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RESUMO

SILVA, Guilherme Mendes da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2017.
Processo integrado para fracionamento das proteinas a-lactoalbumina e J-
lactoglobulina do soro de leite Orientadora: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Coorientadores:
Eduardo Basilio de OliveiraMauricio de Oliveira Leite.

Hidroxiapatita (HA) foi sintetizada em meio aquoso com recipiente imerso em banho
ultrassénicoe testada para atuar como adsorvente das proteinas do soro de- leite
lactoalbumina (ALA) eB-lactoglobulina (BLG). Inicialmente foram realizadas anélises para
caracterizar o adsorvente. A relacdo célcio/fosfato da HA sintetizada foi de 1,57. A partir da
difracdo de raios X, verificou-se que o material apresentava elevada pureza, baixa
cristalinidade (9 %) e cristais com tamanho médio de 27 nm. A espectroscopia de
infravermelho reveloufl) picos caracteristicos de HA para o ®®;~ nas regides de 561,

1028 e 603 cih e para o {ofOH nas regides de 1630 e 3068*, bem comq?2) picos de

baixa intensidade em 880 e 108" referente ao iof03~, associado a impurezas. Analises

de espectroscopia Raman revelaram picos caracteristicos para grupes P€yides de 430,

590, 962 e 104Zm-'. Por meio do Potencial Zeta, verificou-se a interacdo entre as HAs
comercial e sintetizada e as proteinas ALA e BLG comerciais. Objetivando compreender
melhor o comportamento adsortivo ¢#A, utilizou-se ALA e BLG comerciais para a
realizacdo de experimentos cinéticos, nos valores de pH 3,4; 6,0; 7,&&8t6rmicos, em

pH 3,4 e 6,0, nas temperaturas de (5, 15, 25, 35 e 45 °C). Os modelos mateméticos de pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem e de difusédo de particulas foram ajustados aos dados
cinéticos. O modelo de pseudo-segunda ordem foi 0 que levou ao melhor ajuste para todos os
tratamentos. Os modelos isotérmicos de Langmuir e Freundlich ajustaram-se aos dados de
equilibrio obtidos em pH 6,0, no entanto, para o pH 3,4 os modelos ndo levaram a bons
ajustes. A precipitacdo seletiva utilizando citrato de sédio (R3)doi empregada para
separar as proteinas ALA e BLG do soro de leite doce. O resultado foi um aumento da relacéo
ALA/BLG de 0,34 no soro para 9,27 no precipitado ressuspendido. Em relacdo a BLG,
ocorreu um aumento de 2,93 no soro para 22,60 da relacdo BLG/ALA na fase fluida. Em
seguida, empregou-se a adsor¢cdo em HA para isolar as proteinas ALA e BLG. Aaguper

de BLG na fase fluidéoi semelhante para a HA comerciah sintetizadaNo entanto, para a
dispersdo em que o precipitado foi ressuspendiddsorcédo de ALA foi superior para a HA
sintetizada comparado a HA comercial. Para a dessorcao das proteinas, as melhores condicbes
foram obtidasem tamp&o fosfato de sédio 0,4 mot em pH 6,8 a 50 °C sob agitacdo (50

rom/1 h), em que, obteve-se rendimento superior a 80 % (m/v) para todos os tratamentos. Ao

Xii



final do processo de separacao, recupsei6 e 53 % (m/v) da ALA presente, inicialmente,

no soro de leite utilizando d@$As comercial e sintetizada, respectivamente. Em relacdo a
BLG, a recuperacdo foi 65 e 70 % (m/v) utilizando H&s comercial e sintetizada,
respectivamente. As informagcBes contidas neste trabalho poderdo auxiliar no

desenvolvimento de processos em que se pretende utilizar a HA como adsorvente para as
proteinas ALA e BLG.
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ABSTRACT

SILVA, Guilherme Mendes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2017.
Integrated process for fractionation of a-lactalbumin and p-lactoglobulin proteins from

whey. Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Co-advidedsiardo Basilio de Oliveira and
Mauricio de Oliveira Leite.

Hydroxyapatite (HA) was synthesized in aqueous medium in the presence of ultrasound and
tested to act as an adsorbent of whey protettectoalbumin (ALA) andB-lactoglobulin

(BLG). Initially, analyzes were performed to characterize the adsorbent. The calcium/fosfate
ratio of synthesized HA was 1.57, below the stoichiometric HA value that is 1.67. From the
X-ray diffraction analyzes, it was found that the material had high purity, low crystallinity
(9%) and crystals with an average size of 27 nm. Infrared spectroscopy reyEgbedks for

the PO3~ ion in the regions of 561, 1028 and 688", for the OHion 1630 and 3068 cfn

and (2) presence of a low-intensity peak at 880 and 1049 fon the C0%~ ion. Raman
spectroscopy analyzes revealed characteristic peaks fogredps in the 430, 590, 962 and
1047 cn regions. The characterization analyzes showed that the proposed process for HA
synthesis produces a material with high purity and low crystallinity. Through the Zeta
Potential was verified the interaction between the commercial and synthesized HAs and the
ALA and BLG proteins. To understand the adsorptive behavior of HA and the proteins ALA
and BLG, experiments were performed at pH 3.4; 6.0; 7.0 and 8.0 for the kinetic experiments;
and (5, 15, 25, 35 and 45 °C) at pH 3.4 and 6.0 for the isothermal curves. The kinetic models
of pseudo-first order, pseudo-second order and patrticle diffusion were fitted to the data. The
pseudo-second order model obtained the best fit for all treatments, indicating the occurrence
of chemisorption. The Langmuir and Freundlich isothermal models adjusted to the
equilibrium data obtained at pH 6.0, however, at pH 3.4 the models did not adjust. Selective
precipitation was employed to separate the ALA and BLG proteins present in the sweet whey.
The result was an increase in the ALA/BLG ratio of 0.34 in serum to 9.27 in the resuspended
precipitate. For the BLG, there was an increase from 2.93 to 22.60 in the BLG/ALA ratio in
the fluid phase. Then, BLG adsorption was applied to the fluid phase with similar results for
commercial and synthesized HA. For the resuspended precipitate, the ALA adsorption was
higher for the synthesized compared to the commercial HA. For proteins desorption, 0.4
mol.L™! of sodium phosphate buffer at pH 6.8 at 50 °C under agitation (50 rpm/1 h) was used,
yield greater than 80% (m /v) was obtained for all treatments. At the end of the process, 26
and 53% (m/v) of ALA, present initially in the whey, was recovered using commercial and

synthesized HAs, respectively. For BLG, the recovery was 65 and 70% (m/v) using the

Xiv



commercial and synthesized HAs, respectively. The information contained in this work can
help in the development of proses in which HA is to be used as an adsorbent for ALA and

BLG proteins.
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1. Introducéo

O soro de leite é a por¢cdo aquosa do leite remanescente apos a separacao da caseina.
Sua composicdo depende da maneira como € obtido, que pode ocorrer por via enzimatica,
acida ou separacéo fisica, por meio da microfiltracdo. O desenvolvimento de técnicas de
fracionamento e concentracdo de seus constituintes permite a obtencdo de produtos de alto
valor agregado que séo utilizados em diversos setores das industrias alimenticia, farmacéutica
e cosmeética. Lactose e proteinas estdo entre os componentes mais valorizados.

As proteinas presentes no soro, 20 % (m/m) do total presente no leite, sdo compostas,
principalmente, por enzimas, proteinas com fungéo carreadora, imunoglobulinas e fatores de
crescimento. Essas proteinas sdo largamente utilizadas como ingrediente em inimeros
produtos alimenticios devido as suas propriedades técnico-funcionais, atuando, por exemplo,
como emulsificante, espessante e gelificante (SINGH, 2011). Outro ponto a salientar é a
diversidade de trabalhos na literatura que relatam o potencial biofuncional dessas proteinas,
com destaque para o elevado conteudo de residuos de aminoacidos essenciais, principalmente,
o triptofano (HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006).

Quantitativamente, a B-lactoglobulina (BLG) ¢ a a-lactoalbumina (ALA) representam
cerca de 70 % (m/m) do total das proteinas do soro, 4 '] gdpectivamente. A BLG é
uma proteina presente no leite de animais ruminantes, portanto, ndo esta presente no leite
humano, motivo pelo qual é, frequentemente, associada a alergias ao leite de vaca. A ALA
bovina € uma metaloproteina semelhante aquela encontrada no leite humano, sendo essa uma
das razdes do interesse de sua utilizagdo em formulagdes infantis.

Diferentes procedimentos podem ser aplicados para a separacao de proteinas, dentre os
quais, destacam-se a precipitacdo seletiva e a adsorcao. A precipitacdo seletiva baseia-se na
reducdo das forcas de interacdo entre a proteina e o solvente. A formacéo de agregados entr
as moléculas possibilita a separacdo por decantacao, filtracdo ou cecdidfligssa técnica
exige profundo conhecimento de aspectos fisicos e quimicos relacionados a estrutura das
proteinas, principalmente, de sua interface. No caso da adsorcéo, além da proteina e do meio
em que esta se encontra, um novo componente deve estar presente, o adsorvente. Geralmente,
esse é um solido poroso com elevado valor de area especflicajronde estdo presentes
sitios propicios a adsor¢cdo (TADINI et al., 2016). A adsor¢do é uma técnica de
separacao/purificacdo que tem como principal vantagem o emprego de condi¢cdes brandas de
processamento (pH, forca ibnica e temperatura), que possibilitam obter biomoléculas com

minimo impacto em sua estrutura.



Adsorventes aplicados a alimentos devem ser substancias atoxicas, com alta
estabilidade quimica e mecanica nas condigcbes empregadas, além disso, é desejada alta
porosidade, deve permitir sua regeneraggossuir elevada capacidade de adsorcao (TADINI
et al., 2016). A hidroxiapatita (HA) [Ga(POs)sxOHax] € um fosfato de calcio encontrado em
grande quantidade na por¢do mineral de ossos e dentes. Devido a sua alta afinidade por
proteinas, baixa toxicidade e elevada estabilidade bioquimica, vem despontando como um
adsorvente promissor para aplicacdo em indastrias alimenticias e na liberacdo controlada de
farmacos (CETINKAYA; AKKAYA, 2016).

A HA pode ser natural quando extraida de ossos de animais como peixes (PORALAN
JR et al., 2015), bovinos (SHEIKH; YONG, 2008), suinos, aves, entre outros (AKRAM;
AHMED, 2014), ou sintética quando € obtida em laboratdrios. A sintese pode ocorrer por via
seca, Umida ou hidrotermal (HENCH, 2013). Dependendo do método utilizado é possivel
observar diferencas na morfologia, cristalinidade e na relacdo calcio/fosfato (LAFETA
JUNIOR, 2014). Essas caracteristicas podem afetar sua capacidade adsortiva e,
conseqguentemente, o dimensionamento e 0s parametros dos processos aos quais for
empregada.

Dentro da perspectiva do desenvolvimento de um projeto envolvendo a adsorcao para
a separacao de proteinas do soro de leite, a obtencao de informacdes relativas a estrutura do
adsorvente, os principais parametros envolvidos na adsorcdo e a aplicacdo dos conceitos
tedricos em uma situacdo real sdo essenciais para determinar a viabilidade, tanto técnica

guanto econdmica, do processo proposto.



2. Objetivo
2.1. Geral
Definir uma linha de processamento para obtencdo de fracbes purificadas das
proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina a partir do soro de leite bovino utilizando a

precipitacéo seletiva, a adsorcdo em hidroxiapatita e a cromatografia de exclusdo molecular.

2.2. Objetivos especificos

i) SintetizarHA emmeio aquoso com recipiente imerso em banho ultrassoénico;

il) Caracterizara HA sintetizada quanto a pureza, morfologia, cristalizacdo, tamanho
de cristal, carga superficial e comparar com material comercialmente disponivel,

iii) Determinar a cinéticas e isotermas de adsorcdo de ALA e BLG comerciais
(Davisco, EUA) enHA comercial e sintetizada;

iv) Determinara concentracdo de citrato de sédio necessgriacipitacdo de ALA do
soro de leite de forma a interferir minimamente no processo de adsorgéo em HA,;

V) Isolar ALA da solucdo ressuspendida apds a precipitacdo seletiva por meio da
adsorcdo em HA,;

vi) Isolar BLG da solucéo fluida apés a precipitacdo seletiva por meio da adsor¢cdo em
HA;

vii) Definir ascondi¢des 6timas para a dessorcdo de ALA e BLG do soro de leite da
HA,

viii) Purificar ALA e BLG provenientes do soro de leite por meio da cromatografia de
excluséo molecular;

ix) Realizar o balanco de massa do processo integrado de separagdo por meio da

quantificacdo de ALA e BLG por cromatografia de alta eficiéncia em coluna de fase reversa,



3. Revisdo bibliografica
3.1. Mercado de lacteos

O crescimento da populacdo mundial e as melhorias das condi¢cdes socioeconémicas
devem continuar a direcionar a demanda por produtos e ingredientes lacteos no futuro. Nos
altimos anos, houve um aumento notavel no consumo de proteina animal em paises como o
Brasil e a China (10 a 15 % em média) devido a ascensdo de milhdes de pessoas a chamada
“classe média”. A urbanizacdo tambéium fator preponderante na demanda por derivados
do leite. Outro fendbmeno decorrente dos tempos modernos é a crescente demanda por
férmulas infantis (LAGRANGE; WHITSETT; BURRIS, 2015).

Entre os 15 paises que mais produzem leite no mundo, verificou-se um aumento de 9
% na producédo de leite entre 2012 e 2016, sendo que em 2016 a quantidade de leite produzida
foi estimada em 596 milhdes de toneladas(USDA, 2017). Os maiores produtores foram a
Unido Europeia, india, Estados Unidos e China. Considerando uma média de 3,4 % (m/m) de
conteudo proteico, isso representa 20,3 milhdes de toneladas de proteinas. Apesar de o Brasil
ser o quinto, ou sexto considerando a Unido Europeia, maior produtor de leite com 32,57
milhdes de toneladas em 2016 (USDA, 2017), o pais é o sétimo maior importador de leite em
pé integral do mundo (LAGRANGE; WHITSETT; BURRIS, 2015). Esta incoeréncia tem
estimulado o governo brasileiro buscar alternativas para aumentar a quantidade e,
principalmente, a qualidade do leite produzido no pais.

Em relacdo ao soro de leite, diversos produtos sdo comercialid@daosa 1). Na
medida em que o fracionamento de seus constituintes aumenta e essas fracbes atingem
elevado grau de pureza, maior € o valor agregado de seus produtos. Por exemplo,derodutos
grau analitico (pureza acima de 90n#m), como fracdes purificadas das proteinas AdA
BLG séo encontradas no mercado por R$ 5.880,00 e R$ 1.033,00, o grama, respectivamente.
As variantes A e B da BLG com pureza acima de 90 % (m/m) sdo encontradas ressiealor
R$ 19.908,00 e R$ 10.588,00, o grama, respectivamente (SIGMA-ALDRICH, 2017).

Os processos necessarios ao fracionamento das moléculas presentes no soro de leite,
geralmente, envolvem uma combinacdo de operagfes unitarias com elevado grau de
complexidade, que demandam méao de obra altamente especializada. No entanto, como
mostrado acima, o alto valor agregado e crescente interesse pelos produtos, justificam o

investimento em estrutura fisica e formagéo de capital intelectual.



Aplicagoes:

Valor agregado adicionado ¥ Nimeeg
- - * Ragdo
> Soro de leite > Concentracdo >> Fracg:zgle v >> Fracu:gtaarlnento +  Cosméticos
*  Farmacéutica
*  Doce +  Soroempd *  WPCS0 « WPl s Outias
«  Acdido *  WPC35 *  Minerais »  Proteinasisoladas
Microfiltade  «  sSoro dialisade +  Calcio +  Alfalactoabumina
* lactose *  Qutros *  Betalactoglobulina
*  Permeadoempd *  lLactose * Imunogicbulinas
FormulacOesiacteas grau farmacéutico +  Llactoferring
*  Proteinasfuncionais +  Lactoperoxidase

*  Derivadosde lactose
*  Galactulose
*+ lactulose
*  Lactitol
*  Lactosacrose
*  Galactoligossacarideos

+  Acidoldtico

Figura 1 - Produtos obtidos a partir do soro de leite. (Adaptado de (3A BUSIKEBSULTING, 2009)).

3.2. Soro de leite

O estado de Minas Gerais € o maior produtor de leite do pais com producao, em 2014,
de 9,37 bilhdes de litros de leite, 0 que representou 26,6 % do total de 35,17 bilhées de litros
produzidos no Brasil (IBGE, 2016). Grande parte deste volume € processado em pequenas
queijarias, gerando um volume consideravel de soro de leite de dificil aproveitamento, dado a
baixa quantidade produzida diariamente (ALVES et al., 2014).

O soro de leite € um coproduto da industria de laticinios. Representa a por¢cdo aguosa
do leite apds a remocao de caseinas e gordura, apresentando-se como um liquido opaco e de
cor amarelo-esverdeado (GIRALDO-ZUNIGA et al., 2004; GUIMARAES; TEIXEIRA;
DOMINGUES, 2010). Pode ser obtido em laboratério ou em industrias de processamento de
leite por trés operacdes principais:

i) Coagulacéo enzimatica, resultando na coagulacdo das caseinas, matéria-prima para a
producao de queijos e do soro doce (SGARBIERI, 2004);

i) Precipitacdo acida no pH isoelétrico das caseinas (pl = 4,6), resultando na caseina
isoelétrica e no soro acido (SGARBIERI, 2004);

iii) Separacéo fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, em membranas de 0,1 -

0,2 um, obtendo-se duas fragcdes proteicas: no concentrado, as micelas de caseina e no



permeado as proteinas globulares, comumente chamadas de proteinas do soro (ALVES et al.,
2014; MAUBOIS et al., 2001; ZINSLY et al., 2001).

