamente o pH
da solucdo contendo as proteinas co-dissolvidas, é possivel separar seletivamente as moléculas
de lgG. Em pH 6,2, as interacOes eletrostaticas entre os grupos amino protonados da quitosana
e os grupos carboxilato da IgG carregada negativamente favorecem a captura. Jd em pH 10,
a desprotonacdo da quitosana reduz essas interacdes, promovendo a liberacdo de IgG das
membranas.

Esse conjunto de resultados serve como prova do conceito de que as membranas PAN/Cs
podem ser aplicadas de forma eficiente em processos de purificacao seletiva de proteinas,

mantendo a qualidade e a funcionalidade das moléculas.
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Figura 31 — Resultados da eletroforese em gel SDS-PAGE para uma mistura binaria das proteinas IgG e BSA.
Poco 1: solucdo da BSA a 0,6 mg/mL; Poco 2: solucdo de IgG a 0,6 mg/mL; Poco 3: solucdo
binaria (BSA + IgG); Pocos 4 e 5: solucdo mista (BSA + IgG) apds interacdo com as membranas
(em duplicata); e Pocos 6 e 7: sobrenadante apds eluicdo da fracdo capturada da mistura (BSA
+ 1gG), usando uma solucdo de T'ris — HCI 1,5 M pH 10 (em duplicata).
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5 CONCLUSOES

A purificacdo de proteinas é um processo essencial na bioquimica e biotecnologia, garan-
tindo a obtencao de amostras de alta pureza para diversas aplicacdes, incluindo diagnésticos,
terapias e pesquisa cientifica. Duas proteinas frequentemente utilizadas no desenvolvimento
de métodos de purificacdo sdo a albumina sérica bovina (BSA) e a imunoglobulina G (IgG). A
eletrofiacdo, uma técnica que emprega a aplicacdo de um campo elétrico para produzir mem-
branas poliméricas com fibras ultrafinas, tem se mostrado particularmente promissora nesse
contexto devido a alta area superficial e porosidade dos materiais gerados. Essas caracteris-
ticas tornam as membranas eletrofiadas ferramentas valiosas para a captura e separacdo de
proteinas, especialmente quando combinadas com funcionalizacdes especificas para aprimo-
rar suas propriedades. Neste estudo, membranas de poli(acrilonitrila) (PAN) modificadas com
quitosana (PAN/Cs) foram desenvolvidas e avaliadas quanto ao seu desempenho na purifica-
cdo seletiva de proteinas. A incorporacao de quitosana na matriz polimérica resultou em um
aumento significativo na capacidade de adsorcdo para a BSA, alcancando 75,61 mg/g, em
comparacdo aos 21,16 mg/g das membranas de PAN n3o modificadas. Para a IgG, embora o
incremento na capacidade de adsorcdo tenha sido menos acentuado, as membranas de PAN /Cs
ainda demonstraram uma funcionalidade valiosa, com capacidade de adsorcdo de 21,94 mg/g
e eficiéncia de captura de 63,29%. Os experimentos de dessorcdo destacaram o uso eficiente de
uma soluc3o de eluicdo de 1,5 M Tris— HC! (pH 10), que permitiu uma taxa de recuperacdo
de 89,13% para a BSA e 62,16% para a IgG, preservando a estrutura nativa das proteinas,
conforme confirmado por espectroscopia UV-Vis e eletroforese em gel de SDS-PAGE. Essas
analises reforcaram a capacidade das membranas de PAN/Cs de adsorver e liberar proteinas
sem comprometer sua integridade estrutural, um aspecto critico para aplicacGes biomédicas e
biotecnolégicas. A analise dos dados experimentais por modelos de isotermas revelou que o
comportamento de adsorcdo da BSA foi melhor descrito pelo modelo de Freundlich, enquanto
o modelo de Redlich-Peterson se ajustou de forma mais eficaz para a IgG. Esses resultados
sugerem que a adsorcao ocorre em superficies heterogéneas, com formacdo de multicamadas,
destacando a versatilidade das membranas de PAN/Cs em diferentes cenérios de purificagdo
proteica. Além do uso em protocolos de purificacdo, as membranas de PAN/Cs apresentam
potencial para aplicacGes mais amplas, como a funcionalizacdo com anticorpos especificos para

deteccao de biomoléculas ou a extracao seletiva de proteinas de amostras biolégicas comple-
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xas. Sua simplicidade de fabricacdo, alto desempenho e baixo custo tornam essas membranas
candidatas promissoras para uso em dispositivos de deteccao e em processos industriais de
recuperacao de biomoléculas. No entanto, para maximizar o impacto e a aplicabilidade dessas
membranas, estudos adicionais sdo necessarios. O refinamento das condicSes experimentais,
como o ajuste preciso de pH, concentracoes proteicas e protocolos de adsorcdo e dessorcao,
pode aprimorar ainda mais seu desempenho. A avaliacdo em sistemas biolégicos mais comple-
xos, como fluidos corporais ou extratos celulares, permitira verificar sua eficacia em condicoes
reais. Além disso, explorar modificaces adicionais na composicdo das membranas, incluindo a
incorporacdo de nanoparticulas ou polimeros hibridos, pode expandir sua funcionalidade para
novas aplicacGes. A separacdo bem-sucedida das proteinas e a preservacdo da estrutura da IgG
mostram que a membrana PAN/Cs n3o apenas é eficiente na adsorcdo, mas também mantém
a integridade das proteinas ao longo do processo de adsorcao e dessorcao.

Como possiveis extensdes deste trabalho, podemos mencionar:

1)Tratamento de superficie da PAN: plasma ou tratamentos quimicos e incorporacdo de
nanoparticulas.

2) A avaliacdo e aperfeicoamento da durabilidade e a reusabilidade das membranas em
ciclos prolongados de adsorcdo e dessorcado, visando aplicacGes industriais.

3) Funcionalizacdo para separacdo especifica de IgG: imobilizacdo de ligantes especificos
(como anti-lgG marcado, anti-IgG biotinilado, estreptavidina, proteina A, Concanavalina A,
proteina G, etc).

4) A investigacdo de interacdes com outras biomoléculas, incluindo enzimas ou &cidos
nucleicos, para ampliar seu escopo de utilizacao.

Em conclusdo, as membranas de PAN/Cs demonstraram alto desempenho na captura e
liberacao de proteinas, destacando-se como uma tecnologia promissora para aplicacoes bio-
médicas e industriais. A combinacdo de eficiéncia, seletividade e preservacao estrutural das
biomoléculas adsorvidas reforca o potencial dessas membranas para transformar os processos
de purificacdo de proteinas e avancar o desenvolvimento de solucdes inovadoras no campo da

biotecnologia.
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