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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi sintetizar HDL e avaliar a adsorcéo das proteinas
IgG e HSA. O HDL foi sintetizado pelo método de co-precipitacdo a pH variavel com a
insercdo dos cétions metalicos Zn e Al na razdo molar 2:1. O material foi previamente
analisado para a determinacdo das caracteristicas quimicas e estruturais. Foram realizados
estudos em batelada utilizando tanques agitados para avaliar o efeito do pH, o tempo de
contato e a concentracdo inicial na adsorcdo das proteinas. De acordo com os resultados, a
adsorcdo da HSA ocorreu preferencialmente no pH 4,8 e da 1gG no pH 7,0. A fim de
favorecer a adsorcdo de 1gG, devido a sua maior importancia medicinal, utilizou-se o pH
7,0. O modelo de Langmuir se ajustou aos dados experimentais proporcionando 0s
parametros de equilibrio. As quantidades méaximas de adsorcéo foram em torno de 100,00
mg/g tanto na adsorcdo de IgG como na adsorcdo de HSA. O parametro Kp (constante de
dissociacao) foi na ordem de 107 indicando uma forte ligacéo entre HDL-proteina.

1. INTRODUCAO

Os HDLs sdo tipo de material em camadas, fazem parte de uma classe das argilas aniénicas
com estrutura de base de brucite (Mg (OH),) (Lv et al., 2012) como camadas, no qual alguns dos
cations bivalentes foram substituidos por cations trivalentes produzindo folhas carregadas
positivamente (Kuang et al., 2010; Xu et al., 2011). As identidades dos cations bivalentes e
trivalentes (M" e M"", respectivamente) e o anion intercalar (A™), em conjunto com o valor do
coeficiente estequiométrico (x), podem ser variadas dando origem a uma grande classe de
materiais isoestruturais (Roeffaers et al., 2006; Wang e Ohare, 2012). Devido a capacidade de
intercalacdo de uma ampla variedade de anions, moléculas organicas ou inorganicas, HDL’s tém
uma ampla gama de aplicagbes em processo de separa¢do (Zhang et al., 2013) no tratamento de
aguas (Wang e Gao, 2006; Gong et al., 2011; Forano, 2004), captura de CO, (Wang et al., 2013),
catalise (Wang et al., 2012), polimerizacdo fotoquimica e eletroquimica (Maretti et al., 2009;
Lonkar et al., 2010; Morimoto et al., 2011; Tanaka et al., 2011), magnetizacdo, polimero e
nanocomposito (Leroux, Illaik e Verney, 2009; Lv et al., 2009; Zhou et al., 2010; Herrero et al.,
2011; Tanaka et al., 2011; Zhao et al., 2011; Chiang, Chen e Wu, 2012; Li et al., 2012), ciéncias
biomedicas (Cao et al., 2011), liberacdo controlada de drogas (Zhang et al., 2010). As
necessidades recentes de isolamento e recupera¢do em grande escala de bioprodutos resultantes
da industria biotecnoldgica, como € o caso das proteinas por suas propriedades enzimaticas e



terapéuticas, tém-se buscado inovacdes importantes nas operagdes unitarias necessarias para 0s
esquemas de tratamento e purificacdo de proteinas, envolvendo em geral, uma sequencia
extensiva de etapas, 0 que acarreta custos elevados.

Devido a grande aplicabilidade desse material bem como a escassez de publicagdes sobre o
uso do HDL para adsorcao de proteinas, esse trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar
o HDL (Zn/Al). Além de realizar estudos do pH, cinética e isoterma de adsor¢cdo com as
proteinas padrdo HSA e IgG em batelada.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material

2.1.1 Reagentes: Albumina do Soro Humano (HSA) e as Imunoglobulinas do isotipo G
(IgG) foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Os outros reagentes utilizados foram todos de
grau analitico e para a preparacdo de todas as solucbes utilizou-se a agua ultrapura MiliQ
(Milipore, EUA).

2.2. Sintese do HDL

O HDL (Zn/Al) 2:1 foi preparado pelo método de co-precipitagdo a pH variavel, seguido
por tratamento hidrotérmico a 80 °C. A fase ([ZnAl,(OH)16]CO3. 4H,0) foi preparada através da
obtencdo de uma solugéo aquosa de 0,0614 mol de ZnCl, e 0,0307 mol de AI(NO3);.9H,0 para
uma razao molar 2:1, as quais foram adicionadas gota a gota a 100 mL de uma solucdo aquosa
contendo 0,153 mol de NaHCO3 a 60 °C, sob vigorosa agitacdo. O material cristalino foi, em
seguida, recuperado por filtracdo, lavado com agua deionizada e finalmente seco a 80 ° C por 96
h. O material obtido ndo foi calcinado.

