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RESUMO
ALVES, Marcia Regina Ribeiro. Separacdo da proteina albumina de soro bovino
utilizando hidroxiapatita e carvao ativo de babacu (Orbignya martiana). 2016. 108 f. Tese

(Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2016.

RESUMO

Atualmente observa-se um aumento do interesse no processo de separacdo de
proteinas individuais do soro de leite a partir de diferentes adsorventes devido a sua
aplicabilidade universal. A necessidade do uso de adsorventes com custos mais baixos na
producdo industrial tem sido importante para 0s processos de separacdo. A albumina de soro
bovino (BSA) é uma proteina presente no soro de leite bovino e tem sido estudada em funcéo
de suas qualidades funcionais e nutricionais para fins de aproveitamento biotecnoldgico. Este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar o processo de separacdo desta proteina
em diferentes pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0), concentracdes (0,0 a 7,0 mg g*) e concentracéo de
NaCl no processo adsortivo. Para a separacdo foram utilizados método de adsorcdo, com
utilizacdo de hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita sintética (HAS) e carvao ativo de
babacu (CAB). Inicialmente foram realizados estudos cinéticos dos modelos de Pseudo 12
ordem e Pseudo 22 ordem. Foi também realizada a eficiéncia do processo adsortivo. A
caracterizacdo foi feita através de andlises do potencial zeta nos adsorventes estudados. Para
as isotermas, foram realizados estudos de dados de equilibrio através de modelos de
Langmuir, Freundlich e Jovanovic. O efeito da concentracdo de NaCl, foi avaliado sem
utilizacéo do sal e a (1,0 mol L™) para o modelo de Langmuir. Os resultados cinéticos foi
melhor representado no modelo de Pseudo 22 ordem com caracteristicas de quimissor¢do. A
eficiéncia foi mais satisfatéria em pH 4,0 para HA com 74,3 %, HAS com 68,7 %, e CAB
sendo obtido 37,3%. As cargas obtidas de potencial zeta variaram entre (-6,6 e -42,8mV). Os
resultados para o pH 4,0 foram melhores, sendo que, a capacidade méxima de adsor¢éo (Qm):
Om = 85,53 mg g™, 68,96 mg g™ e 36,18 mg g™ para a HA, HAS e CAB, respectivamente.
Para os trés adsorventes foi observado que o gm de BSA diminuiu com o aumento da
concentracdo de NaCl. Para os pH (4,0; 6,0 e 7,0) 0 (gm) diminuiu a medida que o pH
aumentou indicando que ligacOes eletrostaticas e grupos funcionais da superficie dos
adsorventes contribuiram para essa a reducgdo, sobretudo para 0 CAB foi encontrada diferenca
estatistica significativa (p<0.05).

Palavras-Chave: Adsor¢do, Albumina de soro bovino, Hidroxiapatita, Babacu, Potencial zeta
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ABSTRACT

ALVES, Marcia Regina Ribeiro. The process of separating bovine serum albumin using
hydroxyapatite and active babassu coal (Orbignya martiana). 2016. 108 f. Tese

(Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2016.
ABSTRACT

Currently there has been an increased interest in the separation process of the individual whey
proteins from different adsorbents, this is due to its universal applicability. The need to use
adsorbents with lower costs in industrial production has been important for the separation
process. The bovine serum albumin (BSA) is a protein present in bovine milk whey and has
been studied as a function of their functional and nutritional qualities for biotechnological
utilization purposes. This work was developed to study the process of separation of this
protein at different pH (4.0 to 7.0), concentrations (0.0 to 7.0 mg g™*) and NaCl concentration
in the adsorptive process. For separation were used adsorption method, using commercial
hydroxyapatite (HA), synthetic hydroxyapatite (SAH) and activated carbon babassu (CAB).
Initially it was performed kinetic studies of Pseudo 1st order models and Pseudo 2nd order.
adsorptive efficiency of the process was also carried out. The characterization was done by
analysis of the zeta potential of the adsorbents studied. For isotherms, equilibrium data were
performed studies using Langmuir, Freundlich and Jovanovic. The effect of NaCl
concentration was evaluated without the use of salt and (1.0 mol L™) to the Langmuir model.
The kinetic results were better represented in the Pseudo 2nd order model with chemisorption
characteristics. The efficiency was improved at pH 4.0 for HA with (74.3%), with
hypertension (68.7%) and CAB are obtained (37.3%). The fillers obtained from zeta potential
ranging from (-6.6 and -42,8mV). The results for pH 4.0 were better, and the maximum
adsorption capacity (qm): gm = 85.53 mg g g™ 68.96 mg and 36.18 mg g* for HA, HAS and
CAB respectively. For the three adsorbents noted that (qn) BSA decreased with increasing
NaCl concentration. For the pH (4,0; 6,0 and 7,0), It was observed that the (qm) decreased as
the pH increased indicating that electrostatic bonds and functional groups on the surface of
adsorbents contributed to this reduction, particularly for the CAB, for a statistically significant

difference was found (p<0.05).

Keywords: Adsorption, Bovine Serum Albumin, Hydroxyapatite, babassu, zeta potential
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INTRODUCAO

A producdo mundial de soro de leite foi estimada em 190 milhdes de toneladas ao
ano (CUNHA, 2012). As proteinas de soro movimentam anualmente cerca de US$ 3,8 bilhGes
(CARVALHO, et al., 2013). Apesar disso, no Brasil o soro de leite ainda é considerado um
subproduto da inddstria de laticinio, sendo também subutilizado, tendo baixo valor econdmico
devido ao seu descarte inadequadao (alimentacdo de suinos e efluentes), apesar de ser
considerada uma importante fonte de proteinas com elevado valor nutricional e
biotecnologico (ALBREHT; VOVK, 2012; BESSELINK, et al., 2015). Em funcéo disso,
estudos tém sido realizados com o intuito do aproveitamento de soro com alto valor agregado.
O subproduto (soro) pode ser recuperado para uso em diversas industrias (ALBREHT,;
VOVK, 2012; CAO, et al., 2012; SMITHERS, 2008).

A albumina de soro bovino (BSA) apresenta baixo custo em relacdo a outras
proteinas, tem ampla disponibilidade, semelhanca estrutural e funcional com a albumina de
soro humano, com isso possibilitam diversas aplicacdes biotecnoldgicas (TSAI, et al., 2011).
Em funcdo destes aspectos, a separacdo de BSA é extremamente importante na area de
biotecnologia (KANDORI, et al., 2013; ZHAO, et al., 2009). O crescimento nesta area
proporcionou um aumento nas pesquisas de grande escala de processos de purificacdo de
proteinas com utilizacdo de diversos adsorventes. Estima-se que mais de 60% do custo total
de bioprocessos é devido a recuperacdo e purificagdo. Um dos principais desafios na
separagdo de proteinas do soro de leite é a baixa concentracdo destas e, a complexidade do
soro. Em funcéo deste fato, desenvolvimento de métodos capazes de fracionar, sem modificar
as proteinas do soro pode contribuir para a recuperacdo desse importante nutriente
(CAPITANI, et al., 2005).

A adsorcdo é uma técnica amplamente utilizada para separacdo devido as suas
vantagens de operacgdo, além do baixo custo, tempo e eficiéncia e facilidade no processamento
(LI, et al., 2013). O uso de materiais alternativos como hidroxiapatita tem sido utilizado em
varios processos de adsorcdo (MAVROPOULQS, et al., 2011, SOUSA, et al., 2014), porém
poucos trabalhos sdo encontrados com carvéo ativo e as respectivas interagdes com proteinas
(EL’TEKOVA, et al., 2013; OLIVEIRA, et al., 2015; 014; PEREIRA, et al., 2014).

A hidroxiapatita € um adsorvente que apresenta férmula (Caio(PO4)s(OH),, €
considerada uma bioceramica bastante utilizada na separacdo de biomoleculas (ZHAO, et al.,
2009). E conhecida como fosfato de calcio alcalino sintético, estavel a uma larga faixa de pH
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e temperatura. Este adsorvente tem uma elevada afinidade com as proteinas (SHEN, et al.,
2008). Outro adsorvente utilizado, o carvdo de babagu (Orbignya martiana), é oriundo de
uma palmeira nativa da regido norte do Brasil, ocupando elevadas extensdes de terras com
coberturas florestais, sendo um recurso renovavel de imenso potencial energético (TOBASA,
2016). E um material carbonéaceo que pode ser utilizado no processo de separacio da proteina
(OLIVEIRA, et al., 2015).

No processo de separacdo alguns aspectos influenciam a adsorcdo das proteinas
como concentracdo, o pH da solucdo, interacbes entre as moléculas, além dos grupos
funcionais, por isso, estudos tém sido realizados nos ultimos anos com o intuito de examinar o
efeito de tais condi¢Bes experimentais sobre a adsor¢do de proteinas (OLIVEIRA, et al., 2015;
SHEN, et al., 2008). Estudos de interacdes entre superficies hidrofilicas, hidrofobicas além de
interacdes eletrostaticas, entre grupos com cargas que estdo disponiveis em uma solucédo
tampé&o foram realizados (MAVROPOULOS, et al., 2011; OLIVEIRA, et al., 2015; SWAIN;
SARKAR, 2013). Trabalhos com carvdo ativo de babagu foram realizados e mostraram as
interacdes entre grupos funcionais e proteinas, sendo verificada a retracdo da capacidade de
adsorcdo (PEREIRA, et al., 2014; OLIVEIRA, 2015). Porém, mais estudos sdo necessarios
para o melhor entendimento devido a grande complexidade e as interagdes dinamicas entre
proteina e a superficie do adsorvente (FONTAN, et al., 2013).

Neste trabalho, a BSA foi escolhida como um modelo de proteina porque ja é bem
utilizada em estudos de adsorc¢do, apresenta boa estabilidade, disponibilidade, elevada pureza
e solubilidade em &gua. A hidroxiapatita foi usada devido a alta afinidade com as proteinas,
além da pureza e disponibilidade do material adsorvente. O carvdo ativo de babacu foi
proposto também em funcdo da disponibilidade, possibilidade de agregar valor a um
subproduto, ja que é pouco utilizado. Durante a pesquisa, foi realizada a caracterizacdo
através do potencial zeta, onde foram verificadas as cargas na superficie dos adsorventes,
além disso, a taxa de equilibrio e de adsorcdo foi investigada, sendo analisado o
comportamento em funcdo das cargas da proteina e dos adsorventes.

Modelos de isotermas foram utilizadas para estudar o comportamento no
equilibrio de adsor¢do na auséncia e presenca de Cloreto de Sodio (NaCl). A adsorcdo foi

observada através de modelos cinéticos com métodos de regressdo nao-linear.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 SORO DE LEITE

Na industria de laticinios, a palavra soro é usada para definir o liquido esverdeado
que permanece em solucdo apos a precipitacdo das caseinas (formacéo de coalho) durante o
processamento do queijo. E uma substancia liquida aquosa obtida a partir do processo de
fabricacdo de queijos. O soro corresponde a 85-90% do volume de leite usado neste processo
conforme cita Albreht; Vovk, (2012), sendo considerado um subproduto do leite, aléem de ter
baixo valor econdémico devido a sua ma utilizag&o.

A producdo mundial de soro de leite foi estimada em 190 milhGes de toneladas ao
ano (CUNHA, 2012). A producdo anual média é de mais de 4 bilhdes de litros deste
subproduto no Brasil (ROSA, et al., 2015). No Tocantins a producdo do soro de leite é
estimada em 7.132,295 litros de soro, em funcdo quantidade e estimativa de producdo de
queijos nos 18 laticinios (ADAPEC, 2009). Estes dados imprecisos sobre a disponibilidade de
soro de leite no Brasil é confirmado em funcdo da quantidade de queijos produzidos em
pequenas empresas, que sem estruturas para processamento do soro, destinam o subproduto
derivado do queijo para alimentacdo animal e o excedente é descartado em rios, como
descreve o Instituto de Economia Agricola, (2013). O soro de leite apresenta grande
importancia, tanto em fungdo do elevado volume produzido, quanto a sua rica composi¢ao
nutricional. Estudos tém sido realizados com o intuito do aproveitamento de soro com alto
valor agregado. Na tabela 1 sdo apresentados alguns constituintes presentes no leite e no soro
de leite bovino.

Tabela 1- Composicdo do leite e soro de leite bovino

Composicéo Leite (9/100g) Soro (g/100g)
Proteina 3,6 0,65 -1,05
Gordura 3,7 0,05 -0,63
Minerais 0,7 0,37 -0,95
Lactose 49 45-5,3
Solidos totais 12,9 6,2-7,3

Fonte: Smithers et al. (1996); Technivest, (2000), com adaptacdes.
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Os constituintes do soro de leite bovino como as proteinas, tém aproximadamente 20
% do total das proteinas presentes no leite, tendo como principais componentes a f-
lactoglobulina (B- Lg), o-lactalbumina (a-La), albumina de soro bovino (BSA) e
imunoglobulina (1g), que representam 50 %, 20 %, 10 % e 10 % da fracdo do soro de leite,
respectivamente. (ALBREHT; VOVK, 2012; SANTOS, et al, 2012; TAVARES;
MALCATA, 2013). Na tabela 2 sdo mostradas as principais caracteristicas das proteinas do

soro de leite.

Tabela 2 — Propriedades de proteinas do soro de leite bovino.

Proteina Massa molar _ Po[]tq Concent_gac;éo
(kDa) isoelétrico (9.L™)

B-lactoglobulina 18,3 5,2 20-4,0
a-lactoalbumina 14,1 4,248 0,6 -11,7
Albumina de soro bonvino (BSA) 69,0 4,6-49 0,1-04
Glicomacropeptideo 7,0 4,7-48 12-15
Imunoglobulina 15,0 - 160,0 55-8,3 0,6-1,0
Proteose-peptona 4,1-80,0 3,3-3,7 1,4
Lactoferrina 78,0 8,2-9,0 0,02-0,4
Lactoperoxidase 89,0 9,0-95 0,02

Fonte: Loughney, et al., (2014); Mizubuti, (1994) com adaptacdes.

1.1.1 Aplicacdes e beneficios das proteinas do soro de leite

Os constituintes presentes no soro de leite, principalmente as proteinas do soro de
leite, tém atributos nutricionais, e podem ser utilizados em aplica¢des bioldgicas e uso como
ingredientes alimentares (SGARBIERI, 2004; SMITHERS, 2008). Além disso, presenca de
moléculas de peptideos e proteinas bioativas contribui para este interesse (CAPITANI, et al.,
2005; MADUREIRA, et al, 2010). Os peptideos bioativos podem ser vendidos
comercialmente como nutracéuticos, sendo que, um nutracéutico considerado um comestivel,
gue é uma substancia que possui beneficios para a satde ou que podem ser utilizados como
ingredientes (TAVARES; MALCATA, 2013). Atualmente se observa um aumento do
interesse nos métodos de isolamento de proteinas individuais do soro de leite a partir de
diferentes fontes, devido a esta aplicabilidade universal. Para estas as proteinas separadas e
purificadas individualmente exibem uma melhor funcionalidade em relagcdo as proteinas

nativas misturadas, portanto, ha um grande interesse no desenvolvimento de métodos mais
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faceis e mais eficientes para recuperar fragdes puras de proteinas (SANTOS, et al., 2012).
Esta recuperacao pode ser utilizada em diversas industrias (ALBREHT; VOVK, 2012; CAO,
et al.,, 2012; SMITHERS, 2008). Tendo varias possibilidades de utilizacdo do soro na
alimentacdo humana como: produtos de padaria e confeitaria, bebidas ndo alcoodlicas e
alcodlicas, produtos infantis e geriatricos, doce de leite, iogurte, temperos, sorvetes, molhos
de carne e salsichas, sobremesas geladas e outros (ALBREHT; VOVK, 2012; MIZUBUTI,
1994). Alguns aspectos funcionais de solubilidade, formacdo e estabilidade de espuma,
emulsibilidade, gelificacdo, formacéo de filmes e capsulas protetoras sdo de grande interesse
(ALBREHT; VOVK, 2012; SGARBIERI, 2004). Outros beneficios para a salude humana séo
considerados importantes, entre os quais, propriedades antimicrobiana e antiviral fazem parte
deste interesse, além de atividade anticancer (CAO, et al., 2012; GILL; CROSS, 2000;
NABET; LINDEN, 2001). A albumina de soro bovino (BSA) é um exemplo de grande
aplicacdo na bioindustria e em laboratérios; varias pesquisas com estas proteinas tém sido
realizadas no sentido de demonstrar as aplicagdes para os concentrados de proteinas do soro e
isolados de proteina do soro (IMAFIDON, et al.,, 1997). Na tabela 3 sdo apresentados

principais func@es das proteinas encontradas no soro de leite bovino.

Tabela 3- Principais funcbes de algumas proteinas do soro de leite bovino

Proteinas Funcdes Referéncias

B-Lg Promove a ligacdo e o transporte de Fox; Mcsweeney, (1998); Tolkach;
retinol, vitamina D e acido palmitico; Kulozik, (2005); Wu, et al., (1999)
Sintese enzimatica de prostaglandinas, Antila, et al., (1991); De Wit;
Anti-hipertensivos, anti-cancer, (1998); Gill; Cross,  (2000);
hipocolesterolémica. Hartmann; Meisel (2007); Meisel;
Schlimme, (1996); Nagaoka, et al.,
(2001)
a-La A ligacdo de célcio, absorgdo sintese De Wit, (1998); Sgarbieri, (2004);
lactose, acdo junto as células tumorais; Svensson, et al., 2002; Tavares, et
atividades bactericida, antitumoral e al., (2011); Zhivotovsky, et al.,
anti-hipertensiva; (1995)
Aditivo alimenticio, antiviral
BSA Contribui para 0 transporte, Meisel; Fitzgerald, (2000); Meisel;

metabolismo, atua na protecdo contra
acdo dos radicais livres (antioxidante),
propriedades anti-inflamatorias;
Contribuicdo para a diminuicdo da
pressdo osmotica do sangue.

Schlimme, (1996); Morr; Ha,
(1993); Tani, et al., (1993); Tong, et
al., (2000); Xi; Fan, (2010)

Lengenda: (B- Lg) = B-lactoglobulina, (a-La) = a-lactalbumina e (BSA) = albumina de soro bovino
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Outros beneficios destas proteinas é a alta composicdo em amino&cidos, alta
digestibilidade e consideravel biodisponibilidade de aminoécidos essenciais, sendo
caracterizado o alto valor nutricional. Em funcédo desta quantidade importante de aminoacidos
essenciais e da elevada qualidade protéica, as proteinas do soro podem aumentar o valor
nutricional de alimentos usados na dieta humana (ALBREHT; VOVK, 2012). Como
caracteristica, Carrijo e Baracat-Pereira, (2014) citam que os amino&cidos livres sdo
compostos i6nicos com uma solubilidade maior em solventes polares que em apolares.
Decrevendo ainda que, o ponto isoelétrico (pl), caracteristico de cada aminoéacido,
corresponde ao valor de pH em que as cargas elétricas da molécula se igualam e se anulam

(carga liquida zero).

