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RESUMO

A adsorcao de proteinas em superficies solidas tem sua aplicagdo em diversos campos tais
como: biomedicina, separacdo de biomoléculas, tratamento de efluentes. O presente trabalho
investiga a adsorcdo de duas biomoléculas — modelo (albumina de soro bovino — BSA e
lisozima — LYS) em materiais mesoporosos obtidos de duas fontes diferentes, um hidréxido
duplo lamelar e uma silica mesoporosa. Na primeira parte do trabalho foi sintetizado HDL
(hidroxido duplo lamelar) através do método de coprecipitacdo utilizando dois diferentes tipos
de metais, zinco (Zn-Al) e magnésio (Mg-Al). A adsorcdo de BSA foi avaliada em batelada
para verificar a influéncia da solu¢do tampéo, o tempo de contato e a concentracdo inicial.
Experimentos em leito fixo também foram realizados para avaliar a dindAmica de adsorcao da
BSA em HDL como também a regenerabilidade do material. A méxima quantidade de BSA
adsorvida foi em tamp&o acetato de s6dio 50 mM no pH 4,8 (ponto isoelétrico da proteina)
para 0 HDL Mg-Al e tampdo MES 50 mM no pH 6,7. Para os modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich, obteve-se 338,74 e 346,54 mg.g* para o HDL Zn-Al e 196,12 e
197,80 mg.g™* para o HDL Mg-Al respectivamente. Os resultados indicam que para os
hidréxidos duplos lamelares a densidade de carga do HDL Zn-Al com as contribuices de
outras interacfes como ligacdo de hidrogénio ou interacdo de Van der Waals favorece a
pH 6,7 do tampao MES 50 mM a adsorcdo de albumina de soro bovino. Na segunda parte o
material SBA-15 foi sintetizado pelo método hidrotérmico com a adicdo do componente
1,3,5-trimetilbenzeno (TMB) e utilizado na adsorc¢do de biomoléculas dissolvidas em solu¢des
com diferentes concentracBes de cloreto de sédio. A maxima quantidade de BSA adsorvida
foi em tampdo acetato de s6dio 50 mM no pH 4,8 (ponto isoelétrico da proteina) e para a
LYZ foi em tampédo Tris HClI 50 mM no pH 10. Para o modelo de Langmuir, obteve-se
403,63 mg.g™” para BSA e 677,93 mg.g™ para LYS. Para os resultados de adsorcio de LYZ
observou-se a ocorréncia de precipitacdo, devido ao fendmeno de “salting-out” quando ha

adicdo de sal ao meio e assim a reducdo da capacidade de adsor¢do na proteina no material.

Palavras-chave: Biomoléculas. Adsor¢do. Modelagem.



ABSTRACT

The adsorption of proteins on solid surfaces has application in many different fields such as
biomedicine, biomolecule separation, effluent treatment. This study investigates the
adsorption of two biomolecules (bovine serum albumin - BSA and lysozyme - LYS) on
mesoporous materials obtained from two different sources, a layered double hydroxide and a
mesoporous silica. In the first part of this study, HDL (layered double hydroxide) was
synthesized through the coprecipitation method using two different types of metals, zinc (Zn-
Al) and magnesium (Mg-Al). The adsorption of BSA was evaluated in batch system to check
the influence of the buffer solution, the contact time and the initial concentration. Experiments
fixed bed were also performed to evaluate the dynamics of adsorption of BSA in HDL as well
as regeneratable material. The maximum amount of adsorbed BSA was in 50mM sodium
acetate buffer at pH 4.8 (the isoelectric point of the protein) to the Mg-Al LDH and 50mM
MES buffer at pH 6.7 to the Zn-Al LDH. For Langmuir and Langmuir-Freundlich models we
got 338.74 mg g™ and 346.54 mg g™ for Zn-Al LDH and 196.12 and 197.80 mg g™ for Mg-Al
LDH respectively. The results indicate that for the double lamellar hydroxides the charge
density of the Zn-Al LDH with the contributions of other interactions such as hydrogen
bonding or Van der Waals interaction promotes the better adsorption in 50mM MES pH 6.7
buffer of serum albumin bovine. In the second part of the SBA-15 material was synthesized
by hydrothermal method with the addition of the componente 1,3,5-trimethylbenzene (TMB)
and used in adsorption of biomolecules dissolved in solutions with different concentrations of
sodium chloride. The maximum amount of BSA was adsorbed in 50mM sodium acetate buffer
at pH 4.8 (the isoelectric point of the protein) and the LYZ was adsorbed in 50mM Tris HCI
buffer at pH 10. The Langmuir model obtained 403.63 mg.g™ for adsorption of BSA and
677.93 mg g™* for adsorption of LYS. For adsorption results with LYZ revealed the occurrence
of precipitation due to the phenomenon of “salting-out” when there is addition of salt to the

solution and thus the reduction in protein adsorption capacity of the material.

Keywords: Biomolecules. Adsorption. Modeling.
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1 INTRODUCAO

A adsorcdo de proteinas em superficies solidas desempenha um papel
fundamental em muitos processos sendo muito utilizada, por exemplo, engenharia interfacial
bioldgica, ciéncia dos materiais e biomedicina (BHAKTA et al., 2015; KIM; SOMORJAI,
2003; PATTERSON; LISAL; COLINA, 2011). Por isso, a compreensdo dos processos
envolvidos na adsorcdo, as condicdes experimentais, a superficie solida e propriedades fisico-
quimicas da proteina, tais como a carga, tamanho e composi¢do de aminoécidos, sdo fatores
fundamentais que afetam a quantidade da proteina adsorvida, fazendo-se necessario seu
entendimento.

Os avancos do conhecimento de adsorcdo de proteinas foram alcancados
principalmente através de abordagens experimentais. Desde os primeiros trabalhos
sistematicos neste campo que aproximadamente remontam a década de 1970
(CUATRECASAS, 1970; MITCHELL; IRONS; PALMER, 1970) um progresso continuo no
desenvolvimento de métodos e técnicas notavelmente aumentou a precisdo dos dados
experimentais para o entendimento do fendbmeno de adsorcdo. No passado, a partir de
medicBes em experimentos da cinética de adsor¢do em elevadas concentragfes de proteina,
buscava-se o entendimento do fendmeno de adsorcdo; hoje é possivel detectar moléculas
individuais, mesmo na superficie, para medir as propriedades de orientacdo e estrutura das
proteinas adsorvidas. Portanto, as observacdes experimentais devem ser cuidadosamente
analisadas para evitar erros de interpretacdo. Isto deve ser realizado comparando-as com as
descri¢cfes modelo-tedrico cuja vantagem consiste em um acesso ilustrativo de processos e
mecanismos complexos. O modelo em si normalmente fornece nova hipo6tese que pode ser
novamente testada experimentalmente e levar a um maior refinamento até que se justifica a
chama-lo de um modelo valido. Uma abordagem emergente para a adsorcdo de proteinas é
aberta por métodos computacionais que aspiram a simular o comportamento das proteinas nas
interfaces (PATTERSON et al., 2011).

Neste trabalho é reportada a sintese e caracterizacdo de dois materiais distintos,
uma silica mesoporosa e um hidréxido duplo lamelar, seguidos dos estudos de equilibrio de
adsorcédo (cinética e isoterma) a fim de avaliar as condi¢fes experimentais. Para o hidroxido
duplo lamelar é avaliada a influéncia do metal utilizado a sintese, ou seja, a carga que o metal
possui para a adsorcao de proteina (albumina de soro bovina) em sistema em batelada e leito
fixo. Para a silica mesoporosa foi avaliada a influéncia da concentracdo do sal (cloreto de

so0dio) no meio de adsorcao das biomoléculas BSA e LYS e também a obtencao de parametros
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de transporte de massa da BSA e LYS em silica mesoporosa através da modelagem dos dados

utilizando o modelo de difusdo em paralelo.

1.1 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar hidroxidos duplos lamelares

com mesma razdo molar e diferente tipo de metal para avaliar a capacidade de adsorcdo de

albumina de soro bovino (BSA) e sintetizar e caracterizar peneiras mesoporosas de silica a

partir de agentes direcionadores de mudancas das caracteristicas tipicas do material SBA-15,

visando estudar a influéncia da expansdo do tamanho dos poros e encurtamento dos canais,

além da influéncia da concentracéo salina na adsor¢do de albumina de soro bovino (BSA),
lisozima (LYS).

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Sintetizar silicas mesoporosas do tipo SBA-15 (via hidrotérmica) através da
utilizacdo de dois compostos, 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB) e fluoreto de
amonio (NH4F), e investigar o seu potencial na adsor¢do de albumina de soro
bovino (BSA), lisozima (LYS);

. Sintetizar hidréxido duplo lamelar HDL através do método de coprecipitacao

com a utilizacdo de dois metais diferentes zinco (Zn) e magnésio (Mg), e
investigar a adsor¢do de albumina de soro bovino (BSA) nos sistemas em
batelada e leito fixo;

Caracterizar os materiais adsorventes obtidos por difracdo de raios-X de
(DRX), adsorcdo de nitrogénio, e espectroscopia na regido do infravermelho

(FT-IR), relacionando suas caracteristicas texturais;

. Modelar os dados obtidos atraves do modelo de difusdo em paralelo com

SBA-15 para avaliar a influéncia da adigdo de sal ao meio.
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2 HIDROXIDO DUPLO LAMELAR

2.1 Introducao

Os hidréxidos duplos lamelares (HDLs) sdo um grupo de hidréxidos lamelares.
A estrutura elementar dos HDLs é similar ao observado em brucitas (Mg(OH),), o qual
apresenta um arranjo hexagonal de grupos hidroxila, onde cétions de magnésio preenchem
todos os espagos octaédricos entre duas lamelas adjacentes como mostra a Figura 1. Estas
camadas se dispdem em lamelas sobrepostas e sao mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio
(LEROUX; TAVIOT-GUEHO, 2005).

Figura 1 — Estrutura do hidréxido duplo lamelar (HDL)
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Fonte: Jairo et al. (2013).

Os HDLs sdo formados por uma substituicdo parcial de cations de M?* por M**
que produzem uma distor¢do da célula unitéria e a formacdo da carga positiva nas folhas
hidroxila (TAMURA et al., 2006), que € contrabalangado por espécies aniénicas em conjunto
com moléculas de 4gua no espago interlamelar (COSTA et al., 2012).

A composicdo dos HDLs pode ser descrito pela formula geral (M?*1, M3,
(OH).)" (A™ym). NH,0, em que M*, tal como Mg?*,Zn?* ou Ni?*,s40 os cétion bivalentes,
enquanto que M**, tais como o AI**, Fe** ou Cr*', séo os cation trivalentes e Xn™ representa

um anion organico ou inorgéanico.
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Na ultima década, os HDLs tém recebido muita aten¢do devido as propriedades
intrinsecas desses materiais como troca ibnica e mudancas de estado de hidratacdo
demonstrando potencial para incorporacdo de moléculas como por exemplo proteinas
(COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2012; IYIl; SASAKI, 2008; MASCOLO; MASCOLDO,
2015).

Os hidroxidos duplos lamelares tém sido utilizados como adsorvente de espécies
anionicas (ABOU-EL-SHERBINI et al., 2015; AGUIAR et al., 2013) ou em processo de
adsorcdo e imobilizacdo de proteinas (LI et al.,, 2016; ZHANG et al., 2013), retendo
moléculas no espaco entre suas camadas e/ou sua superficie. Além disso, tal material
mesoporoso exibe um comportamento de base, que pode ser melhorado pela decomposicéao
térmica do hidroxido, levando a formacdo de suas respectivas espécies de éxido que séo
potencialmente um material de base para a catalise heterogénea (ALBERTAZZI; BASILE;
VACCARI, 2005). Exibem ainda uma capacidade de retornar para a estrutura em camadas
originais mesmo apds o processo de calcinacdo; este fendbmeno € designado por efeito de
memoria (GARCIA-SANCHO et al., 2011; MASCOLO; MASCOLO, 2015).