Esse coproduto ja foi considerado uma matéria-prima de tratamento oneroso para a
industria de lacteos devido as regulamentacdes ambientais que proibem o descarte de
produtos com alta demanda bioquimica de oxigénio (40-086@.000 mg @L, no caso do
soro). Além disso, a literatura destaca o potencial técnico-funcional e nutricional de seus
constituintes e com o desenvolvimento de técnicas de fracionamento, o soro é amplamente
requisitado como ingrediente na industria de alimentos (ALVES et al., 2014; FERRAT, 1980;
GERNIGON; SCHUCK; JEANTET, 2010).

Os avancos tecnolégicos proporcionaram um aumento do aproveitamento do soro de
leite; porém, apenas 50 % de todo material gerado no mundo é transformado em produtos de
maior valor agregado, como soro em pé (11 % de proteina), concentrados (25-89 % de
proteina) e isolados proteicos (> 90 % de proteina), permeado de soro, lactose, ingredientes
para racao animal, fragcBes das proteinas purificadas (ALA, BLG, Lactoferrina, etc.), bio-
etanol, biopolimeros, hidrogénio, metano e eletricidade (KANDA et al., 2013; YADAV et al.,
2015).

Poucos paises no mundo tém dados relacionados ao processamento e mercado de
produtos a base de soro de leiteTAbela 1 mostra que nos Estados Unidos os maiores
mercados sdo os de soro em po e lactose.

No presente trabalho utilizaae o soro de leite doce obtido por via enzimatica devido
a facilidade de acesso aos reagentes e equipamentos necessarios ao procedimento de
separacado e, também, por empregar condi¢cdes brandas durante o processo (pH, temperatura,
cisalhamento, etc). O obijetivo final foi recuperar o maximo de proteinas do soro com menor

impacto a suas conformacdes.



Tabela 1- Produtos a base de soro de leite nos Estados Unidos em 2013.

Ingrediente Producéao (ton.)
Soro em po (11 % de proteina) 435.911
Soro em po6 concentrado (2519 % de proteina) 117.669
Soro em po6 concentrado (5@9 % de proteina) 108.060
Soro em po isolado (> 90 % de proteina) 39.501
Lactose proveniente de soro 471.365

Fonte: (LAGRANGE; WHITSETT; BURRIS, 2015)

3.2.1. Composicao do soro de leite
O soro de leite contém mais da metade dos sélidos presentes no leite integral, cerca de

55 % (m/m), incluindo grande parte da lactose (> 90nftn), proteinas (20% m/m da
proteina total), lipideos, glicomacropeptideo (GMP), sais minerais e vitaminas solluveis
(ALVES et al., 2014; BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011). Sua composi¢cédo depende
principalmente de dois fatores:

i) Composicdo quimica do leite que varia de acordo com a alimentacdo, reproducao,
raca, idade, estagio da lactacao e clima (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006);

ii) Processo de separacdo da caseina (enzimatica, acida ou microfiltracdo) (YADAV et
al., 2015).

Além disso, o soro pode ser classificado como “doce” (pH entre 5,6 - 6,8) ou acido

(pH menor que 5)5(YADAV et al., 2015). O soro doce é obtido por coagulacdo enzimatica

do leite a partir da adicdo da enzima presente no coalho conhecida por renina ou quimosina
(EC 3.4.23.4), que tem a propriedade de desestabilizar e coagular as micelas d¢r@@Xeina

et al., 2004). Esse som resultante da producdo de queijos, como por exemplo, Minas
Frescal, Minas Padrao, Cheddar e Emmental. O soro acido é obtido por coagulacdo acida do
leite na fabricacdo de produtos como a caseina isoelétrica, requeijdo e de queijos, como 0
Cottage e o Quark. Aabela 2 apresenta a composi¢cdo média do leite bovino e dos soros

doce e &cido.



Tabela 2- Composi¢cao média do leite, soro doce e acido.

Leite (%) Soro doce (%) Soro acido (%)
Solidos totais 13,0 6,4 6,2
Proteina 3,6 0,8 0,75
Gordura 3,9 0,5 0,4
Lactose 4,6 4,6 4,2
RMF 0,8 0,5 0,8
Acido latico - 0,05 0,4

RMF — Residuo mineral fixo. Fonte: (ANTUNES, 2003)

Segundo Antunes (2003) a reducao no contetdo de lactose no soro &cido édevido
fermentacdo, em que uma fragdo da lactose € convertida em acido latico. Em contrapartida, o
soro acido tem um teor maior de sais minerais, como calcio e fésforo, que o soro doce. Isto &
associado, principalmente, a solubilizacdo parcial do fosfato de célcio coloidal presente no
interior das micelas de caseina em pH acido. A composicdo proteica de ambos o0s soros é

semelhante no que se refere & maioria das proteinas.

3.2.2. Proteinas do soro de leite

As proteinas globulares que apresentam estrutura terciaria definida presentes no leite
s&@ chamadas de proteinas do soro de leite. Essas proteinas correspondem de 15 a 20 %
(m/m) do total de proteinas do leite (SINDAYIKENGERA; XIA, 2006). Duas dessas
proteinas, ALA e BLG, representam até 70 % (m/m) do total de proteinas do soro. O restante
€ constituido de enzimas, imunoglobulinas, fatores de crescimento e do glicomacropeptideo
(GMP), um peptideo presente no soro de leite doce, derivado da hidrélise da k-caseina
catalisada pela enzima renifa.Tabela 3 apresenta a composi¢cdo e algumas caracteristicas
fisico-quimicas das principais proteinas do soro. Com excec¢do do GMP, todo conteddo
proteico esta naturalmente presente no leite integral.

A qualidade nutricional das proteinas € dependente dos aminoacidos que as
constituem, e por este critério, as proteinas do soro sao consideradas de alto valor biologico,
pois sdo ricas em aminoacidos essenciais, sulfurados e de cadeia ramificada (BCAA)
(DEVRIES; PHILLIPS, 2015). Os BCAAs como a leucina, isoleucina e valina desempenham
um papel crucial no metabolismo, homeostase da glicose no sangue e em funcdes
neurologicas (JOY et al., 2013).



Tabela 3— Conteludo proteico do soro de leite

) Massa _ o
Proteina Conteudo olecular pH isoelétrico
(% m/m) (kDa) ()

B-Lactoglobulina (BLG) 50 18,3 5,35-5,49
a-Lactoalbumina (ALA) 22 14,0 4,2-4,8
Imunoglobulinas (Igs) 8,0 150-1000 5,5-8,3
Soro Albumina (BSA) 5,0 66,0 5,13
Glicomacropeptideo (GMP 12,0 6,8 4,3-4,6
Peptona 0,19 4-22 -
Lactoperoxidase (Lp) 0,5 78,0 9,5
Lactoferrina (Lf) 1,0 76,5 9,5-10,0

Fonte: (AMIRI; VALSARAJ, 2004; YADAV et al., 2015)

Sgarbieri (2004) relata o potencial biofuncional dessas proteinas para atuar como:
imunomoduladora (imunoglobulinas); antimicrobiano (lactoferrina, lactoperoxidase, BLG,
ALA e imunoglobulinas); antiviral (BLG); anticancerigena (concentrado de proteinas do soro;
lactoferrina; BLG); antitlcera (concentrado de proteinas do soro; ALA) e protecdo ao sistema
cardiovascular. Patel (2015) em sua revisdo conclui que as proteinas do soro tém potencial
para desempenhar inUmeros beneficios a saide como atuar como antioxidante, na prevencao
de céancer, diabetes e obesidade, além de poder desempenhar funcdo cardioprotetora.
Ademais, o autor ressalta a reducéo do poder alergénico dos hidrolisados de proteinas do soro.

As funcionalidades técnicas das proteinas do soro séo intensamente exploradas pela
industria, e se devem, principalmente, as suas propriedades fisico-quimicas, que em geral,
governam o comportamento dessas macromoléculas quando utilizadas como ingeetiente
alimentos (KINSELLA, 1989; SEGAT et al., 2014). Essas funcionalidades podem ser

associadas em dois grupos: propriedades hidrodindmicas, ou relacionadas com hidratacdo, que

incluem absor¢do de 4gua, solubilidade, viscosidade e gelificacdo; e propriedades superficiais,

como capacidade emulsificante, gelificacéo, retencéo de moléculas, na formacédo desespuma
de filmes (IBRAHIM; KOBAYASHI; KATO, 1993; KILARA; VAGHELA, 2004; LAM;
NICKERSON, 2015; MATSUDOMI, 1995; SINGH, 2011).

Dependendo do processo de obtenc¢do, os produtos a base de proteinas de soro de leite

podem conter diferentes concentracdes de lipideos, lactose e minerais, assim como variados



niveis de desnaturacdo e agregagdo dessas proteinas. Fracdes proteicas com elevado grau de
pureza e com minima alteracdca cua estrutura nativa permitem explorar mais
intensivamente as propriedades, técnico-funcionais e bioldgicas especificas de cada proteina
(BRAMAUD; AIMAR; DAVEE, 1997; NICOLAI, 2016; NICOLAI; BRITTEN; SCHMITT,

2011; SINGH, 2011).

Dentre as proteinas presentes no soro de leite, duas se destacam pelo seu valor
nutricional e técnicduncional, a a-lactoalbumina (ALA) e g-lactoglobulina (BLG), que
sao, quantitativamente, as duas principais proteinas séricas (CHARTTERTON et al., 2006).

3.2.3. p-Lactoglobulina (BLG)

BLG € uma proteina acida (pl 5,35-5,49), presente em maior quantidade no soro de
leite, cerca de 50 % (m/m) do total de proteinas do soro. Esta proteina ndo esta presente no
leite humano, motivo pelo qual tem sido associada a reacdes alérgicas ao leite bovino
principalmente em criancas. Variantes genéticas da BLG envolvendo algumas posi¢cées de
aminoacidos tém sido relatadas para muitas espécies. A funcéo bioldgica desta é associada ao
carreamento de compostos hidrofobicos bioativos covalentemente ligados (LOVEDAY;
SAWYER, 2016; WILDE et al., 2016).

A estrutura globular da proteina consiste de 162 residuos de aminoéacidos (18.300 Da),
porém, ocorre predominantemente como dimeros (36.600 Da) no pH do leite (pH 6,65). O
mondmero sO existe em pHs inferiores a 3,0 ou acima de 8,0, devido a prevaléncia de forcas
eletrostéaticas repulsivas (NICOLAI; BRITTEN; SCHMITT, 2011). Sua estrutura nativa €
composta por 40 50 % folha B, 10-15 % de a-hélice e 40 % em estruturas espiraladas néo
ordenadas. Possui cinco residuos de cisteina, sendo que quatro desses formam ligacfes
dissulfeto intramolecular (66-160; 106-119) e um grupo sulfidrila (-SH) livre (121) no interior
na molécula, que quando exposto, devido a desnaturacdo, é altamente reativo (BUROVA et
al., 1998; PAPIZ et al., 1986; WILDE et al.,, 2016). Sua estrutura terciaria pode ser

visualizada nérigura 2.
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Figura 2 - Estrutura terciaria da BLG em trés perspectivass Posi¢do dos residuos de aminoacido; B —

Estruturas secundarias.— Estrutura ®@K. Em rosa estdo representadas a estrutura secundaria em a-hélice, em
amarelo as f-folhas e em roxo dsoops(PROTEIN DATA BANK, 2017).

Estudos mostraram que a cinética de desnaturacdo da BLG resultou em um
comportamento bifasico, ou seja, a proteina apresenta em seu interior regibes mais
termosensiveis e outras mais termorresistentes, resultando em uma variagdo de energia livre
de Gibbs (AGp) total para desnaturacéo de 7,6 kcal'mal AGp corresponde a diferenca de
energia livre entre o estado nativo e o desnaturado. O processo de desnaturacdoéda BLG
irreversivel devido a sua interagdo com outros constituintes. Dois fatores podem ser
responsaveis por essa interacdo: interacdes hidrofébicas com glébulos de gordura e a
formacado de pontes dissulfeto com outras proteipascipalmente a fragdo k-caseina
presente na interface da micela de cas@BROVA et al., 1998; DUMITRASCU et al.,

2013; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2008; NICOLAI; BRITTEN; SCHMITT,
2011).

Devido a presenga de um grupo tiol altamente reativo e de sua solubilidade em uma
ampla faixa de pH, a BLG é frequentemente utilizada como ingrediente em produtos
alimenticios, agindo diretamente em propriedades técnico-funcionais como emulsificante,
gelificante e espessante. Além disso, os peptideos bioativos derivados de hidrélise enzimatica
da proteina demonstraram potenciati-Aipertensivo, antioxidante, antimicrobiareo de
reduzir o colesterol. Outro aspecto nutricional importante o elevado percentual de residuos de
BCAA, cerca de 25,1 % (ESTEVEZ et al., 2016; HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA,
2006; HERNANDEZ-LEDESMA; RECIO; AMIGO, 2008; LUCEY: MUNRO; SINGH,

1999; MURPHY; FARKAS; JONES, 2016; SINGH, 2011).
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3.2.4. a-Lactoalbumina (ALA)

ALA é uma proteina acida (pl 4,2 - 4,8) expressa exclusivamente na glandula mamaria
durante a lactacdo. Quantitativamente é a segunda proteina no soro, constituindo cerca de 20
% (m/m) do total de proteinas do soro. Sua funcéo biologica é regular a sintese de lactose
como parte do complexo enzimatico da enzima lactose sintetase (EC 2.¢ef.22) Essa
enzima é formada por uma segunda subunidade cataditgzdactosiltransferase (GT) (EC
2.4.1.38) (KAMAU et al., 2010; PERMYAKOV; BERLINER, 2000). Na auséncia da ALA, a
GT catalisa a reacdo que transforma UDP-galactose em N-acetilglucosamina que s&o,

posteriormente, ligados covalentemente a algumas proteinas (KILARA; VAGHELA, 2004).

UDP-Gal + glicose ALAIGT

Lactose + UDP Eq. 1

Sobre sua estrutura, a ALA é uma proteina globular com 123 residuos de aminoacidos
(14.200 Da), sendo 60 % deles essenciais como a lisina, triptofano e cisteina (KAMAU et al.,
2010; KINSELLA, 1989). ALA é uma metaloproteina que possui em seu interior um atomo
de célcio ligado do oxigénio do grupo carboxilico de trés residuos de acido aspartico (Asp82,
Asp87, Asp88), e da carbonila entre os residuos lisina e acido aspartico (Asp84 e Lis79). Esta
configuracdo lhe confere maior estabilidade térmica, porém, é parcialmente desnaturada
quando exposta a pH menor que 5 (residuos de asparagina se tornam protonados & o fon Ca
é liberado) ou a um agente ligante de calcio como o acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) (HIRAOKA et al., 1980; JAKOPOVIC; BARUKCIC; BOZANIC, 2016; KAMAU et
al., 2010; PARK et al., 2015; PERMYAKOV; BERLINER, 2000).

ALA nativa consiste de dois dominios: um dominio maior de a-hélice € um menor de
folna B que estdo interligados pela ligacdo como o a&omo de célcio (PERMYAKOV;,
BERLINER, 2000) O dominio a-hélice compreende os residuos 1-34 e 86-123: é composto
por trés grandes a-hélices (H1, 5-11; H2, 23-34; H3, 86-98) e duas menores (hlb, 18-20; h3c,
115-118). O dominio folha B compreende os residuos 35-85 (PIKE; BREW; ACHARYA,

1996). Sua estrutura terciaria pode ser visualizadaguaa 3.
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Figura 3 - Estrutura terciaria da ALA em trés perspectivas: Posi¢io dos residuos de aminoacido; B —
Estruturas secundarias. C — EstruturaCPK. Em rosa estdo representadas as estruturas secundarias em o-hélices,

em amarelo as B-folhas e em roxo osoops (PROTEIN DATA BANK, 2017).

ALA pode se ligar a diferentes ions metélicos em solugéo e exibir uma variedade de
diferentes conformacfes dependendo do ion ao qual esteja ligada (PIKE; BREW,;
ACHARYA, 1996). Além disso, a adicdo de compostos complexantes de calcio, como o
citrato de sodio, altergua conformacédo e pode promover sua desestabilizacdo (TORO-
SIERRA; TOLKACH; KULOZIK, 2013). A AGp necessaria para a perda da estrutura nativa
da ALA é de 4,4 kcal-mol e segue um comportamento de primeira ordem. Ao contrario da
BLG, a desnaturacdo térmica da ALA é reversivel sob a maioria das condi¢cdes de
processamento do soro de leite. Isto se deve a auséncia de grupo tiol livre para formacao de
pontes dissulfeto com outras moléculas (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2008;
NICOLAI; BRITTEN; SCHMITT, 2011).

Devido a suas propriedades nutricionais e técnico-funcionais, a ALA oferece uma
variada gama de aplicacdes para a industria de alimentos, como por exemplo: capacidade de
emulsificante (SINGH, 2011; ZHAI et al., 2012), espumante (TOSI et al., 2007) e gelificante
(CAVALLIERI; DA CUNHA, 2008).

No leite humano a ALA €, quantitativamente, a principal proteina do soro. Além disso,

a ALA bovina tem uma elevada similaridade com a ALA humana (cerca de 70 % da
sequéncia primaria), o que faz dela um componente chave para o preparo de formulacbes
infantis para o periodo neonatal e para a terapia nutricional de criancas. No entanto, para a
producdo em larga escala da ALA € necessario investir em tecnologias de baixo reusto pa
separar e isolar essa proteina dos outros constituintes do soro de leite (CETINKAYA;
AKKAYA, 2016; KAMAU et al., 2010; SGARBIERI, 2004; ZUNIGA, 2003).
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3.3. Concentracao, fracionamento, isolamento e purificacdo de proteinas

A separacdo de um ou mais componentes de uma mistura complexa é obtida com a
utilizacdo de uma sequéncia de operacdes unitarias, com a finalidade de obter produtos de alto
valor agregado na indastria de alimentos, quimica e farmacéutica. As separacdes, geralmente,
tem o objetivo de remover um ou mais componentes especificos e baseiam-se em explorar as
diferencas fisicas e/ou quimicas dos componentes da mistura, como por exemplo, tamanho,
forma, densidade, solubilidade e cargas elétricas na superficie de uma molécula ou particula
(GRANDISON; LEXIS, 1996).