1.2 ALBUMINA DO SORO BOVINO (BSA)

As proteinas consistem de polipeptideos que sdo normalmente encontrados em
formas globulares ou fibrosas (HAQUE, et al., 2013). A albumina do soro bovino (BSA)
apresenta a forma globular e apresenta férmula quimica Cag34H4615N7810897S30, tendo residuos
com 99 cargas negativas (Asp+Glu) e 82 residuos com cargas positivas (Arg + Lys) de acordo
como descrito em RCSB PDB (2015). Tem em sua constituicdo o peptideo na cadeia
molecular presente no soro de leite, apresentando massa de 69 kDa e 583 residuos de
aminoécidos (LOZANO, et al., 2008). Em sua estrutura secundaria a maior hélice é a-hélice e
contém 17 ligacdes de dissulfetos intramoleculares, um grupo tiol livre no residuo 34 de
aminoéacido, sulfidrila e alta flexibilidade (KADI, et al., 2006; FOX e McSWEENEY, 1998;
TARDIOLLI, et al, 2003). No estado sélido a estrutura terciaria confere a BSA uma forma
analoga a um coracéo (heart-shape) ou um triangulo equilatero (PETERS, 1985).

Os constituintes basicos das proteinas sdo os a-aminoacidos que apresentam
carater anfotero e sdo responsaveis em conjunto, pelas caracteristicas estruturais e funcionais
das moléculas proteicas (CARRIJO; BARACAT-PEREIRA, 2014). As cadeias laterais (R1 e
R2) de uma unidade basica da proteina conferem a cada aminoacido suas caracteristicas
quimicas proprias. As cadeias laterais sdo formadas por aminoacidos apolares e polares,

carregados positiva ou negativamente. A unidade basica da proteina é mostrada na Figura 1.
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Figura 1. Unidade bé&sica da proteina formando o esqueleto polipeptidico. R1 e R2
simbolizam o radical.
Fonte: Alberts et al. (2005), com adaptagdes.

Ocorrem interacfes hidrofobicas e i6nicas, ligacdo de hidrogénio entre as cadeias laterais,
inserido em grupos ndo polares e pontes de dissulfeto covalentes, todos desempenham
importante papel na manutencdo da estrutura (HAQUE, et al., 2013). Outra caracteristica
importante € o ponto isoelétrico (pl) que esta entre 4,6 e 4,9 (LOUGHNEY, et al. (2014). Este
(pl) é esta relacionado ao pH da solugédo, pois as cargas livres sobre a estrutura da BSA
podem se alterar. Valores de pH abaixo do (pl), as proteina apresentam cargas semelhantes,
podendo assim apresentar repulsao eletrostaticas de cargas (RABE, et al., 2011).

A conformacdo global da proteina é uma combinacdo das estruturas, sendo
mostrado pela sequéncia primaria de aminodcidos. A funcdo das proteinas esta fortemente
ligada a sua estrutura, sendo que a variedade de estruturas da origem aos diversos tipos de
funcBes. A seguir € apresentada a Figura 2 que mostra estrutura tridimensional da proteina
BSA.

Figura 2. Estrutura tridimensional da BSA
Fonte: RCSB PDB, (2015)

As proteinas apresentam diferentes niveis estruturais que podem ser visualizados
em uma cadeia polipeptidica, sendo entdo encontrados quatro tipos de classificacéo estrutural,
conforme a constituicdo de determinados aminoacidos, do tamanho da cadeia e da

configuracdo espacial da cadeia polipeptidica, sendo estrutura priméria, secundaria, terciéria e
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quaternéria (CARRIJO e BARACAT-PEREIRA, 2014). Dependendo da composicdo de
amino&cidos, a proteina poderd ter um variado numero de grupos carregados, levando a
diferentes valores de ponto isoelétrico (pl) e arranjos espaciais, em funcdo de sua estrutura
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria (KOPACIEWICZ, et al., 1983). A seguir, a
Tabela 4 mostra a composi¢do de aminoacidos da molécula BSA que a caracteriza.

Tabela 4 - Composicao de aminoacidos da molecula de BSA

Aminoécido Simbolo Quantidade Porcentagem (%)
Ala A 47 8,1
Arg R 23 3,9
Asn N 14 2,4
Asp D 40 6,9
Cys C 35 6,0
Gln Q 20 34
Glu E 59 10,1
Gly G 16 2,7
His H 17 2,9
Ile I 14 2,4
Leu L 61 10,5
Lys K 59 10,1
Met M 4 0,7
Phe F 27 4,6
Pro P 28 4.8
Ser S 28 4.8
Thr T 33 57
Trp W 2 0,3
Tyr Y 20 34
Val \% 36 6,2
Pyl 0] 0 0,0
Sec U 0 0,0

Fonte: Walker, (2005); Carrijo e Baracat-Pereira, (2014) com adaptacdes.

Devido ao grande conhecimento da estrutura, funcdo e baixo custo em relagdo
a outras proteinas, a BSA, tém sido muito utilizados em funcéo da ampla aplicacdo, além de

apresentar caracteristicas de substancia modelo para estudar os aspectos fisicos e bioldgicos
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da adsor¢do de uma proteina na superficie sélida. Alguns estudos de adsor¢do em superficies
de materiais com proteinas do soro de leite foram realizadas (JIN, et al., 2012; LI, et al., 2013;
ZHANG, et al., 2011). Estes materiais tém sido utilizados como superficies adsorventes
(GAVARA, etal., 2012; YANG, 2003).

1.3 ADSORVENTES

Adsorventes tém sido amplamente utilizados no processo de separagdo de
proteinas. Estudos mostram que os adsorventes necessitam de caracteristicas importantes
para que sejam considerados comercialmente viaveis, entre 0s quais pode-se citar baixo custo,
elevada capacidade de adsorcéo, além de outras caracteristicas favoraveis, como seletividade,
resisténcia mecanica, estabilidade térmica, inércia quimica e reprodutibilidade (GAVARA, et
al., 2012).

A selecdo de um adsorvente adequada para uma dada separacdo é um problema
complexo (YANG, 2003). Além disso, um bom adsorvente deve geralmente possuir um
material de estrutura porosa, e o tempo levado para equilibrio de adsorcdo a ser estabelecida
deve ser tdo pequena quanto possivel (IUPAC, 1985). Em funcdo das isotermas encontradas,
algumas caracteristicas importantes para o processo de separacdo sdo citadas por Yang
(1987), sendo:

I. A capacidade do adsorvente, na gama de temperaturas de funcionamento e de
pressao;

ii. O método de pressdo de regeneracdo, tendo a temperatura ou agitacdo do
sorvente aliado a intensidade de oscilacéo;

iii. O comprimento do leito inutilizavel e,

iv. Os graus de pureza do produto.

A porosidade é um dos aspectos mais importantes para a avaliacdo de seu
desempenho. Segundo a IUPAC (1982), os poros de um adsorvente sdo classificados em
funcdo do diametro. A classificagdo IUPAC dos poros considera as faixas de tamanho que
estdo especificadas, sendo: Microporos (< 2nm); Mesoporos (2-50nm); Macroporos (> 50nm).

A Figura 3 apresenta o tamanho dos poros de acordo com a IUPAC.



24

Classificacdo do tamanho do poro

Microporo
< 2nm

A b o 0-0#0-0»0-@0’9-0-«#40-0—0—0-‘-
Masspcio L o o . ﬁﬁ""’*’*@ﬁff’iﬁﬁ .

2-80m [~ .

Macroporo! . . . '.I
>50nm " . : » 5 ;'.I
x -4 = |

| N \ 3 | i ] |
0 10 20 30 40 50

Largura do poro em nanémetros

T

Figura 3. Classificacdo do tamanho dos poros
Fonte: IUPAC, (1982).

A estimativa quantitativa da distribuicdo de tamanho de poro, em especial nos
microporos, é um problema importante na caracteriza¢do dos sorventes. Além da porosidade
da area superficial, tamanho, estabilidade, e, principalmente, os sitios de ligacdo com os quais
0 adsorbato possa interagir. Esses parametros influenciam na capacidade de cada adsorvente
com relacdo a adsorcdo de uma molécula. A area especifica da superficie é responsavel pelo
contato entre adsorvente e adsorbato (YANG, 2003).

1.3.1 Hidroxiapatita

E uma bioceramica utilizada como adsorventes para a separacdo de biomateriais,
sendo muito utilizado na separacdo de diferentes proteinas (KANDORI, et al.,, 2013).
Despertam grande interesse devido a sua excelente biocompatibilidade em funcéo da presenca
de sais de fosfato de calcio. Entre as ceramicas com melhor desempenho, esta a hidroxiapatita
(COSTA, et al., 2009). E o maior constituinte inorganico do osso e dentes (~ 70%), a
hidroxiapatita de célcio apresenta formula quimica (Cajo(PO4)s(OH), e é utilizada em funcédo
de sua alta afinidade para proteinas (SHEN, et al., 2008). Esta bioceramica é bastante
conhecida como um fosfato de calcio alcalino sintético, estavel a uma larga faixa de pH e
temperatura, e tem sido usado como adsorvente na separacdo de biopolimeros desde 1950
(VOGT; RUTH, 1997). Tendo bastante uso de hidroxiapatita nos processos de adsorcéo de
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proteinas (LIRA, et al., 2009; KANDORI, et al., 2013; SHEN, et al., 2008; TERCINIER, et
al., 2013). Adsorcéo de proteinas é uma propriedade Unica da bioceramica (DUCHEYNE;
QIU, 1999; YAN, et al., 1998. A capacidade de adsorcdo da hidroxiapatita esta relacionada a
estrutura do poro segundo Kay (1964), e a natureza fisico-quimica da superficie do solido.
Algumas caracteristicas como porosidade, tamanho dos poros/distribuicdo e tamanho das
particulas também tém impacto sobre a adsorcdo de proteinas por meio de regulacdo da area
da superficie. A presenca de porosidade aumenta grandemente a area de superficie do material
e melhora a adsorcdo de proteina. Zhu, et al., (2009) relataram que a quantidade de proteinas
totais é bem adsorvida em poros bifasicos de calcio e fosforo (Ca—P). A seguir é mostrada
na Figura 4, a estrutura da hidroxiapatita.
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Figura 4. Estrutura molecular (a) e quimica (b) da hidroxiapatita (HA) — célula unitaria.
Fonte: Almaqvist, (199); Kay, et al., (1964)

A formacdo da apatite ou hidroxiapatita (HA) traz algumas trocas para a apatita na
superficie da estrutura, interacdes entre a hidroxiapatita e os ions de calcio e fostato da
solugdo tamponada utilizada. Neste correm trés processos envolvendo a formacéo da apatita
como descrito por Yin, et al., (2002). Figura 5 mostra esse processo de formacdo da
hidroxiapatita.
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Figura 5. Representacdo do esquema da origem 0a carga negativa da superticie da HA e 0
processo da origem da formacdo do material inorganico em solucdo tamponada. Sendo, (i).
Adsorcao de fons de calcio (Ca-rico em Apatita-Calcio- Fosforo (ACP)), ii. lons fosfato (Ca-
pobre em ACP) e, iii. lons de célcio e fosfato formando a apatita (HA). Fonte: NATH et al.,
(2004) com adaptacoes.

Para uma solucdo tamponada, 0s grupos presentes de hidroxila apresentam um
comportamento anfotero, assim como os grupos fosfatos estdo ionizados em pH diferente e
acima de 5,0 (CASA, et al., 2007). A seguir, a Figura 6 apresenta a formacédo do complexo de

hidroxiapatita, calcio e albumina.

fons dos
grupos
caboxilixos
da BSA

(-COOH)

Complexo
Hidroxiapatita
-BSA

(Ca-CO0-)

fons de

calcio (Ca+)

Figura 6. Formacdo do complexo HA-Ca-albumina (BSA) para explicar a fixacdo desta

proteina em funcdo do pH da solucao.

A presenca de BSA na solucdo tampao poderd formar um complexo estavel entre
o0 célcio da hidroxiapatita e o grupo carboxilico da proteina, devido a essa alta densidade

destes grupos carboxilas sobre a superficie de proteinas.

1.3.1.1 Aplicagdes da hidroxiapatita

Um fator que contribui para a hidroxiapatita (HA) ter uma boa estabilidade em um
grande numero de aplicacBes é em funcdo da razdo molar do célcio (Ca) e fosforo (P) ser
préximo de 1,67. Devido a esta grande afinidade por proteinas, a hidroxiapatita tem sido

aplicada como adsorvente (YANG, 2003). Em sua forma sintetizada é muito utilizado em



27

implantes com fins medicinais apresentando biocompatibilidade e bioatividade da
hidroxiapatita (EANES, 1980). A sintese de HA tem sido muito utilizada em funcdo da
diversidade do seu uso e as aplicacfes da hidroxiapatita sintéticas ndo se restringem somente
a area biomedica. Em outras areas como a ambiental, a hidroxiapatita vem sendo estudada
como catalisador na decomposi¢do de compostos organicos clorados poluentes provenientes
da indastria metaltrgica e da incineracdo do lixo industrial. Tendo também aplicacGes
tecnologicas, a HA é usada na adsorcdo de proteinas em sua superficie, adsorvente em
cromatografia liquida, como catalisador na decomposi¢do de compostos organicos para
tratamento de residuos e remocdo de metais pesados (COSTA, et al., 2009;
MAVROPOULOS, et al., 2011). Em funcdo da grande afinidade por proteinas, a HA tem sido
aplicada como adsorvente em cromatografia (Darton, et al., 2011), processos de adsor¢do
(NOISUWAN, et. al., 2011) entre outros (BECKER, et al, 2009; SAFARIK;
SAFARIKOVA, 2004). Devido caracteristicas como baixo custo, ndo ser tdxico, e que pode
ser preparado através de simples operagdes, oferece a possibilidade de separagdo seletiva
(ROSSANO et al., 2001). Pode ser utilizado em varios métodos de separacdo (KANDORI et
al., 2013). Um dos métodos mais utilizados € a técnica de precipitacdo, que envolve reacoes
via Umida entre precursores de célcio e fésforo com controle de temperatura e pH da solucéo
(COSTA, et al., 2009).

1.3.2 Babacu

Uma das espécies de palmeiras com aplicabilidade na indlstria extrativista
brasileira é o babacu, a palmeira apresenta excelentes aspectos econdmicos, e possui grande
valor industrial e comercial, uma vez que €é aproveitada integralmente. Esta palmeira
oleaginosa também € conhecida cientificamente como Orbignya martiana (CARRAZZA, et
al., 2012). E encontrada na Regifo Amazonica, principalmente em extensas formacoes
naturais nos estados do Maranhdo, Piaui, Tocantins e Pard (VAINSENCHER, 2008). A
estrutura do coco de babagu apresenta trés camadas, a externa fibrosa (epicarpo); a
intermedidria, fibrosa-amilacea (mesocarpo); e a interna, lenhosa (endocarpo), na qual estdo
inseridas as améndoas. A Figura 7 mostra as camandas e o percentual em peso médio do

fruto.
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Mesocarpo
20,4%

Epicarpo
12,6 %

Améndoas Endocarpo
8,7 % 58,4 %

Figura 7. Componentes e omposi¢do média de frutos de babagu (% em peso)
Fonte: Carrazza et al., 2012

O carvdo de babagu é considerado um recurso renovavel de imenso potencial
energético (TOBASA, 2016). Zylbersztajn, et al., (2000) cita que o babacu comecou a
adquirir importancia para algumas empresas da industria siderurgica, interessadas na
possibilidade de utilizacdo do coco carbonizado como carvdo vegetal, em substituicdo ao
carvao oriundo de matas nativas. Esta casca do coco, quando ativada, fornece um eficiente
carvao, fonte exclusiva de combustivel em vérias regides do nordeste do Brasil (MAY, 2000).
Entretanto, apesar do potencial atrativo dessa linha de produtos, ha conhecimento de apenas
uma industria que utiliza o babacu de maneira integral. A empresa Tobasa S.A. é detentora da
primeira destilaria de alcool de babagu em escala industrial, produzindo 6leo, sabdo de coco,
farinhas amilaceas, alcool, subprodutos protéicos, carvao ecolégico e carvao ativo (PAVLAK,
etal., 2007)

Segundo a Tobasa (2016), o carvéo de babacu ativo produzido € oriundo somente
do endocarpo do coco de babacu. Este é constituido essencialmente de microporos e poros de
tamanho médio, mantendo, apds o processo de ativacdo, uma elevada dureza e um excelente
indice de resisténcia a abrasdo, o que o torna especialmente apto para ser utilizado, dentre
outras inimeras aplica¢fes. Nos ultimos anos, 0s carvdes ativos e sintéticos foram utilizados
como adsorventes para remocao de biomolécula na fase liquida (DABROWSKI, et al., 2005;
SEKARAN, et al., 1996). No entanto, ainda existem poucos dados disponiveis sobre o

isolamento das proteinas do soro por adsor¢éo em carvao ativo.
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1.3.2.1 Carvao ativo

E um material carbondceo de estrutura porosa e apresenta uma pequena
quantidade de heteroatomos, principalmente oxigénio, ligado aos &tomos de carbono. Possuli
uma elevada éarea superficial especifica e porosidade altamente desenvolvida, o que lhe
confere a capacidade de adsorver moléculas presentes tanto na fase liquida como gasosa
(GORGULHO, et al., 2008; YANG, 2003).

O termo ativo faz referéncia a um material que teve um acréscimo em uma de suas
caracteristicas fisicas, a porosidade. O que se mede a partir desta caracteristica fisica
desenvolvida é a area superficial especifica e a distribuicdo das dimensdes dos poros. O
carvao ativo comercial tomou sua forma atual desde 1930 (JANKOWSKA, et al., 1991). Seu
poder adsorvente é derivado da alta area superficial e da presenca de uma variedade de grupos
funcionais em sua superficie (YANG; QIU, 2011). O carvdo ativo tem sido usado como um
adsorvente em processos de separacdo em funcdo da caracteristica hidrofébica (YANG,
2003). Tem tido uso também como suportes cataliticos (LI, et al., 2013). Dentre essas
aplicacdes, é destacado 0 uso como adsorvente, sendo um dos mais utilizados em escala
industrial, atualmente, assim como a silica-gel, a alumina ativada e as peneiras moleculares
(BRAGA, 2008). Uma desvantagem da utilizagdo do carvao ativo como adsorvente é o fato
de que o seu processo de recuperacdo ter um relativo custo. Em fungdo disso, existe um
crescente interesse na busca de materiais alternativos de baixo custo que possam ser utilizados
na sua producdo (KAPPEL, et al., 2006).

1.5 ALGUNS METODOS DE SEPARACAO DE PROTEINAS

Devido ao grande interesse propriedades nutritivas e os diversos beneficios para o
humano, as proteinas tém sido muito utilizadas nos processos de separacdo e purificacdo
(CAO, et al., 2012; TAVARES; MALCATA, 2013). Varias técnicas envolvidas nesta
separacdo sdo utilizadas. Entre os métodos utilizados, s@o incluidas a precipitacéo,
ultrafiltracdo, centrifugacdo, eletroforese, cromatografia e a adsorgdo, tem sido amplamente
utilizada na separagdo de proteinas devido a sua relacdo custo-eficiéncia, tempo-eficiéncia e
facilidade no processamento (FRANZREB, et al., 2006; JAHANSHAMHI, et al., 2008; LI, et

al., 2013). A técnica de adsorcdo é de grande importancia para a caracterizacdo de solidos
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porosos, como determinacdo de &rea superficial e distribuicdo de tamanho de poros
(ROUQUEROL, et al., 1999).