A estabilidade estrutural da proteina é um aspecto importante a ser considerado no
processo de adsor¢do. Proteinas com uma elevada estabilidade interna como a albumina de
soro bovino, denotadas como proteinas “hard”, em superficies hidréfilas adsorvem apenas na
presenca de forcas eletrostaticas e considerando adsorcdo em superficies hidrofébicas
conduzem alteracBes estruturais (BRANDES et al., 2006; ZOUNGRANA; FINDENEGG,;
NORDE, 1997). Proteinas com fraca estabilidade interna como a lisozima, denotados como
proteinas “soft” (por exemplo, mioglobina e albumina de soro bovino) tendem a ser adsorvido
sobre todas as superficies, independentemente de interacdes eletrostaticas, devido a uma
variacdo de entropia favoravel causada por grandes mudancgas conformacionais resultantes da
adsorcdo (KONDO; OKU; HIGASHITANI, 1991; VERMONDEN; GIACOMELLI,
NORDE, 2001).

O processo de adsorcdo de proteinas a partir de uma solugdo aquosa sobre uma
superficie solida é tipicamente descrita em trés passos. Em primeiro lugar, ocorre o transporte
da proteina a partir da solucdo em direcdo a superficie sélida. Isto é seguido por uma ligacéo
da proteina a superficie e, finalmente, a estrutura da proteina sofre uma alteracédo
conformacional apos a adsorcdo (LUENSMANN; JONES, 2008). A predominancia de um
determinado tipo de interacdo em relacdo aos demais é principalmente dado pelas condicGes
experimentais. Essas interag0es sdo o resultado de um efeito combinado entre interagdes do

tipo eletrostaticas (ou ibnicas), hidrofébicas e de coordenacdo. Assim, todos os tipos de
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interacdes devem ser considerada, dependendo da natureza do suporte, embora possa haver
complexidade na determinacdo da sua contribuicéo relativa (VOROBYOV; ALLEN, 2011).

A utilizacdo de proteinas de animais, tais como albumina de soro bovino (do
inglés, bovine serum albumin — BSA) tem numerosas aplicacbes como um nutriente em
cultura de células microbiana. A BSA é utilizada também para estabilizar algumas enzimas
durante a digestdo do DNA (acido desoxirribonucleico) e para impedir a adesdo de enzima
aos tubos de reacdo, pontas de pipetas, e outros recipientes. Outra aplicacdo é sua utilizacao
para determinar a quantidade de outras proteinas, através da comparacdo de uma quantidade
desconhecida de proteina para quantidades conhecidas do mesmo mecanismo conhecido
como eletroforese. A proteina BSA é usada por sua estabilidade para aumentar sinal em
ensaios de imonodifusao, onde anticorpos reconhecem o antigeno padrao, no caso a BSA para
determinacéo da faixa de purificacdo. Esta proteina tem diversas aplicacdes devido a sua falta
de efeito em muitas reacGes bioguimicas, e seu baixo custo, uma vez que grandes quantidades
podem ser facilmente purificadas a partir de sangue bovino, um subproduto da industria de
gado (PARES; SAGUER; CARRETERO, 2011).

Diferentes adsorventes, tais como a silica mesoporosa (SANTOS et al., 2013),
minerais de argila, tais como caulinita (DUARTE-SILVA et al., 2014), montmorilonita
(LEPOITEVIN et al., 2014) ou sepiolita (CENGIZ; CAVAS; YURDAKOC, 2012), titania
(ELLINGSEN, 1991), alumina (AKASAKA et al., 2012), zircénia (SZEWCZUK-KARPISZ;
WISNIEWSKA; MYSLIWIEC, 2015) ou hidroxiapatita (KANDORI et al., 2014), foram
investigados para a adsorcdo de proteinas. Entretanto, os HDLs tém sido pouco estudados
para a adsorcao de proteinas, sendo limitados a estudos com sistema de tanques com agitacédo
(AGUIAR et al., 2013; SEFTEL et al., 2008).

A utilizagdo de HDLs pode levar a diminuicdo da capacidade de adsorcdo de
proteinas (em comparagdo com outros adsorventes, tais como silicas porosas) de cerca de
100 mg/g. No entanto, o simples processo de sintese em comparacdo a métodos de sintese
como o da SBA-15 desses materiais 0s tornam potencialmente interessante para separacao das
proteinas. Além disso, HDLs foram escolhidos como adsorvente neste trabalho devido a
possibilidade de escolher composicdo diferente em termos da natureza dos cétions, que
determina o comportamento de carga da superficie. Investigagdes anteriores demonstraram
que a quantidade de proteina adsorvida pode ser fortemente influenciada pelas propriedades
fisico-quimicas da proteina (carga, tamanho, composicdo de aminoacidos) e da superficie
solida usada como adsorvente, assim como as condi¢des experimentais (BELLEZZA et al.,
2012).
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No presente trabalho, dois HDLs foram sintetizados (Zn-Al HDL e Mg-Al HDL)
e caracterizados com o intuito de avaliar a capacidade de adsor¢do para a proteina BSA. Os
materiais foram caracterizados por DRX (difracdo de raio X), FTIR (espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier) e isoterma de adsorcéo-dessorcdo de N, a -196°C.
Estudos em batelada foram realizados com a finalidade de avaliar o efeito do pH, do tempo de
contato e da concentragdo inicial na adsor¢cdo de BSA em ambos os materiais. Estudos em
leito fixo também foram realizados com a finalidade de avaliar o uso dos materiais em sistema

continuo

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Reagentes

A albumina de soro bovino (BSA) foi adquirida em Inlab (Brasil). BSA tem um
peso molecular de 66,5 kDa e é formada por 583 residuos de aminoacidos. Seu ponto
isoelétrico (pl) em agua a 25 °C é de cerca de 4,8 e suas dimensdes s&o 140 A X 40 A X 40 A
(elipséide prolato onde a = b <c) como mostrado na Tabela 1 (FERREIRA, 2009; KATIYAR
et al., 2005).

Tabela 1 — Propriedades da Albumina de Soro Bovino — BSA
Estrutura Molecular Propriedades

Massa Molar: 66430 g/mol
Ponto Isoelétrico: 4,8
Dimensdo: 14x4x4 nm

Fonte: Adaptada de Sigma-Aldrich (2016, online).

O Acido acético, 2- (N-morfolino) etanossulfénico (MES) e o tris (hidroximetil)
aminometano (TRIS-HCI) foram adquiridas da Sigma-Aldrich, EUA. A 4gua usada
nas solugdes tampédo foi ultrapura (Milli-Q do sistema, Millipore, EUA). Reagentes de
Mg(NOs3)2.6H,0, Zn(NO3),.6H,0, AI(NO3)3.9H,O e NaHCO; utilizados na sintese de HDL
foram adquiridos da Vetec, Brasil.
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2.2.2 Sintese do HDL

O HDL empregado nesse estudo foi sintetizado pelo método de co-precipitacéo
(AUXILIO et al., 2009). O processo de sintese se dar quando solug¢des de nitrato de aluminio
(1) nonahidratado (Al(NOs3)3.9H,0) (0,0332 mol)) e nitrato de magnésio (I1) hexahidratado
(Mg(NO3),.6H,0) (0,0996 mol)) foram dissolvidos em 100 mL de &gua destilada e
posteriormente adicionaram-se a solucdo obtida gota a gota a 100 mL de solucdo contendo
0,249 mol/L de hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO3) a 60 ° C, sob agita¢do vigorosa. Para
obter o material HDL Zn-Al o cloreto de zinco (ZnCl,) (0,0996 mol)) é adicionado ao invés
do nitrato de magnésio (1) hexahidratado (Mg(NO3)..6H,0) (0,0996 mol)). Os precipitados
obtidos foram submetidos a tratamento hidrotérmico de 80 °C durante 4 dias, seguido por
agitacdo & temperatura ambiente durante 12 h. Os HDLs com razdo molar M**: Al = 3:1
foram filtrados e lavados com agua deionizada até o filtrado estar a pH 7. Os materiais foram

novamente secos a 80 ° C durante 24 h e, em seguida, as amostras foram caracterizadas.
2.2.3 Caracterizacao dos HDLs
2.2.3.1 Difrag4o de raio X

Os padrdes de difracdo foram obtidos com um difratdmetro Philips X’Pert Pro
MPD automatizado, equipado com um GE (1 1 1) monocromador primario, estritamente
CuKa monocromatica (A = 0,1542 nm) e um detector X'Celerator, operando a uma tensao de
40 kV e uma corrente de 40 mA. O tamanho dos cristais dos HDLs e de parametros de
deformacéo foram estimados utilizando o método de Williamson-Hall para se ajustar ao perfil
de difracdo. Parametros cristalograficos foram obtidos a partir do método de Rietveld usando
o0 software X'Pert HighScore Plus. A anélise do difratograma foi realizada atraves do software
X’Pert Highcore Plus e do banco de dados ICSD (Inorganic Crystal Structure Database).

2.2.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier - FTIR

Os espectros de FTIR foram efetuados com FTIR 8400S Shimadzu com detector
padrdo mid-1V DTGS. Cada amostra de adsorvente (~ 5 mg) e KBr (~ 95 mg) foi triturado em
um almofariz de agata até a amostra apresenta-se bem dispersa e, em seguida, 0s espectros

foram recolhidos na gama de 400-4000 cm™ utilizando um espectro de KBr como um fundo.
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2.2.3.3 Adsorcéo de N, a -196°C

A caracterizacao estrutural foi realizada por isotermas de adsorcdo-dessorcao em
N, a -196°C com um sistema automatico ASAP 2000 da Micromeritics. Antes das medi¢oes,
as amostras foram desgaseificada a 200°C e 10 mbar durante 24 horas. A area de superficie
especifica foi calculada usando a equacdo de BET (Brunauer-Emmet-Teller) e uma se¢édo
transversal da molécula de nitrogénio de 16,2 A. O tamanho médio dos poros foi calculado
pelo método BJH (Barret, Joyner e Halenda) utilizando as isotermas de dessor¢do. O volume
total dos poros foi calculado como o volume de nitrogénio adsorvido em P/Py = 0,999
(ROUQUEROL; ROUQUEROL, 2014).

2.2.3.4 Ponto de carga zero

Anélise do ponto de carga zero foi realizada usando solucbes de NaCl (cloreto de
sodio) com concentracdo 0,01 mol/L em contato com os HDLs em uma faixa de pH de 2 a 12
(IP; BARFORD; MCKAY, 2010), juntamente com 150 mg de adsorvente. Os pHs dessas
solucgdes foram ajustados com acido cloridrico (HCI) ou base tipo hidréxido de sédio (NaOH).
As amostras permaneceram em solucdo por 48 horas e a diferenca do pH da solu¢do com o
pH inicial foi registrado.

2.3 Experimentos de adsorg¢éo em batelada

Os experimentos de adsorcdo no suporte HDL foram realizados em sistema de
batelada de forma a avaliar o comportamento da adsor¢do quanto ao efeito das soluges com
diferentes pH, do tempo de contato e da concentracao inicial de BSA. Os experimentos de
adsorcdo foram conduzidos em agitador orbital 18 rpm (Tecnal TE-165, Brasil) todos em
duplicata, com temperatura ambiente (22 °C £ 1 °C).

Para avaliacdo da influéncia do pH, uma solugdo contendo 1 mg/mL da
biomolécula BSA foi preparada com diferentes solu¢bes em diversos valores de pH. Para
realizar esse ensaio, 20 mg dos materiais HDL Mg-Al e também HDL Zn-Al (previamente
avaliada em teste de saturagcdo do adsorvente) foram postos em contato com solucdo de BSA
nos seguintes tampdes: acetato de sodio pH de 4,0 — 4,8; MES pH de 6,0 — 7,0; Tris-HCI
pH de 8,0 - 10,0.
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Para 0s experimentos de cinética de adsor¢do (influéncia do tempo de contato), a
concentracdo de BSA inicial igual a 1 mg/mL foi preparada em solucdo tampdo de acetato
com pH fixo de 4,8 em aliquotas de 3 mL juntamente com o adsorvente HDL Mg-Al;
ja para o HDL Zn-Al o tampéo utilizado foi o tampao MES pH fixo de 6,7. Para a medicéo
das isotérmicas de adsor¢do, diferentes concentracdes iniciais de BSA (1,0 a 6,0 mg/mL)
com pH fixo foram agitados com uma quantidade conhecida de HDL (20mg) por tempo
suficiente para que o equilibrio fosse atingido. Ap0Os cada experimentos descritos acima
as amostras resultantes foram recolhidas e centrifugadas durante 10 min a 10.000 rpm
(microcentrifugadora refrigerada Cientec CT - 15000R, EUA) e a absorbancia foi medida a
280 nm (UV-Vis Biomate 3, Thermo Scientific, EUA).