Processos de concentragdo aumentam de maneira uniforme a presenca de cada
proteina no meio, ou seja, a quantidade relativa ndo muda quando o volume diminui.
Geralmente a concentracdo consiste na remocdo do solvente. Processos de fracionamento
dividem a mistura em diferentes porcdes, cada uma contendo diferentes quantidades de
proteina se comparados a solucao inicial. O isolamento corresponde a separa¢do de um unico
componente, porém, ainda restam outras moléculas em baixas concentracdes. A purificacdo é
a obtencdo do material proteico isento de impurezas. Um esquema sobre as diferencas entre

cada procedimento é apresentadéigara 4.

Solucdo Concentracio Fracionamento Tsolamento Purificacdo
diluida
'y . s 4 Al Uyl
e g K - v g
Eym om m mge -
s .u""u‘ Ihn:‘.im't-amnm.«m Ty
A - #
L W o

Figura 4 - Esquema dos processos de separagéo utilizados na indUstria déoaliQeadrado,

circulo e estrela representam soélidos sollveis, dispersos ou suspensos.

Dentro do processo proposto neste trabalho, a solugéo diluida consistiu do soro de leite
doce. A concentracdo do soro nao foi realizada. O fracionamento foi atingido por meio da
precipitacdo seletiva utilizando citrato de sédio. No isolamento, empregoaesercao das
proteinas ALA e BLG em HA. Por fim, a cromatografia de exclusdo molecular foi utilizada
para purificar as proteinas. O desenvolvimento destas técnicas para a obtengéo de fragdes
purificadas das proteinas do soro contribui para agregacao de valor, assim como, melhora a
expressdo de suas propriedades técnico-funcionais quando utilizadas como ingrediente nos
alimentos (CAPITANI et al., 2005).
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3.3.1. Precipitagcdo seletiva

A solubilidade de uma proteina é a manifestacao termodinamica do equilibrio entre as
intera¢des proteina<>proteina e proteina<»>solvente que dependem de uma complexa interacéo
de quatro parametrolARAKAWA; TIMASHEFF, 1985; FENNEMA; DAMODARAN;

PARKIN, 2008).
i) Suas propriedades fisicas (forma, flexibilidade, peso molecular e pH isoelétrico)

i) Distribuicdo de grupos hidrofobicos e hidrofilicos (carregados ou néo) na superficie
da proteina

iii) Temperatura, pH e conteudo salino da solucao;

Iv) Composigao e concentragédo dos solutos presentes.

A precipitacdo seletiva envolve ajustes nas propriedades fisicas e quimicas da solucéo,
ou adicdo de um agente precipitante, para promover a insolubilidade da proteina. Uma vez
insoluvel, a proteina precipita permitindo sua separagdo. Geralmente, é utilizada nas primeiras
etapas do fracionamento com a func¢édo principal de concentrar a proteina a ser separada. Pode
ser especifica ou ndo para separacdo de uma determinada proteina, ou seja, o procedimento
pode ter com objetivo a proteina de interesse ou precipitar outras moléculas deixando proteina
alvo soluvel, o que pode levar a necessidade de utilizacdo de uma combinacdo de técnicas
posteriores para a obtencdo da fracdo purificada da proteina desejada (LOVRIEN; MATULIS,
1997; MATTIASSON, 2005).

Em valores de pH abaixo e acima do pl, as proteinas possuem uma carga liquida
positiva ou negativa, respectivamente. A repulsdo eletrostatica e a hidratacdo dos residuos
carregados favorecem a solubilidade da proteina. A ocorréncia de solubilidade minima
préxima ao pH isoelétrico, deve-se, principalmente, a reducdo da repulsao eletrostatica, que
permite a agregacao e precipitacdo por meio de interacdes hidrofébicas. No entanto, algumas
proteinas sao altamente soluveis em seu pl, por exemplo a BLG (pl 5,2) e albumina sérica
bovina (pl 5,3). Isso se deve ao fato que essas proteinas contém grandes propor¢cées de
residuos hidrofilicos em relacdo aos grupos apolares superficiais que impedem o contato entre
as moléculas, além disso, a presenca de carboidratos covalentemente ligados a proteina
permitem que essa permaneca soluvel mesmo no seu pl (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2008).

A Tabela 4 apresenta trabalhos em que a precipitacdo seletiva foi utilizada para
separar proteinas do soro de leite. Verifica-se que o principais métodos incluem alteracdo no
pH, na concentracdo de sais e formacdo de agregados por meio da adi¢cdo de pélimeros.

carboximetilcelulose e o quitosano foram utilizados em associacdo a reducdo do pH para
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formar complexos com as proteinas, isso permite a utilizacdo de solu¢des tamponantes menos

concentradas, porém, acrescenta ao sistema mais uma molécula, que posteriormente, deve ser
removida. A adicdo de sais ao meio temo finalidade favorecer o efeito “salting out, em

que, as moléculas de agua deixam de interagir com a proteina e passam a solvatar os ions do
tampao, o que leva a agregacao das proteinas e, consequentemente, sua precipitacao.

A adicdo de acidos ao soro de leite para precipitacdo das proteinas pode ter duas
finalidades: a primeira € reduzir o pH até o ponto isoelétrico das proteinas e premover
desestabilizacdo como mencionado acima. Outro ponto é a utilizacdo de acidos organicos para
promover a solubilizacdo e/ou ligacdo ao ion célcio e promover a desestabilizacda,da AL
uma vez que, este ion essencial na manutencdo da estrutura dessa proteina. Essa foi a
estratégia utilizada neste trabalho, que além do &cido, no caso acido citrico, também foi
utilizado o citrato de sédio para acelerar o processo de remocédo do célcio do interior da ALA

segundo proposto por Toro-sierra; Tolkach; Kulozik, (2013).

16



Tabela 4- Pesquisas envolvendo a precipitacdo seletiva para separacéo de proteinas do soro do leite.

Material Agente precipitante Condigoes Fase soluvel Precipitado Referéncia

Adicdo de 2 % (m-iM) de CMC

o . , pH 4,0— ALA pH 4,0— BLG
Carboximetilcelulose emtampéao pH 4,0 e em seguid:

(HIDALGO;
pH 3,2 — lactose e pH 3,2— ALA e

WPI
(CMC) reducao do pH do sobrenadant ) _ _ _ HANSEN, 1971)
minerais. imunoglobulinas.
para pH 3,2.
o o ALA, BLG, BSA,
Acido citrico L _ . . . (BRAMAUD,;
_ Adicao de HCit 2 mol-L até pH BLG, GMP, lactose, imunoglobulinas,
Soro doce (HCit) _ o _ ) AIMAR; DAVEE,
3,9 a 55 °C por 30 min. sais minerais outras proteinas do
1997)
Ssoro.
_ o Adic&o de 0,15 mol-L dos ALA, BLG, BSA,
Soro doce Citrato de sodio o - . .
agentes precipitantes, utilizandc BLG, GMP, lactose, imunoglobulinas, (ALOMIRAH;
WPC Hexametafosfato de . L . o _ )
WP i acido citrico 6 mol-L para baixar sais minerais outras proteinas do ALLI, 2004)
sodio
0 pH para 3,9 a 35 ° por 45 min Soro.
Acido tricloroacético  Adicdo de TCA/PCA 24 % até .
o ) (THOMA,;
(TCA) atingir concentracbes entre 0 e 8 ) )
Soro doce o . ) GMP, sais, lactose  Proteinas do soro KRAUSE;
Acido percloérico de TCA a 20 °C e deixado em
_ KULOZIK, 2006)
(PCA) repouso por 30 min.
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Quitosano ALA, BSA,

Quitosano na concentracdo de 1 _ Complexo quitosano
Soro doce (Mn=120 kDa, 85 % 1 imunoglobulinas, (CASAL et al., 2006)
L a 3,0 mgmL™~ em pH 6,2. ) BLG
desacetilacéo) lactose e sais.
Soro doce . . Adicao do &cido orgéanico (1,5 (EUGENIA
Acido citrico N BLG, GMP, lactose, ALA, BSA,
WPC o mol-L™) até pH4,0a50 °Ce o ' _ . LUCENA et al.,
Acido latico L _ sais minerais imunoglobulinas
WPI agitacao (500 rpm) por 90 min. 2007)

Adicao de sulfato de amonio 50 ¢

- (m-v') em pH 3,0 com &cido o - (LOZANO;
o Sulfato de amonio . 70 % amobnio—~ 50 % amonic—
Soro acido o . fosfoérico concentrado. Em seguic GIRALDO;
Acido fosforico o . BLG BLG, ALA
o precipitado foi tratado com ROMERO, 2008)

sulfato de aménio 70 % (mi*y

Enriquecido de BLG

Temperatura de 62 °C ALA, BSA,
o e GMP, menor . .
Dioxido de carbono Presséo de 5,5 MPa . imunoglobulinas,
WPI N ) concentracdo de _ (YVER et al., 2012)
(COy) supercritico 10 % (m- ) proteina lactoferrina, GMP,
ALA e outras
pH 4,0 a 4,5. BLG

proteinas do soro

. o Adic&o de HCI 4 mol-t até pH
Acido cloridrico ) BLG, GMP, lactose, ALA e outras (BONNAILLIE;
WPI 4,6 e deixar em repouso por 12 o ) )
(HCI) 860 °C sais minerais proteinas do soro TOMASULA, 2012)
min a 60 °
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Adicao de acido citrico até pH 3,

o _ o ] ALA, BSA,
) o Adicao de citrato de sodio até 6! _ _ (TORO-SIERRA,;
Citrato de sodio L . _ __ BLG, GMP, lactose, imunoglobulinas,
WPI . o g-L~ e a solugéo aquecida até 5( o ) TOLKACH;
acido citrico . sais minerais BLG, outras
C sob agitacéo (350 rpm) por 12 KULOZIK, 2013)

. proteinas do soro.
min. Repouso de 24 h a4 °C.

Cloreto de sédio _ BLG, GMP, lactose, Outras proteinas do (HANUSOVA et al.,
WP Adicdo de NaCl 7 % (m-1). S
(NacCl) sais minerais soro 2014)

Em que: WPI— Isolado proteico de soro; WRG Concentrado proteico de soro; BSASoro-albumina bovina;
GMP — Glicomacropepitideo;
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3.3.2. Adsorcao

A adsorcdo é uma operacgdo unitaria de transferéncia de massa do tipo fluido-sélido
(TADINI et al., 2016). Ocorre devido a interagdes entre uma superficie sélida (adsorvente) e
algum composto (adsorbato) presente em um gas ou uma solucédo aquosa. E caracterizada
guando o aumento da concentracdo média de um composto na vizinhanca de uma interface &
maior que a concentracdo meédia do composto nas demais fases (ROUQUEROL et al., 2014).
Fase é uma regido do sistema em que o valor médio das propriedades intensivas nao varia em
toda sua extensao.

A adsorcao difere-se da absorcéo pelo fato das moléculas difundirem-se do interior de
um fluido para a superficie de um solido formando uma fase adsorvida distinta. Na absorc¢éo,
a molécula difunde-se de uma fase gasosa para uma fase liquida e, no equilibrio, ocorre a
distribuicdo do composto entre as fases (TADINI et al., 2016). No equilibrio, o potencial
guimico das moléculas € o mesmo nas duas fases.

Em relacdo aos mecanismos envolvidos, a adsorcdo € influenciada por interacbes
eletrostaticas, hidrofébicas, de hidrogénio, van der Waals, entre outras. As interagdes de van
der Waals estdo sempre presentes enquanto as interacdes eletrostaticas somente sao
importantes quando o adsorvente tem uma estrutura ibnica. Em se tratando de proteinas, 0s
grupos reativos podem ser alterados modificando a conformacdo e a carga liquida da
molécula, manipulando as condicdes do meio como pH, forca ibnica e temperatura
(RUTHVEN, 1984; MAGESTE, 2012).

A variagdo da energia livre de Gibbs (AG) do sistema, ou seja, a diferenca entre
energia livre antes e depois do processo de adsorcdo, quando as proteinas (i) adgorvem-

a interface, tem duas contribuicbesiltera¢do da tensdo interfacial (c), devido a mudangas
nas orientagdes das moléculas na interface, e a varia¢do de potencial quimico (i) referente a

transferéncia de moléculas do soluto da solucéo para a int@Etpee (MAGESTE, 2012).

do
Ui

r; = Eq. 2

Proteinas (i) adsorvem-se na interface para reduzir a energia livre do sistema. Assim, a
proteina adsorve-se para reduzir a tensao interfacial e para aumentar seu potencial quimico na
interface, uma vez que a quantidade de moléculas adsorvidas s6 pode ser uma grandeza
positiva, por isso o sinal negativo Bg 2. Além disso, &q 2 profere que se o valor de j (n°
de moléculas adsorvidas) € muito grande, implica que ao ir para a interface as proteinas

reduzem muito a tenséo interfacial a custa de um pequeno aumento no potencial quimico. Ao
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contrario, se rj € um valor muito pequeno, significa que, ao ir para a interface, as proteinas
reduzem pouco a tensao interfacial, ao custo de aumentar muito o potencial quimico da
espécie na interface (MAGESTE, 2012).

Além da separacéo de proteinas, a adsorcéo tem sido utilizada em diversos processos e
por diferentes setores da industria. Nas industrias quimicas e de alimentos € utilizada na
remoc¢do de cor, odor e compostos sensorialmente desagradaveis; purificacdo de ar, 4gua e
recuperacdo de solventes organicos; separacao/purificacdo de compostos de alto valor
agregado como cafeina, vitaminas, diversos acidos, compostos fendlicos, entre outros
(TADINI et al., 2016).

O adsorvente é um solido, geralmente, poroso, de baixo custo, elevada area superficial
em relacdo ao volume, alta resisténcia mecanica e quimica, alta seletividade ao composto
alvo, elevada capacidade de adsorcédo, deve possibilitar a regeneracéo e, nalcasotds
e farmacos, deve ser atoxico (TADINI et al., 2016). Alguns adsorventes sdo usados em larga
escala como dessecantes, agente catalitico ou suporte catalitico, liberacdo controlada de
farmacos, tratamento de efluentes industriais, dessalinizacdo de solugbes, entre outras
(ROUQUEROL et al., 2014).

A Tabela 5 apresenta trabalhos em que foi avaliada a adsorcdo de proteinas em
hidroxiapatita em diferentes condicdes de composicao, pH e forgza idaifase fluida.
Também naTabela 5 é possivel verificar trabalhos em que os autores tentaram ajustar
modelos cinéticos e isotérmicos aos dados obtidos para tentar descrever matematicamente o
processo de adsorcdo. A adsorcao das principais proteinas do leite e fracGes da caseina foram
testadasem diferentes condicOes e verific@e-que a capacidade de adsor¢cdo (massa de
proteina/massa de adsorvente) é maior para-aaseinasseguido da B-caseina, k-caseina,

BLG e, por udltimo, a ALA como a proteina que menos se adsorve a HA em relacdo aa

proteinas do leite testadas.
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Tabela 5- Estudos envolvendo a adsorcéo de proteinas do soro de leite em hidroxiapatita.

_ Objetivo do ) L o o
Fonte proteica Proteina alvo Condicao Comentario Referéncia
trabalho
Albumina humana dispersa err .
. o o Modelo de Langmuir com (APTEL,
Padro de Cinética de tamp&o Tris-HCI, 150 mmol-L _
) . HSA L bom ajuste aos dados de VOEGEL,;
albumina humanz adsorcao NaCl, 1 mmol-L de NaN, pH o
equilibrio SCHMITT, 1988)
7.35.
Compreender _ . Tampao fosfato foi adequac
. _ . BSA dispersa em tampéo fosfalt . (YANG;
Padréo de BSA interagao BSA 1 para dessorgéo de BSA
50 mmol-L"empH 6,0 o ZHANG, 2009)
BSA/HA adsorvida a HA
Compreender BSA dispersa em tampao Tfis A morfologia do cristal de (SWAIN
Padrdo BSA interacao BSA metilhidroxiaminometano 10  HA interfere na adsorcéo d
1 SARKAR, 2013)
BSA/HA mmol-L~, pH 9,5 e 5,25. BSA
Capacidade de adsorcao e
as-caseinas, [3- . .
) . HA para o caseinato foi: p-
Caseinato de Comportamento  caseina, k- O caseinato e o WPI foram (TERCINIER et

sodio e WPI de adsor¢cdo caseina, BLG e

ALA

i o caseina > as-caseina > k-
suspensos em agua deionizad ] )
caseina. No WPI foi: BLG >

ALA.

al., 2013)

22



. BSA e lisozima dispersaem  Modelo de Langmuir com
Padréo de BSA ¢ Comportamento o . o ) (KANDORI et al.,
BSA e lisozima tampao fosfato de potassio 0,1 bom ajuste aos dados de

lisozima de adsorgao 1 o 2014)
mol-L~ pH 7,0 equilibrio
ALA dispersa em tampao fosfat Modelo de Langmuir com
. Isoterma de o o ) _ (SOUSA et al.,
Padréo de ALA . ALA de sbdio e tampéo citrato de s6c  bom ajuste aos dados de
adsorcao 1 o 2014)
0,1 mol-L"pH (4,0- 8,0) equilibrio
_ o Lisozima dispersa em tampdo Modelo de Pseudo-segund: )
Padréo de Cinética de o o . (LAFETA
o . Lisozima fosfato de sédio 0,1 mol*L pH ordem com bom ajuste ao:
lisozima adsorcao o JUNIOR, 2014)
(7,0-10,5) dados cinéticos
_ N NaCl 1 mol-[* e EDTA 1
_ _ ALA dispersa em tampao fosfat 1. (CETINKAYA,
Leite Fracionamento ALA ) mol- L~ interferem na
de potassio 100 mmol“LpH 7,0 AKKAYA, 2016)

adsorcéo

. BSA e lisozima dispersa em O tamanho dos poros afeta
Padréo de BSA ¢ Comportamento o . o _ (NAGASAKI et

o . BSA e lisozima  tampé&o fosfato de potassio 11 comportamento da adsorgé
lisozima de adsorcao 1 ] al., 2017)
mmol- L das proteinas em HA
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Padrdes de as-
as-caseinas, [3-

caseinas, - Proteinas dispersas em tampa Capacidade de adsorcao e
] Comportamento  caseina, k- ] ] (TERCINIER et
caseinaxg- . i HEPES 7 e 100 mmol'Lem pH HA: as-caseinas $-caseina
] de adsorcdo caseina, BLG e ] al., 2017)
caseina, BLG e 7,0 >k-caseina > BLG > ALA
ALA
ALA

Em que: HSA — albumina do leite humano; BSAalbumina do leite bovino; WPl isolado proteico de soro de leite bovino; Tampéo HEPES -

acido 4¢2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfonico.
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3.3.38. Dessorcéo

A dessorgédo pode ser definida como a liberacdo de uma substancia adsorvida da
interface para o solvente. A dessorgédo depende da reversao/enfraquecimento dos mecanismos
envolvidos na adsorcao, em cromatografia significa favorecer a interacdo da substancia com a
fase mével (CAMBRAIA; OLIVEIRA, 2002).