1.6 ADSORCAO

O termo adsorcdo descreve todo tipo de interacdo de uma substancia na superficie
externa de um solido, bem como, na superficie interna de um solido poroso. A substancia
fixada na interface é chamada adsorvida e o solido sobre o qual ocorre a adsor¢do é
adsorvente (MANTELL, 1951). O processo de adsorcdo consiste no enriquecimento de um ou
mais componentes na regido da interface sélido-fluido ou no aumento da densidade de um
determinado fluido nas vizinhangas dessa interface, ocorrendo a principio a qualquer
temperatura e pressdo e para uma infinidade de espécies quimicas. Além disso, desempenha
papel vital em mecanismos biologicos e em reacdes de estado solido. Sendo amplamente
utilizada em processos de purificacdo de proteinas (BARNTHIP; VOGLER, 2012).

E um fendmeno termodinamico espontaneo e exotérmico, ocorrendo geralmente
sem a necessidade de uma reacdo quimica (MANTELL, 1951). A adsorcédo pode ser fisica ou
quimica, e na maioria dos processos de separacdo por adsorcdo a fisica é mais comum
(GARLAND, et al., 2012). Sao diferenciadas pela natureza da interacdo entre o fluido e o
solido e consiste na deposicdo simples da biomolécula sobre um suporte. As moléculas sdo
adsorvidas por interacdes intermoleculares de menor intensidade, basicamente forcas de Van
der Waals e por forgas eletrostéticas. Karajanagi, et al., (2004), cita que essa fraca forca de
ligacdo envolvida, a imobilizacdo torna a biomolécula mais susceptivel a variacdes de pH, de
temperatura, de solvente e de fortes alteracbes ibnicas. Além disso, ndo proporciona um
aumento da atividade biologica ou estabilidade operacional para um armazenamento em longo
prazo.

Adsor¢do quimica, também chamada quimissor¢do, que ¢ a fixagdo de moléculas
na superficie do adsorvente por meio das ligacBes quimicas havendo formacdo de
intermediarios, esse tipo de adsorcdo também envolve um maior conteddo energético. A
adsorcdo quimica envolve interagdes com valores de energia superiores, tais como aqueles
que operam na formacgdo de ligagdes quimicas covalentes entre o adsorbato e o adsorvente
(FIGUEIREDQO, et al., 2008). A quimissor¢do ocorre formacéo de ligagdes quimicas entre o

adsorbato (molécula do fluido) e o adsorvente.
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A adsorcdo das moléculas de proteinas pode mostrar variagdo em sua propriedade
funcional quando a sua estrutura é modificada. Autores citam que as moléculas da fase fluida
sdo reversiveis e podem ficar retidas na superficie de um solido por estas forcas basicas
formando uma camada (monocamada) ou multicamadas de moléculas (YANG, 2003;
COULSON; RICHARDSON, 1985). A investigacdo dos fendmenos de adsor¢do de proteina
sobre superficies solidas é importante na determinacdo da quantidade de proteina adsorvida
sobre o material (FONTAN, et al., 2013). Apesar de existirem inUmeros estudos
investigativos sobre a adsorcdo de proteinas e seu mecanismo, estudos sistematicos dos
aspectos individuais das proteinas sdo considerados complexos, tendo composi¢cdo quimica
Unica, assim como estruturas secundérias, terciarias ou quaternarias que podem permitir a
preferéncia na adsorcdo nas superficies das diferentes propriedades fisico-quimicas
(BINAZADEH, et al., 2013). Além disso, caracteristicas como a forca e amplitude de
interacOes de superficie de proteinas sdo dependentes de varias caracteristicas (BALL, 2004;
BINAZADEH, et al., 2013; GARLAND, et al., 2012), o peso molecular (YANG et al., 2010),
ponto isoelétrico (CHEN et al., 2010), caracteristicas de uma solu¢cdo como o pH,
(ELGERSMA, et al, 1992), as cargas e a polaridade das superficies influenciam a forca idnica
(BRUNAUER, et al., 1938; LANGMUIR, 1918; NAKANISHI, et al., 2001), resultando na
atracdo e retencdo de certas moléculas, da temperatura (NORDE; LYKLEMA; 1978), a
superficie rugosa (DELIGIANNI et al., 2001), a sua estrutura (OSTUNI, et al., 2001), a
hidrofobicidade (GARLAND, et al., 2012; WONG, et al., 2012), e a natureza quimica e suas
propriedades (MEDER, et al., 2012).

1.6.1 Equilibrio de adsorcéo

Dados de equilibrio, comumente conhecidos como isotermas de adsorcdo, sao
necessarios para a concepc¢do de sistemas de adsorcdo. Estes dados obtidos do equilibrio de
adsorcdo sdo fundamentais para a determinacdo da quantidade adsorvida, ou seja, a
guantidade em massa ou em moles de um determinado fluido retido na superficie de um
solido adsorvente. Este equilibrio no processo de adsor¢do geralmente pode ser expresso por
uma ou mais de uma série de modelos de isotermas (BALLERSTEIN, et al., 2010). E um
conceito dindmico adotado quando a taxa em que moléculas adsorvem na superficie solida é
igual a taxa que elas dessorvem (COULSON; RICHARDSON, 1996).

A relagcdo entre a quantidade adsorvida e a pressao ou a concentragdo de

equilibrio, a temperatura constante, é conhecida como isoterma de adsor¢cdo (ROUQUEROL,
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et al.,, 1999). Esta relacdo descreve a distribuicdo de moléculas entre o adsorvente de fase
solida e a fase liquida no estado de equilibrio (BALLERSTEIN, et al. 2010). Sendo requisitos
basicos para 0 desenho de sistemas de adsorcao, que sdo descritas por isotermas de adsorcao,
utilizando qualquer um dos modelos matematicos disponiveis (CRINI e BADOT, 2008).

A adsorcdo isotérmica relaciona a uma cobertura de superficie de moléculas
adsorvidas a concentragdo (ou pressdo). O carater adsortivo de uma proteina pode ser
representado pela reacdo de equilibrio (GARLAND, et al., 2012).

ky .
M()+5 = M(a)

*
k1

A molécula em solucdo fase (I) esta em equilibrio direto com o estado adsorvido
(a). Se definido a cobertura relativa de moléculas, como @, os locais de superficie disponivel
para a adsor¢cdo molecular é [S] = 1 — 4. Em condig¢es de equilibrio, a cobertura das

moléculas, é a seguinte:

K[M]

] = L 4
U =T kM

Sendo que, K = K1 / k™ é a constante de equilibrio (em unidades apropriadas) e [M] é a
concentracdo molecular na fase de solucdo. A Equacédo tem sido frequentemente utilizada para

ajustar isotermas experimentais de adsorcdo (GARLAND, et al., 2012).
1.6.2 Isotermas de adsorcao

A isoterma de adsor¢do € muito importante, pois a sua forma revela muitos
detalhes sobre a area especifica e a estrutura porosa de um sélido. A andlise de processos de
separacdo e realizada através de determinacdo de isotérmicas adequadas que refletem a
relacdo entre a concentracdo de um dos componentes do sélido e da fase liquida
(BALLERSTEIN, et al, 2010). O processo de adsorcdo pode ser apresentado
quantitativamente através da construcdo e andlise de curvas de adsorcdo (isotermas de

adsorcéo), em temperaturas pré-determinadas (YAO, et al., 2010).
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A adsorcdo em interfaces solido-liquido consiste na determinacdo das alteracdes
das concentragdes que incidem quando determinada quantidade de soluto que permanece em
solucdo apds um determinado tempo de contato. Algumas caracteristicas sdo observadas de
acordo com Giles, et al., (1974), onde usaram a forma inicial das isotermas.

As isotermas de adsorgéo solido-liquido foram divididas em quatro tipos: S, L, H
e C, de acordo com o sistema desenvolvido. Estas por sua vez apresentam subclasses,
dependendo do comportamento em concentracdo mais alta, sendo: L (Langmuir):
Caracterizada por uma regido inicial cdncava ao eixo de concentra¢do. Sao as mais comuns e
representam adsorcdo em monocamadas; S: A curva inicial é convexa ao eixo de
concentracdo, e isso é frequentemente seguido por um ponto de inflexdo; H: A classe H (alta
afinidade) resulta de uma adsorcdo extremamente forte em concentragdes muito baixas; C:
Tem inicialmente uma porc¢éo linear que indica particdo constante do soluto entre solugédo e
adsorvente, e ocorre com adsorventes microporosos (IUPAC, 1985). Essas classes sé@o
divididas em subgrupos dependendo do padrdo grafico das curvas, conforme ilustrado na

Figura 8.

a (ma.al)

Y

Concentracio em eauilibrio (ma.mL™)

Figura 8. Representacdo grafica das formas de isotermas de
adsorcao

Na literatura ha modelos que descrevem os dados experimentais das isotermas de
adsorcdo. Esta série de modelos mostra a razdo entre a quantidade adsorvida e a que
permanece em solugdo a uma temperatura fixa em equilibrio, sendo considerados importantes,
uma vez que os estudos de equilibrio apresentam a capacidade do adsorvente no processo de
adsorcdo e descrevem a adsorcdo isotérmica por constantes cujos valores expressam as
propriedades de superficie e da afinidade do adsorvente (CRINI; BADOT, 2008). O modelo

de Langmuir é um dos modelos mais freqtientemente empregados (YANG, et al., 2011).
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1.6.2.1 Langmuir

A isoterma de Langmuir é um modelo de equilibrio de ligacdo, requer um
equilibrio dindmico entre moléculas e entre aquelas absorvidas na solucdo circundante. Tem
sido aplicada na adsorcdo de proteina em varios sistemas, incluindo superficies solidas
homogéneas (FELSOVALY]I, et al., 2011; LANGMUIR, 1918; TERCINIER, et al., 2013;
WELSCH, et al., 2013). E 0o modelo tedrico de isoterma mais simples para a adsor¢do em
monocamada (LANGMUIR, 1918). Foi desenvolvido para representar a adsor¢do quimica em
diferentes sitios de adsorcdo (RUTHVEN, 1984). Este modelo cléssico de Langmuir descreve
o0 equilibrio da adsor¢do da maioria dos sistemas (BALLERSTEIN, et al., 2010), desde que
sejam respeitadas como verdadeiras algumas limitacdes (LANGMUIR, 1918), como:
adsorcéo reversivel e limitada em apenas uma camada; a superficie interna do sélido sendo
homogénea; ndo interacdo das moléculas entre si; inexisténcia de adsorcdo competitiva; um
Unico sitio de adsorcdo para cada molécula que é adsorvida, equivaléncia energética dos
sitios.

Segundo Jacobson, et al., (1987), a teoria de Langmuir adota que as forcas que
atuam sdo similares em natureza aquelas que envolvem combinacéo quimica, sendo implicito
que: o sistema é ideal; as moléculas sdo adsorvidas e aderem a superficie do adsorvente em
sitios definidos e localizados, com adsor¢do em monocamada em superficie homogénea; cada
sitio pode acomodar uma, e somente uma molécula adsorvida. A energia da entidade
adsorvida € a mesma em todos os sitios da superficie e ndo depende da presenca ou auséncia
de outras entidades adsorvidas nos sitios vizinhos, ou seja, apresenta interacdo desprezivel
entre as moléculas adsorvidas.

O modelo de Langmuir apresenta uma equacdo simples, que € usada muitas vezes
para a correlacdo de uma unica troca iénica na adsor¢ao de proteinas isotérmicas. Este modelo
foi desenvolvido para a adsor¢do de gases em superficies planas e sélidas (BLASCHKE, et
al., 2013). A isoterma de Langmuir assume que a concentragdo de poros “c”, € negligenciavel
em comparagdo a concentragdo de adsorvido, “q” assumindo que existe um equilibrio local

dos poros (Bankston, et al., 2008), sendo o equilibrio descrito pela equagé&o.

_ 9w C
1 k, +c
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Sendo que Kg (Mg mL™) é a constante de dissociacio que descreve o equilibrio da reacéo de
adsorcdo, g é kg adsorbato/kg adsorvente , gm é a capacidade méxima de adsorcdo e ¢ é mg
adsorbato por mL™ fluido, na condicdo de equilibrio entre as fases sélido e liquido (LIRA, et
al., 2009).

Um tipo de sitio envolve interacfes mais fortes e o outro envolve as interacoes
mais fracas (GRITTI, et al., 2003). Na pratica, isotermas linearares, Langmuir s&o
amplamente utilizadas para as grandes classes de processos de separacdo, sendo bem
estudadas (FONTAN, et al., 2013; LI, et al., 2013; LIRA, et al., 2009; MAVROPOULOQOS, et
al., 2011; YANG, et al., 2011).

1.6.2.2 Freundlich

E considerada a adsorcdo em multicamadas e € Util para descrever a adsor¢io em
superficies altamente heterogéneas e, além da utilizacdo na modelagem de processos de
adsorcdo nestas superficies. A isoterma de Freundlich tem sido caracterizada através de uma
equacdo empirica, aplicavel a sistemas diferenciados por heterogeneidade. Esta equacdo foi
inicialmente utilizada como uma correlacdo empirica de dados experimentais, admitindo-se
uma distribuicdo logaritmica de sitios ativos, que constitui um tratamento valido quando nédo
existe interacdo apreciavel entre as moléculas de adsorbato (GUIOCHON, 1994). O uso desta
equacdo ocorre em funcdo da precisdo os dados de ensaios, que em sua maioria acontece em
sistemas aquosos, e descreve o equilibrio em superficies heterogéneas (FERREIRA, 2001).

Segundo Suzuki (1990), ndo ha limite para a capacidade de adsor¢do, pois a
quantidade adsorvida tende ao infinito, ou seja, ndo prevé a saturacdo. A isoterma de

Freundlich é descrita pela Equacdo.

q=KF£

Em que g é a massa de soluto adsorvido no equilibrio por unidade de massa do

adsorvente (g g%); K é a constante de Freundlich [(mg g™) (L mg)¥"

]; C é a concentracdo na
solucdo no equilibrio (mg L™) e n é uma constante (adimensional) usualmente maior do que 1.
O expoente “n” representa adsorcao favoravel quando apresenta valor inferior a 1, indicando a
tendéncia do soluto em migrar para a fase solida.

Em concentragfes moderadas, a equacgé@o de Freundlich usualmente coincide com

a equacdo de Langmuir. Em concentracOes elevadas a equacdo de Langmuir tende para um
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patamar que corresponde a saturagdo da monocamada, ao contrario de Freundlich que
apresenta uma assintota para concentragcdes muito elevadas. No modelo é descrita a adsorcéo
de componentes polares em adsorventes polares ou de compostos fortemente polares em
solventes, cuja polaridade é baixa ou média (GUIOCHON, et al., 1994). Alguns trabalhos
descrevem esta isoterma (LI, et al., 2013; LIRA, et al., 2009; MAVROPOULGQS, et al., 2011,
SOUSA, et al., 2014).

1.6.2.3 Jovanovic

O modelo de uma superficie de adsorcdo considerado por Jovanovic (1969) é
basicamente 0 mesmo que o considerado por Langmuir em relacdo ao tipo de aproximacao
gue conduz ao resultado de que a adsor¢cdo em monocamada é descrita pela isotérmica de
Langmuir. Este modelo de isoterma foi derivado da adsorcdo em superficie sélida
homogénea, considerando um fendmeno ndo-especifico, se interacbes laterais e cobrindo a
superficie com uma monocamada de soluto. Segundo Guiochon, et al., (1994), a principal
diferenca entre estes dois modelos é o fato de que a derivacdo do modelo de Jovanovic admite
que o equilibrio de adsorcdo e dessorcdo pode ndo ser estabelecido de forma instantanea
(FONTAN, et al., 2013). O modelo de Jovanovic pode ser mostrado usando a seguinte

relacao:

g=q.(1-exp(bC))

Onde gs ¢ a capacidade de saturacdo do adsorvente, b é uma constante de equilibrio (também
conhecida como energia de ligacdo entre o soluto e o adsorvente), C é a concentracdo do

soluto na fase fluida e g € a concentracdo do soluto no adsorvente.

1.7 FATORES IMPORTANTES NO FENOMENO DE ADSORCAO DE PROTEINAS

As condicBes sob as quais 0s ensaios de adsorcdo de proteinas sdo realizados tém
uma influéncia decisiva no comportamento de adsor¢do. Parametros externos s&o,
basicamente, temperatura, pH, forca idnica, e composicdo tamponada (RABE, et al., 2011).
Além destes parametros, as propriedades e a superficie das proteinas podem influenciar o
processo de adsor¢do (VOGLER, 2012).
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1.7.1 Proteinas

As proteinas sdo polipeptideos compostos de aminoacidos individuais cujas
cadeias laterais contém grupos organicos hidrofébicos ou hidrofilicos, como os fosfatos,
oligossacarideos, lipideos (BARRAL, et al., 2008; GARLAND, et al., 2012; RABE, et al.,
2011). S&o macromoléculas de alto peso molecular e apresentam diferentes formas
tridimensionais (ALBERTS, et al., 2005). Varios aspectos contribuem no processo de ador¢édo
entre os quais, a forca e amplitude de interacGes de superficie de proteinas séo dependentes de
varias caracteristicas (BALL, 2004; BINAZADEH, et al., 2013; GARLAND, et al., 2012),
entre os quais, o peso molecular (NORDE, 2008; YANG, et al., 2010), densidade de grupos
funcionais, distribuicdo sobre a superficie das particulas (MEDER, et al., 2013), sendo
considerado importante também a energia da superficie, polaridade, carga e morfologia
(RABE, et al., 2011).

1.7.1.1 Peso Molecular

Estudos mostram que o peso molecular das proteinas influencia a capacidade
adsorvente (NOH, et al., 2008; PARHI et al., 2009). Estas caracteristicas relativas as
propriedades, tamanho, estabilidade estrutural e composicdo classificam as proteinas em
relacdo ao seu comportamento interfacial (NORDE, 2008). Trabalhos mostram que as
proteinas maiores podem ocupar varias camadas no estado adsorvido (PARHI, et al., 2009).

Segundo Nfor, et al., (2010), o tamanho da proteina BSA e de amiloglucosidase
contribuiu para a interacdo proteina e o sal. Estudo realizado com polietino glicol (mPEG-
OH) e proteinas, foi verificado a ocorréncia de problemas associados com a purificacdo de
péptidos e proteinas pequenas quando na presenca de proteinas de grande peso molecular
(GONZALEZ-ORTEGA, et al., 2012).

Vogler, (2012) comparou as capacidades de adsorventes de proteinas com a
variacdo dos pesos moleculares, e observou que as imunoglobulinas (IgM) com peso
molecular maior em relagdo a albumina pode ocupar vérias camadas no estado adsorvido
enquanto a menor adsorcdo de proteinas como em uma monocamada completa ou parcial na

superficie saturacao, sendo importante o peso molecular na adsorcéo.
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1.7.1.2 Concentracdo de Proteinas

A concentracdo da proteina interfere no processo de adsorcao (VOGLER, 2012).
Em baixas concentracdes de proteina, esta pode maximizar suas interacbes com a superficie
tanto pela sua orientacdo espacial na superficie do substrato quanto pela sua desnaturacdo e
adsorcéo irreversivel. Em altas concentragdes as proteinas sofrem menor interacdo com a
superficie, mantendo sua conformacéo, e desorvem mais facilmente (NATH, et al., 2004).
InteracOes da proteina de superficie sdo influenciadas pela propriedade da proteina e também
pelas propriedades da superficie (RABE, et al., 2011).

Estudo relaciona a quantidade de proteinas e o processo de adsorcdo (Noh;
Vogler, 2007; Vogler, 2012), sendo que a ocorréncia de competicdo da proteina-adsorcdo
indica que as proteinas individuais na mistura difundem uma interface recém-criada a uma
taxa dependente da difusdo de constantes especificas para estas proteinas individuais,
interferindo no gradiente de concentragcdo (BARNTHIP, et al., 2008; VOGLER, 2012).