A concentracdo de proteina adsorvida (mg/g), no equilibrio, foi calculada

utilizando o balanco de massa descrito pela equacdo 1:

— Vsol(CO'Ceq)

myds (1)
em que Vs € 0 volume da solucéo (mL). C, é a concentracéo liquida inicial (mg/mL), Ceq € @
concentracdo liquida no equilibrio (mg/mL) e mygs € a massa de adsorvente.

Para descrever as relacbes de equilibrio de adsorcdo nesse trabalho foram
utilizados os modelos de Langmuir e de Langmuir-Freundlich. Estes modelos estdo

representados respectivamente pelas equacoes 2 e 3.

q,...C
T @
dTVeq
g Ity ®)
1+(KLFCeq)n

em que (max (Mg/g) € a capacidade maxima de adsorcdo, Ky (mL/mg) é definida como a
constante de dissociagéo e Ceq (Mg/mL) representa a concentragdo de proteina na solugéo de
equilibrio. K¢ é a constante de Langmuir — Freundlich, n é o coeficiente de cooperacao.
Cooperatividade é definida como a ligagdo de um ligante a um local em uma
proteina que influenciam a afinidade de outros locais. De acordo com Sharma e Agarwal
(2002), citado por Sousa (2009), quando n=1 ndo existe cooperativa entre as proteinas, ou 0s
sitios sdo independentes e para n > 1 e n < 1 indicam, respectivamente, cooperatividade
positiva e negativa associada ao sistema (SHARMA; AGARWAL, 2002; SOUZA, 2009).
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2.4 Experimentos em leito fixo

Ensaios de adsorcdo em leito fixo (adsorcdo/lavagem/eluicédo/regeneracao) foram
efetuados utilizando uma configuragcdo composta por uma coluna de aco inoxidavel (0,46 cm
x 12 cm) e uma bomba de cromatografia liquida de alto desempenho (Varian ProStar 210)
acoplado com um coletor de fracdo (C-660 Buchi, Suica).

Em cada experiéncia, uma quantidade em massa foi obtida através da pesagem
da coluna primeiramente vazia e apds 0 empacotamento sem compressdo com o adsorvente
de 0,998 g de HDL Zn-Al e 0,683 g de HDL Mg-Al para se obter uma altura de leito de
12 cm.

Para iniciar o ciclo de experimentos a coluna ja empacotada com o adsorvente
HDL Mg-Al foi lavada com tampéo de acetato de sédio (50 mM) a pH 4,8 a uma vazéao de
1,0 mL/min e temperatura de 22 °C. Em seguida, sob a mesma taxa de fluxo, solucbes de
BSA (1,0 - 2,0 mg/mL) em tampao acetato de sédio pH 4,8 (50 mM) foram bombeadas
para a coluna.

A fim de controlar o avanco de proteina, aliquotas de 5 mL foram recolhidas na
saida da coluna e analisadas por detector UV/Vis. Ap6s a concentracdo de saida da coluna
com HDL Mg-Al se aproxima de um patamar, ou seja, a saturacdo da coluna, a alimentacao
da coluna foi trocada para uma solucdo com somente tampdo acetato de sédio pH 4,8
(50 mM) (etapa de lavagem) durante o tempo suficiente para detectada em leitura no
espectrofotdbmetro a concentracdo de proteinas caindo (acerca de 30 min).

Em seguida, a alimentacdo foi trocada novamente por uma solugdo de tampéao
fosfato (passo de eluic¢do), durante 60 min, de modo a assegurar a completa dessorcdo da
proteina. Finalmente, a coluna foi regenerada com solugdo 50 mM de tampé&o acetato de sodio
pH 4,8 (30 min), seguido por agua Milli-Q e o tampao acetato de sodio pH 4,8 (50 mM), em
seguida, para restaura-la a sua condicdo inicial para um novo experimento.

Para o adsorvente HDL Zn-Al o procedimento foi realizado de forma
semelhante, porém o tampéao utilizado foi MES pH 6,7 (50mM) para as etapas de alimentar
a coluna, regenerar a coluna e lavar a coluna. O tampdo fosfato também foi utilizado
para eluicdo da coluna. Um balango de massa (BM) foi obtido para cada etapa de cada

experimento.
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2.5 Resultados e discussao

2.5.1 CaracterizacOes

O difratograma para os HDLs Mg-Al e Zn-Al sdo mostrados na Figura 2. Ambos
os materiais possuem picos de difragdo semelhante localizados em 20 = 11,6; 23,3; 34,9; 39,3
e 46,8° 0 que determina o tipo de material como hidroxido duplo lamelar (ICSD: 98-008-
1963) (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991) na forma de MgsAly(CO3)(OH)12-3(H,0) e
Zn4Alx(CO3)(OH)12-3(H20) respectivamente.

Figura 2 — DRX do HDL Mg-Al (—) e HDL Zn-Al (—)
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Fonte: Autora (2016).

Os picos de difracdo sdo ligeiramente deslocados entre eles. Este fato é atribuido
ao Mg?®* possuir raio atdmico de 0,72 A enquanto o raio do Zn** é 0,74 A o que promove
pequenas modificagBes nos parametros de celula unitaria como foi determinado pelo método
de Rietveld (a=b=3,05 A e ¢=22,91 A para 0 HDL Mg-Al e a=b=3,06 A e c=22,87 A para o
HDL Zn-Al). Estes resultados estdo em acordo com o padrdo disponivel em ICSD-6296
(MILLS et al., 2012) que mostram os mesmos parametros a e b e 22,81 A para o parametro de
plano c. Para 0 HDL Mg-Al outras bandas foram localizadas em 26= 15,6 e 32,0 o qual tem
sido descritos para a presenca de mineral na forma de NaAI(CO3)(OHy) (ICSD: 98-008-1963).

A fase de segregacdo é somente notada no caso do HDL Mg-Al, sendo atribuido ao fato
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da ocorréncia de precipitacdo de cations Mg?* em pH ligeiramente diferentes. O método
de Williamson-Hall foi utilizado para estimar o tamanho do cristal de ambos os HDLs.
Os valores encontrados foram de 9 nm para HDL Zn-Al e 19 nm para HDL Mg-Al indicando
pequeno tamanho de particula e alta area disponivel para ambos 0s materiais.

A Figura 3 mostra a espectroscopia de infravermelho (FTIR) para os HDLs antes
do processo de adsorcdo. Os espectros para ambos os materiais mostram uma larga banda
entre 3900 e 2700 cm™, que é associado & ligacdo de hidrogénio nos grupos hidréxidos nas
lamelas dos materiais. A presenca do pico em aproximadamente 3000 cm™ é atribuida a
ligacdo de hidrogénio entre 4gua com o anion do espago interlamelar. Os espectros também
mostram a banda em 1640 cm™, que é atribuida a banda de deformacéo da 4gua (CAVANI;
TRIFIRO; VACCARI, 1991; LV et al., 2012).

Também é observado nos espectros uma sequéncia de bandas na regido entre 1500
cm™ e 700 cm™ que representa a presenca da espécie carbonato. Entéo as bandas localizadas
em 670-690 cm™, 1350-1380 cm™, 850-880 cm™ e 1060-1090 cm™ foram atribuidos aos
modos de vibracdo do fon carbonato COs* (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991). E,
finalmente, as bandas localizadas abaixo de 650 cm™ representam a translacdo do Mg/Al-OH,
Al-OH transalacdo e Al-OH deformacdo, enquanto que a translagdo Zn-OH é localizada em
613 cm™ (JIN et al., 2012; LV et al., 2012).

Figura 3 — Espectroscopia de Infravermelho FTIR do HDL Mg-Al (—) e

HDL Zn-Al (—)
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Fonte: Autora (2016).
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As propriedades de textura para os HDLs Mg-Al e Zn-Al foram avaliados a partir

das isotermas de adsorgdo-dessorcdo de N, a -196C (Figura 4).

Figura 4 — Isoterma de adsorcao — dessorcdo de N, a -196°C para o HDL
Mg-Al (=) e HDL Zn-Al (°)
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Fonte: Autora (2016).

De acordo com a classificagio IUPAC, ambos o0s materiais exibem uma
isotérmica de tipo Il com um ciclo de histerese H3 que corresponde a s6lidos com agregados
de particulas em forma de placa com poros em forma de fenda (ROUQUEROL,;
ROUQUEROL, 2014).

A érea de superficie especifica de ambos os HDLs foi estimada pela equacdo BET
(ROUQUEROL; ROUQUEROL, 2014) (Tabela 2).

Tabela 2 — Propriedades dos adsorventes HDL Mg-Al e Zn-Al e
propriedades de materiais reportados na literatura

Amostras SBET [m#g] VP[cmig] D [nm] Referéncias
HDL Mg-Al 74 0,45 24,0 Neste Trabalho
HDL Mg-Al 61,4 0,48 24,6 Ralla et al. (2011)
HDL Zn-Al 38,8 0,56 17,0 Neste Trabalho
HDL Zn-Al 32,0 0,14 51,5 Seftel et al. (2008)

Fonte: Autora (2016).

Estes materiais exibem uma &rea superficial de 74 m°g™ e 39 m?g™ para 0 HDL
Mg-Al e HDL Zn-Al, respectivamente. Ambas as isotermas revelam adsorcdo de N, em
baixam press@es relativas P/P,, indicando que a area superficial é principalmente atribuida ao
espaco interparticula entre as pequenas particulas de HDLs (BENITO et al., 2006). Estes
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resultados estdo de acordo com a literatura (AUXILIO et al., 2009; LAZARIDIS;
KARAPANTSIOS; GEORGANTAS, 2003; RALLA et al., 2011; SEFTEL et al., 2008) que
confirma o sucesso na formacgédo de ambos os HDLSs.

O resultado da analise de pHzpc para ambos 0s materiais € apresentado na
Figura 5.

Figura 5 — pHzpc do HDL Mg-Al (=) e HDL Zn-Al ()
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Fonte: Autora (2016).

No caso de 0 Mg-Al HDL, a pHzpc é proximo de 8,0, enquanto que para o HDL
Zn-Al é proximo de 6,0. Abaixo destes valores, HDLs retém espécies H™ na superficie
levando a uma carga positiva que favorece a interacdo com espécies anidnicas (FERREIRA,
2009).

Esta protonagdo tem lugar sobre os grupos OH™ do HDL e as espécies carbonato
localizadas no espago entre as lamelas. Acima de seus pHp ha libertacdo de espécies H,
promovendo a carga negativa na superficie da HDL por desprotonacdo dos grupos OH, que
favorece a afinidade com espécies catidnicas. Por outro lado, é conhecido que as proteinas
possuem um ponto isoelétrico, que € o pH que tem uma carga positivas e negativas em
equilibrio na superficie da proteina e uma maior interagdo com superficies solidas
(FERREIRA, 2009).

Os valores de pl e pHzpc podem definir a interagcdo de cargas entre a HDL e a
proteina a um dado pH.
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2.5.2 Ensaios de Adsorgéao

2.5.2.1 Efeito do pH na adsorcéo de BSA em Mg-Al e Zn-Al HDL

O pH é um importante parametro a ser investigado no processo de adsorcao visto
que pequenas variacdes em seu valor podem promover alteragdes significativas nas interacdes
entre adsorvente e proteina, bem como mudancas conformacionais na estrutura das proteinas
(BELLEZZA et al., 2009).

De modo a investigar a influéncia do pH sobre a adsorcdo de BSA em HDLs
Mg-Al e Zn-Al experimentos foram realizados variando o pH de solucdes de acetato e tampéo
MES. De acordo com os resultados dos dados de adsorcdo (Figura 6), a maior quantidade
adsorvida foi obtida a pH 4,8 utilizando tampdo acetato de s6dio 50 mM para o material HDL
Mg-Al. Este valor esta proximo do pl da BSA que é 4,8 em que a carga liquida da superficie é

nula, neste mesmo valor de pH o HDL Mg-Al esta carregado positivamente.