2.3. Caracterizacdo Quimica e Estrutural

Inicialmente, o material foi caracterizado quanto ao phzpc. Conforme Orféo et al. (2006),
para determinacdo do Ponto de Carga Zero (ZPC) de um sélido, 50 ml de solucGes de 0,01 N de
NaCl deve ser preparados e adicionado em uma série de becker de 100 mL. Em seguida, 0s seus
valores de pH foram ajustados na faixa entre 2 e 12, utilizando solu¢do de NaOH e de HCI 0,01
N. O pH inicial das solu¢bes foram medidos com o medidor de pH (Digimed-Brasil) e anotada
como pHiniciai para em seguida colocar em contato com 0,15 g de HDL Zn/Al (2:1). O pH da
solugdo foi medido apos 48 h e anotada como pHsina, €m seguida, plotou-se um grafico em
funcéo do pHinicial Versus a diferenca do pHinicial € PHinal-

O material também foi caracterizado quanto ao espectro da Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) a fim de identificar os grupos caracteristicos do HDL. Foi
utilizado o espectrometro do modelo Shimadzu 8500, disponivel no Departamento de Quimica
Inorganica e Organica da Universidade Federal do Ceara, Laboratorio de Bioinorganica. Os
espectros de FTIR foram obtidos utilizando pastilhas de 1% em KBr, o qual foi previamente seco



em estufa Tecnal TE-394/2 a 150 °C e resfriado em dessecador até a temperatura ambiente. O
adsorvente em forma de p6 e o KBr foram macerados em amofariz de &gata, para completa
homogeneizacdo. Em seguida, o material foi prensado em uma prensa hidradlica e analisado no
FTIR. Para a determinac&o da distribuicdo do tamanho de particula dos materiais foi utilizado um
equipamento de analise por espalhamento de laser tipo Hydro 2000MU, modelo Mastersizer
(Malvern Instruments) com faixa de medida de 0,020 a 2000 um. A amostra de HDL obtida
também foi caracterizada por difracdo de raios-X em um difratometro Philips X’Pert X-ray
Diffraction System com tubo de cobre CuKa ( A= 0,1542nm) operando com uma voltagem de 40
kV e uma corrente de 40 mA (Departamento de Quimica da UMA)).

2.4. Métodos

2.2.1 Efeito do pH e cinética de adsorcdo: Os ensaios de adsor¢do foram realizados em
duplicata, em um sistema de agitacdo rotatério (TECNAL, modelo TE-165) a 18 rpm e
temperatura de 22 °C. Foram adicionados 15 mg de HDL em tubos de acrilico juntamente com 3
mL da solugdo de proteina (IgG ou HSA). A faixa de pH estudada foi de 4,0 a 8,0 e foram
utilizados os tampdes acetato e fosfato de sdédio 25 mM. O sistema permaneceu sob agitacao
constante (18 rpm) durante o periodo de duas horas. Para a cinética de adsorcdo foram utilizadas
duas concentraces (1,0 e 2,0 mg/mL) de IgG ou HSA e o tempo de analise variou-se de 5 a 180
min. Em seguida, as amostras foram coletadas e centrifugadas em microcentrifuga (CT-15000R
CIENTEC) por 10 min com rotac¢do igual a 10000 rpm e a absorbéancia foi lida para cada amostra.
Os valores foram convertidos para concentracao a partir de uma curva de calibragdo previamente
obtida. A quantidade de proteina adsorvida foi calculada por meio de um balanco de massa,
sendo a equacéo 1 descrita a seguir:
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em que q é a quantidade de proteina adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), Ceo é a
concentracdo de proteina na fase liquida (mg/mL) em equilibrio com ¢, Co é a concentracdo
inicial de proteina na fase liquida (mg/mL), mays € @ massa de HDL (g) e Vso. é 0 volume da
solugéo (mL) para o contato com o HDL.

2.2.2 Isotermas de adsorcdo: As concentracdes de proteinas utilizadas nos experimentos
variaram de 0,5 a 7,0 mg/mL. O modelo de Langmuir (Equacéo 2) foi utilizado para ajustar aos
dados experimentais. As constantes da quantidade maxima de adsorcédo (gn) e da constante de
dissociacdo (Kp) sdo os pardmetros mais importantes a serem discutidos.

q= queq
Kp +Cq ?)