1.7.1.3 Concentracdo da Solucgéo

A concentracdo da solucdo pode ser comparada com a superficie saturada do
adsorvente, mas de acordo com Vogler (2012) é pouco relatada na literatura. A adsor¢do de
uma solucdo concentrada é rapida em compara¢do com uma solucdo diluida (SEIGEL, et al.,
1997). Segundo Vogler (2012) com a concentracdo da solucdo, a superficie do adsorvente
torna-se sub-saturada, entdo esta estara prontamente disponivel para a desnaturacdo das
proteinas. Em contrapartida, as proteinas que ocupam adsorventes saturados, podem deslocar
vizinhos adsorvidos a ocuparem mais espaco, 0 que aumenta a energia e consequentemente

retarda o processo.

1.7.1.4 Estruturas das Proteinas

A adsorgdo de proteinas nas superficies apresentam questdes que interferem no
processo de adsorcdo (WELSCH, et al. 2013). Algumas apresentam alta estabilidade interna,
sendo aderidas as superficies hidrofilicas e séo, geralmente, pequenas. Em alguns casos, sdo
consideradas “duras”, como a lisozimas, quando apresentam alta estabilidade (NATH, et al.,
2004). Por outro lado, proteinas com baixa estabilidade interna, chamadas de proteinas

“moles”, como a BSA, com tendéncia a adsor¢do em todas as superficies independente das
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interacOes eletrostaticas, devido ao ganho na entropia conformacional, que provoca uma
mudanga significativa. Estas estruturas podem direcionar a adsorcdo e integridade

conformacional na superficie do substrato (NATH, et al., 2004).

1.7.1.5 Forgas intermoleculares

A estabilidade € outro fator importante que depende das forcas intermoleculares
que dominam a interacdo mutua e sdo influenciados pelos tipos de proteinas envolvidas (WU;
NARSIMHAN, 2008). Trabalhos realizados corroboram sobre a influéncia das estruturas de
diferentes proteinas em relagdo a estabilidade (RICHARDS, 1977). Além da influéncia das
estruturas, 0 numero de moléculas de proteinas na solucdo interfere no processo de adsorcao
em funcdo da competicdo existente. Barnthip, et al., (2009) citam que em soluc¢des binarias a
complexidade é maior em relagdo a estabilidade obtida em comparagdo com solucGes
contendo proteinas purificadas.

1.7.2 pH

A influéncia do pH no processo de troca ibnica de proteinas esta associada ao
ponto isoelétrico (pl) e, conseqlientemente, a sua carga elétrica liquida. As moléculas podem
ter cargas negativas, neutras ou carregadas positivamente dependendo do pH da solucédo
(BARRAL, et al., 2008). Estudos relatam que as taxas de adsorcdo sdo elevadas quando a
proteina e substrato tém cargas opostas sendo que as atracOes eletrostaticas podem acelerar a
migracdo na direcdo da superficie (BREMER, et al, 2004; RABE, et al., 2011). Em soluces
com pH acima o (pl) da proteina e abaixo do pKa, a interacdo destas forcas eletrostaticas das
proteinas, aumenta com o incremento do pH (NFOR, et al., 2010). Considerando que, em
condicdes de pH elevado, as proteinas (pH>pl) sdo negativas. Quando o pH € igual ao ponto
isoelétrico (pl) de uma proteina com cargas negativas e positivas, considera-se que estdo em
equilibrio, resultando em moléculas neutras. As repulsdes eletrostaticas proteina-proteina sdo
menores e 0 ponto isoelétrico permite densidades de compactacdo mais elevadas sobre a
superficie (RABE, et al., 2011).

Em condicdes de pH baixo (pH<pl) as proteinas estdo com cargas positivas. A
carga liquida de proteina é positiva, a adsor¢do em meio protonado deve ocorrer (WRZOSEK;

POLAKOVIC, 2011). O efeito do pH no processo de troca ibnica de proteinas tém sido
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relatados ao longo dos ultimos anos (GAO, et al., 2008; NFOR, et al., 2010; WRZOSEK;
POLAKOQOVIC, 2011).

Kopaciewicz, et al., (1983) citam que condi¢cbes extremas de pH podem levar a
alteracdes conformacionais e perda de atividades especificas, como no caso de enzimas. Tais
alteragbes podem induzir a um aumento na hidrofobicidade da proteina, reduzindo sua
interacdo com o trocador ionico.

Garland, et al., (2012) descreve que a presenca de superficies hidrofilicas com
grupos carregados € capaz de uma forte interacdo eletrostatica com os grupos da proteina.
Assim, o pH de uma solucdo aquosa afeta as propriedades de muitas superficies devido a
protonacdo ou desprotonacdo dos grupos ionizaveis e as consequentes interacfes entre estes
grupos de superficie carregadas de ions e biomoléculas (FENOGLIO, et al., 2011;
MARKLAND, et al., 1999). Determinando assim o estado eletrostatico das proteinas (RABE
etal., 2011).

Resultados sobre a influéncia do pH no processo de troca ibnica com proteinas
sdo citados por Nfor, et al., (2010), em que o pH da solucdo atinge os estados de carga da
proteina e o da resina utilizada na adsorcéo, tendo portanto uma forte influéncia na resisténcia
das interacGes eletrostaticas das proteinas ligantes. O incremento das forcas de atracdo foi
observado com a relagdo de aumento da carga positiva com a superficie da proteina BSA
quando aos valores de pH estavam entre 3,3 e 4,6 (TRAN; JAMES, 2012).

Foi verificado por Lin, et al., (1991) que a variacdo de pH, as forcas ndo-idnicas,
como a interacdo hidrofobica, também atuaram no processo de troca idnica. E citado que esta
interacdo hidrofébica desempenha um importante papel no fendmeno de adsorcdo de
proteinas. Na superficie hidréfila ocorre interacdo favoravel com &gua e, geralmente, é
coberto com uma camada de hidratacdo quando em contato com uma solu¢do aquosa, criando
uma barreira através da qual a adsorcdo de moléculas de proteinas deve atravessar antes de

interagir com a superficie subjacente (GARLAND, et al., 2012).

1.7.3 Temperatura

A temperatura tem um efeito sobre o estado de equilibrio e sobre a cinética durante o
processo de adsorcdo de proteinas (RABE, et al., 2011). A influéncia da temperatura no
equilibrio de troca idnica tem despertado cada vez mais o interesse de pesquisadores. Sendo

considerado um fenbmeno complexo, que pode afetar tanto as propriedades fisico-quimicas
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do adsorvente, como as propriedades do soluto, como mudangas conformacionais de proteinas
(MIHELIC, et al., 2003).

Normalmente, o aumento da velocidade de adsorcdo pode ser esperado devido a
uma difusividade acelerada das proteinas para a superficie adsorvente. Em alguns casos, a
elevacdo na temperatura aumenta a capacidade maxima adsortiva, 0 que sugere que O

processo é endotérmico enquanto que em outros, 0corre o inverso.

1.7.4 Concentracdo de Sal

Em geral, quanto maior a concentracdo de sal, menor a capacidade adsortiva do
adsorvente, indicando que a principal forca envolvida no processo de troca iénica € a atracao
eletrostatica (LIN, et al., 1991). Isto significa que quanto maior a forca ibnica, menores sdo as
interacOes eletrostaticas entre as moléculas carregadas, consequentemente, a adsor¢do de
proteinas carregadas é dificultada (RABE, et al., 2011). A influéncia da concentracéo do sal
ou de forca idnica na adsorcdo de proteinas foi observado por Nfor, et al., (2010), em trabalho
realizado com BSA, lisozima, ovalbumina, amiloglicosidade e quimotripsina, sendo que
interacOes proteina-sal foram dominantes apenas para BSA e amiloglicosidade. Foi observado
que ocorre influéncia na adsorcdo de proteinas por forcas eletrostaticas e interacOes
hidrofobicas em resinas mistas.

Xu, et al., (2005) cita que a adicdo de sal na solucdo comprime a camada de
solvatacdo das proteinas e aumenta a interacdo entre as mesmas. A medida que a concentracéo
de sal na solugdo tem um acréscimo, mais moléculas do solvente ficam associadas com 0s
ions da solucdo. Em conseqiiéncia, com a diminuicdo do solvente, fica disponivel para
participar da camada de solvatacdo das proteinas, expondo padrdes hidrofébicos na superficie
da proteina. Assim, as proteinas podem exibir interacdes hidrofébicas, agregarem-se e se
precipitarem na solucéo.

Gao, et al., (2008), em um estudo do efeito do pH e concentracdo salina sob o
mecanismo de adsor¢do de proteinas em um trocador idnico, observaram efeito semelhante
com o aumento da concentragdo de NaCl e diminuicdo da adsor¢do da proteina. Este
comportamento pode estar associado ao efeito estérico das interacGes intermoleculares das
proteinas com o0s contra-ions. Outra contribuicdo para este efeito, € a concorréncia das
moléculas de proteina em solucdo e os eletrdlitos CI” da adigdo de NaCl com os contra-ions de
troca (LIRA, et al., 2009). Entdo, observa-se que dependendo do tipo de sal pode afetar a

troca ibnica conforme descrito por Nfor, et al., (2010). Na presenca de sal, ocorre a
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desidratacdo das moléculas de proteinas devido a solvatacdo das moléculas de sal ao redor das
moléculas de proteina. Assim, as zonas hidrofdbicas expostas na superficie da proteina
aumentam com a elevacdo da concentracdo de sal, tornando a interacdo hidrofobica entre
proteina e adsorvente.

Gao, et al., (2006), estudando o efeito do pH e concentracdo salina sob o
mecanismo de adsorcdo de proteinas em um trocador ibnico, também observaram efeito

semelhante do aumento da concentracdo de NaCl e diminuicdo da adsorcao de proteinas.

1.7.5 Influéncia dos Adsorventes

Os adsorventes apresentam superficies que permitem uma combinacdo seletiva
com o soluto, propiciando a ligacdo entre soluto e superficie do adsorvente (COHEN e
PETERS, 1995). Isto ocorre em funcdo das propriedades quimicas da superficie solida dos
adsorventes interfererindo assim na adsor¢do (LUNDQVIST, et al., 2004). O fenbmeno da
superficie no processo de adsorcdo é importante que tenha uma grande area superficial
externa e interna associada a sua estrutura porosa, em funcdo ainda da capacidade de adsorcéo
em lugar do tipo e tamanhos dos poros, assim como a sua distribui¢do, e da natureza da
superficie dos adsorventes (COULSON e RICHARDSON, 1985; RUTHVEN, 1984).

Normalmente, os adsorventes sdo caracterizados como hidrofilico ou hidrofébico
(GAO, et al.,, 2009). A superficie do adsorvente por possuir propriedades hidrofoba,
hidrofilicas ou carregadas tem maior facilidade de adsor¢cdo da molécula de proteinas
(GARLAND, et al., 2012). Esta superficie quimica e a resisténcia do meio idnico influenciam
os resultados de adsorcdo, e tem sido foco de estudo entre as proteinas e as interacfes
superficiais, pois ocorrem energias envolvidas que interferem na adsorcdo (VOGLER, 2012).

Estudos de proteinas e interacGes da superficie do adsorvente tem sido o foco
principal de trabalho teérico moderno, porque as energias envolvidas tém presumido ser
grande em relacdo a energia térmica (VOGLER, 2012). Varios aspectos da interacdo de
biomacromoléculas com superficies inorganicas sao citadas por Fenoglio, et al., (2011). Estas
interacdes causam alteragdes entalpicas e estdo geralmente relacionadas com a formacgéao ou
interrupgdo de varias ligagbes quimicas ou entre a proteina e a superficie ou no interior da
molécula apds a adsorcdo ou apds a redistribuicdo de grupos com ions (NORDE, 2008). Na

tabela 5 sdo mostrados alguns fatores e aspectos que influenciam o processo.
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Tabela 5 — Alguns fatores que influenciam o processo de adsorc¢do de proteinas

Fatores Aspectos

Carga superficial
- Aumento da quantidade de proteinas

a. Substrato e cargas da proteina estdo .
adsorvidas

com sinais opostos

b. Substrato e cargas da proteina com Diminuicdo da quantidade de proteinas

. adsorvidas
mesmo sinal

- Estabilidade da suspensdo coloidal e
pH carga da superficie

- Estabilidade da suspensao coloidal, pH e
Fase fluida carga superficial

- Estabilidade da suspensdo coloidal e
Composic¢do quimica carga da superficie

- Influéncia na solubilidade do coldide
Temperatura
Tempo de imersao - Quantidade de proteina adsorvida
Massa adsorvente - Quantidade de proteina adsorvida

1.8 POTENCIAL ZETA (Pz)

O potencial zeta € uma medida da magnitude da repulsdo ou da atracdo
eletrostatica ou das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais que,
sabidamente, afetam a estabilidade. Sua medicdo oferece uma visdo detalhada sobre as causas
da dispersdo, agregacao ou floculacdo, podendo ser aplicada para melhorar a formulacéo de
dispersdes, emulsdes e suspensdes (MALVERN INSTRUMENTS, 2004).

E uma técnica para determinar a carga de superficie das nanoparticulas em
solucdo (colodides). As nanoparticulas tém uma carga de superficie que atrai uma fina camada
de ions de carga oposta a superficie da nanoparticula. Esta dupla camada de ions viaja com a
nanoparticula e se difunde ao longo da solucdo (RABE, et al., 2011). Quando um material
apresenta ions em sua estrutura, a sua superficie apresenta carga. Este mesmo material
apresentard a formagdo de uma dupla camada elétrica na sua superficie quando estiver em
uma solucédo aquosa contendo eletrélitos. A primeira camada € constituida por ions adsorvidos

diretamente na superficie devido as interagfes quimicas especificas com a superficie, por



44

exemplo, forcas eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio e interacdes de van der Waals. A
segunda camada é formada através de interacGes de forcas eletrostaticas fracas entre ions
livres que se movem no fluido e a superficie, sob a influéncia da atracdo elétrica e do
movimento térmico. Esta segunda camada €, portanto, chamada de camada difusa
(MALVERN INSTRUMENTS, 2004). A seguir € mostrado na Figura 9.

lons na camada difusa

Particula de carga negativa com lioacGes fracas

lons fortemente ligados a particula

Carga livre

Potencial zeta
Figura 9. Esquema da dupla camada elétrica formada na superficie de uma particula
carregada. Fonte: Malvern Instruments, (2004).

O potencial elétrico no limite da camada dupla € conhecido como o potencial zeta
das particulas e tem valores que variam tipicamente desde 100 mV e -100 mV. A Tabela 6 a

seguir mostra o comportamento de estabilidade de coloides.

Tabela 6 - Comportamento de estabilidade de col6ides com valores de potencial zeta

Potencial Zeta (mV) Comportamento da estabilidade do coloide
05 Répida cogulacdo e floculacdo
+10+ 30 Estabilidade fraca
+30 + 40 Moderada estabilidade
+40+60 Boa estabilidade
Mais + 61 Excelente estabilidade

Fonte: Malvern Instruments, (2004).

A amplitude do potencial zeta € preditiva da estabilidade coloidal. Nanoparticulas
com potencial zeta superiores a + 25 mV ou inferior a -25 mV normalmente tém um grau
mais alto de estabilidade. Dispersdes com um baixo valor potencial zeta acabara agregadas
devido a atracOGes de inter-particulas com interacdes de Van der Waals segundo Malvern
Instruments (2004).
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2. JUSTIFICATIVA

No mundo, estima-se que o mercado de proteinas de soro de leite movimenta por
ano U$ 3,8 bilhdes (CARVALHO, et al., 2013). No Brasil, o aproveitamento do soro de leite
bovino para a obtencdo de proteinas ainda € pouco realizado. Em funcdo disso, o Pais importa
um alto volume deste coproduto, pois o beneficiamento requer a aplicacdo de tecnologias
ainda nao adaptadas a realidade nacional (ALVES, et al., 2014).

Estudos recentes tém sido feitos com intuito de modificar o cenario atual (ROSA,
et al., 2015; DE MOURA, et al., 2013). Este interesse € em funcdo dos constituintes do soro
de leite bovino, pois as proteinas presentes sdo importantes por apresentarem propriedades
funcionais e nutricionais, em funcdo da presenca de moléculas de peptideos e proteinas
bioativas (GIRALDO-ZUNIGA, et al., 2004; MADUREIRA, et al., 2010). A albumina de
soro bovino (BSA) é uma das proteinas presentes neste soro, e tem um papel importante, pois
apresenta varias propriedades funcionais e nutricionais (GIRADO-ZUNIGA, et al., 2004).
Estudos envolvendo a analise de seus compostos bioativos evidenciam beneficios para a
salde humana. Entre esses possiveis beneficios destacam-se seus efeitos hipotensivo
(ANTILA, et al., 1991; DE WIT, 1998; FARREL, et al., 1987; GROLEAU, et al., 2003;
HARTMANN; MEISEL, 2007; MEISEL; SCHLIMME, 1996; NAGAOKA, et al., 2001),
funcdo antioxidante e hipocolesterolémico, promoc¢do de ligacdo e transporte de retinol,
vitamina D e &cido palmitico (FOX; MCSWEENEY, 1998; TOLKACH; KULOZIK, 2005;
WU, et al., 1999). Além disso, as proteinas tém outras utilizagdes como preparo de filmes
comestiveis, no preparo de alimentos que proporcionam beneficios para o ser humano e no
preparo de alimentos infantis (DE WIT, 1998), SGARBIERI, 2004; SVENSSON, et al., 2002;
TAVARES, et al., 2011; WALSTRA, et al., 1999; ZHIVOTOVSKY, et al., 1995).