Figura 6 — Adsorcdo de BSA em HDL Zn/Al (m) e HDL Mg/Al (&) sob
influéncia de diferentes sistemas tamponantes, tempo de contato 2 h,
massa de adsorvente 20 mg
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Fonte: Autora (2016).

O que sugere que o processo de adsorcdo ¢é favorecido pela interacéo eletrostatica

e da ligacdo de hidrogénio entre as especies neutras de BSA e HDL Mg-Al. Este adsorvente
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torna-se positivamente carregado pela protonagdo das espécies COs” localizadas no espaco
entre as lamelas. Assim, ligacOes de hidrogénio entre os grupos hidroxila dos HDLs e 0s
grupos amino e carbonila de BSA.

Para o HDL Zn-Al, a maior quantidade adsorvida ocorre no tampdo MES 50 mM
no pH 6,7. Para este caso a morfologia da BSA é modificada, possuindo predominantemente
cargas negativas em sua superficie, enquanto o HDL esta ligeiramente protonada indicando
interacdo ibnica entre o adsorvente e a proteina (FERREIRA, 2009; YOU; VANCE; ZHAO,
2001).

De acordo com Ralla et al. (2011), proteinas como BSA sdo bem adsorvidas perto
de seus pontos isoelétricos em superficies catiénicas. Zhang et al. (2013) também mostram a
influéncia do pH para adsorcdo de BSA sobre a superficie carregada de HDL maodificado.
Quando o pH foi aumentado para além de 4,8, houve uma reducdo da quantidade adsorvida no
HDL de forma constante, devido a competicdo dos grupamentos da proteina com ions
hidroxido na superficie do adsorvente.

Jin et al. (2012) também relatam influéncia do pH na adsorcdo de proteinas em
suporte inorganico como HDL onde a BSA exibe uma adsor¢cdo maxima no ponto isoelétrico.
Portanto, sugere-se que a carga da superficie da proteina e a carga dos suportes pode se dar
através de interacdo complementar para que a adsor¢do ocorra. Todos esses fatos estdo de
acordo com o comportamento de adsor¢ao de BSA para Mg-Al HDL deste trabalho.

O comportamento diferente entre o processo de adsor¢do do HDL de Zn-Al e o
HDL de Mg-Al no que respeita a quantidade adsorvida ndo é devido a diferenca nas areas
superficiais, mas da diferente densidade de carga na superficie dos HDLs. O HDL de Zn-Al é
ligeiramente protonado no pH 6,7 e BSA é negativamente carregado a um pH acima do seu
ponto isoelétrico (pl). Sabe-se também que para BSA as cargas negativas ndo sdo
uniformemente distribuidas (FERREIRA, 2009). Em adi¢do com as contribui¢des de outras
interacbes como ligagdo de hidrogénio ou interagdo de Van der Waals, favorecendo a
adsorcao para este determinado material (HDL Zn-Al).

2.5.2.2 Cinéticas e isotermas de adsorgdo de BSA em HDL Mg-Al e Zn-Al

Os experimentos de cinética e isoterma de equilibrio foram realizados nas
condic¢des de pH que promoveram a maior quantidade adsorvida, ou seja, tampdo acetato de
sodio 50 mM a pH 4,8 para HDL Mg-Al e tampao MES 50mM a pH 6,7 para o0 HDL Zn-All.

O perfil cinético mostrado na Figura 7, revela que os HDLs Mg-Al e Zn-Al alcancam as
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condicGes de equilibrio apos 240 min. As isotermas de adsor¢do de BSA em ambas as HDLs
sdo mostrados na Figura 8.

Figura 7 — Cinética de adsorcdo de BSA em HDL Zn/Al (=) no tampé&o
MES pH 6,7, e em HDL Mg/Al (®) no tamp&o Acetato de sodio pH 4,8
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Fonte: Autora (2016).

Figura 8 — Isotermas de adsorcdo de BSA em HDL Zn-Al (®) em tampé&o
MES 50mM a pH 6,7 e em HDL Mg-Al (=) em tampao acetato de sodio
50mM a pH 4,8 em temperatura ambiente e tempo de contato de 240 min
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Fonte: Autora (2016).

Ambas as isotermas de adsorcdo exibem um tipica isoterma favoravel (tipo L)

com uma inclinacdo acentuada inicial que indica fortes interagdes quimicas entre a BSA e 0s
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adsorventes. As isotermas mostram que o0 HDL Zn-Al exibe capacidade de adsor¢éo maior do
que o HDL Mg-Al, em acordo com os dados cinéticos apresentados na Figura 7.

Os modelos de isotermas Langmuir e Langmuir-Freundlich foram aplicados nos
dados obtidos experimentalmente. Os parametros estimados sdo resumidos na Tabela 3.
Todos os modelos de isotermas exibiram valores de gmax € K semelhantes. O modelo de
Langmuir-Freundlich apresenta um pardmetro de heterogeneidade n, quando este valor é mais

préximo de 1 0 modelo de Langmuir-Freundlich é reduzido para o modelo de Langmuir.

Tabela 3 — Parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich

HDL Zn-Al HDL Mg-Al

A . Langmuir- . Langmuir-
Parametros Langmuir Freugndlich Langmuir Freugndlich
Omax (MQ/Q) 338,74 +11,43 346,54+ 15,19 196,12+6,06 197,80 +£6,56
kp (L/mg) 1,07 £0,15 - 1,76 £ 0,25 -
KpLr (L/mg) - 1,02+0,16 - 1,74 £ 0,26
n - 0,95+0,08 - 0,97 + 0,07
Rz 0,984 0,983 0,985 0,984
12 147 155 335 363

Fonte: Autora (2016).

De fato, tal como apresentado na Tabela 3, os valores para n sdo préximos da
unidade e os valores de gmax estimados pela equacdo de Langmuir foram aproximadamente
339 mg g para Zn-Al HDL e 197 mg.g™ para Mg-Al HDL. Em vista disso, conclui-se que o
comportamento de adsorcdo de BSA em HDLs Mg-Al e Zn-Al podem ser bem descrita pela
equacdo de Langmuir.

Os resultados obtidos estdo de acordo com dados relatados na literatura onde
Jin et al. (2012) avaliaram o efeito da concentracdo, pH e forca i6nica sobre a adsorcao de
proteinas (albumina de soro bovino, lisozima e hemoglobina) usando particulas de ouro
incorporadas em material hidréxido duplo lamelar. Este estudo afirma que a capacidade de
adsorcdo esta diretamente relacionada com o pH do meio de adsorcdo, alcangando a adsorcéo
méaxima quando o pH esta perto do ponto isoelétrico da proteina alvo. Sob estas condicdes, as
interacdes idnicas dos grupos amino, tiol e carboxila sdo acentuadamente reduzidas,
minimizando o efeito repulsivo entre as biomoléculas.

Da mesma forma, Bellezza et al. (2012) sintetizaram nanoparticulas de
hidrotalcitas com diferentes composic¢fes quimicas (Ni-Cr, Ni-Al, Zn-Cr e Zn-Al), para a
adsorcéo de duas proteinas (mioglobina e albumina de soro bovino), utilizando dois diferentes
pHs (6.0 e 9.0). Estes autores também observaram influéncia do pH sobre a capacidade

adsorcdo, concluindo que processo de adsorcdo € impulsionado por interacdo ibnica entre a
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carga de proteina e o adsorvente. Conclusfes semelhantes foram relatadas por Ralla et al.

(2011) na adsorcao de albumina do soro humano em HDL.

2.5.2.3 Adsorcao dinamica de BSA em Zn-Al HDL e Mg-Al HDL

As Figuras 9 e 11 mostram as curvas de ruptura experimentais da BSA para HDLs

Zn-Al e Mg-Al em diferentes concentragcOes de alimentacdo. Em acordo com os experimentos

em batelada, HDL Zn-Al exibe quantidade maior de proteina total calculada do que HDL

Mg-Al, este valor foi obtido através de balanco de massa apresentado na Tabela 4 mais

adiante. Também pode ser mencionado um comportamento semelhante para ambas as curvas

de ruptura, como esperado, o breakpoint para a solugdo menos concentrada ocorre mais tarde

do que da solugdo mais concentrada devido a rapida saturacdo dos sitio disponiveis do HDL

com o aumento na quantidade de BSA disponivel para a coluna. A forma da curvatura obtida

nos ensaios é muito semelhante para ambos os materiais; uma banda reduzida foi observada

para os ensaios com solugdo menos concentrada, provavelmente devido aos efeitos reduzidos

de dispersao axial.

Figura 9 — Curva Breakthrough de BSA em HDL Zn-Al em diferentes
concentragdes iniciais de alimentagéo.
Concentracdo de alimentacdo de 1 mg/mL (=) e 2 mg/mL (®); vazao de
alimentacdo de 1 mL/min; temperatura de 22 °C; comprimento da coluna
de 12 cm e didmetro interno de 0,46 cm; solucdo de alimentacdo de

tampéo MES 50 mM a pH 6,7 e BSA
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Figura 10 — Ensaio de adsorcdo/dessorcdo de BSA em HDL Zn-Al.
CondicGes experimentais: Concentragdo de alimentacdo de 1 mg/mL (=)
e 2 mg/mL (e); vazao de alimentacdo de 1 mL/min; temperatura de 22
°C; comprimento da coluna de 12 cm e didmetro interno de 0,46 cm;
solucdo de alimentacdo de tampdo MES 50 mM a pH 6,7 e BSA;
dessorcdo com solugédo tampéo de fosfato 50 mM a pH 12
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Fonte: Autora (2016).

Figura 11 — Curva Breakthrough de BSA em HDL Mg-Al em diferentes
concentragcdes iniciais de alimentacdo. CondicGes experimentais:
Concentracdo de alimentagdo de 1 mg/mL (=) e 2 mg/mL (®); vazdo de
alimentacdo de 1 mL/min; temperatura de 22 °C; comprimento da coluna
de 12 cm e didmetro interno de 0,46 cm; solucdo de alimentacdo de
tampdo acetato de sdédio 50 mM a pH 4,8 e BSA
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Ensaios de adsorgao/eluicdo foram realizados a fim de avaliar a regenerabilidade
do HDL. Para este objetivo, a eluicdo da BSA pode ser realizada através da utilizacdo de
tampéo de eluicdo que deve ser cuidadosamente examinado. Bellezza et al. (2012) relataram a
dessorcdo de hemoglobina a partir de HDL Mg-Al por varias solucdes tampdes e condicdes
de pH usando um sistema em batelada, foi visualizada a dessor¢do de hemoglobina em 72%
usando tampéo de fosfato a um pH de 12. Também ¢é relatado que HDLs exibem uma alta
afinidade por sais de fosfato (VIOLANTE et al., 2009). O uso de um pH mais elevado €
atribuido a perda de carga positiva de HDL e uma diminuicdo das interacGes eletrostaticas em
conjunto com a perda da capacidade para adsorver proteinas devido a modificacbes na
estrutura do HDL com a adicdo de fosfato. Para obter o efeito esperado, foi decidido usar
tampdo fosfato a pH 12 como tampéo de eluicéo.

Os balancos de massa para ensaios de adsrocdo em coluna sdo apresentados na
Tabela 4 e 5.

Tabela 4 — Balanco de Massa (BM) da adsorcdo de proteina em HDL
Mg-Al em cada etapa: injecdo, adsorcdo, lavagem, eluicdo e regeneracdo

Concentracao
Co=1mg/mL Co =2 mg/mL

Etapas BSA (mg) % BSA (mg) %
Solucdo Inicial (Massa entrada) 90,32 100 242,69 100
Adsorcéo 56,46 63,56 185,15 76,29
+ + + + +
Lavagem 4,00 4,50 7,47 3,08
+ + + + +
Eluicdo 25,77 29,02 41,84 17,23
+ + + + +
Regeneracéo 0,18 0,21 0,79 0,34
Balango de Massa 86,41 97,29 235,87 96,94
Erro (+/-) 2,63 2,93 7,44 3,06

Fonte: Autora (2016).