Essa etapa pode ser realizada retirando-se o sistema adsorbato-adsorvente do
equilibrio de adsor¢do. Para isso, algumas técnicas frequentemente utilizadas envolvem calor
e alteracdo da composicao da fase fluida. No caso de alimentos e substancias termosensiveis,
0 emprego de temperatura elevadas pode ndo ser desejavel, assim, uma combinagédo dos dois
fatores citados pode ser empregada (TADINI et al., 2016). Esta € uma area com poucos
trabalhos na literatura, tamanha a dificuldade dos pesquisadores em conciliar um
procedimento que promova a dessorcdo da molécula sem que esta perca sua funcionalidade

técnica ou nutricional.

3.3.4. Métodos cromatogréaficos

Os métodos cromatograficos sdo extensivamente utilizados para o fracionamento
isolamento, purificacdo e quantificacdo de proteinas. Contudo, estes processos ainda
apresentam um custo elevado de operacdo e de aquisicdo dos equipamentos, além de gerar
consideraveis quantidades de residuos (PEDERSEN et al., 2003). Os métodos
cromatograficos podem ser classificados com base em seus mecanismos de separagdo como
cromatografia de: Adsorcdo, troca ibnica, afinidade, exclusdo molecular, particdo e fase
rever/interacao hidrofébica. Em alguns casos, o sistema opera sobre altas pressoes.

Sistema de HPLCHigh Pression Liquid Pha$eé um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos. Dentro dos sistemas que utilizam alta pressao
destaca-se a utilizacao de colunas cuja fase estacionaria é hidraiébieacaso, o processo
€ denominado de cromatografia de fase reversa-(R&verse Pha$eAs colunas utilizadas
em HPLC-RP consistem de uma fase estacionaria de menor polaridade. Esse sistema traz
como principais vantagens: uso de fases moveis menos toxicas e de menor custo, como
acetonitrila e 4gua; fases estacionarias estaveis a diferentes condi¢fes; rapido equilibrio da
coluna apo6s a mudanca da fase movel; maior rapidez em analises e boa resolucdo dos picos e
melhor reprodutibilidade dos tempos de retengdo (TONHI; COLLINS; JARDIM, 2002).

Outra grande vantagem deste tipo de sistema € a possibilidade de alterar a composicao
da fase mével durante a eluicdo. Nesse caso, a eluicdo pode ser classificada como sequencial,

se a composicdo da fase movel muda abruptamente, ou por gradiente, quando a fase mével
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aumenta seu poder de eluicdo gradualmente. Em muitos casos, esse procedimento € essencial
para que a separacdo ocorra. No caso de proteinas, se a separacdo dependesse apenas da
interacdo com a fase estacionaria seria necessario o uso de colunas maiores e,
consequentemente, tempo de eluicdo também maior. Assim, a eluicdo em gradiente modifica

o equilibrio de interacdo entre as moléculas e as fases estacionaria e movel, o0 que promove a
separacéo das proteinas (JANDERA; CHUCACEK, 1985).

3.3.5. Cromatografia de exclusdo molecular (CEM)

A CEM foi introduzida em 1953, com o nome de filtracdo gélica. Esta é uma técnica
cromatografica do tipo liquido-liquido. O suporte sélido é constituido por particulas esféricas
com poros de tamanho cuidadosamente controlado pelo grau de cruzamento do polimero que
compdem a particula. Essa rede pode ser formada por dextrana, poliacrilamida ou agarose. A
fase mével € um tampdo aquoso devidamente escolhido para promover a difusdo das
moléculas pelo suporte solido. A fase estacionaria, geralmente, € a propria fase mével que
preenche o interior dos poros (FEKETE et al., 2014).

Basicamente, a CEM é um processo de separagcdo entropicamente dirigido no qual as
moléculas séo separadas com base na diferenca de tamanho/peso molecular. A extensao das
alteracOes entropicas depende das dimensdes tanto das macromoléculas quanto dos poros da
matriz gélica. Moléculas maiores que o diametro dos poros ndo tem acesso ao interior das
particulas do gel, por isso s3o ditas “totalmente excluidas”, eluindo-se primeiro, por
apresentarem menor entropia configuracional. De modo inverso, moléculas menores penetram
no interior das esferas do gel, aumentando sua entropia configuracional, o que aumenta o
tempo de eluigdo. Assim, o fraaimento dos compostos ¢ dependente do “caminho”
percorrido no interior da coluna cromatografica (BARTH, H.G., SAUNDERS, 2012;
BOUVIER; KOZA, 2014).

Com base no acesso das moléculas ao interior dos poros, a separacdo na CEM pode ser
dividida em (FISCHER, 1974):

i) Separagdo por grupos: geralmente utilizada em processos de dessalinizagdo de
solucdes proteicas, em que um grupo de substancias é totalmente excluido (proteinas) e o
outro grupo penetra nos poros e tém tempo/volume de eluicdo maior (sais).

i) Separacao por fracionamento: utilizada quando as moléculas em separag¢do possuem
tamanho/peso molecular que permitam o acesso limitado ao interior das esferas que compde o
suporte soélido. Neste caso, se trata de uma separacdo em que todas as moléculas tém acesso

ao interior dos poros, porém em niveis diferenciados. O grau de retardamento das moléculas
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na coluna, ou seja, o fracionamento € inversamente correlacionado com seu tamanho e peso
molecular.

A principal vantagem da CEM é que a eluicao transcorre sob condi¢c6es suaves de pH,
forca idnica e temperatura. Isso permite a separacdo com minimo impacto na estrutura
conformacional das proteinas (FEKETE et al., 2014). Outra caracteristica desta técnica € que
a eluicdo é isocrética, ou seja, a composicdo da fase mével ndo se altera duraida a corr
cromatografica. Como o fracionamento ocorre somente pelo tamanho da molécula,
componente entropica, ndo faz sentido alterar as interagdes fase moével«>proteinas«>fase

estacionaria (CAMBRAIA; OLIVEIRA, 2002).

3.4. Hidroxiapatita como adsorvente

A HA é uma bioceramica de fosfato de calcio de origem natural ou sintética com
estequiometria (Ca)i@P04)6(OH)2,. Este mineral desperta interesse devido a sua
biocompatibilidade e similaridade quimica com a porcdo mineral do osso humano. Além
disso, sua elevada afinidade por proteinas permite uma ampla aplicagdo na indudstria
alimenticia. Dependendo da forma como é obtida, a HA difere em relacdo a sua composicao,
cristalinidade, tamanho do cristal, morfologia e estequiometria. A razao calcio/fosfato (Ca/P)
da HA estequiométrica é 1,67. Para a HA sintética essa relacdo depende enormemente das
condigbes empregadas, com valores que variam de 1,24 a 1,79. Em relacdo as apatitas
biolégicas, estas possuem uma razédo Ca/P que varia de 1,63 e 1,61 para o esmalte e a dentina
respectivamente, e 1,71 para o 0osso humano (LEGEROS, 1993, 2002; LAFETA JUNIOR,
2014).

A HA possui uma superficie hidrofilica. Em particular, o0 uso de HA como um
adsorvente se deve a sua elevada area interfacial, alta estabilidade térmica e quimica, baix
toxicidade e alta capacidade de troca ibnica tanto para céations quanto para anions
(CETINKAYA; AKKAYA, 2016). Além disso, variaveis como a porosidade, tamanho das
particulas, distribuicdo de cargas na superficie e dos sitios polares e apolares tém impacto na
capacidade de adsorcéao de HA. No caso de proteinas, a adsorcao a superficie da HA é afetada
por variaveis como: tamanho, conformagédo, estabilidade da conformacdo, concentracdo de
proteinas, o pH e a forca ibnica do meio, carga superficial, perfil de residuos de aminoéacidos
da interface e a hidrofobicidade (WANG et al., 2012).

As forcas eletrostaticas promovem a atracdo entre 0s grupamentos N-terminal,
acrescidos dos grupos laterais carregados positivamente, das proteinas e os sitios fosfatos da

HA. Embora a atracgéo inicial dos grupos carboxilicos seja também eletrostéatica, a ligacdo aos

27



sitios de calcio envolve ainda a formacao de fortes quelatos, ligacdes covalentes e troca de
anions (CUMMINGS; SNYDER; BRISACK, 2009). Além dessas interacdes, Shen et al.,
(2008) demonstraram que grupos sem carga, ceditd e -NH2, presentes nas proteinas,
podem interagir com os sitios de calcio e fosfato por interacdes de hidrogénio. Dong et al.,
(2007) por meio de simulacdo, também, verificaram que esses grupos ndo carregados tém
grande influéncia no processo de adsorcao das proteinas em HA.

As interacdes entre proteinas e HA sdo altamente influenciadas pelo pH, forca ibnica e
temperatura (SOUSA et al., 2014). A maioria das proteinas é adsorvida utilizando tampdes
fosfato de baixa forca ibnica, em concentracdes inferiores a 10 mmol-L-1. Assim, a dessorcao
pode ser realizada por troca aniénica. O aumento da concentracdo de ions ou alteracdo do pH
promove a eluicdo das proteinas, em gradiente ou sequencial (CUMMINGS; SNYDER;
BRISACK, 2009; FREITAG; BREIER, 1995; MONTEIRO, 2008).

3.5. Métodos analiticos para identificacdo de compostos
3.5.1. Sistema de energia dispersiva (EDS)

A EDS é uma técnica de analise multielementar ndo destrutiva que permite a avaliacdo
gualitativa e quantitativa de elementos inorganicos de um material. Entre as vantagens dessa
técnica destacam-se a possibilidade de poder analisar tanto materiais liquidos quanto solidos e
a quase auséncia de preparacdo da amostra para realizacdo do procedimento analitico. Ao
irradiar um material com raios X, este emite radiacdbes com comprimento de onda que é
caracteristico de cada constituinte. A intensidade guarda uma relacdo com a concentracédo do
elemento, por isso, a técnica também fornece informacfes quantitativas (SCHIMIDT, 2015).

Para a andlise de sdlidos, a superficie deve ser homogénea e plana e, sempre que
possivel, realizar a leitura em diferentes pontos do material. Um inconveniente desta técnica é
gue a intensidade medida néo é proporcional a concentracdo do elemento presente na amostra
devido aos efeitos de matriz. Quando dois elementos presentes em um material sao irradiados,
pode ocorreaemissdo de radiacdo secundaria de um elemento no outro, ou seja, um atomo A
recebe a radiacdo do aparelho e emite radiacdo que é absorvida por um elementsaB e ca
alteracdo na intensidade do sinal obtida pelo detector. Outro grande problema em andlise
multielementar por EDS é a sobreposi¢cdo de linhas espectrais, caracteristica comum a
elementos vizinhos na tabela periddica, em funcdo das proximidades das energias de
excitagcdo dos elétrons (WASTOWSKI et al., 2010). No caso da HA, a técnica pode fornecer

informacgdes sobre a composicao e a presenca de outras fases por meio da relacao Ca/P.
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3.5.2. Difracao de raios X (DRX)

O estudo da estrutura cristalina e da microestrutura de um material é fundamental para
a caracterizagdo e entendimento de suas propriedades. Alguns sdlidos podem ser
completamente ou parcialmente cristalizados, sendo o cristal definido como uma estrutura
com arranjo ordenado e periodico de atomos. Os raios X sdo radiacOes eletromagnéticas que
correspondem a uma faixa do espectro entre 1 a 10 A, porém, essa medida é um parametro
arbitrario que pode variar entre as referéncias consultadas (RODRIGUES, 2009).

Os atomos funcionam como obstaculos, ou centros de espalhamento, e quando um
feixe de raios X monocromatico incide sobre um material, diversos fenbmenos podem
ocorrer, um deles é a difracao.Ey. 3 conhecida como lei de Bragg estabelece a condicao
para que um feixe de raios X, com comprimento de onda (A) conhecido, incidindo sobre um
conjunto de planos paralelos (ABC), cuja distancia interplanaiq® fdzendo um angule

em relacdo a esse plano, seja difratado no mesmoan(RODRIGUES, 2009).

2d.senf =\ Eg. 3

A Figura 5 apresenta um esquema em que estdo representados os planos paralelos

ABC, a distancia interplandgh), os raios e os angulos e incidente e difratadp.
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Figura 5 - Vista lateral do conjunto de planos paralelos ABC. Fonte: http: google.cotl@@2-65-169
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O resultado & uma curwgue relaciona o angulo 2e com a intensidade de radiaco
difratada que chega até o detector denominado difratograma. A leitura e interpretacdo do
difratograma consiste em obteéingulo 2e de cada pico observado. Como o comprimento de
onda é conhecido, procede-o céalculo da distancia interplanar por meio Eg 3. Em

seguida, calcula-se a intensidade relativa para cada pico. A partir da distancia interplanar
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referente aos 3 (trés) picos de maior intensidade é possivel identificar o material por meio de
comparacao com fichas de difracao de fases conhecidas (RODRIGUES, 2009).

Além da identificacdo de constituintes a difracdo de raios X pode ser empregada na
estimativa do percentual de fase cristalina, tamanho médio de cristais, construcdo de diagrama
de fases, avaliacdo de alteracbes na estrutura de um solido, entre outras informacdes
(PORALAN JR et al., 2015; SGS, 2017).

3.5.3. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho corresponde a regido do espectro eletromagnético
situada na faixa de nimero de ondas de 14290 a 2&0Nmrentanto, a regido que apresenta
0 nimero de ondas de 4000 a 400'cé a mais comumente utilizada para compostos
organicos e inorganicos. Sua aplicacdo envolve o estudo de polimeros, identificacdo de
compostos organicos e inorganicos, analises de misturas complexas, controle de qualidade de
produtos diversos, entre outras (BARBOSA, 2007).

A utilizacdo da transformada de Fourier consiste em decompor o sinal capturado em
suas componentes elementares seno e cosseno. O espectrometro com transformada de Fourier
emprega um interferdbmetro do tipo Michelson. Essa diferenca para equipamentos antigos que
utilizavam prismas e grades para filtrar a radiacaonpeuma reducédo no tempo de analise,
melhor resolucéo dos picos e maior precisao dos resultados (WASTOWSKI et al., 2010).

Diferentemente das radiacdes nas regifes do ultravioleta e do visivel, que causam
transicbes eletronicas, a radiacdo infravermelha causa alteracdo nos modos rotacionais e
vibracionais da molécula. Para que determinada vibracéo resulte em absor¢cdo, é necessario
gue esta cause alteracdo no momento dipolo da molécula (BARBOSA, 2007). Ou seja, ocorra
um desequilibrio nas forcas de atracao e repulsdo entre os atomos que constituem a molécula.

Ao fim da andlise séo obtidas curvas denominadas espectro de absor¢céo, nas quais, 0
namero de ondas, que corresponde ao inverso do comprimento de onda, € plotado em relacéo
ao percentual de transmitancia ou absorbéncia. A interpretacdo do resultado para um
composto conhecido consiste na identificacdo dos grupos funcionais referentes as bandas de
absorcao observadas no espectro obtido e comparagcado com outra curva obtida para o mesmo
composto. A analise completa compreende tanto a comparacao entre os picos caracteristicos

presentes como os ausentes (BARBOSA, 2007).
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3.5.4. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica analitica muito utilizada para o estudo de
sistemas moleculares. A nivel molecular, a radiacdo pode interagir com a matéria por
processos de absor¢cdo, como acontece com a andlise|Be &T-de espalhamento, e este
ultimo pode ser elastico ou inelastico, sendo este ultimo chamado de espalhamento Raman.
Em resumo, quando uma molécula que se encontra em um estado vibracional ¢nicial E
absorve um féton de energia, ela passa para um nivel de energia mais elgvadarEbém
chamado de estado excitado, ao emitir esse féton adsorvido, a molécula pode reduzir seu nivel
de energia para um estado ig(@a), maior (Ez) ou menor(E3) de energia comparado ao
inicial. A diferenca de energia entre os estadg® IE/E; é chamada de deslocamento ou
decaimento RamaiFigura 6). Portanto, a radiacdo que chega ao detector possui uma
pequena parcela composta de frequéncias diferentes daquela incidente. As componentes
deslocadas para cima ou para baixo sdo chamadas de Stoke e anti-Stokes, respectivamente
(RODRIGUES; GALZERANI, 2012; WASTOWSKI et al., 2010).