Com a presenca destas mdaltiplas aplicacdes é importante o desenvolvimento de
processos de separacdo e purificacdo, sendo interessante buscar a economia e viabilidade do
processo conforme cita Rodrigues (2001). Um dos principais desafios na separagdo de
proteinas do soro de leite é a baixa concentra¢do destas e a complexidade do soro. Existem
varios métodos de separacédo e purificacdo de proteinas conforme descrito em Jahanshahi, et
al., (2008); Franzreb, et al., (2006), sendo que alguns deles sdo bem difundidos na literatura
(ALBREHT; VOVK, 2012; FONTAN, et al., 2013; LI, et al., 2013). E importante que os
estudos sobre separacdo de proteinas do soro incluam a busca de processos alternativos de

separacdo e purificacdo destas proteinas com aplicacdo em escala industrial. Os adsorventes
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mais utilizados no processo de adsor¢do de proteinas, apesar de serem vantajosos, apresentam
custos mais elevados. Entdo a proposta deste trabalho é pesquisar adsorventes como a
hidroxiapatita e o carvao ativo do babacu (Orbignya martiana) na separacdo da albumina de
soro bovino. Eanes, (1980), cita que hidroxiapatita atua como um adsorvente e é um
constituinte mineral encontrado no 0sso bovino. Quimicamente é um fostato de célcio
alcalino, € bastante estdvel numa grande faixa de pH e temperatura. Na forma sintética possui
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracédo, o que facilita a integracdo de implantes
(SILVA RIGO, 2010). Tem uma alta capacidade de adsorver moléculas, sendo eficiente no
tratamento de remogdo de metais pesados em &guas e solos poluidos (MAVROPOULOQOS, et
al., 2011). No Tocantins o babacu esta presente na regido do Bico do Papagaio (TOBASA,
2016), tendo grande valor industrial e comercial, porém ainda pode ser aproveitado como
adsorventes para proteinas do soro de leite e consequentemente, diminuir o descarte deste
soro no meio ambiente, além de potencializar a valorizacdo da matéria prima extrativista.
Assim, a pesquisa sobre a separacdo da albumina de soro bovino e a utilizacédo de
adsorventes mais baratos ird possibilitar um entendimento maior sobre o melhor

aproveitamento de proteinas do soro de leite, agregando mais valor econdmico ao subproduto.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o comportamento adsortivo da albumina de soro bovino (BSA) em
diferentes matrizes adsorventes (hidroxiapatita comercial, hidroxiapatita sintética e carvao

ativo de babagu) em tanques agitados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Determinar a cinética de adsorcao da albumina de soro bovino em tanques agitados;

ii) Determinar a eficiéncia de adsor¢do da proteina;

iii) Determinar o potencial zeta dos adsorventes em diferentes pH;

iv) Determinar isotermas de adsorgéo;

v) Determinar 0 modelo de Langmuir na adsor¢do da proteina (BSA) em diferentes pH e em
solucdo idnica (NaCl);

vi) Estudar diferentes modelos de isotermas para melhor ajuste aos dados experimentais.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CINETICA DE ADSORCAO

As Figuras 11 a 13 mostram a cinética de adsorcdo de BSA em adsorventes (HA,
HAS e CAB) para os pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0). As Figuras 11(a), 12(a) e 13(a) mostram as
curvas C.Co™* versus tempo (min). As Figuras 11(b), 12(b) e 13 (b) apresentam os modelos de
Pseudo 12 e 22 ordem nos pH (4,0, 5,0, 6,0 e 7,0). A concentracdo inicial (Co) de proteina
utilizada foi 3,0 mg mL™. Para as solugées tampdes com pH (4,0; 6,0 e 7,0) foi observado um
aumento da quantidade de proteina adsorvida com o tempo com o0 aumento do pH,
ocasionando um patamar mais alto da curva C.Co™. Na adsorcéo ocorrida a pH 5,0 também
observa-se 0 aumento da adsorcdo de proteina com o tempo, porém esta adsor¢do € menor em

relacdo as soluces com os pH (4,0; 6,0 e 7,0).
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Figura 11. Cinética de adsor¢do de BSA sobre a superficie da hidroxiapatita comercial nos pHs
(4,0; 5,0; 6,0 e 7,0). (a). Curva de C.Co™ versus tempo (min), a 25 °C por 24 h e (b). Modelos
cinéticos de Pseudo 12 ordem e Pseudo 22 ordem
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Figura 12. Cinética de adsorcdo de BSA sobre a superficie da hidroxiapatita sintética nos
pHs (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0). (a). Curva de C.Co™ versus tempo (min), a 25 °C por 24 h e (b).
Modelos cinéticos de Pseudo 12 ordem e Pseudo 22 ordem

1,01 o o o o
o pH40 L)
O pH5,0 v
v pH60
1,00 N gHm g V¥ v
[@ A A A A
0,99 %000 0 0 o 0 0 &
o
) 2
2 098 £
0 = )
0,97 ™ A . pH40
" 0 pH50
v A A v PH 6,0
0956 1% Yv A A pHTO
'0. v = = = Pseudo 12 ordem
o 0, ° e Pseudo 22 ordem
0,95 T T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tempo (min) Tempo (min)
a) b)

Figura 13. Cinética de adsorcdo de BSA sobre a superficie do carvéo ativo de babacgu nos
pHs (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0). (a). Curva de C.Co™ versus tempo (min), a 25 °C por 24 h e (b).
Modelos cineticos de Pseudo 12 ordem e Pseudo 22 ordem

Nas Figuras 11(a), 12(a) e 13(a) verificou-se graficamente que, com

aproximadamente 150 min, j& havia sido atingido um patamar na curva de C.Co™ versus
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tempo (min), sendo entdo observada a tendéncia ao equilibrio. As curvas cinéticas da
hidroxiapatita comercial (HA) para os pH (4,0, 5,0, 6,0 e 7,0), apresentadas na Figura 11(a),
observa-se que a concentracdo de albumina de soro bovino (BSA) na fase liquida diminuiu
cerca de 85 a 92%, indicando que a adsorcdo foi melhor em pH 4,0. Para a Hidroxiapatita
sintética (HAS), como indicado na Figura 12(a), a concentracdo de (BSA) na fase liquida no
equilibrio foi em torno de 89 a 98 %, mostrando uma menor adsorcdo em relacdo a HA. O
carvao ativo de babacu (CAB), mostrado na Figura 13(b), apresentou menor adsor¢do em
relagdo a HA e HAS, sendo adsorvido entre 5 e 15 % aproximadamente para as diferentes
condigdes de pH. Para todos os adsorventes, observa-se que a adsorc¢do foi maior em solugéo
tampdo em pH 4,0 e a solucdo tampdo com pH 5,0 foi mais baixa, supbe-se que a
proximidade do potencial isoelétrico (4,6 a 4,9) da albumina de soro bovino tenha
influenciado esta menor adsor¢éo no processo.

Nas Tabelas 8, 9 e 10 sdo apresentados os parametros dos modelos cinéticos de
Pseudo 12 ordem e 22 ordem para os adsorventes hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita
sintética e carvdo ativo de babacu (CAB). Sdo mostrados os valores das constantes de
Lagergren Qer, Kz, Gz ¢ ko, além do R?, onde k; e k representam as constante de velocidade,
Qecalc = quantidades de BSA adsorvida no equilibrio, geexp = calculo da quantidades de BSA
adsorvida no equilibrio obtida experimentalmente e tempo (h). O RMSE representa 0 Erro

médio do quadrado de residuo.

Tabela 8 - Modelos e parametros cinéticos para a adsor¢do da BSA sobre a hidroxiapatita

comercial
pH
Modelo Parametros
4,0 5,0 6,0 7,0
Ge.exp (MG g-l) 75,91 47,93 60,99 56,34
Pseudo 1* g1 cac (Mg g™) 66,26 45,10 59,29 52,10
ordem kq (min'l) 0,04 0,02 0,01 0,95
R2 0,9103 0,9803 0,9410 0,9426
RMSE 7,84 3,48 3,82 10,6
Ge.exp (MQ g-l) 75,91 47,93 60,99 56,34
Pseudo 22 Gez, cale (MY g-l) 68,39 49,49 65,03 53,28
ordem ks, (min'l) 0,0034 0,0005 0,0003 0,0191
h (min™) 15,9 1,24 1,268 54,22
R? 0,9583 0,9941 0,9510 0,9970

RMSE 5,41 1,91 2,39 10,07




Tabela 9 - Modelos e parametros cinéticos para a adsor¢cdo da BSA sobre a hidroxiapatita

sintética
pH
Modelo Parametros
4.0 5,0 6,0 7,0
Geexo (Mg g7 65,96 41,77 60,78 53,72
Pseudo 1* g1 cac (Mg g™ 60,97 38,21 59,29 50,70
ordem ki (min™) 0,0659 0,0213 0,0113 0,0060
R2 0,9399 0,9864 0,8855 0,9404
RMSE 7,00 2,43 6,81 6,05
Qe,exp (mg gl) 65,96 41,77 60,78 53,72
Pseudo 28 Je2 calc (MY g'l) 64,12 41,32 60,03 57,85
ordem ko (min™) 0,0016 0,0008 0,0003 0,0001
h (min™) 6,57 1,36 1,08 0,33
R? 0,9708 0,9969 0,9515 0,9546
RMSE 4,9148 1,16 6,23 5,30

Tabela 10 - Modelos e parametros cinéticos para a adsorcdo da BSA sobre o carvdo ativo de

babagu
pH
Modelo Parametros
4,0 5,0 6,0 7,0
Geoxp (Mg g7 24,75 4,93 21,52 15,78
Pseudo 12 a1
Oet, calc (MY 9°) 23,21 4,72 18,72 14,83
ordem ki (min™) 1,9634 0,0986 1,1425 1,3026
R? 0,9751 0,9450 0,6921 0,9477
RMSE 1,46 0,51 2,71 1,35
Ge.exp (MY G7) 24,75 4,93 21,52 15,78
Pseudo 22 Gez, cale (MY 97 23,32 4,83 18,91 15,00
ordem K (min™) 0,0218 0,0474 0,0100 0,1384
h (min™) 11,85 1,10 3,57 31,14
R2 0,9781 0,9721 0,7098 0,9594
RMSE 1,37 0,37 2,65 1,19

Os valores de R? obtidos para a hidroxiapatita comercial variaram entre (0,9103 a
0,9970), hidroxiapatita sintética (0,8855 a 0,9969) e carvéo ativo de babacu (0,6921 a 0,9781)
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para os modelos. Os valores calculados ge caic Obtidos para os adsorventes (HA, HAS e CAB)
foram proximos aos resultados de Qeexp para os pH estudados. Supbe-se que o processo de
adsorcdo segue principalmente a Pseudo 22 ordem com base nos valores obtidos do erro
médio do quadrado do residuo (RMSE) e dos coeficientes de determinacéo (R?) encontrados.
De modo geral, o menor valor de (RMSE) indicou que 0 modelo de Pseudo 22 ordem explica
melhor o comportamento dos dados experimentais, e o maior valor de R? encontrado, mostra
que este modelo cinético é mais apropriado para descrever o processo de cinética de adsorcao
da BSA sobre os adsorventes, com caracteristicas de quimissorcao.

Os valores de g obtidos (Tabelas 8, 9 e 10) variaram entre Qeexp= 47,93 a 75,91
mg g™ para HA, Qeexp = 41,77 @ 65,96 mg g™ para HAS € Qeexp = 4,93 a 24,75 mg g para
CAB nos pH avaliados. Sendo que para a hidroxiapatita comercial (HA) a pH 4,0 houve
maior capacidade de adsorcdo de BSA em comparacdo com a hidroxiapatita sintética (HAS) e
0 carvdo ativo de babacu (CAB) e os demais pH estudados.

Estudos de cinética sobre hidroxiapatita e carvao ativo tém sido realizados por
varios autores. Yin, et al., (2002) avaliaram a cinética de adsorcdo de BSA sobre HA a 18,5
°C em pH 5,82 e 30 °C em pH 7,0 encontraram resultados COMO Qe exp = 59,06 € 41,49 mg g’
valores semelhantes aos encontrados neste trabalho. Swain e Sarkar, (2013) estudaram
adsorcdo de BSA sobre hidroxiapatita em pH 7,4 a 37 °C, tendo encontrado valores de Qe exp=
28 mg g*. Em pesquisa conduzida por Pereira, et al., (2014) com BSA sobre carvéo ativo de
siriguela foram encontrados (ge,exp=29,35 a 58,26 mg g™l) e h= 28,74 min™ paraum pH=7,0 e
temperaturas entre 20 °C e 40 °C.

Os valores mais elevados das constantes de velocidade, ki, para o adsorvente
CAB (Tabela 10) podem ser devido a alguma alteracdo dos sitios dos adsorventes (Kopac, et
al., 2008) devido a presenca de heteroatomos na superficie de CAB (Oliveira, et al., 2015). Os
resultados encontrados neste processo supde-se que ocorreram reagdes de trocas de superficie
até que os sitios fossem totalmente ocupados, principalmente para HA, HAS e para o CAB foi
dificultada devido a presenca de varios grupos funcionais na estrutura do adsorvente (Laszlo,
2005; Oliveira, et al., 2015). Os valores obtidos de k, variaram entre 0,0001 e 0,1384 min™
para os adsorventes nos diferentes pH estudados. Diversos estudos foram realizados e o0s
resultados obtidos para os parametros k; e k, corroboram com 0s encontrados nesta pesquisa.
Kopac, et al., (2008) também relataram valores de k; proximos aos encontrados neste
trabalho, sendo, pH 4, k; = 0,018 e 0,019 min* a 20 °C e 40 °C, respectivamente. Para pH 5,
obteve-se k; = 0,013 min * a 20 °C e 0,019 min* a 40 °C. (Kopac, et al., 2008).

A taxa de transferéncia de massa no processo de adsorc¢do foi mais lento no pH
7,0 dos adsorventes hidroxiapatita (HA) e carvao ativo de babagu (CAB) com h = 54,22 e
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31,14 mg g min™). Isso pode ter ocorrido em funcio do alto peso molecular (69 kDa) da
proteina BSA e os diversos grupos funcionais existentes na molécula de CAB, ocorrendo
assim uma rapida saturacdo dos poros. Em geral a taxa de transferéncia de massa de (HA e
HAS) é mais acelerado possivelmente em funcdo da existéncia de altos numeros de sitios

disponiveis para as ligagdes iniciais.

5.2 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ADSORCAO DA PROTEINA

Os resultados médios de eficiéncia obtidos para a adsorcdo da albumina de soro
bovino sobre a hidroxiapatita comercial, hidroxiapatita sintética (HAS) e carvdo ativo de
babacu (CAB) para os pH (4,0 5,0 6,0 e 7,0) a 25 °C, apds 24 h, sdo mostrados sdo na Tabela
11.

Tabela 11 - Concentragdo na solucgéo (C), capacidade adsortiva (q) e eficiéncia de adsorcao
(efic) da albumina de soro bovino (BSA) sobre a Hidroxiapatita comercial (HA),
hidroxiapatita sintética (HAS) e carvao ativo de babacu (CAB) ap6s 24 h a 25 °C nos pH (4,0,
5,0,6,0e7,0)

BSA
Adsorventes pH C (mg mL™) q(mgg?) Efic (%)
4,0 0,77 67,5 74,3
50 1,44 45,3 52,0
HA 6,0 1,14 54,2 62,0
7,0 1,22 54,3 59,3
4,0 0,94 61.8 68.6
5,0 1,39 41,7 53,7
HAS 6,0 1,06 54,7 64,6
7,0 1,47 46,6 51,0
4,0 1,81 32.9 39,6
50 2,86 9,5 4,66
CAB 6,0 2,21 21,5 26,3

7,0 2,59 15,7 13,6
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Pode ser verificado que valores mais elevados da capacidade de adsorcdo e da
eficiéncia foram obtidos para a hidroxiapatita com maior pureza (HA) e hidroxiapatita
sintética (HAS) no pH 4,0 sugerindo que estes adsorventes e pH sdo os mais indicados para
testes posteriores. Observa-se pelos resultados que os diversos grupos funcionais presentes no
carvao ativo influenciaram a capacidade de adsorcdo. O valor encontrado para a solugéo
tampdo no pH 4,0 foram semelhantes aos obtidos por Oliveira, et al., (2015), tendo
encontrado (8,1; 26,2 e 25,4 mg g™*) e eficiéncia de 8,1, 26,1 e 25,5 % para 0s pH (3; 5 e 7)
respectivamente, na adsor¢do de BSA em carvdo ativo obtido do carogo de caja. Pereira, et
al., (2014) estudaram a adsorcdo de BSA sobre carvéo ativo produzidos com casca e sementes
de seriguela tendo encontrado valores entre (41,02 e 188,29 mg g™) e eficiéncia entre 21,25 a

92,29 %. Resultados também proximos aos obtidos neste trabalho.

5.3 POTENCIAL ZETA (Pz)

As medidas de potencial zeta (Pz) obtidas para os adsorventes sdo mostradas na
Tabela 12.

Tabela 12 - Potencial Zeta (Pz) obtido para a hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita
sintética (HAS) e carvao ativo de babagu (CAB)

Potencial Zeta (mV)

Adsorventes  pH 4.0 5,0 6,0 7,0
HA -6,6+0,72 -25,540,61 -2,7+0,10 -21,8+0,64
HAS -11,4+1,20 -24,6+1,47 -25,2+1,55 -26,9+1,40
CAB +6,9+1,90 -40,4+0,97 -41,4+1,10 -44,4+0,79

Os valores obtidos para HA (-6,6 a -25,5 mV) e HAS (-11,4 a -26,9 mV) nos pH
4,0 a 7,0, respectivamente, sdo justificados em funcdo das superficies heterogéneas e 0s
multiplos sitios de ligacdo, além disso, a morfologia da superficie e o grau de cristalinidade
sdo influenciados no processo de producdo segundo Norton, et al., (2006). Resultados
semelhantes foram obtidos por Tercenier, et al., (2013), onde foram encontrados valores de Pz
para a hidroxiapatita (-11 e -28mV) para o pH 7,1. Estes resultados podem ser explicados

também em func&o da presenca no meio aquoso de ions de calcio (Ca®) e de fosfato (PO?) da
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hidroxiapatita, o que leva ao aumento das forgas eletrostaticas, assim como ao Pz mais
negativo, indicando que houve a adsorgdo de jons acetato (Ac’) na superficie de HA e HAS.
A difusdo de fons de sodio (Na*) presentes em acetato de sodio (NaAc) estdo dissolvidos
ocorrendo assim, a ligacdo nas superficies de HA e HAS. Desta forma, a camada da superficie
destes adsorventes é comprimida e isto leva a redugdo do potencial zeta, principalmente em
pH 4,0. Na literatura sdo apresentados varios estudos com hidroxiapatita. Osério (2008)
encontrou valores de PZ nos pH (3,0; 4,0 e 7,0) para HA, sendo obtidos (0,0 mV; -10,0 mV e
-30,0 mV) para os pH (3,0; 4,0 e 7,0) respectivamente, em estudo realizado com nanotubos de
carbono e hidroxiaptatita, resultados esses proximos aos encontrados neste trabalho. Lopes, et
al., (1999) analisando o Pz da hidroxiapatita em pH 7,2, obtiveram valores na faixa (-18,1 a -
28,37 mV), resultados que corroboram com esta pesquisa.

Para o carvao ativo de babacu (CAB), resultados apresentaram valores (+6,9 e -
444 mV) nos pH estudados. Pesquisas realizadas demostram que as caracteristicas
superficiais do carvdo (tamanho de poros e area superficial) infuenciaram as caracteristicas
das cargas (OLIVEIRA, et al., 2015). O carvao ativo possui em sua estrutura quimica, grupos
funcionais como: heteroatomos, oxigénio e hidrogénio além de componentes inorganicos que
interferem na adsorcio (LASZLO, et al., 2005). Estes componentes influenciam no
comportamento total das cargas superficiais, justificando assim esta variacdo do potencial
zeta. O mesmo efeito foi observado por Valencia, (2006) sendo encontrado (+3 a -48 mV) e
(COTTET, 2009) para carvdo ativo de babacu (+4 e - 25 mV). Algumas divergéncias
encontradas nos resultados podem ser em fungdo das diferentes solugdes utilizadas (KCI) e

(AcNa) na diluicdo dos adsorventes.

5.4 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Isotermas de adsorcdo de BSA foram obtidas em vérias condicGes de pH e
concentracdo de sal (NaCl) em diferentes matrizes adsorventes. As representacdes graficas
mostram q (quantidade de proteina adsorvida no adsorvente, mg g™) versus C (concentrac&o
de proteina em equilibrio na fase liquida, mg mL™) em diferentes valores de pH (4,0; 5,0; 6,0
e 7,0) a 25 °C para os adsorventes hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita sintética
(HAS) e carvao ativo de babacu (CAB).