Tabela 5 — Balanco de Massa (BM) da adsorg¢éo de proteina em HDL Zn-
Al em cada etapa: injecdo, adsorcao, lavagem, eluigéo e regeneragéo

Concentracéo
Co =1 mg/mL Co =2 mg/mL

Etapas BSA (mg) % BSA (mg) %
Solucdo Inicial (Massa entrada) 176,77 100 565,92 100
Adsorcéo 131,85 74,59 499,35 88,24
+ + + + +
Lavagem 3,36 1,90 8,86 1,57
+ + + + +
Eluicdo 40,39 22,85 56,14 10,10
+ + + + +
Regeneracdo 0,31 0,18 0,17 0,03
Balango de Massa 175,91 99,52 564,52 99,94
Erro (+/-) 1,17 0,66 0,58 0,10

Fonte: Autora (2016).
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No caso do material HDL Zn-Al, ndo s as maiores adsor¢des em equilibrio foram
obtidas, mas também a maior recuperacdo apds a eluicdo com tampéo de fosfato, com menos
de 1% da quantidade alimentada de BSA restante na coluna no final de um ciclo completo, em
comparacdo com 3% de HDL Mg-Al. Estes resultados indicam que a HDL pode ser utilizado

como uma fase estacionaria atraente para purificacdo de proteinas cromatografia.
2.6 Concluséao

Os hidroxidos duplos lamelares foram sintetizados pelo método de coprecipitacéo.
Para 0 material HDL Zn-Al, obteve-se uma area superficial de 38,8 m2/g e um diametro de
poro de 17,5 nm. J4 para 0 HDL Mg-Al, a 4rea superficial foi de 74 m%g e o diametro de poro
24 nm. Assim, o material adsorvente obtido, em ambos os casos, possui significativas
propriedades texturais e estrutura caracteristica de hidroxidos duplos lamelares.

Os experimentos em batelada para avaliacdo da influéncia do pH mostraram que
no pl da BSA (pH 4,8) o HDL Mg-Al adsorve cerca de 130 mg/g e o material HDL Zn-Al,
devido a distribui¢éo de cargas, adsorve cerca de 80 mg/g no pH 6,7 para o tempo de contato
de 2 horas, em que para o material HDL Zn-Al ainda néo se estabeleceu o equilibrio assim o
pH influéncia fortemente na capacidade de adsor¢do da biomolécula estudada devido as
mudancas conformacionais e interacGes eletrostaticas do adsorvente (HDL) e do adsorbato
(BSA).

Os estudos de cinéticas mostraram que o sistema em batelada alcanga o equilibrio
em torno de 240 min e as isotermas de adsorcdo de BSA para ambos os materiais foram bem
descritos utilizando o modelo de Langmuir-Freundlich com capacidade maxima de adsor¢édo
de 197,8 mg/g para o HDL Mg-Al e 346,54 mg/g para 0 HDL Zn-Al.

Na operacdo utilizando o leito fixo é possivel concluir que utilizando uma maior
quantidade de proteina disponivel (2 mg/mL) para a adsor¢do torna o processo mais eficiente.
Este sistema permite uma alta taxa de recuperacdo da proteina injetada, este fato pode indicar
que h& uma relacdo entre a quantidade de proteina injetada e altas taxas de recuperagdo no
sistema de leito fixo.

Estes resultados confirmam que os hidroxidos duplos lamelares sdo adsorventes
atrativos para processos de extracdo e purificacdo de proteinas se mostrando eficaz na

adsorcéo de proteinas padrao.
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3 SBA-15

3.1 Introducéo

Em 1998 foi sintetizada uma nova familia de silicas mesoporosas altamente
ordenadas, denominada Santa Barbara Amorfa (SBA) empregando surfactantes oligoméricos
ndo ibnicos de polioxido de etileno (PEO) e copolimeros bloco de polioxido de alquileno
como agentes direcionadores de estruturas ou moldes, em meio &cido. Esses novos materiais
com tamanhos de poros entre 2 e 30 nm foram identificados como estruturas cubicas (SBA-
11), hexagonal 3D (SBA-12), hexagonal (SBA-15) e cubica em forma de gaiola (SBA-16). O
material SBA-15 possui maior estabilidade hidrotérmica, térmica e mecanica em relagdo aos
outros materiais, tornando-se um popular material de estudo com potenciais aplicagdes
(ZHAO et al., 1998).

Recentemente muitas mudancas na estratégia de sintese desse material vém sendo
desenvolvidas, objetivando a formacdo de um adsorvente com alto desempenho com o intuito
de facilitar aplicacbes praticas da SBA-15 (DOADRIO et al., 2014; LOPEZ-SANZ et al.,

2012). As etapas de formacdo do material mesoporoso SBA-15 sdo apresentadas na Figura 12.

Figura 12 — Esquema de formacdo de estrutura inorganica mesoporosa
mediada por agente direcionador de estrutura
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Fonte: Hoffmann et al. (2006).

Existem muitas propostas de mecanismos para explicar a formacdo de materiais
mesoporosos, fornecendo base para o estabelecimento de diversas rotas de sintese. Em linhas
gerais, os silicatos mesoporosos séo preparados a partir de uma fonte de silica, um surfactante
e um solvente misturados em quantidades apropriadas. Outros reagentes que podem ser
usados sdo &cidos, bases, sais, agentes dilatadores e co-solventes, dependendo das condicGes
de sintese podem-se obter diferentes materiais (CIESLA; SCHUTH, 1999).
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Entre os reagentes utilizados para sintetizar os materiais mesoporosos ordenados
de silica, o surfactante age como um agente estruturador direcionando a forma, na qual se dara
a condensacéo da fonte da estrutura. Uma forma bastante comum de realizar a sintese é com a
etapa de diluicdo do surfactante, geralmente em concentracdes baixas, ocasionando a
formacdo da micela. Em seguida, a fonte de silica é adicionada a solu¢do e um &cido ou uma
base desencadeiam a polimerizacdo da silica. As interagdes entre a silica polimerizada e a
micela resultam em uma reacdo de precipitacdo e o produto obtido € a mesoestrutura,
comportando-se como um sistema binario agua-tensoativo. Em seguida remove-se 0
tensoativo por calcinacdo, extracdo com solvente adequado ou tratamento com 0zonio-UV.
Este é o método usado na formacao dos materiais da familia do M41S e do SBA.

Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado que devido as caracteristicas
dos materiais mesoporosos ordenados estes podem ser utilizados como catalisadores
(MARCOUX; FLOREK; KLEITZ, 2015; PANG et al., 2016), na adsorcdo de biomoléculas
(SANTOS et al., 2013), na medicina através da libertacdo prolongada de proteinas a partir de
materiais mesoporosos ordenados para uma utilizacdo potencial na terapia de varias doencas
(por exemplo, doencas 6sseas), bem como em compdsitos para a regeneracdo do tecido 6sseo
(NIETO et al., 2010; WANG, 2009). Dependendo da aplicacdo deste tipo de material, uma
interacdo fraca ou forte entre a proteina e as superficies dos materiais mesoporosos ordenados
é requerida. As interacOes responsaveis pela adsorcao de proteinas nesses suportes sao do tipo
eletrostatica, ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals.

A adsorcdo de proteinas em materiais hidrofilicos tem forte influéncia de fatores
externos como: carga da proteina, o pH do meio, a carga da superficie e a forca idnica.
Ferreira (2009) ressalta que de acordo com 0s grupos ativos na superficie da proteina e as
caracteristicas do meio ocorrerd o predominio de zonas hidrofébicas e hidrofilicas, podendo
essas zonas estarem positivamente carregadas, negativamente carregadas e neutras, pois a
proteina apresenta dominios espaciais com caracteristicas quimicas diferentes.

Mudangas na distribuicdo de carga da superficie do material, na capacidade de
formacéo de ligacOes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas ou de Van der Waals ocasionam
a formacdo de uma camada proteica na superficie de determinado material (NORDE; BUIJS;
LYKLEMA, 2005). Alguns estudos tem demostrado que a adsor¢do de biomoléculas ocorre
através de um mecanismo de multiplas etapas que envolve uma interacéo inicial local seguida
de uma reorientacdo da biomolécula adsorvida e uma subsequente formacéo de ligagdo do
adsorbato com a superficie. Porém diferentes condigdes no processo de adsor¢do como o pH e
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a forga ionica podem aumentar ou reduzir a entalpia de um dessas etapas descritas acimas na
adsorcdo da proteina (KIM et al., 2011; STERI; MONDUZZI; SALIS, 2013).

No presente trabalho, foi investigado o efeito da forca idnica sobre a adsorcao
da lisozima da clara de ovo de galinha (LYZ) e da albumina de soro bovino (BSA) em
SBA-F-TMB (material sintetizado com expansor de poro TMB). Como mencionado, uma
alteracdo da forca i0nica afeta fortemente a energia envolvida no processo de adsorcéo, e,
portanto, 0 mecanismo de adsor¢do das proteinas na silica mesoporosa (KIM et al., 2011).
Além de avaliar a adsor¢do de proteina, a modificacdo da superficie da uma matriz
adsorvente, através da alteracdo na sintese permite o desenvolvimento de um material com
maior poro e canais curtos sdo propostos. Assim, a alteracdo da forca i6nica na solucéo
proteica vai proporcionar uma alternativa facil para a modificacdo na capacidade de adsorcéo
das proteinas.

Portanto, sendo a adsorcdo de proteina em silica mesoporosa o principal objetivo
deste trabalho, as cinéticas obtidas experimentalmente foram modeladas utilizando o modelo
de difusdo paralelo com a finalidade de analisar o parametro de correlacdo (a partir da matriz
de covariancia) entre os parametros estimados e assim avaliar a capacidade de adsorcdo de
lisozima e de albumina na silica mesoporosa do tipo SBA-15 como uma funcdo da
concentracéo de sal (NaCl) no meio.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Proteinas Utilizadas

O adsorbato utilizado no estudo foi a Lisozima (LYS) comprada na Sigma -
Aldrich (EUA). Trata-se de uma proteina do ovo de galinha, uma enzima antibacteriana e,
devido a esta caracteristica, € amplamente usada em varios campos. Do ponto de vista
quimico, € uma proteina globular, que consiste em 129 residuos, & considerada uma
biomolécula modelo pequena com um peso molecular de 14,4 kDa, com as dimensdes de 30 x
30 x 45 A. Ela apresenta forma elipsoide que é estabilizada por quatro pontes dissulfeto e seu
sitio ativo pode se ligar a seis residuos de carboidratos para executar a sua funcdo de
catalisador. Seu pH isoelétrico € de aproximadamente 11 (KATIYAR et al., 2005; SALIS;
BHATTACHARYYA; MONDUZZI, 2010).

O outro adsorbato utilizado foi a BSA (Bovine Serum Albumin) comprada na
INLAB (Brasil), tem uma estrutura semelhante a estrutura da HSA (Human Serum Albumin),
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com peso molecular de 66,462 kDa e cadeia polipeptidica simples de 583 residuos de
aminoacidos. A BSA também pode formar dimeros, principalmente em altas concentragdes ou
na forma cristalizada (CARTER; HO, 1994; HIRAYAMA et al.,, 1990). Com base nos
principais experimentos hidrodindmicos e dispersdo de raio X a albumina de soro bovino
foi postulada como uma estrutura elipséide achatada nos polos com dimensdes de 140 x 40 x
40 A (BLOOMFIELD, 1966; WRIGHT; THOMPSON, 1975).