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas Quimicas e Estruturais

O processo de sintese por co-precipitacdo a pH variavel proporcionou a obtencédo de cristais
e um particulado de HDL Zn/Al com um diametro médio de 30,7 pum, evidenciando uma alto
propensdo a material cristalino. O ponto de carga zero foi determinado pelo método do pH
diferencial apds adsorcdo de um eletrélito. Valores de pH superiores ao pHzpc a superficie esta
carregada negativamente e a adsorcao de cations é favorecida. Para valores de pH inferiores ao
pHzpc a superficie se apresenta carregada positivamente e, nesse caso, a adsorcdo de anions é
favorecida como discutido por Al-Degs et al. (2000) e Al-Degs et al. (2008). Nesse trabalho o
pHzpc do HDL foi no pH 6,0 (dados néo apresentados).

A Figura 1 apresenta os difratogramas de RX obtidos para o material antes e apds o
processo de adsor¢do das proteinas HSA e IgG. Os difratogramas do material puro exibem
reflexdes de material do tipo HDL com uma série de picos de intensidade caracteristicos de
material cristalino. Nos demais picos apresentados nos difratogramas apds o processo de
adsorcéo € possivel observar um alargamento representativa nas intensidades devido a possivel
assimilacdo das biomoléculas.

Para os espectros FTIR das amostras HDL Zn/Al e HDL Zn/Al-1gG apresentados na Figura
2 pode-se observar uma banda intensa em cerca de 3451 cm™ o que é atribuida ao grupamento
OH" que ocorre devido a vibracdo de alongamento de tais grupos moleculares e pela juncéo dos
grupos hidroxilo e 4gua carcteristicos de camadas da brucita. O ombro em torno de 3000 cm™ é
atribuido a ligacdes de hidrogénio entre agua interlamelar e CO5>. A sequéncia de vibragdo que
se move entre 1480 cm™ até uma diminuicdo do nimero de onda de até 1363 cm™ refere-se ao
alongamento do grupo molecular COs%, seguido pela absorcdo a 1318 e 955 cm™ corresponde ao
modo de deformacéo de Al-OH e Zn-OH, respectivamente. Duas bandas, cerca de 551 e 766 cm™
foram atribuidos ao modo de traducdo de Al-OH. Estas bandas confirmam a formacéo da rede do
HDL caracteristico, enquanto que aqueles a 430 cm™ foram devida ao modo de deformacdo OH-
Al-Zn-OH, seguido por outras vibra¢fes de menor intensidade. Uma forte interagdo da molécula
de IgG pode ter ocorrido, quando se observa uma alteracdo na transmitancia do material a 1400 e
900 cm™ apds o processo de purificacdo da biomolécula. Isso ocorre devido principalmente &
presenca de uma grande quantidade de anions carbonato e moléculas de agua no interior das
lamelas que pode interagir por ligagdes de hidrogénio.
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Figura 1 - Difratogramas para o HDL Figura 2 — Espectros de FTIR para HDL
Zn/AL antes e apds adssorcdo das Zn/Al e HDL Zn/Al-1gG: Linha negra (HDL
biomoléculas HSA e IgG; Pontos vermelhos Zn/Al); Linha vermelha (HDL Zn/Al-19G)

(HDL Zn/Al); Pontos verdes (HDL-IgG);
Pontos azuis (HDL-HSA).

3.2. Estudo do pH e da cinética de 1gG e HSA

O principal mecanismo de adsor¢cdo nos processos neste caso se deve as interagdes
eletrostaticas entre os elétrons deslocados nos planos superficiais do HDL e os electrons livres
das moléculas das proteinas, sendo principalmente responsaveis 0s grupos sulfonatados e
carboxilicos presentes nas proteinas. Porém no caso das biomoléculas e em especial proteinas o
pl deve-se ser levado em consideracdo, visto que a adsorcao ocorre preferencialmente no pl ou
em valores préximos ao pl. Neste caso o diferencial de cargas no meio pode promover interacoes
hidrofobicas e de hidrogénio.