As formas das isotermas de adsor¢cdo nas matrizes estudadas se mostraram

semelhantes. Os dados de equilibrio indicam que, nas concentragdes analisadas, 0s ajustes
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obtidos seguiram um resultado similar ao modelo de isoterma do tipo L (monocamadas),
sugerindo que o processo de adsor¢do ocorreu de forma simples em sitios ativos distribuidos
uniformemente na superficie dos adsorventes estudados, mas as quantidades adsorvidas foram
consideravelmente diferentes entre si. Este fato indica, que ocorreu saturacdo da quantidade
adsorvida de forma significativa devido ao pH e a concentracdo de sal (NaCl) em solucéo,

além das caracterisitcas de superficie, principalmente do CAB.

5.4.1 Efeito do pH

As Figuras 14 (a), (b) e Figuras 15 (a), (b) representam a adsorcdo de BSA em
HA, as Figuras 16 (a), (b) e Figuras 17 (a), (b) representam em HAS e Figuras 18 (a), (b) e
Figuras 19 (a), (b) representam em CAB nos pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0), respectivamente.

As quantidades de BSA adsorvidas (g) nos pH (4,0, 5,0 e 6,0) para HA, HAS e
CAB mostradas nas Figuras 14 a 19 apresentaram no geral, valores maiores proximos do
ponto isoelétrico (pl) de BSA (4,6-4,9).
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Figura 14. Isotermas de adsor¢do de BSA sobre hidroxiapatita comercial em pH 4,0 (a) e pH
5,0 (b) a 25 °C para os ajustes dos modelo de Langmuir, Freundlich e Jovanovic. Os simbolos
representam os dados experimentais

As matrizes adsorventes (HA, HAS e CAB) apresentaram no geral cargas liquidas
negativas (Tabela 12), na faixa de pH estudados nesta pesquisa. Abaixo do ponto isoelétrico
(pl) da BSA, as cargas liquidas sdo positivas. Portanto, a atracdo eletrostatica entre as

superficies de HA, HAS e CAB e a molécula de BSA pode aumentar a adsorcéo da proteina.
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Em alguns casos, a quantidade de proteina adsorvida decresce quando o pH esta proximo a
pH 5,0 como descrito por Cheng, et al., (1987); Suzawa, et al., (1982).
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Figura 15. Isotermas de adsorcdo de BSA sobre hidroxiapatita comercial em pH 6,0 (a) e pH
7,0 (b) a 25 °C para os ajustes dos modelo de Langmuir, Freundlich e Jovanovic. Os simbolos
representam os dados experimentais
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Figura 16. Isotermas de adsor¢cdo de BSA sobre a hidroxiapatita sintética em pH 4,0 (a) e pH
5,0 (b) a 25 °C para os ajustes dos modelo de Langmuir, Freundlich e Jovanovic. Os simbolos
representam os dados experimentais
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Figura 17. Isotermas de adsorcdo de BSA sobre a hidroxiapatita sintética em pH 6,0 (a) e pH
7,0 (b) a 25 °C para os ajustes dos modelo de Langmuir, Freundlich e Jovanovic. Os simbolos
representam os dados experimentais
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Figura 18. Isotermas de adsorcéo de BSA sobre o carvao ativo de babagu em pH 4,0 (a) e pH
5,0 (b) a 25 °C para os ajustes dos modelo de Langmuir, Freundlich e Jovanovic. Os simbolos
representam os dados experimentais
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Figura 19. Isotermas de adsorcdo de BSA sobre o carvao ativo de babacu em pH 6,0 (a) e pH
7,0 (b) a 25 °C para os ajustes dos modelo de Langmuir, Freundlich e Jovanovic. Os simbolos
representam os dados experimentais

Na regido de pH superior ao ponto isoelétrico, os adsorventes (HA, HAS e CAB)

e as moléculas de BSA séo carregadas negativamente, entdo, forcas de repulsdo eletrostatica

dos adsorventes e a molécula de BSA pode suprimir a adsor¢do da proteina. Os resultados

experimentais mostraram a tendéncia semelhante para todos adsorventes estudados.

A variacdo de pH na solucdo possibilita a alteracdo da distribuicdo de carga

liguida da molecula de BSA, assim, o comportamento de adsor¢do refletiu na natureza das

interacBes fisico-quimicas da BSA e os sitios ativos das hidroxiapatita comercial e sintética.

Nos resultados encontrados, as cargas liquidas para a superficie da hidroxiapatita

nos pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0) foram negativas (Tabela 12), provavelmente em funcdo dos ions

fosfato (PO,™®) presentes. As quantidades adsorvidas, (q), de BSA sobre a hidroxiapatita, tanto

da comercial quanto da sintética foram maiores no pH 4,0, sendo que a capacidade de ligacdo

das hidroxiapatitas com a alboumina apresentou uma diminuigéo importante com o aumento do

pH em funcdo das interacOes eletrostaticas entre o cation (Ca*®) e o anion (PO4?) da HA com

0 anion (COQ") e o cation NH," da BSA, sendo mais intensas em fungdo das cargas positivas
de BSA (LIGHTFOOT; MOSCARIELLO, 2004; CHANG, et al., 2007).

No estudo da analise da adsor¢cdo de BSA sobre Streamline-HST foi citado que

em pH < pl (ponto isoelétrico), a molécula de BSA apresenta cargas positivas, facilitando a

ligacdo carga-carga entre as interacGes ibnicas e hidrofébicas (CHANG, et al., 2007),

resultando assim uma melhor capacidade de ligacdo, o que confirma o encontrado no pH 4,0.
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No pH 5,0 a quantidade adsorvida encontrada pode estar relacionada a proximidade do ponto
isoelétrico, influenciando assim sobre a carga liquida (LOPES, et al., 1997). Supde-se que em
alguns casos, a quantidade de proteina adsorvida decresce quando o pH diminui de acordo
com Cheng, et al., (1987); Suzawa, et al., (1982), em funcdo da expansdo da molécula de BSA
e a necessidade de um espaco maior para ligagdo com a superficie do adsorvente.

Para as solugcbes tampdes com pH superiores a 5,0, ou seja, pH 6,0 e 7,0, a
quantidade adsorvida de proteina foi menor em relacdo a solucdo tampdo com pH 4,0. Esta
observacdo € coerente com outras pesquisas onde a capacidade méxima de adsor¢cdo de
proteinas em meio aquosos diminuem com incremento do pH (KOPAC, et al., 2008;
Wrzosek e Polakovic, 2011). Para o pH 5,0 supfe-se que a proximidade do ponto isoelétrico
influenciou essa retracdo. No pH 6,0 os resultados variaram entre 58,43 e 75,67 mg g™ para
HAS e HA. Resultados obtidos por Mavropoulos, et al., (2011) corroboram com o encontrado
neste trabalho, tendo valores préximos a 67,6 mg g~ em pH 6,0 a 37°C. Normalmente a
hidroxiapatita apresenta cargas superficiais negativas e seu potencial zeta negativo aumenta
com o incremento do pH (BOONSONGRIT, et al., 2008). Abaixo do ponto isoelétrico a BSA
apresenta cargas positivas, portanto, a capacidade de adsor¢cdo de BSA melhora com o pH
acido devido a interacdo eletrostatica das cargas negativas das hidroxiapatitas com as cargas
positivas da BSA.

Para o pH 7,0, as Figuras 15 (b), 17 (b) e 19 (b) apresentam uma maior retracdo
no processo de adsor¢do em funcdo do aumento do pH para todos os adsorventes. Neste pH,
0s grupos carboxilicos estdo mais dissociados resultando em um aumento de cargas negativas
sobre o adsorvente, desta forma a molécula de BSA com cargas negativas (pH > pl)
ocasionaram uma menor retencdo nos sitios ativos da hidroxiapatita, o que justifica a
diminuicdo na adsorcdo da BSA. Assim, uma forca de repulsdo eletrostatica entre a
hidroxiapatita e a BSA é gerada e reforcada a medida que o pH torna-se mais alcalino, com
isso impede a adsor¢do de BSA na superficie da hidroxiapatita, sendo este comportamento
também foi observado por Yang; Zhang, (2009).

Nas Tabelas 13 a 15 sdo mostrados os parametros obtidos para os trés modelos
estudados nos adsorventes (HA, HAS e CAB), onde: Capacidade maxima de adsor¢do gm
(mg g™); constante de dissociacdo kd (mg g™) que descreve uma medida de afinidade;
capacidade de saturagdo do adsorvente gs (mg g*); n é uma constante (adimensional),
representa adsorcdo favoravel quando apresenta valor inferior a 1, indicando a tendéncia do
soluto em migrar para a fase solida; gs € a capacidade de saturacdo do adsorvente, b é uma
constante de equilibrio (também conhecida como energia de ligacdo entre o soluto e o

adsorvente). Dados com as médias e desvios padrdo para qm, Kg, gs, N € b.
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Os coeficientes de determinacdo (R?), o erro médio do quadradro do residuo
(RMSE), os respectivos desvios padrdo sdo mostrados. Os modelos de Langmuir, Freundlich
e Jovanovic apresentam um bom ajuste aos dados experimentais. De modo geral, os valores
de RMSE do modelo de Langmuir foram menores (Tabelas 13, 14 e 15), indicando que este

modelo explica melhor o comportamento dos dados experimentais.

Tabela 13 - Parametros de isotermas de adsor¢do da hidroxiapatita comercial sobre a
albumina de soro bovino (BSA) a 25 °C nos pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0) conforme os modelos
Langmuir, Freundlich e Jovanovic

~ pH
M | P
odelo arametros 2.0 50 6.0 70

Om 85,53 +0,73 61,72+ 1,40 75,67+ 1,03 55,21+ 0,49

Langmuir Kqg 0,04+ 0,01 0,11+ 0,02 0,09+ 0,01 0,22+ 0,08
R? 0,9800 0,9921 0,9425 0,9740
RMSE 1,41 0,86 3,03 1,56
Os 78,14 + 1,00 52,09+ 0,83 64,63+ 0,83 43,22+ 3,08

Freundlich n 0,06 +0,01 0,09+ 0,01 0,10+ 0,01 0,13+ 0,03
R? 0,9153 0,9484 0,9956 0,8652
RMSE 2,85 2,19 0,85 3,49
Os 84,46+ 1,15 59,48+ 0,49 72,55+ 0,97 51,96+ 1,15

Jovanovic b 12,14+ 0,12 491+0,81 6,67+ 0,27 2,85+ 0,67
R? 0,9165 0,9139 0,8106 0,8106
RMSE 2,83 2,81 5,31 0,96

Para os adsorventes, (HA, HAS e CAB), o0 modelo do Langmuir mostraram que as
constantes de dissociagdo (kq) calculadas tiveram uma variagdo entre 0,02 e 0,62 mg mL™.
Os valores de constantes de dissociacdo (kq) mais baixos indicam que o fendmeno de
adsorcdo foram mais favoraveis em pH 4,0 e 6,0, consequentemente, o equilibrio € atingido
de forma mais rapida, indicando também que o processo é espontaneo e reversivel. Este fato
mostra também que a recuperagdo da BSA apds adsorcdo em hidroxiapatita (comercial e
sintética) é mais favoravel (GUIOCHON, 1994). Na literatura, valores préximos de kg =
0,178 a 0,210 mg mL™ foram obtidos para o pH 4,0 (KOPAC, et al., 2008).
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Tabela 14 - Pardmetros de isotermas de adsor¢do da hidroxiapatita sintética sobre a albumina
de soro bovino (BSA) a 25 °C nos pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0) conforme os modelos Langmuir,
Freundlich e Jovanovic

" pH
Modelo P t
0odadelo arametros 4,0 5’0 6,0 7,0

Om 68,96+ 0,84  41,36+2,18 5843%594 51,90+ 0,39

Langmuir kg 0,02+ 0,03 0,07+ 0,03 0,09+ 0,07 0,46+ 0,03
R2 0,9886 0,9694 0,9425 0,0884
RMSE 0,34 0,54 0,77 1,55
0s 61,25¢539  37,63+0,0,65 52,37+ 3,01 36,34+ 0,38

Ereundlich N 0,010+0,03 0,07+ 0,02 0,07+ 0,04 0,22+ 0,01
R2 0,9408 0,9593 0,9922 0,9612
RMSE 0,72 1,10 1,09 2.82
0s 68,26+7,32  4115+1,85 56,82+ 4,46 50,37+ 0,14

Jovanovic b 5,58+ 1,97 508+0,81  594+229 1,54+ 0,67
R? 0,0964 0,8875 0,7622 0,9551
RMSE 0,25 1,80 5,68 3,06

No modelo de Freundlich, a capacidade de saturacéo (qgs) das hidroxiapatitas (HA e
HAS) foram também maiores em pH 4,0, sendo que a tendéncia de migracdo de BSA para o
soluto apresentou uma variagdo entre n = 0,010 e 0,22, confirmando o favorecimento da
adsorcdo. Os resultados obtidos de qs = 36,34 a 78,14 mg g™* confirmam no geral esta relagéo
com os n obtidos, quanto mais baixos, maior é o gs obtido. Resultados obtidos encontrados
por Kopac, et al., (2008) na faixa n = 0,046 e 0,057 corroboram com o trabalho. O modelo de
Jovanovic apresentaram ajustes satisfatdrios, o que representa uma superficie homogénea
solida do adsorvente, assim como Langmuir. Na literatura sdo encontrados resultados
semelhantes (FONTAN, et al., 2013).
Para o carvao ativo de babagu (CAB), conforme mostrado na Tabela 15, a
quantidade de BSA adsorvida sobre CAB foram inferiores em relagéo aos adsorventes (HA e
HAS) nos respectivos pH estudados. O CAB no geral apresentou cargas negativas liquidas
(Tabela 12) sobre a faixa de pH nos experimentos realizados, uma vez que, geralmente tém
varios grupos funcionais carregados negativamente, tais como grupos carboxilicos, oxigénio
(OLIVEIRA, et al., 2015). Supde-se que em funcdo destes grupos funcionais da superficie do

CAB, a adsorcéo de BSA tenha sido mais afetada em fungdo dos mesmaos.
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Tabela 15 - Pardmetros de isotermas de adsor¢do do carvao ativo de babagu sobre a albumina
de soro bovino (BSA) a 25 °C nos pH (4,0; 5,0; 6,0 e 7,0) conforme os modelos Langmuir,
Freundlich e Jovanovic

~ pH
M | P
odelo arametros 2.0 50 5.0 70

Om 36,18 + 5,55 17,17+ 1,23 28,09+ 1,52 27,37+ 5,48

Langmuir Kqg 0,38+ 0,11 0,39+ 0,09 0,62+ 0,10 0,12+ 0,16
R? 0,9811 0,9792 0,7906 0,9039
RMSE 1,43 0,51 4,64 2,31
Qs 25,04+ 1,32 11,85+ 1,32 16,97+ 1,32 22,31+ 6,74

Freundlich n 0,18+0,04 0,19+ 0,04 0,19+ 0,04 0,11+ 0,07
R? 0,9021 0,9217 0,6834 0,7773
RMSE 3,20 0,97 5,54 3,40
Qs 33,02+ 4,52 15,68+ 1,21 24,69+ 1,34 25,95+ 5,62

Jovanovic b 1,07+ 0,93 1,79+0,27 1,79+ 0,27 3,84+ 3,16
R? 0,9165 0,9517 0,8378 0,9599
RMSE 0,69 0,77 4,15 1,52

Os grupos funcionais presentes tiveram um papel importante na baixa adsorc¢éo. A
forga de repulsdo eletrostatica também influenciou a adsorcéo da proteina no carvéo ativo de
babacu. Este comportamento também foi observado por Oliveira, et al., (2015) em pH (3,0,
5,0 e 7,0), tendo encontrado valores (8,1; 26,2 e 25,4 mg g™*) respectivamente, na adsor¢ao de
BSA em carvao ativo de caja. Pereira, et al., (2014) e colaboradores estudaram a adsorcao de
BSA sobre carvao ativo produzidos com casca e sementes de seriguela tendo encontrado
valores entre (41,02 e 188,29 mg g*). El’tekova, et al., (2013) avaliando carbono ativos
mesoporosos em pH 7,0 obtiveram valores de adsorcdo proximos a 15 mg g™ e concluiu que a
natureza quimica e a estrutura do adsorvente afetou a adsor¢do da BSA, o que confirma os
resultados encontrados nesta pesquisa.

Algumas resinas comerciais utilizadas em estudos com metodologias semelhantes
foram obtidos resultados proximos. Andrade, et al., (2011), determinaram a isoterma de
adsorcéo de BSA sobre resina anidnica Sapharose Q Fast Flow em pH 7,4 e 40 °C, obtiveram
capacidade méxima de adsorcdo de 33,50 mg g~' para 0 modelo de Langmuir. Silva, et al.,
(2011) estudaram a isoterma de adsorcao de BSA sobre resinas de troca ibnica Streamline SP-
XL em pH 3,0 a 20 °C, e encontraram capacidade maxima de adsorcdo de 22,78 mg g ',

tambem pelo modelo de Langmuir.
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5.4.2 Efeito da concentracdo de NaCl

As isotermas de adsorcdo da proteina (BSA) sobre os trés adsorventes foram
obtidos a partir de ensaios em bateladas e estdo apresentadas nas Figuras 20 (a),(b) e 21
(@),(b). O equilibrio de adsorcéo dos dados foi ajustado para o0 modelo de Langmuir, que foi

obtido no geral melhores ajustes dos parametros nos pH estudados anteriormente.
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Figura 20. Isotermas de adsorcdo de BSA sobre hidroxiapatita comercial (HA),

hidroxiapatita sintética (HAS) e carvao ativo de babacu (CAB) em pH 4,0 (a) e pH 5,0 (b) na
auséncia e presenca de NaCl a 25 °C para os ajustes do modelo de Langmuir. Os simbolos
representam os dados experimentais.

Observa-se que a capacidade de adsorcéo da proteina nos trés adsorventes na faixa
de pH 4,0 a 7,0 obtidas em solucéo tamp&o contendo 1,0 mol L™ de NaCl foram menores em
comparacdo com os resultados obtidos sem NaCl. Como esperado, a presenca de 1,0 mol.L™
do sal (NaCl) teve um efeito considerado para os valores de pH mais elevados, onde a for¢a
eletrostatica em geral é mais fraca (WRZOSEK; POLAKOVIC, 2011). Supde-se que a
capacidade de adsor¢do da BSA foi influenciada em funcdo da competicdo por sitios de
ligag&o entre a proteina e ions de sal, tanto para a hidroxiapatita comercial e sintética quanto
para o carvao ativo de babacu, devido a area superficial contendo varios grupos funcionais
deste altimo. Além disso, observa-se de acordo com os resultados encontrados, que houve
competicdo das moléculas de proteina em solugéo e os eletrolitos CI™ da adi¢do de NaCl com

0s contra-ions de troca.
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Figura 21. Isotermas de adsor¢do de BSA sobre hidroxiapatita comercial (HA),
hidroxiapatita sintética (HAS) e carvao ativo de babacu (CAB) em pH 6,0 (a) e pH 7,0 (b) na
auséncia e presenca de NaCl a 25 °C para os ajustes do modelo de Langmuir. Os simbolos
representam os dados experimentais.

No geral, a capacidade de adsorcdo de BSA encontradas em solucdes com
presenca de NaCl foram mais baixas nas faixas de pH estudados em relacdo as soluges com
auséncia de NaCl. Em todas as solucbes com NaCl, os efeitos das interacdes da proteina-
adsorventes sdo muito fortes, sendo o efeito sal mais evidente. Sousa, (2010) confirma que o
efeito da concentracdo de NaCl no equilibrio de adsorcdo se apresenta quando ha uma
elevacdo na densidade de cargas de interacdo eletrostatica das moléculas envolvidas no
processo, e ocorre um fendbmeno de repulsdo entre a proteina e os adsorventes na dupla
camada elétrica e a elevacdo da concentracdo de NaCl ndo favorece a adsorcao, favorecendo a
forca de repulsdo eletrostatica entre os adsorventes utilizados e a BSA.