3.2.2 Sintese da Silica Mesoporosa

Com a finalidade de adsorcdo das biomoléculas BSA e LYZ foi utilizado o
material SBA-F-TMB com poros largos e canais curtos que foi sintetizado por modificacdo da
rota de sintese hidrotérmica descrita por Fulvio, Pikus e Jaroniec (2005). Inicialmente o
agente direcionador, o copolimero tribloco P123 e o NH4F (fluoreto de amonia) foram
dissolvidos em 1,7 M HCI (acido cloridrico aquoso) a 313 K sob agitacdo magnética, e, em
seguida, adicionou-se 1,3,5 trimetilbenzeno (TMB) como agente expansor de poro a solucao
transparente obtida. Apds 30 min, foi adicionado tetraetilortosilicato (TEOS), precursor de
silica, gota a gota. A razao molar final no gel de sintese foi P123/SiO»/TMB/HCI/NH4F/H,0
= 1/55/48/350/1,8/11100. A suspensdo resultante foi agitada a 313 K durante 24 h e, em
seguida, colocada em uma autoclave, onde foi tratada hidrotermicamente a 393 K durante
72 h. O sélido foi entdo filtrado, lavado com &gua deionizada e seco a 333 K durante toda a
noite. O material final é calcinado a 823 K por 5 h para remocao de residuos.

3.2.3 Caracterizacao dos Materiais Obtidos

3.2.3.1 Difragéo de raio x

Difracdo de raios-X a baixo angulo (DRX) foi usada para identificar o
ordenamento dos sélidos mesoporosos sintetizados. Estes experimentos foram realizados em
um difratbmetro automatizado X'Pert Pro MPD equipado com um monocromador primario
(estritamente monocromatica radiacdo Cu-Ka) e um detector X'Celerator. As medigdes foram
obtidas para 20 variando de 1-10°.

A determinacéo da estrutura cristalina de um sélido é dada através da analise por

difracdo de raio X que identifica os planos reticulares dos solidos, esta identificacdo das fases
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das amostras foi realizada através do programa X’Pert Highscore Plus versao 2.0a e do banco

de dados ICSD (Inorganic Crystal Structure Database).

3.2.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier.

Através da Espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) é possivel a identificagdo de grupos funcionais presentes no adsorvente. Os
espectros de infravermelho abrangem uma faixa de 4000 & 400 cm™ e foram obtidos em
espectrofotobmetro Varian 3100. Os interferogramas consistiu de 200 scans, e 0S espectros
foram coletados por meio de um espectro de KBr como pano de fundo. Cerca de 30 mg de
uma mistura de cada amostra e KBr a uma propor¢do em peso de 1: 9, foi colocado no suporte
de amostras e, em seguida, os espectros foram recolhidos.

3.2.3.3 Adsorcéo de N, a -196°C

A fim de conhecer as propriedades texturais (SBET, Vp e Dp) do material SBA-
15 F-TMB foram realizadas analises de adsorcao e dessor¢do de N a -196°C em equipamento
automatico ASAP 2020 da Micromeritics. Antes das medicbes, as amostras foram
desgaseificadas a 200 °C e 10 mbar durante a noite. As superficies foram determinadas
usando a equacdo de Brunauer-Emmett-Teller (BET), assumindo uma sec¢do transversal de
16,2 A para a molécula de nitrogénio (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938). A érea de
superficie de microporos foi obtida pelo método t-plot de Boer para pressdes relativas entre
0,35 e 0,70. A distribuicdo de tamanho de poro foi calculada pela aplicacdo do método de
Barrett-Joyner-Halenda (BJH) para o ramo de dessorcao da isotérmica N,. O volume total dos

poros foi calculado a partir do N, adsorvido em P/Py = 0,996.

3.2.4 Experimentos em Batelada

Ensaios de adsor¢do foram realizados em sistemas de batelada a fim de avaliar o
efeito das solugdes de pH, o tempo de contato e da concentracdo inicial de lisozima e
albumina no adsorvente SBA-F-TMB modificado com o expansor de poros TMB e NH4F.

Todos os ensaios de adsorcao foram realizados em duplicata em agitador orbital
(Tecnal TE-165, Brasil) a temperatura ambiente. Para avaliagdo da influéncia do pH na

quantidade adsorvida de LYS e BSA, foram preparadas diferentes solugdes de tampédo de



41

50 mM em diferentes pH’s. Para os ensaios de pH foram utilizados os seguintes tampdes:
pH de 4,0 — 4,8 tampéo acetato, 6,0 — 7,0 tampdo MES, 8,0 — 10,0 tampédo TRIS e 10,7
tampdo bicarbonato, todos com 50 mM de concentracdo para a proteina lisozima e 0s
seguintes tampdes: pH de 4,0 — 4,8 tampéo acetato, 6,0 — 7,0 tampao MES, 7,8 tampéao TRIS,
todos com 50 mM de concentracéo para a proteina BSA.

Para a construcdo das curvas cinéticas, o tempo de contato, entre a solucdo da
lisozima (3,0 mg/mL) ou BSA (3,0 mg/mL) e o adsorvente (15 mg), variou de 0 a 360 min,
outro parametro que variou foi a concentracéo de sal NaCl no meio (0 a 0,7 M).

A concentracdo do sobrenadante foi lida por meio de um espectrofotdometro UV a
280 nm, apos centrifugacdo por 10 min e 10000 rpm. A isoterma de adsorgdo foi determinada
variando a concentracdo de ambas as proteinas de 1,0 a 6,0 mg/mL.

Para os ensaios onde foi avaliado o comportamento da adsor¢do em meio salino,
foram preparadas solucdes de tampéo acetato de sédio pH 4,8 (50mM) com a proteina BSA
dissolvida e também solucbes de tampdo Tris Hcl pH 10 com a proteina LYZ dissolvida, a
estas solucdes foi adicionada uma quantidade calculada de NaCl com concentracdo variando
entre 0,1 e 1,0 M e para a construcdo das isotermas foi realizada a variacdo da concentracao
das proteinas de 1,0 a 6,0 mg/mL.

A quantidade de proteina adsorvida para cada concentracdo de proteina testada foi

calculada por meio de um balango de massa de acordo com a equagéo 4:

o= Yo CoCea) @)

Mads

em que Vg representa o volume da solucéo no equilibrio (mL); Co é a concentracao inicial de
Lisozima (mg/mL); Ceq € a concentragéo no equilibrio (mg/mL) e myys representa a massa do
adsorvente (g).

As isotermas foram modeladas por Langmuir, conforme equacgéo 5:

— qmaxceq
9= e (®)

em que gmax (Mg/g) € a capacidade maxima de adsor¢do, Ky (mL/mg) é definida como a
constante de dissociacéo e Cqq (Mg/mL) representa a concentracéo de proteina na solugdo de
equilibrio (BELLEZZA et al., 2012).
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3.3 Modelagem

A Difusdo de proteinas em materiais porosos € um complexo processo onde
efeitos difusionais e as interacdes na superficie da proteina ocorrem de forma simultanea
assim como difuséo intraparticula e difusdo na camada limite que podem coexistir (CHEN;
DONG; SUN, 2002; YANG; SUN, 2007). Assim isotermas obtidas de forma convencional e
estudos de taxa de adsorcdo sédo insuficientes para fornecer uma visdo do fenémeno de difusdo
de proteinas.

A teoria difusional apoia-se na Lei de Fick, essa expressa que o fluxo de massa
por unidade de area é proporcional ao gradiente de concentracdo (BIRD; STEWART,
LIGHTFOOT, 1960).

J=-D7, (6)

em que J é o fluxo de massa, C € a concentracdo da espécie difundida e D € o coeficiente de
difuséo.

Considerando um volume de controle no plano (X,y,z), a alteragdo da massa
dissolvida no volume de controle ao longo do tempo seguindo a lei de conservacdo de massa,
teremos a equacao tridimensional do processo de difusdo (SOCOLOFSKY; JIRKA, 2005):

ac a2Cc , 92Cc , 4%C ac ,
at D (ax2 + dy? + az2) =-D 0z )

d%C
az2’

C representa a

. . . 9%2¢c | d%C
em que a massa dissolvida presente no volume de controle é Fyel 32 +

concentracdo da espécie difundida e t é o tempo.
Para a obtencdo dos pardmetros de transporte de massa no modelo aplicado séo
assumidas as seguintes hipoteses:
a) A particula é esférica com tamanho e densidade constante, os sitios de
adsorcao distribuem-se uniformemente na superficie do adsorvente;
b) As fracbes de vazio no adsorvente para a proteina é constante durante o
processo de adsorcao;
¢) O modelo de difusividade efetiva no poro inclui resisténcia a transferéncia de
massa no filme liquido;

d) O equilibrio de adsorcéo pode ser representado pela equacao de Lagmuir.
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O coeficiente de difusdo geralmente € apresentado conforme a equacdo 8
(CHIANG et al., 1999):

1—sp

D=Dp+( )KDS ®)

€p

em que D, € o coeficiente de difusdo no poro, , é a porosidade na particula, K é a constante
de equilibrio e Dy é a difusividade na superficie.

O modelo paralelo implementado neste trabalho considera que a difuséo no poro e
na superficie estdo ocorrendo em paralelo, conforme apresentado na equacdo 9 (LI1U; YANG;
REN, 2006):

aCi
P at

aZCi

9%q; | 20q;
o ty

aq; _ 20c;
+ Doy 28 = 8,0, (55 + 25%) + DyDgp (52 + 220 )
Onde D, € o coeficiente de difusdo no poro e D é o coeficiente de difusdo na

superficie no modelo de difusdo paralelo.

As condigdes de contorno:

aCi _
r = 0, ; =0 (10)
dc; 9q;
r = R; Spr aj_ + DapDS a(i, = kf(cb - Ci) (11)

O balanco de massa na fase liquida:

d 3vk
50 = — (22) (e = ) lr=r (12)

Condicéo inicial:
t=0;c, =cy (13)

em que ¢, € a concentracdo global de proteinas na fase liquida, ks € o coeficiente de
transferéncia de massa através do filme liquido, R é o raio da particula, v € o volume do

adsorvente e V é o volume de liquido.
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Para as equacOes é assumido que o gradiente no filme liquido de massa esta
relacionado com a concentracdo total de proteina na fase liquida (Cy) e a concentracdo de
proteina dentro dos poros (C;).

A estimacdo do coeficiente de transferéncia de massa foi descrito por Geankoplis
(2003) para particulas pequenas, onde o primeiro termo é referente a difusdo molecular e o
segundo termo é referente as forcas gravitacionais:

2 1

ky =222 4 031 () * (*42)° (14)

em que D,p € a difusividade molecular, d é o diametro da particula, u € a viscosidade da
solucdo, p € a densidade da particular, Ap ¢ a diferenca entre a densidade da particular e a da
solucéo e g é a gravidade que é dada como constante.

A difusividade molecular do BSA e da lisozima foi estimada pela equacdo 15
(SKIDMORE; HORTSMANN; CHASE, 1990):

T
n(Ma)'73

Dyp = 9.4 x 10715 (15)

em que M, é a massa molecular da proteina e T é a temperatura absoluta. A difusividade
molecular e o coeficiente de transferéncia de massa no filme foram calculados e usados como
valores de entrada no modelo.

O simulador comercial gPROMS foi utilizado como ferramenta para resolver o
modelo matematica aplicado neste trabalho. O sistema matematico € composto de equacdes
diferenciais parciais e equacdes algébricas (DAE). Os dominios radiais sdo descritos
utilizando um método de colocacdo ortogonal de terceira ordem em elementos finitos
(OCFEM).

3.4 Resultados e discussao

3.4.1 CaracterizacOes

O difratograma de baixo angulo de SBA-F-TMB da Figura 13 exibe uma banda
larga com um maximo de cerca de 260 (°) = 1,3, este valor pode ser atribuido a reflexdo D100

0 que sugere uma ordenacdo de longo alcance atestando a mesoporosidade do adsorvente.
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Para este material mesoporoso sintetizado com fluoreto, a presenca de fluoreto limita o
crescimento e a agregacdo dos mesocanais, desta forma desenvolve materiais com um
comprimento menor de poros e uma ordem de longo alcance também menor, o que é indicado
pela diminuicdo drastica do pico de reflexdo (100) e diminuicdo de outros picos
caracteristicos do material como (110) e (200) (LETTOW et al., 2000).

Figura 13 — Difratograma de raio-x em baixo angulo para SBA-F-TMB

(100)

Intensidade (a.u.)

26 (%)

Fonte: Autora (2016).

As frequéncias de vibracao e seus respectivos papéis no quadro de silica porosa
foram investigadas por espectros FTIR na faixa de 4000-400 cm™ (Figura 14).