A Figura 3 apresenta valores de quantidade adsorvida de 1gG e HSA em uma faixa de pH
de 4 a 8 utilizando dois tampdes, acetato (4,0-5,8) e fosfato de sodio (6,0-8,0). As proteinas
padrdo 1gG e HSA possuem pontos isoelétricos (pl) distintos. HSA possui pl 4,9, enquanto que a
IgG apresenta um pl variavel entre 6,3 a 9,0 (Bresolin et al., 2010). O ponto isoelétrico de uma
proteina representa o pH a qual ha um balanceamento igual das cargas da proteina. Pelo grafico
da Figura 3 verificou-se que a adsor¢do de HSA teve maior adsor¢éo no pH 4,8, com quantidade
adsortiva de 85,68 mg/g. Para a proteina IgG verificou-se que o pH 7,0 apresentou o maior valor
de quantidade adsorvida de 1gG, em torno de 82,99 mg g. Normalmente o pH de maior adsorc¢éo
ocorre no pl das proteinas ou proximo ao pl fato esse observado neste trabalho. Para os ensaios
posteriores escolheu-se trabalhar no pH 7,0 para priorizar a adsor¢édo da IgG em relagéo a HSA.

As curvas de cinetica de adsor¢do sdo necessarias para interpretar como ocorre a adsor¢éo
com o tempo e definir o tempo de equilibrio. Foram utilizadas duas concentra¢Ges (1,0 e 2,0
mg/mL de) distintas de IgG ou HSA para acompanhar a cinética com cada uma das proteinas
(IgG e HSA) no tampéo fosfato de sodio 25 mM (pH 7,0). Pela cinética de adsorcéo (Figura 4)



constatou-se que HSA possui perfis similares nas duas concentracfes com baixa adsorcéo por
essa proteina. Observou-se que para as curvas de IgG ocorreu um declinio maior indicando que a
IgG foi adsorvida em maior quantidade nas mesmas condi¢des da HSA. O tempo de equilibrio foi
de aproximadamente 2,0 h de contato.
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Figura 3 — Efeito da variag&o do pH de
4,0 a 8,0 nos tampdes acetato e fosfato de _ o
sodio na adsor¢éo de IgG (cinza) e HSA Figura 4 — Cinética da adsorcdo de 1gG
(preta) em HDL Zn/All. (1,0 mg/mL (o) e 2,0 mg/mL (o)) e HSA
(1,0 mg/mL (#) e 2,0 mg/mL (A)) em HDL
Zn/Al.

3.3. Isotermas de adsorc¢ao de I1gG e HSA

De acordo com a Figura 5 verificou-se que para a IgG em baixas concentra¢des a adsor¢ao
atingiu altos valores de quantidade adsorvida e pouco se alterou com o0 aumento da concentragdo
de 1gG. O comportamento para a isoterma de HSA foi diferente, tendo um aumento significativo
de adsorcdo de HSA em concentragdes elevadas se aproximando a isoterma de 1gG. O modelo de
Langmuir é muito utilizado nesses sistemas de adsor¢do para encontrar os parametros de ajuste e
para esse trabalho foi bem ajustado por esse modelo. Os parametros de ajuste estdo apresentados
na Tabela 1. As quantidades maximas adsorvidas foram préximas para ambas as proteinas, no
valor de 109,0 e 101,1 mg/g, respectivamente para IgG e HSA. Outro parametro relevante foi o
Kp onde avalia qudo forte é a ligagcdo entre a proteina e 0 adsorvente e quanto menor o valor
desta constante maior a interagdo entre proteina-adsorvente. Os valores de Kp foram 1,1 x 10° e
3,74 x 10 M, respectivamente na adsorcdo de 1gG e HSA. O Kp para IgG foi inferior ao da HSA
indicando que o HDL foi mais seletivo para 1gG, pois a ligagdo HDL-IgG foi mais forte quando
comparado a ligacdo entre HDL-HSA.
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Figura 5 - Isoterma de adsorgéo com as
proteinas IgG (A) e HSA (o) em HDL
Zn/Al.

4. CONCLUSAO

A partir das andlises para caracterizagcGes quimicas e texturais confirmou-se que o material
apresentou caracteristicas de um HDL tipico. Conclui-se também nesse trabalho que as proteinas
do soro humano IgG e HSA foram adsorvidas no HDL Zn/AL com elevada quantidade adsortiva.
A adsorcdo dessas proteinas foram influenciadas pela variagdo do pH e pelo pl caracteristica da
proteina. O modelo de Langmuir se ajustou aos dados experimentais proporcionando valores de
guantidades maximas adsorvidas para essas proteinas na ordem de 100 mg/g para HSA e IgG.
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