Elastico Raman
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Figura 6 - Esquema do espalhamento Raman

As curvas obtidas sdo chamadas de espectros de Raman. No eixo das abscissas sao
colocados os valores do nimero de ondas'(cenno eixo das ordenadas, a intensidade
Raman, em unidades arbitrarias. A interpretacdo das curvas para um composto conhecido é
realizada por meio da identificacdo dos grupos funcionais caracteristicos e comparagcdo com

dados obtidos anteriormente para o material.

31



3.6. Estudo da adsorc¢éao
3.6.1. Potencial Zeta ({)

A presenca de duas fases em contato promove uma diferengca de potencial entre elas.
No caso de uma das fases ser um liquido polar, como a agua, e se nela estdo presentes ions,
existe uma tendéncia a formacdo de um gradiente de cargas ao longo da interface. Esse
gradiente i6nico, que esta sob influéncia do campo eletromagnético gerado pelas moléculas
presentes na interface, formam uma camada difusa de ions chamada dupla camadA elétrica.
presenca, ou principalmente, a intensidade desse potencial elétrico formado pode estar
relacionado a estabilidade, ou falta dela, em diferentes sistemas dispersos. Fen6menos como a
eletrocatalise, corrosdo, crescimento de cristais, interagcdo entre moléculas, estabilidade
coloidal e adsorcdo ndo podem ser completamente compreendidos sem o conhecimento da
distribuicdo de cargas na regido interfacial (HUNTER, 1981).

A medida do potencial Zeta € realizada indiretamente por meio da mobilidade
eletroforética. A técnica consiste em inserir uma suspensao coloidal em uma cubeta, equipada
com dois eletrodos, e aplicagdo de um potencial elétrico a suspensdao. A mudanca de
frequéncia é diretamente proporcional a mobilidade eletroforéticas das particulas (MALENA,
LIMA; EM, 2003). A estimativa do potencial Zeta é realizada por melboié.

3Ugn Eq.

¢= 2¢f(k.a) 4

Em que, os valores para a viscosidade (1) e a constante dielétrica do meio (€) s&o fornecidos
ao programa,{ ¢ o potencial Zeta, Ug a mobilidade eletroforéticas f(k.a), a funcdo de
Henry.
A adsorcéao das proteinas por HA pode ser avaliada por meio de alteracdo do potencial
Zeta (NAGASAKI et al., 2017; TERCINIER et al., 2017).

3.6.2. Cinética de adsorcédo
Os experimentos cinéticos fornecem informacdes sobre a velocidade com a qual as
moléculas do adsorbato sdo adsorvidas pelo adsorvente. Além disso, é possivel prever qual
tipo de interagcdo ocorre entre adsorvente e adsorbato, a capacidade de adsorcdo e alguns
fatores limitantes ao processo de adsor¢cdo como temperatura, pH e forca i6nica. Esses dados
sdo essenciais no dimensionamento e determinacdo das condicbes de qualquer processo
adsortivo (HO; MCKAY, 1999).
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Diversos modelos podem ser utilizados para tentar descrever as condicdes ciméticas d
processos envolvendo adsorcdo. Essa diversidade ocorre devido as pressuposi¢oes tedricas
aplicadas a cada modelo. Dentre os modelos que se destacam pela quantidade de trabalhos
publicados e qualidade dos ajustes estdo os modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-
segunda ordem e de difuséo intraparticular (HO; MCKAY, 1999).

O modelo de pseudo-primeira ordem aborda o processo de fisissar&ap.5 foi
deduzida por Lagergren em 1898 sendo uma das primeiras a tratar da cinética de adsorcéo de
liquidos em solidos baseado na capacidade do sdélido. Mesmo antiga esta € uma das equacdes
de velocidade mais aplicadas para adsor¢cdo em meios aquosos, e pode ser representada por
(HO; MCKAY, 1999):

dq(t)
dt

kilge — q(®)] Eq.5
Em que, g e q(t) sdo as capacidades de maxima adsorcdo ent mgagcapacidade de
adsorcdo em um tempo t mg,gespectivamente, e ¢ a constante cinética de adsorcéo de
pseudo-primeira-ordem em mg.qin™.

Integrando para os limites det=0at=te q() = 0 a q() = q(t) e fazendo as

manipulacdes matematicas necessarias). & pode ser rearranjada para uma forma linear:

Ln[(qc — q(®)] = Ln(qe) — kqt Eq. 6

O modelo de pseudo-segunda ordem trata da quimissorgcdo. Neste r(eql&lp
assume-se que ocorre o compartilhamento de elétrons devido a forcas covalentes existentes
entre o adsorbato e o adsorvente (HO, 2006). Este modelo é representado por (HO; MCKAY,
1999)

d 2
% = kz[(CIc - Q(t))] Eq.7

Em que, k2 é a constante cinética de pseudo-segunda-ordem de adsorcdo eminiig.g
Integrando det =0 at=te q() = 0 aq() = q(t) e fazendo as manipulagbes ticateema

necessarias,Bg. 8 pode ser rearranjada para uma forma linear:

1 B 1 +i
[(ac —a®)] (kz-qc®) ~ qc

t Eq. 8
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Plotando um gréficgt— em funcéo de t € possivel obter o valor ge k.
t

Quando o adsorvente € um material poroso e/ou irregular, além dos fenémenos de
interacdo na superficie deve-se considerar a difusdo de material pelo interior do adsorbato. O
modelo(Eq. 9) que trata difuséo intraparticular como etapa determinante da taxa de adsorcao
é a lei de Fick, representado por (LAFETA JUNIOR, 2014)

1
q(t) = Kgir t2+C Eq.9

Em que, Kgr é coeficiente de difusdo intraparticula (mmin'?) e C é a constante
relacionada com a resisténcia a difusdo (fg.g

A utilizacdo das equacdes linearizadas apresentadas acima permite avaliar qual
modelo se ajusta melhor aos dados experimentais. Assim, obtém-se 0s parametros cinéticos e
as constantes pacada modelo (HO; MCKAY, 1999).

3.6.3. Isotermas de adsorcao

O estudo da distribuicdo do adsorbato entre a fase fluida e o adsorvente, em condicfes
de equilibrio, é fundamental para o entendimento e dimensionamento de um processo. O
equilibrio entre as fases € governado pelos principios termodindmicos. Vale salientar, que
equilibrio, neste caso, trata-se de um conceito dinAmico adotado quando a taxa de moléculas
gue se adsorvem ao adsorvente € igual a taxa de dessorcdo. A condicdo de equilibrio é
representada na forma de isotermas de adsor¢do que sao curvas que relacionam a
concentracdo do adsorbato nas fases fluida e sélida. Em muitos casos, a determinacédo de
isotermas é o primeiro passo no estudo de um novo sistema adsorbato/adsorvente (SOUSA et
al., 2014; TADINI et al., 2016).

Um dos primeiros passos na interpretacdo de dados isotérmicos é a observacdo do
perfil da curva obtida. Tadini et al. (2016) cita sete diferentes tipos de curvas de isotermas de
adsorcéo aceitas pela IUPAC. A isoterma do Tipo | corresponde a adsorcdo em monocamada,
essa isoterma apresenta uma elevada inclinagdo da curva em concentragbes menores de
adsorbato. A do Tipo Il apresenta menor inclinagéo inicial e possui duas inflexdes, o que
indica adsorcdo em multicamadas. Os outros tipos de isotermas ndo foram observados nos
dados obtidos, por isso, ndo serao descritos. Em geral, dados experimentais sdo descritos por

modelos isotérmicos simples, como Langmuir e Freundlich.

34



A isoterma de Langmuir € um dos modelos mais utilizados devido a base tedrica bem
definida ao qual foi desenvolvido. Para a utilizacdo do modelo, algumas consideracdes devem
ser primeiramente esclarecidas (TADINI et al., 2016):

A adsorcéo ocorre em um numero fixo de sitios disponiveis;

A adsorcéo ocorre unicamente por monocamada;

O processo é reversivel;

A condicéo de equilibrio deve ser alcancada;

A adsorcéo de uma molécula ndo deve interferir na vizinhanca.

O modelo é representado por (TADINI et al., 20(E).10).

_ qm.kd_CE Eq.

qE_1+kd.CE 10

Em que,ge é a concentracdo de equilibrio do adsorletdase solida em mg'gCe é a
concentracdo de adsorbato em equilibrio na fase liquida em thggnrepresenta a
capacidade adsortiva maxima do adsorvente para o adsorbato em kng.g constante do
modelo de Langmuir. Observando a equacao € possivel verificar que um bom adsorvente &
aguele que apresenta elevado valoggle pequeno para a constakte

A isoterma de Freundlich € uma formulacdo empirica utilizada para adsorcao de
compostos em solugdes liquidas. A equacdo foi proposta a partir de estudos sobre a adsor¢ao
de compostos organicos presentes em solucdes aquosas na superficie de carva@® vegetal.
modelo obtido é representado por (TADINI et al., 2QEg). 11)

1 Eq.

qg = k(Cg)n 11
Em que,ge e Ce tem 0 mesmo significado apresentado na equacéo de Langramirsao as
constantes do modelo e representam a capacidade de adsorcdo do adsorvente e o efeito da
concentracdo de adsorbato na capacidade de adsorcéo, respectivamente. Ao avaliar a equaca
€ possivel verificar que um bom adsorvente apresenta um vaialelado e um valor de

baixo.
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4. Material e métodos

A sintese da HA, os experimentos de cinética, a determinagdo das isoterma de
adsorcdo e a separacdo das proteinas foram realizados no Laboratério de ©peracoe
Processos (LOP). As analises de potencial Zeta, energia dispersiva de raios X e microscopia
eletrbnica de varredura foram realizadas no Laboratério de Embalagem, ambos, do
Departamento de Tecnologia de Alimentos. As analises de difracdo de raies X
espectroscopia Raman foram realizadas no Departamento de Fisica. A andlise de
infravermelho foi realizada no Laboratorio de Infravermelho do Departamento de Quimica. A
guantificacdo das proteinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada no
Laboratério de Biocombustiveis do Departamento de Engenharia Agricola, todos da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

4.1. Procedimento experimental

Inicialmente aHA foi sintetizada utilizando como reator um béquer imerso em banho
ultrassénico e, ap0ls a sintese, envelhecida em meio aquoso por 30 dias segundo Lafeta Junior
(2014). A hidroxiapatita foi caracterizada em termos de difracdo de raidST-AR,
espectroscopia Raman, espectroscopia de raios X de energia dispersiva e microscopia
eletrbnica de varredura. Em seguida, testes para entender o processo adsortivo foram
realizados para determinacdo dos parametros cinéticos (3 repeticdes) e de equilibrio (2
repeticdes) envolvidos na etapa de adsor¢cédo das proteinas ALA e BHA eomercial e
sintetizada. Nesses testes foram utilizadas proteinas ALA e BLG comerciais (pureza de 96 e
93 % m-m; Davisco Foods, EUA Modelos isotérmicos e cinéticos foram ajustados aos
dados por meio do programa SigmaPlot 11.0.

O soro de leite doce foi obtido a partir da fabricacdo de queijo Minas Frescal segundo
Furtado (1994). Apds a formacgéo do coagulo, o soro foi filtrado em algodéao para remocéao de
aglomerados de caseinas. Em seguida, o filtrado passou por centrifugacdo (1.900 @/5 min)
25 °C para remocao de gordura residual. O soro centrifugado foi o material de partida para as
etapas de separacao das proteinas apresentadas a seguir.

12) Precipitacdo seletivdD objetivo desta etapa foi separar as proteinas ALA e EKLG.

procedimento foi executado de acordo com Toro-Sierra, Tolkach e Kulozik (2013). Ao soro
de leite foi adicionado citrato de sédio na concentracdo del2Q.@go apos, sob agitacédo
constante (50 rpm), o pH do material foi ajustado para 3,4 com &cido citricol2" i
seguida,a mistura foi aquecida a 50 °C e mantida sob agitacdo (100 ppm}20 min.

Decorrido o tempo, a suspensao foi deixada em repouso a 4 °C por 24 h. Este procedimento
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teve a finalidade de desestabilizar e formar agregados de ALA. Apés as 24 h, o material foi
centrifugado (5.800 g/15 min) a 25 °C obters#goduas fragbeso precipitado, do qual foi
possivel recuperar a ALA, juntamente com outras proteinas do soro (KAMAU et al., 2010)
que posteriormente foram ressuspendidas em tampae Ca®@iL™ com o pH ajustado para

6,0 com NaOH 1 mdl™; e a fase fluida, do qual foi possivel recuperar a BLG juntamente
com lactose e sais minerais, constituintes em solucéo no soro de leite.

2?) Adsorcdo de ALA e BLG em HAEsta etapa teve o objetivo de isolar as proteinas ALA e

BLG presentes no precipitado e na fase fluida, respectivamente. O procedimento consistiu em
colocar em contato, sob agitacdo (50 ypf0 mL de cada dispersédo (precipitado e fase
fluida) comHA comercial e sintetizada por 1 h. A massaHfe e a temperatura foram
definidas por meio das isotermas e o tempo de contato entre as dispersdes e o adsorvente pelo
estudo cinético de adsorcdo. Decorrida 1 h, as suspensdes foram centrifugadas (5.800 g/ 15
min) a 25 °C.

3%) Dessorcdo de ALA e BLG da HA. Qellets’ obtidos na etapa anterior foram colocados

em contato com 10 mL de tamp&o de fosfato de sédio 0,4 TeH 6,8 a 50 °Ce
permaneceram sob agitacao (50 rpm) por 1 h. Em seguida, foram centrifugados (5.800 g/15
min) a 25 °C e as proteinas foram recuperadas no sobrenadante.

4%) CEM de ALA e BLG. O procedimento foi executado para purificar as proteinas segundo

condicdes definidas por Rojas (2001). Uma aliquota de 0,5 mL contendo as proteinas isoladas
foi aplicada em coluna P10-Sephadex G-25 para realizacdo de cromatograficludéoe
molecular (CEM). O volume de eluido contendo as proteinas foi definido por meio da
colorimetria utilizando reagente de Bradford. Em média, foram coletados 3 mL de solugdo ao
final da CEM.

Ao final de cada etapa, as concentracdes de ALA e BLG foram determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RPL@s etapas de
separacao das proteinas do soro de leite foram realizadas em 3 (trés) repeticbes e os valores
médios das concentracBes das proteinas ALA e BLG, obtidas diretamente do soro de leite,
foram comparados por meio de teste t a 5 % de significancia.

Os reagentes e equipamentos utilizados durante a execucdo dos experimentos estao
listados naJabelas 11 e 12lo Anexo I.

O esquema geral de todo o processo pode ser visualizad&iguaa 7.
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Leite cru
Pasteurizagéo

64 +1 °C/ 30 min

Adsorcdo

10 mL da disperséo proteica
HA sintetizada e comercial
Agitacéo (50 rpm/1 h)
Centrifugacao (5.800 g/ 15 min)

Leite
Coagulagao pasteurizado
0,03%(v-m')CaChO5molL* |
0,06 % (v- m™) Quimosina
35mina33°C v
Filtrac&o Soro de leite
Centrifugacao (1.900 g/ 15 min) centrifugado
\ 4
Adsorcéo L .
Precipitacao seletiva
10 mL da disperséo proteica o 1. o )
HA sintetizada e comercial | Precipitado 20 g-L™ de citrato de sodio BLG soluvel
Agitacgo (50 rpm/1 h) de ALA + <«— Acido citrico 2 mol-L" até pH 3,4 ——>» +Ssais+
Centrifugag&o (5.800 g/15 min) BSA+IG’s Aquecimento 50 °C 120 min lactose
Repouso 4 °C 24 h
| ~ Centrifugacédo (5.800 g/ 15min)
Dessorcéo ALA + sais BLG + sais
Agitacao (50 rpm/ 1 h) < exclusdo molecular >
50 °C

Centrifugagéo (5.800 g/ 15 min) Coluna P10

ALA isolada Gel Shepadex G-25 BLG isolada

0,5 mL de amostra
3 mL de eluido

Figura 7 - Esquema geral do processo de separacao das proteinas ALA e BLG

Dessorgéo

Tampéo fosfato-@ molL™"pH 6,8
Agitacdo (50 rpm/ 1 h)
50 °C
Centrifugacéo (5.800 g/ 15 min)

38



4.2. Sintese da hidroxiapatita

A HA foi sintetizada em meio aquoso sob agitacao (210 rpm/emmjecipiente imerso
em banho ultrassénico (SC 1400 Unigue, Brasil), conforme o procedimento sugerido por Lafeta
Jinior (2014) que o apresentou como o0 melhor resultado gadsorcdo da proteina sérica
lisozima. No presente trabalho, a HA sintetizada foi testada para a adsor¢céao das proteinas ALA
e BLG.

A Figura 8 traz 0 esquema do procedimento empregado para a sintese de HA. Foram
misturados 500 mL de solugéo 0,5 mdl-tle CaCl e 500 mL de solucdo 0,5 mol*lde
NaHPOs, em um fluxo de 250 mL*h em béquer de 1000 mL, contendo inicialmente 50 mL
de NaCl 1 mol- [}, sob agitacdo constante de 210 rpm a 25 °C. Este béquer ficou parcialmente
submerso em banho ultrassonico (SC 1400 Unique, Brasil) sob uma frequéncia de 25 kHz. Foi
observada a formacado de precipitados leitosos que foram decantados e lavados duas vezes com
agua destilada. Em seguida, 25 mL de NaOH 40 % {nforam adicionados e a mistura foi
aquecida até a fervura sob agitacdo (100 rpm) por 1 h. A solu¢do decantada foi deixada em
repouso por 30 dias a temperatura ambiente. Apds esse tempo, o decantado foi seco em estufa
(T5-50 Thoth, Brasil) a 103 + 2 °C por 12 h. Apés seco, o material foi triturado e peneirado
através de peneiras de 200 MESH e estava pronto para ser usado na adsorcdo. Obteve-se um
rendimento aproximado de 25 g de p6 seco. A HA comercial também foi peneirada para

padronizar a granulometria dos pos.
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Agitador tipo
haste

NaCllM
50mL

Banho ultrasson g precipitado branco

k Duas lavagens do precipitado com dgua desionizada

| Agtag3o 100 pm
Nagﬂ?%_, Fervura do preaptado branco
m — (Gurante 1 hora)

=Ta N
A

k Duas lavagens do precipitado com agua desionizada

Envelhecimento (30 dias)

]

‘Hidroxiapatita

Figura 8 - Esquema do processo para sintese de HA. Adaptado de Lafeta JUttdor (2

4.3. Caracterizacdo da hidroxiapatita
4.3.1. Espectroscopia de raios X de energia dispersiva (EDS)

A quantificacéo de célcio e fosforo foi realizada por meio da técnica espectroscépica de
raios X de energia dispersiva. O equipamento utilizado foi Microscépio Eletronico de
Varredura (TM3000 Hitachi High-Tech, Japdo) acoplado ao sistema de energia dispersiva
(EDS). As amostras foram fixadas em “stub$’ cobertas com uma camada de carbono (entre 20

e 30 nm).