Wrzosek; Polakovic, (2011), em estudo do efeito do pH e concentracdao de NaCl sob
0 mecanismo de adsor¢do de proteinas em um trocador idnico, também observaram efeito
semelhante devido a variacdo da concentracdo de NaCl. Lin; Yan (2013) avaliando a adsor¢édo de
BSA em trocadores i6nicos também verificou que houve influéncia da concentracdo de sal na
adsorcdo da proteina.

Os pardmetros de isotermas de adsorcdo para pH (4,0, 5,0, 6,0 e 7,0) e duas
concentracdes de sal (0,0 mol L™ e 1,0 mol L) para os adsorventes (hidroxiapatita comercial,
hidroxiapatita sintética e carvéo ativo de babacu) estdo resumidos nasTabelas 16 a 19.
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Tabela 16 - Coeficientes ajustados do modelo de Langmuir para adsorcdo de BSA em
Hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita sintética (HAS) e carvao ativo de babacu
(CAB) em pH 4,0 na auséncia e presenca de NacCl.

Adsorventes pH Langmuir
NacCl i .
(mol L) dm(Mmg ™) Kd(mgmL®)  RMSE
0,0 85,53 + 0,73° 0,04+ 0,01 1,41
HA 1,0 65,51+ 3,07* 0,05+0,04 3,52
HAS 0,0 68,96+0,84" 0,02+0,03 0,34
1,0 47,1211,545 0,04+0,03 7,64
CAB 0,0 36,18+5,55° 0,38+0,11 1,43
1,0 29,4610,52C 0,41+0,13 0,83

Legenda: Para cada adsorvente analisado (HA, HAS, CAB), as letras “a, b, ¢” e “A, B, C” sendo
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 17 - Coeficientes ajustados do modelo de Langmuir para adsor¢cdo de BSA em
Hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita sintética (HAS) e carvdo ativo de
babagu (CAB) em pH 5,0 na auséncia e presenca de NaCl.

Adsorventes pH Langmuir
(n':,"’,‘i'.l) an(mgg?)  Kd(mgmL?) RMSE
0,0 61,72+ 1,40° 0,11+ 0,02 0,86
HA 1,0 44,50+ 1,22 0,40+ 0,04 1,75
HAS 0,0 41,3612,18; 0,07+0,03 0,54
1,0 25,96+0,86 0,35+0,06 0,82
CAB 0,0 17,17+1,23° 0,39+0,09 0,51
1,0 11,63+0,63° 0,44+0,07 1,07

Legenda: Para cada adsorvente analisado (HA, HAS, CAB), as letras “a, b, ¢” e “A, B, C” sendo
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 18 - Coeficientes ajustados do modelo de Langmuir para adsor¢do de BSA em
Hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita sintética (HAS) e carvdo ativo de
babacu (CAB) em pH 6,0 na auséncia e presenca de NaCl.

Adsorventes pH Langmuir
(n?'oﬁi'.l) an(mgg?)  Kd(mgmL?) RMSE
0,0 75,67+ 1,03% 0,09+0,01 3,03
HA 1,0 55,41+1,75% 0,18+1,54 1,64
HAS 0,0 58,43+5,94° 0,09+0,07 0,77
1,0 44,52+2,04° 0,07+1,54 0,03
CAB 0,0 28,09+1,52°¢ 0,62+0,10 4,64
1,0 15,05+1,54° 0,72+0,18 0,76

Legenda: Para cada adsorvente analisado (HA, HAS, CAB), as letras “a, b, ¢” e “A, B, C” sendo

diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 19 - Coeficientes ajustados do modelo de Langmuir para adsor¢ao de BSA em
Hidroxiapatita comercial (HA), hidroxiapatita sintética (HAS) e carvéo ativo de
babagu (CAB) na auséncia e presenca de NacCl.

Adsorventes pH Langmuir
NaCl -1 -1
(mol LY gm(Mmg g™) Kd (mg mL™) RMSE
0,0 55,21+ 0,492 0,22+ 0,08 1,56
HA 1,0 50,47+1,72* 0,25+ 0,04 0,89
0,0 51,90+0,39% 0,46+0,03 1,55
HAS 70 1,0 45 51+2,248 0,49+0,01 4,12
CAB 0,0 27,3745,48" 0,12+0,16 2,31
1,0 11,72+0,23¢ 0,70+0,24 0,42

Legenda: Para cada adsorvente analisado (HA, HAS, CAB), as letras “a, b, ¢” ¢ “A, B, C” sendo diferentes
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Em todas as faixas de pH (4,0, 5,0, 6,0 e 7,0) estudados na presenca de 1,0 mol.L™
de NaCl e sem o sal, empregando os trés adsorventes, a quantidade de BSA adsorvida foi
mais alta na auséncia deste sal. Observa-se também que o modelo de Langmuir apresentou um
bom ajuste aos dados experimentais (RMSE), demonstrando que o comportamento dos dados
experimentais foram adequados para todos os adsorventes tanto na auséncia quanto na
presenca de NaCl. Ocorreu diferenca significativa (P< 0,05) entre os tratamentos com o CAB
e os adsorventes HA e HAS na auséncia e presenca de NaCl (1,0 mol L™) em todos os pH
estudados. Isto pode ser explicado pela sensibilidade que o modelo de Langmuir tem em
relacdo a heterogeneidade da superficie do carvdo ativo, em funcdo da presenca dos
heteroatomos presentes na superficie, além disso, observa-se a possivel competicdo entre as
moléculas de proteina em solucdo e os eletrdlitos CI” da adi¢do de NaCl com os contra-ions de
troca. A hidroxiapatita comercial (HA) e a sintética (HAS), apesar de terem semelhancas
moleculares, apresentaram diferencas estatisticas significativas (P<0,05). Supfe-se que forcas
eletrostéaticas, ligacdo de ions de cloro (CI") e ions de célcio, carregados positivamente na
superficie da hidroxiapatita, foram importantes na alteracdo da carga liquida na superficie da
proteina, aumentando a densidade de cargas negativas, e assim, favorecendo a adsorcéo da
albumina de soro bovino (BSA) na superficie da hidroxiapatita, tanto a comercial quanto a
sintética.

Os resultados mostram também, que no geral a capacidade méxima de adsorcédo
(gm) aumenta enquanto que a constante de dissociacdo (kg) diminui. Observa-se que o
aumento da concentracdo de NaCl promoveu uma diminuigéo no valor de (gm), indicando que
a presenca do sal aumentou a reacdo de dessorcdo. Os valores para constantes de dissociagéo

(kg) mais baixos indicam que o fendmeno de adsorcao foram mais favoraveis em pH 4,0 e 6,0,
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consequentemente, o equilibrio é atingido de forma mais rapida, indicando também que o
processo € espontaneo e reversivel. Este fato mostra também que a recuperacdo da BSA apos
adsorcdo nos adsorventes € possivel segundo Guiochon, et al., (1994). Na literatura, valores
proximos de kq = 0,178 a 0,210 mg mL™ foram obtidos para o pH 4,0 (KOPAC, et al., 2008).



77

6. CONCLUSOES

A andlise cinética foi melhor representada no modelo de Pseudo segunda-ordem

com caracteristicas de quimissorcao;

A hidroxiapatita comercial foi mais eficiente em relacdo a hidroxiapatita sintética
e 0 carvéo ativo de babagu;

O potencial zeta mostrou variagdo entre as cargas liquidas para os adsorventes,
principalmente para o carvéo ativo de babagu em relacdo a hidroxiapatita (comercial e
sintética), a superficie heterogénea do carvao influenciou esta variacao;

No geral, o estudo do modelo de Langmuir apresentou resultado mais satisfatorio,

indicando uma maior homogeneidade dos adsorventes. Em relagcdo a adsorcdo da BSA, a
hidroxiapatita comercial apresentou uma maior capacidade de adsor¢do comparando-se com a
hidroxiapatita sintética e o carvao ativo de babacu. Observa-se que ocorreu saturacdo da
quantidade adsorvida de forma significativa devido ao pH e a concentragéo de sal (NaCl) em

solucdo, além das caracterisitcas de superficie, principalmente do CAB.
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7. SUGESTOES

Os resultados obtidos neste estudo mostram as contribuicdes dadas ao cenario de
separacdo da proteina do soro de leite bovino. Entretanto, ainda hd muito a fazer na
contribuicdo deste cenario, assim apresentado na sequencia algumas sugestdes de trabalhos
futuros.

- Realizar procedimentos especificos de purificacdo da proteina obtida com os adsorventes
trabalhados;
- Validar os procedimentos utilizados de purificagdo da proteina obtida com os adsorventes

trabalhados;
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Bovine serum albumin is one of the major serum proteins; it plavs an important role as a result of its functional and nutritional
properties which have bioactive peptides. Adsorption method was used to separate protein, which involves hydroxyapatite,
synthetic hydroxyapatite, and active babassu coal. Initially, characterization was carried out using the zeta potential of the
adsorbents. Kinetic pseudo-first- and pseudo-second-order models were applied. For isotherms, equilibrium data studies were
carried out using the Langmuir and Freundlich models, in addition to determining the eficiency of adsorptive process. The results of
the zeta potential showed loads ranging from +6.9 to —42.8 mV. The kinetic data were better represented in the psendo-second-order
madel with chemisorption characteristics. The adsorption capacity of the adsorbents decreased as pH increased, indicating that the
electrostatic bonds and some functional groups of active babassu coal contributed to the reduction of adsorption, especially oxvgen
linked to carbon atoms. The value of pH 4.0 showed the best resulis of adsorption, being obtained as the maximum adsorption
capacity (g, Jand yield (%) (where q, = 8795 mg g~' and 74.2%; 68.26 mg ¢ ' and 68.6%; and 35.18 mgg ", 37.4%) of hydroxyapatite,

synthetic hydrocyapatite, and active babassu coal, respectively.

1. Introduction

The world production of whey was estimated at 190 million
tonnes per annum. Whey proteins generated approximately
U'5% 3.8 billion annually [1, 2]. Studies have been conducted
with the aim of using serum with high added value. Nev-
ertheless, whey is still considered a by-product of the dairy
industry, despite being regarded as an important source of
proteins with high nutritional value and biotechnological
impaortance [3]. Unfortunately, it has a low economic value
due to its misuse [4]. This by-product can be recovered for
use in various industries [5, &].

Bovine serum albumin (B5A) is one of the major serum
proteins; it plays an important role as a result of its functional
and nutritional properties which have bivactive peptides [7].

Its low cost compared to other proteins, wide availability, its
structure, and functional similarity to human serum albumin
enable its various biotechnological applications [8]. Based on
these aspects, the separation of BSA is extremely important
in biotechnolegy as it has contributed enough for wse in
adsorption studies of various surfaces [9]. The growth in this
area resulted in an increase in large-scale surveys of protein
purification process using various adsorbents. It is estimated
that mare than &0% of the total bioprocess is due to recovery
and purification [10]. Two of the major challenges in the
separation of whey proteins are the low concentration and
the complexity of the serum. The use of alternative materials,
such as hydroxyapatite and activated carbon, has been widely
encouraged [10-13].
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Hydroxyapatite (HA) is an adsorbent which has the
| formula { Ca,,(PO,).(0OH), and is considered a bioceramic
widely used in the separation of biomolecules [9]. It is known
as a synthetic alkaline calcium phosphate, stable at a wide pH
and temperature range. It is the major mineral constituent of
bone and teeth (~70%) in animals [9]. This adsorbent has a
high affinity for proteins and has been used for the separation
and purification processes of several proteins [14. 15].

Coal babassu (Orbignya martiana) is derived from a
native palm of Northern Brazil, occupying large tracts of land
with forest cover; it has a renewable resource of immense
energy potential [16]. It is a carbonaceous porous material
structure and has a small amount of heteroatoms, especially
oxypen linked to carbon atoms. The active carbons are
materials well known for their complex pore structure, high
internal surface area, and good chemical stability and may
have various functional groups containing oxygen on the
surface [17].

In the separation process, some aspects influence the
adsorption of proteins such as concentration, solution pH.
interactions between molecules, and functional groups;
therefore various studies have been made in recent years in
order to examing the effect of such experimental conditions
on protein adsorption [13]. Adsorption studies and bioac-
tivity of BSA on hydroxyapatite were reported [11]. In this
paper. characteristics such as concentration and different pH
solutions and buffers were observed and the influence of BSA
on the precipitation of calcium phosphate phases (CP) from
simulated body fluid (SBF) was evaluated when the protein
was previously bounded to HA surface. Swain and Sarkar [15]
studied the adsorption of BSA on hydroxyapatite nanoparti-
cles at different pH and temperature. Studies evaluated the
effect of pH and temperature of BSA on hydroxyapatite [10].
A research with active coal babassu reported that interactions
between functional groups and adsorbents decreased the
adsorption capacity [12, 13]. Multiple interactions studies
of hydrophilic and hydrophobic surfaces and electrostatic
groups of loads which are present in buffer solutions were
carried out [11. 13, 15, 18]. Mote a dynamic complexity of the
interactions of the protein and the surface of the adsorbent
[19].

In this research, the analysis of interactions between
adsorbents and protein was carried out according to the pH
of the solutions and the loads encountered in the adsorbents,
and the possible implications of these dynamic interactions
between the adsorbents and protein were verified. The BSA
was chosen as a model protein because it has been well
utilized in adsorption studies, showing good stability, avail-
ahility, purity, and high solubility in water. Hydroxyapatite
was used due to high affinity with protein and the purity
and availability of the adsorbent material. The active babassu
coal was also used because of its availability, ability to add
value to a by-product, and its underusage. During the study,
characterization was made by zeta potential where charges
were observed on the surface of the adsorbents. In addition,
the equilibrium rate and adsorption were investigated and
the behavior was analyzed according to the loads of protein
and adsorbents. Isotherms of Langmuir and Freundlich were
applied to determine the behavior in adsorption equilibrivum.
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The adsorption was observed by kinetic model with nonlinear
regression methods. The results obtained from the study will
be used in further research of recovery of the whey proteins.

2. Materials and Methods

21 Samples and Reagents. Bovine serum albumin (B5A) and
hydroxyapatite {(HA), both with 98% purity, were purchased
from Sigma Aldrich Chemical Co. The synthetic hydroxya-
patite {HAS) was produced in the laboratory. The activated
carbon babassu (CAB) with a particle size of 1 to 2 mm was
obtained from the company Tobasa Bioindustrial of Babacu
SA. For the fluid phase of CAB, throughout the study, a
syringe filter (FTFE), hydrophilic with 0.45 gm pore size and
15 mm diameter {analytical), was used. 0.01 mol L7! sodium
acetate and acetic acid of 0.01molL™" were used for the
preparation of buffer solutions. Calcium chloride, anhydrous
dibasic sodium phosphate, sodium chloride, and sodium
hydroxide were used for the preparation of synthetic hydrox-
yapatite. The solutions were prepared using Milli-) water
(resistivity = 18.2 M} cm). The experiments were conducted
in the Laboratory of the Department of Chemistry, Federal
University of ¥Vicosa (UFV), Vicosa, MG, in partnership with
the Federal University of Tocantins (UFT), Palmas, TO.

211 Synthetic Hydroxyapatite (HAS). The synthetic hydrox-
yapatite was prepared in the laboratory according to Sousa

[20]. 500 mL of 0.5 mol L.™! CaCl, and 500 mL of 0.5 mol L™
Na,HPO, solution at a flow rate of 250mLh™ were put in
100 mL beaker containing 50 mL of MaCl of 1molL™" and
agitated at 210rpm. The formation of a milky precipitate
which was decanted and washed twice with deionized water
was obtained Then 25mlL NaOH 40% (wiv) was added,
heated to boiling point, and maintained under stirring at
100 rpm/1h. The precipitate formed was again decanted and
washed three times with deionized water. Approximately 80 g
of synthetic hydroxyapatite was obtained.

212 Activated Carbon Babassu (CAE). The active babassu
coal (CAB) obtained was crushed in a Wiley mill
(CQuimis/(J2SEA21) to obtain smaller particles, and sieves
of 1-mesh size were used. The charcoal was washed with
deionized water and then the material was dried at 70°C/24 h
(FANEM®* model: 502) to be used later in the experiment.

2.2, Kinetics of Adsorption. The adsorption kinetics were
investigated at room temperature (25 + 17C) and pH 4.0 and
pH 7.0 for the three adsorbents (HA, HAS, and CAB). Samples
of (U100 + 0.80035 g (TES-FAZ004C scale) were preweighed
in Eppendorf tubes of 13 of 2.0ml. To each tube was added
800 L. of buffer prepared and left under agitation at 20 rpm
(brand DragonLab, MX-RDPro model) +1h. Following this
was the addition of 1000 uL. of protein solution (3.0 mg mL™")
B5A. At predetermined time intervals (0 to 1400 min), the
tubes were removed, and the solid phase of the fluid phase was
separated by centrifugation (Hanil-Brand Model Smart RI7)
at 7500 g/15 min. An aliquot of the supernatant containing the
nonadsorbed protein was removed from each tube at certain
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times for the quantification of BSA in fluid phase, using the
spectrophotometric method of direct reading absorbance at
280 nm (PG Instruments Ltd., TR0 + UV-VIS Spectrometer).
Quantification of BSA was determined according to the
calibration curve (1). In order to study the adsorption control
mechanism of the process, such as mass transfer and chemical
reaction, kinetic models were used to test experimental data
according to (2}, (3). and (4). The kinetic models (pseudo-
first-order and pseudo-second-order) can be used where
balance ooours [21, 22].

(Co-C)
-\ m
d,
3 = (g - %) 2
o +(L) .
T R, Vi =
=k g @

where q is the concentration of protein adsorbed on the
solid phase (g mg™"), €, and C represent the initial and
equilibrium concentrations (mgmL™"), V is the solution
volume (mL}, s is the mass of the adsorbent material (g). k, is
the rate constant for pseudo-first-order model of adsorption
(min™"), and q and q and g, denote the amounts of protein
adsorbed and the equilibrium time ¢ (mgg™"), respectively.
by (mgg™t min~') is the constant of pseudo-second-order
rate in the adsorption process. The constant k; is used to
determine the initial adsorption rate h {min™") for ¢ — 0.

2.3, Quantification of Separation Efficiency (%) of Bovine
Serum Albumin. The same procedure of adsorption kinetics
was used for the three adsorbents prepared with initial
concentration of 3.0mgmlL /24 h period. The supernatant
was removed in the experiment for direct reading in spec-
trophotometer. From the absorbance values of the solutions
read at the spectrophotometer from the calibration curve,
the adsorption capacity of each adsorbent was determined
using (5). The separation efficiency of the adsorption process
(Efic) was obtained from C, which is the initial concentration
(mg mL™"};C is the final concentration (mg mL™") in equilib-
rium, and V is the solution volume {mL):

VG, -VC

Efic (%) = —>—
0

100. (5)

2.4. Zeta Potential (Zp). The zeta potential study was used to
quantify the loading surface of the adsorbents (HA, HAS, and
CAB) at a concentration of LO0mgmL™ and 25'C for each
of the pH buffer. The values of the zeta potential adsorbents
were quantified using (6) of Smoluchowski [23]. This was
done by applying the integrated computational procedure
through the Zeta Sizer Nano series eguipment £5 from
Malvern 3600 Instruments®. The electrophoretic mobility of
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the particles being measured was evaluated and converted
into zeta potential values expressed in mV based on the pH:

4 -0 Vi
Zp -——
T
where Im is electrophoretic mobility; w, is suspending

liquid viscosity (poise) at room temperature; D, is dielectric
constant; S is voltage (mV).