Figura 14 — Espectros FTIR para SBA-F-TMB

(3740)

J\"“’JW

(1160)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm’)

Fonte: Autora (2016).
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Os espectros FTIR para a amostra é tipicamente dominada pelo Si-O-Si
assimétrica alongamento em 1054 cm™ com um ombro a 1160 cm™, revelando a existéncia de
uma rede de silica densa, onde os a&tomos de oxigénio desempenham o papel das pontes entre
dois locais de silica. As vibracdes que ocorrem estiramento simétrico em 805 cm™ foram
designadas para 0 modo de flex&o Si-O-Si. A banda a 960 cm™ pode ser atribuida ao Si-O no
plano vibragdes de alongamento de grupos silanol (Si-OH) gerado pela presenca de locais de
defeito. As bandas de largura no intervalo de 3740-3415 cm™ foram atribuidas & sobreposicéo
do O-H no alongamento das bandas de moléculas de agua ligadas por hidrogénio (H-O-H) e
SiO-H o modo de hidrogénio de silanol da superficie de alongamento ligado a agua molecular
(Si0-O - H,0). A banda acentuada localizado em 3700 cm™ pode ser atribuida ao
estiramento simétrico do modo de vibracdo O-H a partir de grupos silanol isolados terminais
(VILARRASA-GARCIA et al., 2014).

De acordo com a investigacdo anteriormente realizada em Santos et al. (2016), a
adicdo de espécies de flior no procedimento sintético limita o crescimento dos meso canais
gue minimizar os problemas difusionais, bem como provoca uma mudanca do ciclo de
histerese para uma pressdo mais elevada em relacdo juntamente com uma diminuicdo da area
da superficie e o volume de microporos. As isotermas de silicas sintetizados com TMB e
floreto de amdnia (NH4F) assumem a forma tipo Il, em vez do tipo IV tipico do SBA-15, 0
que confirma a perda da estrutura hexagonal evoluindo para uma estrutura de MCF

(mesostructured cellular foam) como ilustrado na Figura 15.

Figura 15 — Isoterma de adsorcdo/dessorcdo de N, a 77 K para 0 SBA-15
F-TMB
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Além disso, a incorporacdo de um agente de expansdo de poros tal como TMB
leva a um laco de histerese no lugar de mais elevada pressao relativa (P/P,) que confirma um
aumento do volume de poros em comparacdo com outros SBA-15 como em Santos et al.
(2016), onde o0 SBA-15 obtido possuia 16,7 nm de didametro de poro e volume de poro 1,65, ja
o material deste trabalho sintetizado com TMB possui area superficial de 373,17m2/g, volume
de poro de 2,52 cm?3/g e didametro de 27 nm, o material sintetizado pode ser comparado com
outros materiais como na Tabela 6 onde é possivel observar 0 aumento do volume de poros

em relacdo a outras materiais.

Tabela 6 — Propriedades texturais de materiais mesoporosos

Amostras SBET[m#g] VP[cm3g] DJ[nm] Referéncias
SBA-F-TMB 373,17 2,52 27,0 Neste trabalho
SBA-15 HD** 609 1,65 16,7 Santos et al. (2013)
SBA-15 TMB 579 2,13 11,7 Santos et al. (2013)
MCF-1* 647 1,7 39,2 Kim et al. (2012)

* mesostructured cellular foam
** SBA-15 sintetizado pelo método hidrotérmico sem TMB
Fonte: Autora (2016).

3.4.2 Ensaios de Adsorcao

A adsorcdo das biomoléculas BSA e LYZ em silica mesoporosa do tipo SBA-15

foi investigada em diferentes valores de pH e os resultados estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Adsorcdo em SBA-15- F-TMB (a) de LYZ (b) de BSA sob
influéncia de diferentes sistemas tamponantes, tempo de contato 2h,
massa de adsorvente 15mg
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Fonte: Autora (2016).
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Um importante pardmetro que afeta tanto a adsor¢do quanto a liberacdo de
proteinas em um suporte é o pH da solugdo em que ocorre a adsor¢do. Para investigar esse
parametro, da influéncia de pH na adsorcdo de LYZ e BSA em SBA-15 modificado com
TMB e NH4F, experimentos foram realizados variando o pH em uma faixa que contenha o
ponto isoelétrico (pl) da biomolécula. E possivel observar nos resultados apresentados na
Figura 16 que a adsorc¢do das proteinas ocorre de forma significativa no pl (pH em que a carga
liquida da proteina é zero) sendo pH = 4,8 usando o tampdo acetato de sodio 50 mM para a
BSA e pH = 10,7 usando o tampéo bicarbonato de s6dio 50 mM para a LYZ. Isso permite
uma modulagdo do desempenho global do processo de adsor¢do, ou seja, condigOes
experimentais adequadas para adsorcdo e liberacdo de proteinas, podendo ser reproduzidas.

No ponto isoelétrico da proteina ha reducdo das repulsdes entre as moléculas de
proteina devido aos residuos das sequéncias de aminoacidos com carga semelhante ser
minima, o que ajuda na deposic¢do mais proxima da superficie do adsorvente do que em outros
pH’s, assim uma superficie menor é requerida para cada molécula de proteina, aumentando a
quantidade de proteina adsorvida por area de adsorvente (SANG; VINU; COPPENS, 2011).

Neste sentido, Bhattacharyya et al. (2010) reportaram similar comportamento na
adsorcdo da lisozima (LYZ) proximo ao seu ponto isoelétrico em silica mesoporosa do tipo
SBA-15 afirmando que a utilizagdo do valor pl =11 prejudica o processo de adsorcdo pois a
silica se tornar soltvel em altos valores de pH. Também na literatura é reportada a adsorcéo
de proteinas em seus pontos isoelétricos onde ocorre uma interacdo hidrofilica entre a proteina
e a SBA-15 devido a presenca de grupos hidroxilas na superficie da silica e os grupos
funcionais da proteina (SANTOS et al., 2013).

Os experimentos seguintes (cinéticas e isotermas) entdo foram realizados nas
melhores condicOes de pH estabelecidas no experimento de influencia de pH, ou seja, tampéo
acetato de sédio 50mM a pH 4,8 para a BSA e tampédo Tris HCI 50mM a pH 10 paraa LYZ,
devido a possibilidade de solubilizacdo da silica a pH 10,7 como reportado anteriormente.
Para a lisozima (LYZ) teremos tanto a superficie do adsorvente quanto a da proteina com
cargas favorecendo interacOes eletrostaticas e forgas mais fracas do tipo Van Der Waals. As
cinéticas sdo apresentadas nas Figuras 17 e 18 mostrando que ambas as proteinas alcangcam o
equilibrio, em torno de 120 min. Comportamentos diferentes nos resultados sé@o observados

para cada proteina quando ha adi¢do de NaCl no meio em que ocorre a adsorcao.
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Figura 17 — Cinética de adsorcdo de BSA em SBA-15 - F-TMB no
tampdo acetato pH 4,8, concentragdo de BSA 3 mg/mL com 0,0M NaCl
(w), 0,2M NaCl (®), 0,4M NaCl () e 0,7M NaCl (v), massa de
adsorvente 15 mg
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Fonte: Autora (2016).

Figura 18 — Cinética de adsorcdo de LYZ em SBA-15-F-TMB no tampéo
tris HCI pH 10, concentracdo de LYZ 3 mg/mL com 0,0M NaCl (m),
0,2M NacCl (), 0,4M NaCl (») e 0,7M NaCl (v), massa de adsorvente
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Fonte: Autora (2016).

E reportado na literatura Sang, Vinu e Coppens (2011), que LYZ tem alta
estabilidade interna (capacidade de manter a estrutura), sendo conhecida como ‘“hard”

proteina, sua quantidade adsorvida € pequena em superficie hidrofilicas, a menos que exista
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atracdo eletrostatica. A proteina BSA ¢ de baixa estabilidade interna, sendo chamada “soft”,
tende a adsorver em toda a superficie independente da interacdo eletrostatica devido a um
ganho de entropia conformacional resultante da adsorcao.

Adsorcao de LYZ é fortemente afetada pela forca idnica, este efeito se origina a
partir da diferenca estrutural da proteina em diferentes solucBes salinas como observado
nas figuras de cinéticas que ao aumentar a quantidade de sal presente no meio, menor € a
capacidade de adsorcdo da proteina para uma mesma concentracdo inicial de proteina
(3 mg/mL).

As isotermas de adsorcdo para BSA e LYZ sdo apresentadas nas figuras 19 e 20 e
nas tabelas 7 e 8. O modelo para isotermas de Langmuir foi utilizado para modelagem dos
dados experimentais usando algoritmo ndo linear (Origin 6.0 — Originlab.Corp.) com valores
de R2 muito proximos da unidade para ambas as biomoléculas. O modelo empregado mostrou
valores similares de gmax para a proteina BSA em todas as concentracdes de sal utilizadas com
valores de 410 mg/g em média. Para a LYZ os valores encontrados diminuem com a adigdo
de sal no meio e para altas concentracfes de proteina e altas concentracdes de sal € observado
o fendmeno de “salting-out”, ou seja, precipita¢do pela diminui¢do da solubilidade da proteina

ocasionada pela dissolucdo do sal (SCOPES, 1994).

Figura 19 — Isoterma de adsorcédo de BSA em SBA-F-TMB no tampéo
acetato de sodio pH 4,8 com 0,0M NacCl (=), 0,1M NaCl (e), 0,2M NacCl
(<), 0,4M de NaCl (4), 0,7M de NaCl (v) e 1,0M de NaCl (¢)
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Fonte: Autora (2016).
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Tabela 7 — Parametros do modelo de Langmuir para a BSA
Modelo Langmuir Isotermas com BSA

Parametros —5\rNaCl 0.1M NaCl 0,.2M NaCl 0.4M NaCl 0,7M NaCl 1,0M NaCl
0m(Mg/g) 403,63 41823 42039 387,31 40391 42317
Erro (+) 21,61 11,66 12,80 22,64 18,03 421

Ky (L/mg) 20,88 34,03 12,86 8,63 10,89 13,54
Erro (+) 9.15 7.63 2,80 3,47 3,43 0,92

R? 0,944 0,983 0,084 0,048 0,967 0,998
2 167927 518,46 49032 131805 92021 52,435

Fonte: Autora (2016).

Figura 20 — Isoterma de adsor¢do de LYZ em SBA-15-F-TMB no
tampdo Tris HCI pH 10 com 0,0M NaCl (=), 0,21M NaCl (), 0,2M NaCl
(), 0,4M de NaCl (), 0,7M de NaCl (¢) e 1,0M de NaCl («)
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Fonte: Autora (2016).

Tabela 8 — Pardmetros do modelo de Langmuir paraa LYZ

Modelo Langmuir Isotermas com Lyz
OM NaCl 0,1M NaCl 0,2M NaCl 0,4M NaCl 0,7M NaCl 1,0M NaCl
dm (Ma/g) 677,93 672,46 669,13 524,87 90,38 162,97

Parametros

Erro (£) 16,10 14,28 28,68 77,93 3,91 10,46
Kq (L/mg) 0,018 0,144 0,378 1,067 0,516 0,844
Erro (+) 8,72 0,67 0,49 0,37 0,43 0,28
R2 0,981 0,997 0,983 0,954 0,991 0,991
2 131023 24554 961,23 120052 10,327 36,71

Fonte: Autora (2016).

Os resultados das isotermas confirmam o que ja havia sido observado
anteriormente nas cinéticas. Para a biomolécula LYZ, a solubilidade sofre interferéncia
pelas caracteristicas do solvente. A Figura 21 descreve como a solubilidade varia com a
concentracdo do agente precipitante e a concentracdo de proteina. A curva de solubilidade

é dividida em regiGes de insaturacdo e supersaturacdo. Cristais de proteina dissolvem-se
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na regido insaturada, em que a concentracdo esta abaixo da solubilidade da proteina e crescem
ou agregam-se na regido supersaturada. Na zona de nucleacdo ja pode ocorrer 0 aparecimento
de pequenas regides com arranjos de moléculas e proximo a precipitacdo, estruturas

desordenadas, como agregados ou precipitados podem se formar.