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura
As microscopias daddAs, comercial e sintetizada, foram realizadas com auxilio de
Microscopio Eletrénico de Varredura (TM3000 Hitachi High-Tech, Japdo) com aumento de
500 e 2.500 X. As amostras foram fixadas em “stub$’ cobertas com uma camada de carbono

(entre 20 e 30 nm)
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4.3.3Difracéo de raios X (DRX)

O difratbmetro foi modelo D8 Discover, marca Brukernequipado com tubo détocoba
(radiagdo Cdko, . = 1,54060 A), com um monocromador de cristal curvo de grafite no feixe
difratado, operado com uma diferenca de potencial de 40 kV e uma colétmta de 30 mA. As
varreduras foram realizadas no modo passo a passo em intervalo8@egEaas 2 com 0,05 ° de
incremento e 1 segundos de contagem de tempo em cada @asdados foram trabalhados

utilizando o software OriginPro 8.5.1.

4.3.4. Espectroscopia no infra-vermelho com Transformada de Fourier
Os espectros na regiao do infravermelho foram determinados em espectrofotdmetro
infravermelho (600IR VARIAN, EUA) com acessério de refléctancia atenuada PIKE
GladiATR na regido de 400 a 4000 tnOs dados foram trabalhados utilizando o software
OriginPro 8.5.1.

4.3.5. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos em espectrdometro micro-Raman Renishaw (Micro-
Raman Renishaw, EUA) equipado com laser de argdnio 514,5 nm e poténcia de excitacdo 0,05
mW. O feixe de laser foi guiado através de um filtro de linha e focado com uma obgetiva d
microscopio de 50x. As medidas foram feitas na faixa espectral de 785 2écm* e 512
acumulacbes, com um tempo de andlise de aproximadamente 5 s. Em todos os espectros
obtidos, as amostras ndo passaram por nenhum preparo prévio, sendo levadas digtamente
lamina com o auxilio de uma espatula. Os dados foram trabalhados utilizando o software
OriginPro 8.5.1.

4.3.6. Potencial Zeta (0)

As leituras foram realizadas em triplicata em equipamento Zetasizer Nano ZS (Nano ZS
Zetasizer, Reino Unido). O dispersante foi a agua a 298,15 K, com viscosidadeefixada
0,8872 cP, indice de refracdo em 1.330 e constante dielétrica em 78,5. Oito tratamentos foram
testados em 4 valores de pH (3,4; 6,0; 7;0 e 8;0).
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1) ALA 5 mgmL™ —
2) BLG 5 mgmL™*

3) HA comercial 0,1 g + 3 mL de tampéao

4) HA sintetizada 0,1 g + 3 mL de tampéao

5) HA comercial 0,1 g + 3 mL de solugédo ALA (5 mmg-™)

6) HA sintetizada 0,1 g + 3 mL de solucéo de ALA (5 mig")

7) HA comercial 0,1 g + 3 mL de solucdo de BLG (5mig™)

8) HA sintetizada 0,1 g + 3 mL de solucdo de BLG (5mig}) ]

As solucdes tampao utilizadas foram:fosfato de so6dio monobasico (N&D,) +

__x(pH 3,4;6,0,7,0e8,0)

fosfato de sodio dibasico (WPO;,), em proporcdes adequadas, para ajustes dos pHs 6,0; 7,0 e
8,0 e,ii) &cido citrico (GHgO;) + fosfato de sddio dibasico para ajuste do pH 3,4, todos na
concentracdo de 0,01 mof-LApds o preparo, as suspensées referentes aos tratamentos 5, 6, 7
e 8 foram mantidas em contato por 12 h, seguido de centrifugacdo (5430 Eppendorf,
Alemanha) (5.800 g/15 min) a 25°C. O sobrenadante contendo as proteinas que néo
adsorveram foi descartado @e@lletfoi ressuspenso novamente no tampé&o adequado.

4.4. Estudo da adsorcao de ALA e BLG em HA
4.4.1Cinética de adsorcao

O estudo da cinética de adsorc¢éo foi realizado segundo Lafeta Junior R&ig)ra
9 apresenta o0 esquema geral do procedimento. Em tubepigemdorf{capacidade de 1,5 mL)
contendo 50 * 0,2 mg de HA sintetizada ou comercial foi adicionado 1,5 mL de solucdo padrao
de ALA e BLG comerciais (pureza de 96 e 93 % - Bavisco, EUA) na concentracdo de 3
mg-mL™, em diferentes valores de pH (3,4; 6,0; 7,0; 8,0). As solucées tampao utilizadas foram:
i) fosfato de sodio monobasico (N#&D,) + fosfato de sodio dibasico (MPQO,), em
propor¢cdes adequadas, para ajustes dos pHs 6,0; 7,0 é&)8dtielo citrico (GHgO-) + fosfato
de sédio dibasico para ajuste do pH 3,4, todos na concentracdo de 0,01 Méblforam
realizados testes em valores de pH entre 3,4 e 6,0 devido a baixa solubilidade das proteinas
comerciais ALA e BLG préoximo ao pH isoelétrico, 4,2-4,8 e 5,3-5,4 respectivan@nte.
material foi agitado (30 rpm) a 25 °C em 16 tempos diferentes (variacé18®0ninutos)O
tuboeppendorkera retirado da agitacdo assim que o tempo de andlise era atingido.

Apos a agitacéo, os tubos foram centrifugados (5430 Eppendorf, Alemanha) (5.800 g
15 min) a 25 °C. O objetivo dessa etapa foi interroragtapa de adsor¢cdo. Em seguida, uma
aliquota de 0,25 mL do sobrenadante, em que se engmtiaroteina ndo adsorvida, foi

misturada a 2,75 mL de agua e realizada a quantificacdo por espectrofotometria d8 UV-V
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(Cary 50 Varian, Australia) pelo método de leitura direta, a 280 nm. Para relacionar a
absorbancia lida no espectrémetro com a concentracdo de prétedna,construidas cursa
padréo das solucdes de ALA e BLG para cada um dos valores de pH testados. O modelo de

regressao foi ajustado e possibilitou determinar as equa¢cdes matematicas necessarias.

x 16

!
05,1,2,..,10 '

20, ..., 30, 60,
90, 120, ..., 180
minutos

2,75 mL > H20
Agitagdo
ificaca Centrifugacado
Quantificagdo gag 25 °C/30 rpm
Espectro. 280 nm 5.800 g/ 15 min

Figura 9 - Procedimento para determinacdo da cinética de adsorcdo de HA-ALA.

A proteina adsorvida foi determinada por meio de balanco de Bqs3a

_[€-0

Mpya

2% Eq. 3

Em que, g é a quantidade de proteina adsorvida por miligrama de rggreacGncentracédo de

proteina inicial (3 mg.mt), C é a concentracdo de proteina no sobrenadante apés a

centrifugacédomy, € a massa de HA (50ghe V é o volume da solugéo (1,5 mL).

4.4.2. Isoterma de adsorgao
As isotermas de adsorcéo foram obtidas segundo Sousa et al. (2014). As temperaturas
testadas foram 5, 15, 25, 35 e 45 ACFigura 10 traz o esquema do procedimento realizado.

Foram preparadas 10 solu¢des para cada proteina, ALA e BLG comerciais, em cdigsentrac
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crescentes de 1 a 10 mg-* em tampo 0,01 mol-[* nos valores de pH 3,4 e 6,0. As solucdes
tampao utilizadaforan i) fosfato de sédio monobéasico (NdtD,) + fosfato de sodio dibésico
(NaHPQOy), em propor¢des adequadas, para ajustes do pHipAxido citrico (GHsO;) +
fosfato de sédio dibasico para ajuste do pH 3,4.

Foram adicionados 1,5 mL de cada solucdo eméppendortcontendo 50 + 0,2 mg de
HA comercial ou sintetizada. O material ficou sob agitacao (50 rpm) por 12 h na temperatura
adequada para garantir o equilibrio dindmico de adsor¢éo, ou seja, quando a taxa de adsor¢éo e
dessorcdo sao iguais, em cada temperatura. A quantificacdo da proteina adsorvida ocorreu de
maneira semelhante ao procedimento realizado no ensaio de cinética de adsorcédo por meio de
espectrofotometria de UV-VIS (Cary 50, Varian, Australia) pelo método de leitura direta, a 280

nm.

il +---+iu

AlAou B ALA ou BLG ALA ou BLG ALA ou BLG
TN o me@ N,
v v l v | v
025 ;
My . P,
N & Oy
L) e @
2,75 mL» H20 o
\ ¥ RO, C)
B e
< Agitacdo
Quantificacio Centrifugagdo 5-10-25-35-45°C
Espectro. 280 nm 5.800g/ 15 min 50 rpm

Figura 10 - Procedimento para determinacdo da isoterma de adsorcdo de HA-ALA/BLG.

4.5. Separacgdo das proteinas ALA e BLG do soro de leite
4.5.1. Obtencéo do soro de leite
O soro de leite doce utilizado neste trabalho foi obtido por meio da fabricacdo de queijo
Minas Frescal sem adicdo de cultura latica de acordo com Furtado (1994). Para isso, foi
utilizado 1 kg de leite cru fornecido pelo Departamento de Zootecnia da UFV. O leite passou

por processo de pasteurizacdo lenta (64 £ 1 °C/30 min) em banho termostatico. Ao leite
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pasteurizado foram adicionados 0,03 % (V) mie solugéo de Ca£D,5 mol-L*, seguido de

0,06 % (v/m) da enzima quimosina, de origem bacteriana, a 33 °C. Ap0s a acdo da enzima e
formacdo do coagulo (cerca de 35 min), este foi cortado em cubos com tamanho médio de
aresta de 1 cra agitado lentamente por 45 minutos para expulsdo do soro. Logo apds, o soro
foi separado da coalhada por meio de filtracdo simples utilizando algoddo. Em seguida,
filtrado foi centrifugado (5430 Eppendorf, Alemanha) (1.900 g/5 min) a 25 °C para remocéao de
gordura residual.

4.5.2. Quantificacdo de ALA e BLG

Para quantificar e obter o rendimento em cada etapa do processo de separacdo das
proteinas ALA e BLG do soro de leite, foi empregada a cromatografia liquida sob alta presséo
em coluna de fase reversa (HPLC-RP) em cromatografo CLURP (Cromatégrafo liquido ultra
rapido Prominence; Shimatzu, Japao) com detector SPD M20A e monitorado via software LC
solutionde acordo com a metodologia descrita por Xiao-Yu et al. (2012).

As condicdes de analise foram as seguintes:

-Coluna de fase reversa/F-ODSC18) de 150 mm por 4,6 mm

-Coluna de guarda: (CLCG-ODS) de 10 mm por 4 mm

- Degaseificador: DGUY 20A5

-Bomba LC 20 AT

-Forno CTO 20A a 30 °C

-Fase movel: (A) 0,1 % de TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA em acetonitrila

-Vazao da fase moével: 1 nmhin™

-Temperatura: 30 °C

-Volume de injegdo: 20 uL (Injecdo automatica)

-Comprimento de onda: 215 nm

O gradiente para as solu¢bes A (0,1 % de TFA em agua e pH 2,5) e B (0,1 % de TFA
em acetonitrila em pH 1,02) foi programado da seguinte forma:

70 % A, 30% B — 50 % A, 50 % Bde 0 — 35min

50 % A, 50% B — 30 % A, 70 % B, d85 — 37 min

As amostras de leite cru e pasteurizado foram tratadas para remover caseinas e glébulos
de gordura. O procedimento consistiu em adicionar HCl 1 fhaité pH 4,6 seguido de
filtracdo em papel de filtro. O filtrado foi centrifugado (5430 Eppendorf, Alemanha) (1.900 g/5

min) a 25 °C para remoc¢ao de gordura residual. Todas as amostras, inclusive aquelas utilizadas
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na construcdo da curva de calibracdo, foram filtradas antes da injecdo em membrana com
tamanho médio de poros de 0,22 pm.

Para quantificar as proteinas foram construidas curvas analiticas com 5 (cinco) pontos
utilizando padrdes das proteinas ALA e BLG. Todas as solu¢Bes foram preparadas com agua
deionizada e desgaseificada. Para ALA, a faixa de concentracdo utiiiadia 0,5a 2,5
mg-mL™. Para a BLGa faixa utilizada foi de 1 a 5 marL ™. Para estimar a concentracéo das
variantes A e B da BLG foi realizado calculo da proporcéo das areas dos picos sefgndo a
12. A equacdo de regressao foi obtida por meio da relacdo entre as areas dos picos e a

concentracdo das proteinas nos padrdes.

Ar, I
BLG A/B % [BLG]
ArTotal q.-12

[BLG A/B] =
Em que,[BLG A/B] € a concentragéo das variantes A ou B da BLG na amasgia../z € a
area relativa ao pico de cada uma das variaAtes,,; € area total dos dois picos relatias

BLG e[BLG] é a concentracdo empregada no padrdo de BLG.

4.5.3. Precipitacdo seletiva

O procedimento de precipitacdo seletiva foi conduzido segundo Toro-Sierra, Tolkach,
Kulozikt (2013). Ao soro de leite foi adicionado citrato de sédio 20' @ R5 °C. Sob agitacdo
(50 rpm), &cido citrico 2 mol-Lfoi adicionado até atingir pH 3,4. Em seguida, a dispers&o foi
aquecida a 50 °C e mantida sob constante agitacao (100 rpm/min) por 120 min. Logo apés, o
material foi resfriado e deixado em repouso a 4 °C por 24 h, para que aumentassem o tamanho
dos agregados de ALA. Apds o repouso, a solucdo foi centrifugada (5430 Eppendorf,
Alemanha) (5.800 g /15 min) a 25 °C. Ao final do processo, a ALA pode ser recuperada no
precipitado e a BLG na fase fluida. A dispersédo do precipitado foi realizada em tampg CacCl
mol-L* e adicdo de NaOH 1 mol*laté pH 6,0A fase fluida contendo a BLG foi mantida em
pH 3,4.

4.5.4, Adsorgao
A massa de HA e a temperatura foram calculadas de acordo com as isdterams.
colocados em contato, 10 mL das fases fluida ou precipitado ressuspendido, obtidos na
precipitacéo seletiva, comHA comerciale asintetizada em tubos do tip@lcon (capacidade
de 45 mL) Os tubos ficaranmsd agitacdo (50 rpm) por 1 h a 25 °C. Em seguida, cada
suspensao foi centrifugada (5430 Eppendorf, Alemanha) (5.800 g /15 min) a 25 °C.
sobrenadante referente a dispersdo contendo BLG (fase fluida da precipitacédo seletiva) passou
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por novo procedimento de adsorcdo para elevar o percentual de recuperacédo da proteina. As
proteinas presentes no sobrenadante foram quantificadas por HPLC-RP e, assim, foi&stimada

concentragdo das proteinas adsorvidas a HA por meio de balango de massa.

4.5.5. Dessorgao

Os ensaios iniciais de dessorcdo foram realizados com ALA ou BLG previamente
adsorvidas enHA como proposto por Genaro et al. (200Q)objetivo foi verificar qual o
tampdo apresentava melhor recuperacdo das proteinas. Todas as solu¢des foram preparadas
com agua deionizada. As solucdes testadas foram:

i) CaCh de 1, 10 e 20 mmol-L

i) MgCl, 0,1 mol- !

iii) NaCl de 0,1, 0,1% 0,3 mol- L'*

iv) Tamp&o fosfato pH 6,8 de 0,1, @8,8 mol-L*. (25, 30, 40 e 50 °C)

Os melhores resultados foram obtidos para o tamp&o fosfato 0,4 nsol5D °C.
Portanto, para promover a dessorcdo, as proteinas adsorvidas as HAs foram colocadas em
contato com 10 mL de tamp&o fosfato de sédio 0,4 rit@nh pH 6,8 agitacdo (50 rpm) a 50
°C por 1 h. Ao final, os tubos foram centrifugados (5430 Eppendorf, Alemanha) (5.800 g /15

min) a 25 °C, o que permitiu recuperar as proteinas no sobrenadante.

4.5.6. Cromatografia de exclusao molecular (CEM)

As condicdes operacionais da CEM para purificacdo das proteinas, tanto ALA quanto
BLG, foram determinadas segundo Rojas (2001). O sistema de CEM utilizado foi o PD-10
Columns da Pharmacia Bioteelo procedimento foi executado a 25 °C. A resina utilizada foi
Shepadex G-25® M (50-150 umA Figura 11 apresenta um esquema do procedimento
executado. Foi aplicado um volume de 0,5 mL de amostra para separar as proteinas dos
compostos salinos do tampéo utilizado na dessorcdo. A fase mével foi a agua deionizada e
desgaseificada. O volume coletado de eluido apds a coluna foi definido utilizando reagente de

Bradford. Em geral, para todos os tratamentos, foram coletados 3 mL de eluido.
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Figura 11 - Esquema da cromatografia de excluséo molecular.