* Ey, (6)

25 Adsorpfion Isotherms. In this study, two models of
adsorption. Langmuir and Freundlich, were used to describe
the B5A adsorption equilibrium of the adsorbents, as this
interaction. In this case, the adsorption isotherms were
obtained by soaking samples (0.0100-+0.0005 g) ofadsorbents
hydroxyapatite (HA), synthetic hydroxyapatite (HAS), and
active babassu coal (CAB) in 1800 :L BSA in different con-
centrations. Batches were obtained by testing, as described
[10]. T samples containing adsorbents 800 uL of the buffer
solution {pH 4.0 and pH 7.0) was added followed by stirring
for 1h + 25°C. Immediately various volumes of protein
solution at different concentrations (0.5 to 7.0 mg mL ™"} were
added to complete the total volume of 1800 xL., making each
tube to have a different concentration, with a concentration
gradient of BSA. The tubes containing the adsorbent and
albumin were kept in a flurry of 20 rpm/3 h at 25°C. After this
time, they were removed and centrifuged at 7500 g/15 min.
An aliquot of the supernatant was taken for quantitation of
protein in the fluid phase for direct reading at a wavelength of
280 nm (PG Instruments Ltd., T80 + UV-V1S Spectrometer).
From the calibration curve previously determined, we found
the concentration of protein adsorbed for mass of adsorbent
by applying (1). The isotherms were adjusted in accordance
with the models of Langmuir and Freundlich, as shown in
the following, respectively:

_mC
1=k +c

1
4, = KC—, (8)

0

where « is the concentration of protein adsorbed on the
solid phase {gmg "), €, and  represent the initial and
equilibrium concentrations (mgmL™"), V is the solution
volume (mL), and m is the mass of the adsorbent material
(g). K; (mg mL™") is the dissociation constant describing
a measure of affinity or selectivity of the adsorbent for
the protein balance of the adsorption reaction, g, is the
maximum adsorption capacity (mgg™'), 4, is the ability
of adsorbent saturation, and K is the Freundlich constant
[imgg™) (mgLl™) n']. The exponent n is favorable if
adsorption has value less than 1, indicating the tendency of
the solute to migrate to the solid phase.

The Langmuir isotherm iz a binding model which
requires a dynamic balance between molecules and among
those absorbed into the surrounding solution [24, 25]. The
Freundlich model shows that the amount adsorbed in the
process indefinitely increases with increase in concentration
and has been characterized empirically as applicable to
different systems [26].



3. Statistical Analysis

Performed in triplicate, with three repetitions. nonlinear
models were fitted into the experimental data and kinetic
adsorption isotherms, using the Gauss-Newton method
Adsorption data were fitted using two different models (Lang-
muir and Freundlich). The curves of the models were fitted
into the experimental data using SigmaPlof 110, The models
were evaluated according to the coefficient of determination
{R*) and the mean square error (RMSE) was calculated with

r-¥)
RMSE = | % )

where ¥ is the variable predicted by the model, ¥ is the
variable experimentally obtained, and N is the number of
observations.

4. Results and Discussion

4.1 Kinetics of Adsorpfion. Fipures {a) and I(b) show the
influence of time on the albumin adsorption of adsorbents
(HA, HAS, and CAB) at pH 4.0 and pH 7.0. From the C C3*
curves versus time (min), there is the retraction of the BSA
concentration in the liquid phase with time.

It can be seen graphically that the time at which the
adsorption capacity remains constant is close to 150 min for
the HA and HAS in Figures I{a) and 1(b); however for babassu
saturation it is faster due to the presence of various functional
groups at pH 4.0and pH 7.0. Similar observation was reported
in the literature for diferent adsorption process [12, 13].

As illustrated in Figures 2{(a) and 2(b), the kinetic
pseudo-first-order and pseudo-second-order models are
shown. Satisfactory adjustment of the models tested was
obtained for the adsorbents in Table 1. From these results,
it was found that the Pseudo second-order model fits best,
based on average values of lower error residue of the square
(RMSE) and the coefficients of determination (R*) obtained

The mass transfer rate in the adsorption process was
slower for the CAB (h = 1089 and 3.14mgpg™" min~").
This could be due to the high molecular weight (65 kDa)
protein of existing BSA and various functional groups in
the active babassu coal, thus experiencing a rapid saturation
of the pores. Reparding the HA and HAS, the process is
faster possibly due to the existence of a high number of sites
available for initial connections.

Table 1 shows the values of Lagergren [12] constants;
oy Kya Ry 8nd g, were caloulated from (1), (2). and
(3) of these models. Depending on the results found, the
kinetic pseudo-second-order model presents chemisorption
characteristics. The coefficients of determination () for the

pseudo-first-order and psewdo-second-order models were
high, and values were obtained as 0.8824 to 0.9813.

The balances in pH 4.0 and pH 70 of adsorbents (HA.

HAS, and CAB) ranged from 4, ., = 15.78 to 75.49 mg g
¥in et al. [18] evaluated the BSA adsorption kinetics of
HA 18.5"C at pH 5.82 and 30°C at pH 70 with search results
5 {f, o = 3906 and 4149 and mgg " values were similar
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to those found in this work. Swain and Sarkar [15] studied
BSA adsorption on hydroxyapatite at pH 74 and 37 C, having
found values as q,, = 28 mgg™'. A study with BSA on
asset siriguela charcoal found values as 4., = 2935 to

58.26mgg " h = 28.74/min to pH = 70; and temperatures
between 20 and 40°C [12]. Studies with BSA have been
conducted and the results obtained for the parameters k,
and k, corroborate those found in this study. Kopac et al.
[27] also reported k, values close to those found in this
work, being pH 4, k; = 0L18, and 0.01%/min at 20 and 40°C,
respectively. The highest values of the rate constants, k. pH
4.0, and pH 7.0, may be due to a change of the sites of the
adsorbent [27]. From the results in this process, it is assumed
that surface exchange reactions occurred until the sites were
fully occupied, mainly by HA and HAS to the CAB which
was difficult due to the presence of functional groups in the
structure [28]. Pseudo-first-order and pseudo-second-order
models showed a good fit to the experimental data. Generally
the EMSE values of the Pseudo second-order model were
lower, indicating that this model best explains the behavior
of experimental data.

4.2, Quantification of Separation Efficiency (%) of Bovine
Serum Albumin. The average results obtained for repetition
of adsorption of bovine serum albumin in the test adsorbents
tension and CAHB at pH 4.0 and pH 70 and 15°C after 24 h are
shown in Table 2.

Im addition, the adsorption capacities () and the adsorp-
tion efficiency (Efic) for all adsorbents were obtained. It
is observed that higher amounts of adsorption capacity
and efficiency were obtzined for the higher purity with
hydroxyapatite (HA) and (HAS), synthetic at pH 4.0. This
sugpests that these adsorbents and pH are the most suitable
for testing. It can be seen from the results that the various
functional groups present on the activated carbon adsorption
capacity are influenced. Similar observation was reported in
the literature [13]. The values were higher than those obtained
by Oliveira ef al [13]. Obtained values of 8.1, 26.2, and
254mgp™ and efficiency of 81, 26.1, and 25.5% at pH 3,
PH 5, and pH 7, respectively, represented the adsorption of
BSA on activated carbon from hog plum pits. We studied
the adsorption of B5A on activated carbon produced from
bark and hog plum seeds and obtained values of 41.02 and

188 29 mpp ™" and efficiency between 21, 25, and 92.29% [12].

4.3, Zeta Potential (£p). The zeta potential measurements
obtained for the adsorbents are shown in Figure 3. The results
varied between —6.6 and —42.8 mV. It was observed that there
was a greater increase {module) in pH 70. The values obtained
for HA (—6.6 and —21.8 mV) and HAS (-11.4 and -26.9 mV) at
pH 4.0and pH 7.0 were justified in terms of the heterogeneous
surface and multiple binding sites. In addition, the surface
morphology and the degree of crystallinity were influenced in
the production process by Norton el al [29]. Similar results
were obtained by Tercinier ef al. [15], where Zp values were
found to be hydroxyapatite (-11 and —28 mV) at pH 71. These
results are due to the aqueous solution being rich in calcium
jons (Ca") and phosphate (PO, ) of hydroxyapatite, which
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Frouge I: Kinetics of BSA adsorption on the surface of hydroxyapatite (HA), synthetic hydroxyapatite {HAS), and active babassu coal {CAB)
at pH 4.0 (a) and pH 70 (b) at 25°C/24 h, with final concentration (C) and initial concentration (C,).

TasrE I: Kinetic parameters of BSA adsorption on hydroxyapatite (HA ) synthetic hydroxyvapatite (HAS), and active babassu coal (CAB) at

pH 4.0 and pH 7.0 at 25°C.

pH
Model Parameter 40 7.0
HA HAS CAB HA HAS CAB
e ey 75.49 65,96 1255 66.02 5372 I5.78
et 6675 60,97 059 6156 50.70 14.83
Pseudo-first-order & 0.0431 00659 05278 00090 00060 13026
P 0.8824 0.9399 0.9571 0.9198 09404 0.9477
RMSE 5.6 700 193 .20 6.05 135
ey 75.49 65.96 1255 66.02 5372 I5.78
e e TLO9 64.13 2126 6873 STES 15.00
Pseudo-second-order ks 0.0010 0.0016 0.0241 0.0002 0.0001 0.1384
I 5.05 .58 10.89 094 033 14
B 0.9310 0.9708 0.9813 0.9457 0.9546 0.9594
RMSE 442 43 1.29 .78 530 120

Cuantity of BSA sdsorbed on the calculated squilibrium: g, ;. (mgg”'): BSA adsorbed amount at squilibrium experimentzlly obtzined: 4, (mgg' % rate

constants k; and k. /min; time- hymin; average error of the residue of the square (RMSE).

leads to the increase of electrostatic forces. This indicates the
presence of adsorption acetate ions (Ac+) on the surface of
HA and HAS. The diffusion of sodium jons (Ma+) present in
sodium acetate (MaAc) occurred as being dissolved, thereby
binding to the surfaces by hypertension.

The literature presents various studies with hydroxyap-
atite. Osdrio [30] found Zp values of pH 3.0, pH 4.0, and
pH 70 HA (0.0 mV; —-10.0 mV and —30.0 mV) was obtained
at pH 3.0, pH 4.0, and pH 70, respectively. In a study of
carbon nanotubes and hydroxyapatite, values close to those

were found in this work, Osdrio [30] analyzed the Zp of
hydroxyapatite at pH 72 and found values in the range of
—18.1 to —28.7 mV. The values supported this research. For the
active habassu coal (CAB), Figure 3 showed values of +6.9and
—41.8 mV at pH 4.0 and pH 7.0, respectively. Studies show that
the surface characteristics of coal (pore size and surface area)
influenced the characteristics of loads [13]. The active carbon
chemical structure, functional groups, such as heteroatoms,
oxygen, and hydrogen plus inorganic components influence
the adsorption [28]. These components influence the overall
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Froure 2: Kinetic pseudo-first-order and pseudo-second-order models for the adsorption of BSA on the surface of hydroxyapatite (HAJ,
synthetic hydroxyapatite (HAS), and active babassu coal (CAB) at pH 4.0 {a) and pH 70 (b} and 25°C/24 h.

Tapre I Concentration of the sobution (C) adsorption capacity
(g} and adsorption efficiency (efficiency) of bovine serum albumin
(BSA) after 24 h at room temperature in pH (4.0 and 7.0).

BESA
Sample pH  {mg/mL) q (mg/g) Effic (%)
HA 4 0.774 &75 742
HAS 4 0.942 &la BE.6
CAB 4 L878 319 74
HA 7 1.224 E4.3 £9.2
HAS 7 1476 466 E0a
CAB 7 2064 276 3.2

Hydroxyzpatite (HA), synthetlc hydroxyapatite {HAS), and active babassu
coal (CABL

behavior of the surface charges, justifying the variation of the
zeta potential. The same effect was observed by Valencia [31]
who found +3 to —48 mV and Cottet [32] obtained +4 mV at
PH 4 and -25m¥ at pH 7 for active babassu coal.

4.4, Adsorption Isotherms. Adsorption isotherms were deter-
mined for the BSA protein in HA adsorbent, HAS, and CAB
with pH 4.0 and pH 70 Experimental data were fitted with
nonlinear model of Langmuir and Freundlich at 25°C. The
plots show «, amount of protein adsorbed on the adsorbent
(mgg ") versus C, balance in protein concentration in the
liquid phase (mgmL ™) in different adsorbents (HA, HAS,
and CAB) with pH 4.0 to 70. The data of the isotherms
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Frouee 3: Zeta potential (Zp) obtzined for the adsorbents hydrox-
vapatite (HA), synthetic hydroxyapatite (HAS), and active babassu
coal {CAB) at pH 4.0 and pH 7.0 and 25°C.

showed that, from the tested concentrations, the obtained
settings followed a similar result to the adsorption isotherm
model in monolayers, indicating that the adsorption process



The Scientific World Journal

105

Tapre 3: Paramieters of adsorption isotherms of bovine serum albumin on the adsorbent hydroxyapatite (HA), synthetic hydroxyapatite
{HAS), and active babassu coal (CAB) at 25°C in pH 4.0 and pH 70 for the Langmuir and Freundlich models.

pH = adsorbents
Model Parameter 40 il

HA HAS CAB HA HAS CAB

' B795 68,26 LA G782 55.90 3090
Langmuir kg 0.030 0.7 0.034 0.031 0462 D.iS:";
E 0.9832 09885 .98 0.9915 093854 09937

RMSE 134 034 143 103 155 012

s Bl55 65 B4 25.04 4216 3634 am

Freundlich n 0.055 0.023 0.0z7 0.165 0.217 0181
F? 0.9331 08449 0.9021 09043 0.9612 0963

RMSE 263 11 320 1 282 027

4., |5 maximum adsorption capactty (mg g~ ') dissoclation constant 1s K, (meg") 1s deplcting an affinity messurement. 1t i favorshile if adsorption has valus
less than L, Indicating the tendency of the solute to migrate to the solid phase (n) dimenstonless coefficlent; the saturabion capaclty of the adsorbent 1s g,

{mg g ); average armor of the residue of the square (RMSE).

occurred easily in active sites distributed uniformly on the
surface of HA and HAS. For CAB adsorption, it was slower
due to various functional groups [13].

Figures 4(a) and 4(b) represent the BSA adsorption
isotherms of the adsorbents hydroxyapatite (HA), synthetic
hydroxyapatite (HAS), and active babassu coal (CAB) at pH
4.0 and pH 70.

All values of coefficient of determination (E*) and RMSE
were satisfactory; however the model of Langmuir F* pre-
sented higher and lower BMSE values for the three adsor-
bents in relation to the Freundlich model. It was observed
that as the errors decreased (RMSE), the highest pH E* for
each adsorbent was obtained. The values of Langmuir model
indicate that this model best explains the behavior of exper-
imental data. The Langmuir model is what best represents
the adsorption of protein molecules in the adsorbents. This
can be explained by the sensitivity of the Langmuir model in
relation to the surface of the adsorbents. In the adsorption,
the pH is an important parameter influencing the binding
capacity for protein adsorption. The change in pH changes
the charge distribution, net charge of BSA molecule, and the
group in the contact regions beyond the molecular striscture.
Thus, the adsorption behavior reflects the nature of the
physicochemical interactions of BSA and the active sites of
the hydroxyapatite. The parameter settings of the isotherms
were obtained from the correlation of experimental data. The
Langmuir model showed better fits of the isotherms for the
data in this study with «,, function, &, and RMSE ( Table 3).

The pH values above 4.0 studied in this work showed
the presence of negative charges (Figure 3). The binding
capacity of hydroxyapatite with albumin showed a significant
decrease with increasing pH. It is observed that at pH 4.0
the adsorbents have maximum adsorption capacity between
. = 25.04 and 8795 mgg™" and pH between 70 4, = 28.81
and 57.82mgg™" for the proposed models. This results in
the BSA molecules becoming more compact, thus facilitating
the adsorption process. There are electrostatic interactions
between the cations (Ca**) and anion (PO, ™) of HA with the

anion (-C0O07) and BSA NH4™ cation, thus changing loads
[15].

At pH 7.0, the carboxyl groups dissociated more, resulting
in increased negative charges on the adsorbent; so the B3A
molecule with negative charge (pH = IP) led to lower
retention in the active sites of hypertension. This explains the
decrease in the adsorption of BSA for these adsorbents. The
electrostatic repulsive force of HA, HAS, and B5A is penerated
and enhanced as the pH becomes more alkaling; it prevents
the adsorption of BSA on the surface of HA and HAS.

The adsorption of BSA protein reaches equilibrium
quickly at relatively low values of adsorption capadity (i, )
about 25.04-3618 mgg™" for the CAB. This is due to the
rapid saturation of active sites (pores) of coal. The functional
groups present had an important role in low adsorption. They
led to a lower retention in the active sites of hypertension,
which explains the decrease in the adsorption of BSA for
these adsorbents. This behavior was also observed by Dliveira
el al. [13] for CAB, in a work performed with pH 3.0, pH 3.0,
and pH 7.0. It demonstrates the behavior of functional groups
present, which was found as g = 16.2mg g™, 19.1mgg™, and
26.2mgg™", respectively.

The BSA-HA and BSA-CAB complex Langmuir model
shows dissociation constants (Kj) estimated variation
between 0.017 and 0.462 mgmL™". These low values K, < 1
indicate that the adsorption phenomenon was more favorable
at pH 4.0, and balance was reached quickly. In the literature,
values close to K 0178 = 0.210 mgmL ™ were obtained for
pH 4.0 [27]. In the Freundlich model, saturation capacity
{i1,) was higher at pH 4.0, with BSA migration tendency for
the solute between n which showed 0.023 and 0.217 This
indicates that the degree of heterogeneity of the adsorbent
was better at pH 4 0. Similar results found by Kopac & al.
[27] in the range r: = 0.046 and 0.057 corroborate the job.

5. Conclusion

The kinetic analysis was best represented in the pseudo-
second-order model with chemisorption characteristics. It
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FigurE 4: BSA adsorption isotherms on hydroxyapatite {HA), synthetic hydroxyapatite (HAS) and active coal babassu (CAB) at pH 4.0 (a)
and 7.0 (b} at 25°C for adjustment of the Langmuir and Freundlich models. The symbols represent experimental data.

was observed that the adsorption capacity of the adsorbent
diminishes as the pH increases, indicating electrostatic link-
ages and functional groups contributing to this in order to
reduce the adsorption of BSA. The Langmuir model showed
better results, indicating greater homogeneity for HA and
HAS. For the active babassu coal, the surface was more
heterogeneous, especially oxygen linked to carbon atoms. The
adsorbents HA and hypertension were more efficient in the
separation of albumin process. Finally, it can be concluded
that the separation of whey of boving serum albumin is
possible; however, there is still much to do in the contribution
of this scenario, as shown in sequence some suggestions for
future work:

(i) FTIR and NMR studies should be carried out after the
synthesis of synthetic hydroxyapatite.

{ii) Carry out specific purification procedures of protein
obtained with worked adsorbents.

(iii} Validate wsed purification procedures of protein
obtained with worked adsorbents.
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