Figura 21 — llustragdo de um diagrama de fase mostrando a solubilidade
de uma proteina em solucdo em funcdo da concentracdo do agente
precipitante

A

Regiao de
precipitacédo

Regiao de
nucleacéo

Regido metaestavel

Curva de }‘
solubilidade

Concentracao de proteina

Concentracao de sal

Fonte: Ries-Kautt, Ducruix e Van Dorsselaer (1994).

Desta forma para a adsor¢do da Lisozima em altas concentracbes e elevada
concentracdo salina, os ifons salinos competem com 0s grupos polares da proteina pelas
moléculas de dgua e apds essa camada de hidratacdo ser parcialmente removida, as interacdes
proteina-proteina, com destaque para as interacdes hidrofobicas se tornam relevantes a
formacgdo de agregados insoluveis (SCOPES, 1994), ocorrendo uma reducdo brusca na
quantidade adsorvida na silica mesoporosa.

Este fenbmeno de precipitacdo ndo ocorre com a BSA, onde para a variagdo de sal
com o aumento da concentracdo de proteina ndo ha alteracdo no perfil das isotermas.
Comportamento semelhante ao desse trabalho foi reportado por Zhang et al. (2007) onde os
parametros de ajuste do estudo das interacbes da BSA com a varia¢do da concentracao de sal
indica que o potencial de atracdo causado por altas concentragdo de sal é fraco e nenhuma
ocorréncia de precipitacdo foi observada, podendo ser explicado pelo aumento da interacdo
repulsiva entre as moléculas da proteina através da formacdo de uma camada de hidratacdo

devido ao aumento da concentracgdo salina.
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3.4.3 Estimativa de Paréametros de Transporte de Massa

Yoshida, Yoshikawa e Kataoka (1994) e Maekawa, Nagai e Magara (2000)
estudaram o transporte paralelo de albumina de soro bovino (BSA) através das difusfes na
superficie e nos poros com base no pressuposto de que a concentracdo do soluto e as
difusividades nos poros e na superficie (D, e Ds) sdo constantes durante o processo de
adsorcdo. No presente trabalho, procuramos melhorar o estudo de difusdo com base em
resultados de cinética juntamente com a analise da difusdo nos poros, difusdo de superficie
através do modelo de difusdo paralelo e com adi¢do de NaCl no meio. A adsor¢do de BSA e
LYZ é realizada para investigar a validade e utilidade deste modelo, e os coeficientes de
difusdo das proteinas como uma funcéo da concentracdo de proteina inicial serdo discutidos.

Para 0s ensaios cinéticos, o modelo de difusdo paralelo foi escolhido para
representar o sistema difusivo do sistema, tendo em vista que o modelo de difuséo paralelo
¢ uma combinacdo dos modelos de difusdo do poro e de difusdo de superficie, que
considera ambas as difusbes da proteinas no fluido dentro dos poros e na superficie da
parede do poro.

Os parametros de entrada estdo resumidos na Tabela 9. O coeficiente de
transferéncia de massa no filme foi obtido pela equacdo 15, a porosidade da particula foi
obtida em laboratério na Universidade Federal do Ceara e o pardmetro de diametro de
particula foi obtido de um trabalho anterior (SANTOS et al., 2013).

Tabela 9 — Parametros matematicos inseridos no modelo

Parametros SBA-15F
TMB
Porosidade da particula, €, 0,74
Densidade da particula, D, (g cm™) 1,55
Diametro de particula, d (um) 19,34
Coeficiente de difusdo molecular, DAB (cm? min™') — BSA 4,64-10°
Coeficiente de difusdo molecular, DAB (cm? min™) — LYS 8,22.10°
Coeficiente de transferéncia de massa no filme, k¢ (cm min™) — BSA 1,15-10*
Coeficiente de transferéncia de massa no filme, k; (cm min™) — LYS 1,83:10™

Fonte: Autora (2016).

Na Tabela 10, a seguir, pode-se observar o perfil cinético sem sal e os perfis
obtidos com as seguintes concentracOes salinas 0,4 e 0,7M apresentam fator de correlagéo
R2 com valores satisfatorios. O pardmetro de correlacdo foi obtido a partir da matriz
de covariancia (calculado automaticamente pelo gPROMS). Como Dp e Ds sdo ditos

independentes, é esperado que esse parametro informe valores proximos de zero.



Tabela 10 — Valores estimados obtidos pelo gPROMS da modelagem
cinética da BSA em SBA-15 F TMB nas diferentes concentracfes salinas

NaCl (M) Valor (sz.min'l) RZ
D, 2,03x10°

o0 Ds Desprezivel 0,9916
D, Desprezivel

o2 D, 6,56 x 10° 0,9121
D, 1,88x10°

o4 Ds Desprezivel 0,9952
D, 1,41x10°

o D; Desprezivel 0,9940

Fonte: Autora (2016).
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Para os varios Ds estimados (Figura 22), de um modo geral houve bom ajuste

das cinéticas experimentais que foram obtidas para pH de valor 4,8 e forcas idnicas

correspondentes entre 0,0 a 0,7 M. E interessante notar que, para determinada cinética

(concentracdo salina 0,2M), a difusividade ndo pdde ser determinada de forma conclusiva.

No que diz respeito a dependéncia da forca idnica, o declive das curvas de todos os valores de

difusividade estimados mostrou uma concordancia razoavel até uma forca iénica de cerca de

0,7 M. Para forgas i6nicas entre 0,1 e 0,7 M, o modelo foi capaz de reproduzir o diminuigédo

acentuada da difusividade no poro com o aumento forca ionica.

Figura 22 — Modelagem dos perfis cinéticos da BSA para diferentes
valores da forca i6nica. Concentracdo inicial da proteina foi de 3 mg/mL
para todos 0s experimentos
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Como podemos observar na Tabela 11 o perfil cinético sem sal dentre os perfis
obtidos foi o0 que apresentou fator de correlacdo R2 satisfatdrio em relacdo aos demais. Para 0s
varios Ds estimados (Figura 23), de um modo geral ndo ocorreu bom ajuste das cinéticas
experimentais que foram obtidas para pH de valor 10 e forcas i6nicas correspondentes entre
0,0 a 0,7 M. Assim para as forcas ionicas entre 0,1 e 0,7 M, o modelo ndo foi capaz de
reproduzir e estimar de forma adequada os parametros para a difusividade no poro com o
aumento da forca ibnica.

Tabela 11 — Valores estimados obtidos pelo gPROMS da modelagem
cinética da LYS em SBA-15 F TMB nas diferentes concentracdes salinas

NaCl (M) Valor (cm°.min™) R’

00 o Seopeive 09514
0,2* IIID): ééi?)r)ézli?/:l 0.8577
04" o Seaprive 05094
07 o Seapive 08132

Fonte: Autora (2016).

Figura 23 — Modelagem dos perfis cinéticos para a LYS em diferentes
valores da forca idnica (concentracdo inicial da proteina foi de 3 mg.mL™
para todos 0s experimentos)
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Na literatura, temos trabalhos que utilizam modelos de difusdo para avaliar os
parametros de BSA em suporte mesoporoso do tipo SBA-15. Alguns trabalhos, como o de
Lu, Song e He (2011) explanam sobre o efeito do tamanho de poros da SBA-15 na difusdo
intraparticular da lipase pancreética suina. Os autores mostraram que o coeficiente de difusdo
do poro aumenta gradualmente de 8,52x10® para 3,73x10°® cm?min™ quando o raio é
aumentado de 5nma 9,7 nm.

Para 0 nosso trabalho, por exemplo, a difusividade efetiva da BSA (com
concentracéo inicial de 3 mg-mL™) foi encontrada com valor de 2,0x10° a 1,4x10® cm®min™
que decresce com 0 aumento da concentracao de sal.

Para a lisozima ndo foi encontrado comportamento que possa ser correlacionado,
pois os valores obtidos ndo possuem valor estatistico. Desta forma, faz-se necessaria a
mudanca do modelo utilizado ou a obtencdo de mais pontos de cinética para um tempo

inferior 10 minutos e assim estimar parametros iniciais de difusividade.
3.5 Concluséo

A SBA-F-TMB foi sintetizada pelo método hidrotérmico com a adicdo de um
agente expansor de poros TMB, para este material obtivemos area superficial de 373,17 m2/g,
volume de poro de 2,52 cm®/g e diametro de 27 nm, assim o material obtido possui
propriedades texturais e estrutura caracteristicas de um adsorvente de silica mesoporosa.

Os experimentos em batelada para avaliacdo da influéncia do pH e da
concentracdo de sal mostraram que, para a adicdo de sal no meio, ndo ha variacdo na
guantidade adsorvida da biomolécula (BSA), esta adsorve em toda a superficie
independente da interacdo eletrostatica devido a um ganho de entropia conformacional
(FERREIRA, 2009).

Ja para a LYS os valores encontrados diminuem com a adi¢cdo de sal no meio
onde ¢ observado o fendmeno de “salting-out”, ou seja, precipitagdo pela diminui¢do da
solubilidade da proteina ocasionada pela dissolugéo do sal.

Os estudos de cinéticas mostraram que o sistema alcanca o equilibrio em torno de
60 minutos para ambas as biomoléculas e as isotermas de adsorcéo foram descritas utilizando
0 modelo de Langmuir de forma satisfatoria com capacidade méxima de adsor¢do de
197,8 mg/g para BSA e 346,54 mg/g paraa LYS.

A modelagem do processo iniciou um estudo sobre a difusividade do meio onde

ha variacdo da concentracdo salina. Este estudo mostra uma diminui¢do da difusividade de
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acordo com o aumento da concentracdo salina, assim temos no meio um aumento de forgas
eletrostaticas entre o adsorvente e proteina.

Observa-se que o material SBA-15 permite o entendimento da adsorcdo de
biomoléculas em meio salino, porém se faz necessario um maior estudo das forcas

coulombianas na adsorgdo das biomoléculas em silica mesoporosa.
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4 CONCLUSAO GERAL

O objetivo deste trabalho foi alcancado ao sintetizar e caracterizar hidroxidos
duplos lamelares através dos métodos de difracdo de raio X, espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier e adsor¢do de nitrogénio a -196°C com dois diferentes metais
(zinco e magnésio) para avaliar a capacidade de adsorcdo de aloumina de soro bovino (BSA)
em sistema batelada e continuo demonstrando potencial de adsorcdo de biomoléculas
nanométricas na superficie deste material devido as dimensdes obtidas dos cristais de
hidréxidos duplos lamelares em comparacdo ao tamanho da biomolécula BSA.

Também foi realizada a sintese e caracterizacdo de peneiras mesoporosas de silica
a partir de agentes direcionadores de mudancas das caracteristicas tipicas do material SBA-15,
que em sinteses convencionais possuem distinto ordenamento de poro e estrutura. Visando
estudar a influéncia da expansdo do tamanho dos poros e encurtamento dos canais dois
proteinas de tamanhos distintos foram utilizadas, a lisozima adsorve mais na silica do que a
albumina de soro bovino, pois a mesma é relativamente pequena, empacotando-se melhor nos
canais do material sintetizado. Avaliou-se também a influéncia da concentracdo salina na
adsorcdo de albumina de soro bovino (BSA), lisozima (LYS) constatando a ocorréncia do
fendmeno de “salting-out” para a adsorcdo de lisozima e que ambas as proteinas adsorvem
também no poro do material, ndo somente na superficie como para os hidroxidos duplos

lamelares gerando quantidades adsorvidas cinco vezes maiores.

4.1 SugestOes para trabalhos futuros

e Com o objetivo de se determinar com maior precisdo a como as biomoléculas
efetivamente estdo se ligando aos adsorventes e estabelecer com mais
refinamento a natureza das ligacbes que estdo ocorrendo, recomenda-se
caracterizar 0s suportes mesoporosos apos processo de adsorcdo por técnicas
como Fluorescéncia de Raios-X (FRX), Espectroscopia no infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e Eletroforese.

e Realizar ensaios de adsor¢cdo com em leito fixo também para o material de
silica mesoporosa a fim de avaliar sua capacidade de adsorcéo e dessor¢ao em
sistema continuo.

e Aplicar um modelo dos dados obtidos com adigdo de cloreto de so6dio ao meio,

em que se considere as forgas ionicas relevantes para a adsorgao.
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