5. Resultados e Discussao

A HA se apresenta como um adsorvente versétil que pode ser aplicado a diferentes
processos adsortivos nas industrias quimicas, farmacéutica e alimenticia. Para a industria de
alimentos em especial, sua baixa toxicidade, elevada resisténcia mecéanica e quimica e alta
afinidade por proteinas, a colocam em boas condicfes frente a outros adsorventes tradicionais
como o carvdo ativado e a silica. No presente trabalho, HA foi sintetizada por meio de um
processo simples e de baixo custo. A seguir serdao apresentados os resultados de caracterizacao,
estudos cinéticos e isotérmicos e a aplicacdo pratica da HA na recuperacao das pioAeinas

e BLG diretamente do soro de leite doce.

5.1. Caracterizagéo da hidroxiapatita

Hidroxiapatita sintetizada por via Umida foi caracterizada utilizando técnicas
microscoépicas (MEV), espectroscopicas (EDS, FITR e Raman) e difracdo de raios X. Os
resultados foram comparados a HA comercial (Sigma Aldrich212&3,EUA) e trabalhos da
literatura para avaliar a presenca de grupos funcionais caracteristicos de HA, presaihea de
fases, percentual de cristalizacéo, tamanho de cristal e pureza do material.

5.1.1. Microscopia eletrbnica de varredura

As microscopias foram realizadas para comparar a morfologia das particulas das HAs
comerciale sintetizada(Figura 11). A partir das imagens € possivel perceber nitidamente
diferencas entre as HAs. O material comercial (Sigma Aldrich, 21223, EUA tem
prevaléncia de estruturas agregadas e amorfas, com superficie mais arredondada. A presenca
desses agregados pode reduzir a capacidade de adsorcdo, uma vez que inviabiliza o acesso do
adsorbato aos sitios ativos presentes na superficie da HA (CETINKAYA; AKKAYA, 2016).
No caso da HA sintetizada € possivel verificar numerosas estruturas com arestas mais
angulares. Essas estruturas sao, provavelmente, devidas ao processo de secagem em estufa que
permite a formacao de uma pelicula lisa e densa na superficie da suspenséo devido ao contato

direto com o ar quente.
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Figura 12 - MEV das hidroxiapatitas: (A) comercial e (B) sintetizada com aumento de (15a@P2.500x.

5.1.2. Espectroscopia de raios X por dispersao em energia (EDS)

A EDS foi utilizada para determinar a relacdo Ca/P. Essa informacéo € utilizada para
comparar diferentes procedimentos empregados durante a sintese da HA. Portanto, o
distanciamento do valor estequiométrico da HA, de 1,67, pode indicar falta de controle do
processo ou a presenca de outras fases cristalinas (PORALAN JR et al., 2015).

O valor encontrado para a relacdo Ca/P foi de 1,57 e 1,33 para a HA sintetizada e
comercial, respectivamente. O valor mais baixo, em relacéo a literatura, encontrado para a HA
sintetizada pode ser devido ao tempo de envelhecimento empregado apds a sintese.
Provavelmente, ocorreu a solubilizacdo parcial do ioff,@an substituicdo a outros fons,
como por exemplo, o iofi0%~ (LAFETA JUNIOR, 2014). Como sera apresentado no decorrer
deste trabalho, outras fases foram encontradas na HA comercial, provavelmente, isso também

pode ter levado a reducédo da relacdo Ca/P observada.
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5.1.3. Difracéo de raios X (DRX)

A DRX foi utilizada para identificar picos referentes as fases cristalinas caracteristicas
de HA. Segundo a lei de Hanawalt, a presenca dos trés picos de maior intensidade [d(A) =
2,820 nm], [d(A) = 2,795 nm] e [d(A) = 2,728 nm] confirmam a presenca de HA no material
sintetizado (LEE; PAI; CHANG, 2013; RODRIGUES, 2009; YAMINI et al., 2014). Os dados
foram comparados a carta de referéncia, no caso da HA, JCPDS numero 09-0432. Além dos
picos citados, diversos outros podem ser verificados por comparacéo dend@ a HA

sintetizadae asHAs padrao (carta 09-043@tomercial(Tabela 6)

Tabela 6- Distancia interplanadfA)] das HAs padréo, comercial e sintetizada

d(A) nm da HA

d(A) nm
padréao Intensidade relativa de
JCPDS Card N° HA comercial HA sintetizada HA sintetizada (%)
09-0432

5.250 5.289 5.289 4
4,720 4,979 - -
4.070 4.083 4.092 5
3.880 3.906 3.906

3.440 3.444 3.457 10
3.170 3.179 3.179 12
3.080 3.129 3.097 7
2.814 2.816 2.820 100
2.778 2.782 2.795 80
2.720 2.728 2.728 59
2.631 2.635 2.635 25
2.528 2.534 2.530 4
2.296 2.266 2.269 18
2.262 2.260 2.263 16
2.148 2.159 2.154

2.065 2.063 2.065 4
2.000 1.998 2.002

1.943 1.945 1.947 23
1.890 1.892 - -
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1.871 - - -

1.841 1.845 1.843 30
1.806 1.807 1.809 13
1.780 1.784 1.784 9
1.684 1.681 - -
1.611 1.609 1.614 3
1.542 1.542 1.538 4
1.530 - - -
1.474 1.476 - -

O difratograma obtido para a HA comercial apresentou duas bandas referentes a
possiveis impurezas, fosfato tricalcico (TCP) e fosfato de calcio (CgHR@mostra de HA
sintetizada apresentou apenas o pico referente aqAiGiras 13 e 14) (LAFETA JUNIOR,

2014; PORALAN JR et al., 2015; TURK et al., 2017) também encontraram picos referentes ao
TCP em HA. Esses autores relacionam a presenca de TCP a reducdo da relacdo Ca/P e da
cristalinidade devido a competicdo por alguns sitios que geram distorcfes no cristal de HA.
Provavelmente, as condicbes empregadas (temperatura, umidade e pH) na sintese em meio
aquoso e o tempo de envelhecimento favoreceram a transicdo de HA pal&d CB)

(HENCH, 2013).

Ca10(P04)6(OH)2 < 2Ca3(P04)2 + Cas(PO4)O

HA TCP Eq.13
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Figura 13 - Difratograma das HAs comercial e sintetiza@ll: HA; Il TCP;[) CaHPQ
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Figura 14 - Difratograma padrdo de HA pura (JCPDS 09-0432).

A presenca de picos com bases largas no difratograma indicam baixa cristalinidade
tanto paraa HA comercial quanto paraldA sintetizadaA Eq. 14 foi utilizada para estima

fracao cristalingdX¢) das HAs.

Il — V112
20 /300 x 100 Eq. 14

X, =
¢ 1300
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Em que, X% é a fracdo de fase cristalina em percentages,él a intensidade do pico de

difracéo (300) 6’112/300 é a intensidade do vale entre os picos de difragéo (112) e (300).

O célculo € baseado no fato de que a HA 100 % cristalina possui boa resolu¢céo para os
picos (112) e (300). Portanto, alteracbes na intensidade do vale formado entre esses picos
citados e a intensidade do pico (300) sado indicativos do grau de cristalinidade do material
(LANDI et al., 2000; PORALAN JR et al., 2015). A HA comercial apresentou cristalinidade
superior a HA sintetizada, 34,93 e 9,29 %, respectivamente. A medida da largura a meia altura
do picoreferente ao angulo 2e = 46,6 confirma o resultado, uma vez que, o pico da HA
comercial foi mais estreito comparado a HA sintetizada, 0,4421,5566 °, respectivamente
A baixa cristalinidade de HA produzida por meio aquoso também é relatada por outros autores
(LAFETA JUNIOR, 2014; RIGO; GEHRKE; CARBONARI, 2007; YAMINI et al., 2014).

Para aumentar o grau de cristalinidade, deve-se atentar para as condi¢cdes durante a sintese
(fluxo de reagentes, impurezas dos reagentes, temperatura, agitacdo, entre outras). Além disso,
devese evitar a formacdo de outras fases diferentes da HA e, quando possivel, tratar
termicamente os pés, entre 300 e 600 °C (Sinterizacéo) (LAFETA JUNIOR, 2014; LEE; PAI;
CHANG, 2013).

O tamanho médio dos cristaig) foi estimado pel&q. 15 conhecida por aproximagao
de Debye-Scherrer (PORALAN JR et al., 2015).

kA
te BcosO

Eq. 15

Em que,t ¢ o tamanho médios dos cristais em nandmetros, A ¢ o comprimento de onda da
radiacdo (1,5406 A),8 ¢ a largura a meia altura do pico (20 = 46,6 °) e k é a constante de
alargamento utilizada como 0,9 (PORALAN JR et al.,, 2015). A HA comercial apresentou
tamanho médio dos cristais superior a HA sintetizada, 34 e 27 nm, respectivamente. A reducao
do tamanho dos cristais por ser atribuida a baixa cristalinidade verificada para a HA sintetizada.
Analises de DRX das HAs com as proteinas ALA e BLG comerciais previamente
adsorvidas foram realizadas. Por meio da comparacdo das curvas nao foi possivel observar
diferencas entre as HAs com e sem a presenca de proteinas ad¢bigidasl5). Isso mostra

gue a adsorcao de proteinas nao alterou a estrutura dos cristais das HASs.
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Figura 15 - Difratogramas das HAs comercial e sintetizada e da adsor¢do de ALA e BLGeativaspgHAS
@ HA; B TCP; CaHPQ

5.1.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FT-IR)

A espectroscopia na regido proxima ao infravermelho foi utilizada para identificar a
absorcédo/emissdo de radiacdo de grupos associados a HA. Considerando sua cristalografia, a
HA ocorre como um cristal empacotado em formato hexagonal pertencendo ao grupo espacial
P6ym cuja célula unitaria consiste de grupo$*'CR03~ e OH (PORALAN JR et al., 2015).
Portanto, a presenca de bandas pertencentes a estes grupos iénicos séo indicios ddepresenca
fosfato de calcio do tipo HA. A&igura 16 apresenta os espectroskieIR das HAs comercial
e sintetizada.

As bandas na faixa de 100 a 1100”ce uma vibracdo entre 580 e 540 tiséo
caracteristicas do ioA0;~ em HA (BARBOSA, 2007; MIR et al., 2012). Além dessas, 0s
estiramentos em 565 ¢m603 cm', 1035 cit e um ombro em 963 c¢mtambém s&o
atribuidos ao ioP0;~ (LEE; PAI, CHANG, 2013). Os picos referentes as bandas de 570 e
620 cm'® também s&o utilizados como indicativo da cristalinidade da HA. A medida que a HA
se torna mais cristalina, sua estrutura hexagonal se torna mais evidente, com iSso, esses picos se
tornam mais simétricos (PORALAN JR et al., 2015). Portanto, os dados reforcam o elevado

percentual de HA amorfa, tanto no material comercial quanto no sintetizado.
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Figura 16 - Espectro de FT-IR das HAs comercial e sintetizada.

Vibracdes associadas ao Ok foram detectadas pelas bandas em 3068 e di630A
banda larga a 3098 émencontrada nos espectros da HA sintetizada resulta de uma
sobreposicdo de vibracBes de hidrogénio: vibracbes de estiramento” dta @huae/ou de
grupos OH pertencentes & estrutura da HA. A banda de baixa intensidade em 1630 cm
atribuida as moléculas de agua fortemente adsorvidas a HA (GRANADOS CORREA;
BONIFACIO MARTINEZ; SERRANO GOMEZ, 2010; TURK et al., 2017).

As fracas bandas em 880 e 1@48" presentes tanto em HA comercial quanto em HA
sintetizada sdo atribuida® ion CO5~. A presenca de bandas representando compostos que
contém carbono sé&o relativas impurezas presentes nos reagentes ou pela solubilizacdo de
gases atmosféricos, principalmente, ©@0, (GRANADOS CORREA; BONIFACIO
MARTINEZ; SERRANO GOMEZ, 2010; HENCH, 2013; SILVA et al., 2002). A HA permite
substituicdes catidnicas e anionicas, principalmairisercdo d&€ 03, entre os sitios de0; ™~
e OH devido a sua estrutura porosa e aberta. A presenca d@@gn provoca reducdo na
cristalinidade, aumento de solubilidade, variagcbes em algumas posi¢coes atdbmicas e alteracdes
na conformagédo dos cristais (MOREIRA; PAULA; MOREIRA, 2007). Outros trabalhos
também relatam a presenca de bandas caracteristicas relacionadas Calf “icem HA
(GRANADOS CORREA; BONIFACIO MARTINEZ; SERRANO GOMEZ, 2010; HENCH,
2013; MIR et al., 2012; RIGO; GEHRKE; CARBONARI, 2007).
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Devido a baixa intensidade dos picos referentes aos ions carbonato, os espectros de FT-
IR obtidos sinalizam para a elevada pureza da HA sintetizada. Segundo Granadost @brrea e
(2010) quanto maior a pureza, maior € o numero de sitios de adsorcdo e, consequentemente,
mais elevada € a capacidade de adsorver da HA.

Swain; Sarkar (2013) e Yang; Zhang (2009) avaliaram a adsorcdo de BSA &m HA
identificaram picos caracteristicos de aminas/amidas que foram relacionados com a presenca da
proteina adsorvida. Entretanto, nos espectros obtidos no presente trabalho ndo se verificou

alteracéo detectavel devido a adsorcéo das proteinas, tanto ALA quant&iBu@ (7).

BLG/HA sintetizada

BLG/HA comercial

ALA/HA sintetizada

ALA/HA comercial

HA sintetizada

HA comercial

Transmitancia (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm '1)

Figura 17 - Espectros de FT-IR das proteinas ALA e BLG adsorvidas as HAs comesicisdtezada

5.1.5. Espectroscopia Raman

As vibragfes tipo Raman de ions fosfatos, carbonatos e hidroxil em apatitas aparecem
em picos acima de 400 & Espectros de Raman caracteristicos de HA com elevada
intensidade de grupos fosfat@0;~) foram observados em HA sintetizada em bandas de 430,
590, 962 e 1047 cM(SILVA et al., 2002; TURK et al., 2017). Todos os picos detectados para
a HA comercial foram observados na HA sintetizada, o que reforca que o processo de sintese
proposto foi eficiente em obter fosfato de calcio do t{#0 (Figura 18). Novamente, assim
como aconteceu com a DRX e R -ndao foi possivel perceber alteracdo nos espectros Raman

em que as proteinas ALA e BLG estavam adsorvidas a HA.
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Figura 18 - Espectro Raman das amostras de HA comercial, sintetizada e da adsorcatetespkLA e BLG

adsorvidas as respectivas HAs

Em resumo, por meio dos resultados apresentados foi possivel constatar que foi possivel

obterHA com elevado teor de pureza e baixo grau de cristalinidade por meio do processo de

precipitacdo quimica por via umida. Tabela 7 resume alguns espectros de FI-TR e Raman

presentes na literatura e 0os compara com 0s espectros obtidos péfes awmercial e

sintetizada.

Tabela 7 - Picos dos espectros Raman e IR obtidos para as HAs comercial e sint

comparados com dados de referéncia.

Raman (cnit)
(ELLIOTT, (SILVA et al., (YAMINI et
HA (COM)  HA (SINT)
1994) 2002) al., 2014)
v3(PQy) 1053 1056 1049 1047 1046
vi(PQy) 962 958 963 962 961
va(PQy) 593 590 592 579 582
va(PQY) 432 - 430 429 431
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FT-IR (cm™)

OH 3572 3478 - 3567 3568

OH - 1630 - 1643 1643
v3(CO%) - 1500 - - 1465
v3(CO%s) 1415 - 1408 1415
v3(PO) 1065 1060 - 1028 1018
V1(PO?%) 962 961 - 962 961
VA(CO%) - 873 - 894 873

631 634 - ; ]

V4(PO¥,) 602 605 - 600 600
V4(PO*,) 565 568 - 561 559

HA (COM): HA comercial; HA (SINT): HA sintetizada.

5.2. Estudo da interacé@o entre HA e as proteinas ALA e BLG comerciais

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos estudos cinéticos e de
equilibrio da adsorc&o das proteinas ALA e BLG comerciais com pureza de 96 e 938 (m-m
de pureza, respectivamente, em HAs comercial e sintetizada. Os parametros obtidos pelos
modelos cinéticos e pelas isotermas serdo utilizados para o planejamento das etapas do
processo de separacao dessas proteinas no soro de leite.

5.2.1. Potencial Zeta ({)

Medidas de potencial Zeta foram realizadas nas proteinas ALA e BLG comerciais, nas
HAs comercial e sintetizada e no material proveniente da adsorcdo entre elas. Nao foram
testados valores de pH entre 3,4 e 6,0 devido ao aumento da interagcéo entre as proteinas ALA e
BLG, verificados pela presenca de turbidez do meio. Isso ocorre por estangrh proximos
acs valores de seus pH isoeléts.

O pH isoelétrico (pl) estimado a partir do ponto em que a linha de tendéncia cruza o
ponto em que o potencial Zeta é igual a zero foi de 4,8 para &AkAl,6 para a BLE&igura
19). Os valores estao no intervalo observado para a ALA e abaixo do que é relatado para a BLG
(YADAV et al., 2015). Porém, este procedimento ndo tem alta precisédo para realizar este tipo
de andlise, uma vez queyariacdo do potencial Zeta com o pH ndo € necessariamente uma
relacdo linear. Para determinaplodas proteinas deve-se realizar uma titulagdo com solucéo
alcalina/acida variando o pH e, simultaneamente, medir 0 potencial Zeta. No momento em que

esse atingir o valor igual a zero tem-se o pH isoelétrico, em que, o somatério das cargas
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positivas e negativas na superficie da molécula é igual a zero (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2008). AsHAs comercial e sintetizada apresentaram potencial Zeta negativo, entre -
20 e -30 mV, para todos os valores de pH testados. Os valoresesatéodd com Nagasaki et
al., 2017; Yin et al. (2002).

A medida do potencial Zeta sugere que ocorreu adsorcao entre as proteinas e as HAs.
Em todos os tratamentos, verificou-se a variacdo do potencial Zeta apds a adsor¢do, o que
indica a interacdo entre adsorvente e adsorbato (KANDORI et al., 2014; TERCINIER et al.,
2017). Nesse caso, a adsorcdo de ALA e BLG em HA pode ser atribuida majoritariamente as
interacBes eletrostaticas entre os catiGas e os grupos CO(presentes na superficie das
moléculas de proteinas e, analogamente, entre os &dgnsda HA e grupamenta¥H; das
proteinas (SWAIN; SARKAR, 2013).

20 T T T T T

10F & i

Potencial Zeta (mV)

_40 1 1 1 1 1

pH

Figura 19 - Potencial Zeta das proteinas ALA e BLG, Hi#scomercial e sintetizada e do sistema adsortivo
proteina/HA ® ALA; A BLG; @ HA comercial;A HA sintetizada ALA/HA comerciah;, AHA
sintetizada;» BLG/ HA comercial;x, BLG/HA sintetizada.

5.2.2. Cinética de adsorcédo
O estudo cinético da adsorcdo de proteinas é de fundamental importancia, taato para
dimensionamento, quanto para a operacao do processo. A partir dos resultados é possivel obter,
por exemplo, os fatores limitantes como temperatura, pH, for¢a idbnica e composicao da fase
fluida, além da capacidadeda taxa de adsorcao das proteinas pelo adsorvente (NAKANISHI,
SAKIYAMA; IMAMURA, 2001).
As proteinas foram quantificadas pelo método de leitura direta em espectrofotometria na

regiao do UV-vis. O comprimento de onda utilizado foi de 280 nm. Esse foi o mesmo utilizado
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em outros trabalhos envolvendo proteinas do soro de leite bovino (LAFETA JUNIOR, 2014;
ROJAS, 2001; ZUNIGA, 2003). A utilizagdo desse comprimento de onda é possivel dlevido
presenca dos residuos de aminodacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e, principalmente,
triptofano nas proteinas ALA e BLG, que absorvem radiacdo nesta regido do espectro
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2008). A correlacdo entre a absorbancia e a
concentracdo de proteinas foi obtida por meio da constru¢ao de curvas de calibracdo para todos
os tratamentos testados. O coeficiente de determinadfipdfa todas as curvas foi superior a

0,98.

Inicialmente, realizosetestes para avaliar o comportamento da adsorcéo das proteinas
ALA e BLG comerciais em HA comerciaNestes experimentos foram utilizados a mesma
concentracdo de proteina (3 md:") e massa de adsorvente (50 + 0,02 mg), sendo o tempo,
variavel durante as repeticdes e o pH, a variavel entre os tratamentos. Logo que o tempo de
contato entre adsorbato e adsorvente era atingido, empregavaeentrifugacdo para
interromper a adsor¢do. Uma aliquota do sobrenadante era entddacelatkeitura realizada
no espectrofotdmetro. Por meio dos testes, observou-se que praticamente todo processo
adsortivo ocorria logo nos primeiros minutos. Portanto, o experimento foi estruturado com
intervalos de coleta e leitura de 1 em 1 minuto para os primeiros 5 minutos, sendo a primeira
leitura realizada logo que as proteinas eram colocadas em contato com o adsorvente. Em
seguida, aumentarase0s intervalos para 10 minutos até completar uma hora. Como néo foi
observada grande variacao apés esse tempo, o intervalo de leitura de absorbancia foi estendido
para 30 minutos até atingir 180 minutos.

Outro ponto avaliado durante os testes foi a concentracdo do tampao fosfato @e sddio
ser utilizado. Primeiramente, a concentracéo testada foi de 0,1 'mpbtém, a massa de
proteinas adsorvida foi baixa. O mesmo comportamento foi observado por Yin et al., (2002)
Esses autores relatam que o aumento da concentragdo do tampéao fosfato acarreta em maior
guantidade do io0;~ na interface da HA, esse ion tem maior afinidade ao adsorvente
comparado as proteinas, o que acarreta reducao da adsorcéo. Portanto, foram realizados testes
com o mesmo tampdao, porém, em concentracdes reduzidas. Observou-se uma melhoria na
adsorcdo para a concentracdo de 0,01 rfolHste valor superou inclusive o teste com
auséncia total fosfato de sddio, o que demonstra a necessidade da presenca de ions para que a
adsorcdo se desenvolva. Provavelmente, o efai#dting i, ou seja, formagdo de um
gradiente de ions na interface da proteina e/ou do adsorvente contribua para a adsorgéo.

A Figura 20 apresenta o comportamento cinético de adsorcdo das proteinas ALA e

BLG comerciais nas HAs comercial e sintetizada. E possivel observaragisergo atinge o

61



platd em menos de 20 minutos para todos os tratamentos. Esse é um resultado satisfatorio, uma
vez que, uma das caracteristicas desejaveis para um bom adsorvente € sua rapida interagdo com
0 adsorbato. Em relacdo a capacidade de adsorcde-(afy de proteina/ g de HA), o0s
experimentos em pH 6,0 foram os que apresentaram melhores resultados para ALA. No caso da
BLG, os maiores valores de gqC foram observados para os valores de mH6®4A
proximidade do pH isoelétrico reduz a carga liquida negativa na superficie da preteina,
consequentemente, reduz a repulsdo eletrostatica entre as proteinas e a HA em pH 6,0. O pH
3,4 é inferior ao pl da proteina, portanto, a carga ligeuasitiva na superficie da BLG, o que
favorece a interacdo coMA que apresenta carga elétrica negativa em toda a faixa de pH
avaliada.No entanto, a ALA neste pH, encontra-se desnaturada , o que aumenta sua liberdade
conformacional, podendo assim, ocupar mais sitios de adsorcdo reduzindo assim, a qC
(KAMAU et al., 2010). Estas informacfes sdo fundamentais na definicdo das condi¢cdes para os
experimentos de equilibrio, uma vez que, determinam o tempo de contato e a nitd8sa de

necessaria para adsorver a proteina.
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Figura 20 - Cinética de adsor¢do em pH 3,4; 6,0; 7,0 ¢ 8,0: A — ALA em HA sintetizada; B — ALA em HA

comercial; C — BLG em HA sintetizada; D — BLG em HA comercial.
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Observa-se que sob condi¢des semelhantes, a adsor¢cao de BLG € mais favoravel que a
da ALA. Este mesmo comportamento foi observado por (TERCINIER et al., 2013). Como
comentado no tépico que abordou o comportamento do potencial Zeta em fung¢do do pH, a
adsorcdo das proteinas em HA é fortemente influenciada por interacdes eletrostaticas. No
entanto, este ndo € o unico fator que afeta a adsorcdo. A concentracdo, formato, tamanho e
perfil de residuos de aminoacidos na interface das proteinas, a ocorréncia de outros tipos de
interacdo (dipolos, Vander Walls, hidrofobicas) e possiveis rearranjos na estrutura terciaria da
proteina podem facilitar ou tornar-se um empecilho a adsor¢cdo (HO, 2006; NAKANISHI,
SAKIYAMA; IMAMURA, 2001; RABE; VERDES; SEEGER, 2011). Neste caso especifco,
reducdo da qC para a ALA possivelmente ocorreu devido a maior liberdade conformacional
dessa proteina quando comparada a BLG. Altera¢gBes estruturais na ALA permitem que ela
tenha acesso a mais sitios de adsorcao, o que leva a saturacdo da superficie da HA com uma
guantidade menor de proteina adsorvida (MAGESTE, 2012).

Para entender melhor a cinética de adsorcdo de ALA e BLG comerciais has HAs, as
equacles linearizadas dos modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e
difusdo intraparticular apresentadas no item 3.5.2 foram ajustadas para todos os tratamentos. O
modelo de pseudo-segunda ordem foi 0 que melhor se ajustou aos dados em todas as condicdes
testadas apresentando os maiores coeficientes de determingg@@kRla 8) Além disso, ©
resultados para a andlise de variancia da regressdo para os parametros do modelo foram
significativos(p-valor < 0,01) para todos os tratamentos.

O modelo de pseudo-primeira ordem trata de fisissor¢cao, enquanto o modelo de difusédo
de particulas é adequado aos processos em que o adsorvente é um material poroso e a etapa de
difusdo das particulas pelos poros € determinante ao processo de adsorcdo (MAHDI et al.,
2016; TADINI et al., 2016). Outros trabalhos na literatura tentaram ajustar os modelos de
primeira ordem e de difusdo de particulas a adsorcao de proteinas sem sucesso (CRISTINA et
al., 2017; LAFETA JUNIOR, 2014; MAHDI et al., 2016). A equacdo de pseudo-segunda
ordem é aplicada com bons ajustes a adsorcdo de ions metélicos, ions bivalentes, corantes,
herbicidas, 6leos e substancias organicas em solu¢gfes aquosas. Além disso, esse modelo é
utilizado para descrever processos que envolvam quimissorcdo, como, as interacdes
eletrostaticas e trocas idnicas (HO, 2006). A quimissor¢ao ocorre apenas na primeira camada
de elétrons adsorvidas na superficie do adsorvente, podendo ser seguida de fisissorcdo em
camadas adicionais (TADINI et al., 2016).
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A equacéo linearizad&q. 8) descreve o comportamento do modelo de pseudo-segunda
ordem. Os dados de t/q versus (t) apresentaram um comportamento linear para todas as
condicoes testadg§igura 21). A massa de proteina adsorvida por grama de HA (qC) foi

obtida matematicamente por meio do coeficiente ang(ujg). O valor para a constante

cinética do modelo (K foi obtida por meio do coeficiente linear das curﬁflgaslqc—z).
2.
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Figura 21 - Modelo linearizado pseudegunda ordem. A — ALA em HA sintetizada; B — ALA em HA

comercial; C — BLG em HA sintetizada; D — BLG em HA comercial.

Os valores para Ke qC obtidos por meio do modelo podem ser observade
Tabela 8 Como discutido anteriormente, os baixos valores da constarméokCam que ¢
saturacao da interface do adsorvente ocorre em curto periodo de tempo. Os valort
foram similares aos resultados experimentais, em que, maiores valores sao obtido
pH 6,0 para a ALA e pH 3,4 e 6,0 para a BLG. A grande vantagem modelo de ¢

segunda ordem é a facilidade para obtencdo desses parametresg®), que sé
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fundamentais no momento de se definir as condi¢cdes de qualquer processo de &

isso, sem a necessidade da realizacdo de experimentos de equilibrio (HO, 2006).

Tabela 8- Parametros de ajuste do modelo de pseudo-segunda ordem aos dados dos exp

cinéticos.

Coeficientes de determinacao (R2

Pseudo Pseudo Difuséo ac K2

primeira segunda entre mg de ptn
ordem  ordem particulas . (gmgimin)
.g de HA

HA  Prot. pH

3,4 0,13 0,99 0,91 10,04 0,27
6,0 0,6 0,99 0,73 26,74 0,83
ALA
7,0 0,51 0,99 0,74 19,19 0,94
8,0 0,40 0,99 0,71 7,41 0,53
Sint.
3,4 0,22 0,99 0,84 55,56 1,07
6,0 0,10 0,99 0,65 54,95 3,87
BLG
7,0 0,65 0,99 0,65 39,37 0,94
8,0 0,27 0,99 0,58 14,79 1,12
3,4 0,22 0,99 0,72 14,06 0,71
6,0 0,39 0,99 0,33 39,06 2,24
Com. ALA
7,0 0,72 0,99 0,68 29,94 0,71
8,0 0,50 0,99 0,52 19,34 0,96
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3,4 0,32 0,99 0,42 52,36 5,02

6,0 0,32 0,99 0,60 51,81 3,27
BLG

7,0 0,83 0,99 0,76 41,67 0,57

8,0 0,70 0,99 0,744 34,60 0,72

5.2.3. Isoterma de adsorcéo

Os experimentos de equilibrio foram realizados para a construcao de isotermas que séo
diagramas em que variacdo da concentracdo do adsorbato no adsorvente € plotada em relacédo a
concentracdo do adsorbato na fase fluida, sob condicbes de equdibrita determinada
temperatura. Por meio dos dados isotérmicos é possivel calcular a quantidade de adsorvente e
dimensionar 0s equipamentos necessarios ao processo de adsorcdo (SOUSA et al., 2014).

As condicdes dos experimentos (pH, concentracdo tampao e tempo de contato) fora
definidas em concordancia com os resultados obtidos nos experimentos cinéticos. Portanto, os
valores de pH testados foram 3,4 e étampé&o fosfato de sédio 0,01 mét:lAs proteinas
ALA e BLG comerciais em concentracbes crescentes (1 a 10 rify-didpersas em pH
adequado foram mantidas em contato com 50 + 0,2 mg de adsorvente (HA comercial ou
sintetizada) por 12 h para garantia do equilibrio entre as fases. As temperaturasdoeatiada
5, 15, 25, 35 e 45 °C. A quantificacdo das proteinas seguiu protocolo semelhante ao utilizado
nos experimentos cinéticos.

A Figura 22 apresenta as isotermas obtidas para todos os tratamentos testados. Ao
avaliar as curvas, percebe-se um acréscimo da capacidade de adsorcdo no dquikbrio
massa de proteina mg/massa de HA em g) com o aumento da concentracdo de proteina na fase
fluida. A alta afinidade das proteinas pelo adsorvente pode ser evidenciada pela inclinacédo
inicial das isotermas. De acordo com o perfil apresentado, as isotermas obtidas séo,
predominantemente, do Tipo 1 e 2 que corresponde a adsor¢do em monocamada (TADINI et
al., 2016).

Os modelos de Langmuir e Freundlich ajustados aos dados estdo representados nas
Figuras 22 e 23respectivamente. Esses modelos difeserentre si pelo fato que Langmuir
trata a adsor¢cdo de forma homogénea e a isoterma de Freundlich € uma equacdo empirica

aplicada a processos de adsorgcéo heterog@a@dDI et al., 2016). NaJabelas 9e 10 estdo
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representados os parametros dos modelos de Langmuir e Freundlich, respectivamente,

ajustados aos dados experimentais. A discussdo a seguir envolverd cada condicdo de pH

separadamente devido as diferencas observadas nos ajustes dos modelos.

q (mg de proteina/g de HA)

g (mg de proteinal/g de HA)

q (mg de proteina/g de HA)

50

40

30

20

A pH3,4
A
I o 5°C
o 15°C
i v 25°C
A 35°C
r B 45°C
—— Modelo de Langmuir
1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
Ceq (mg.mL’w)
| B pH34 |
I [ ]
® 5°C
F o 15°C
v 25°C
A 35°C
L B 45°C |
—— Modelo de Langmuir
1 ) ) ) 1
0 2 4 6 8 10
Ceq (mg/mL)
50 T T T T T T
[od pH 34
40
30
20
10
e 5°C
0 0 15°C
v 25°C
A 35°C
10 a 45°C

—— Modelo de Langmuir|

0 2 4 6 8 10

12

q (mg de proteina/g de HA)

¢ (mg de proteina/g de HA)

60

50

40t

60 -

40}

20

e 5°C

o 15°C

v 25°C

A 35°C

| 45°C

—— Modelo de Langmuir
) ) 1
4 6 8 10
Ceq (mg/mL)
pH 6,0
n [ ]

100

80

60

40

q (g de proteina/g de HA)

20

4 6 8 10

pH 6,0

5°C
15°C

25°C

35°C

45°C 7
—— Modelo de Langmuir

mp>408@

4 6 8 10
Ceq (mg/mL)

67



g (mg de proteinalg de HA)

q {mag de proteinalg de HA)

q (mg de proteina/g de HA)

100

T . . 100 : ; . . .
pH34 pH 6,0
80 E r 80 4
T
0]
T
60 1 2 60 1
8 ©
£ .
o
40 1 @40 1
0]
el
g
& 5C < e 5°C
0 o 18% 1 c 2 o 15°C 1
v 25°C v 25°C
A 35°C A 35°C
0 B 45°C 1 0 m 45°C 1
—— Modelo de Langmuir —— Modelo de Langmuir
4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Ceq (mg/mL) Ceq (ma/mL)
Figura 22 - Isotermas de adsorcéo ajustada ao modelo de Langmuir em pH 3,Ae-6ALA em HA
sintetizada; B — ALA em HA comercial; C —; BLG em HA sintetizada; D — BLG em HA comercial.
18 . ; 60 . . . . T
pH 34
16 +
50 1
14 1 <
T
12 - 4 % 40 d
o
10+ 4 ®
=
T 30 1
gt 7 <
Q
L 4 [0}
6 T ot ]
g 5°C
4r s 5°C ] = n ® o
5 e o 15°C
2l @ | 10} n v 2°C 1
L A o0
a3 0
m 45°C
or m AT ] ot — Modelo de Freundich
—— Madeln ce Freundich
4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10
Ceq Img.mL™y C,,, (mg/mL)
H6,0
50 pH 3,4 p
~ 60F .
T
404 o
el
o
g
304 3 40t _
0 o
Q
20 . 3
[
. £ 20r ® 5°C .
e 5°C = o 15°C
10 o 15°C v 25
v 25°C A 350
A 35°C B 45°C
0 B 45°C _ of — Modelo de Freundlich
—— Modelo de Freundlich ) ) ) )
T T T 0 2 4 6 8 10
4 6 8 10
C., (mg/mL) C,, (mg/ml)

68



50 100

[} pH 34 [0 pH 6,0
40 80 b
< <
T I
O 30 [
4 T eof
® ©
= (=
5 2 g
o o 4}
> a .
° 1014 °
o) 2 o
£ e 5°¢C E 2} ® 5%C
o o 15 o o 15%¢
°1 v 25°C v 25°C
A 35°C A 35°C
45 0F 45
-10 + u —— Modelo de Freundlich
—— Modelo de Freundlich
1 1 1 1 1
T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10
Ceq (mg/mL) Ceq (mg/mL)
100 . . . . T 100
D pH34 D pH 6,0
L —~ 80r
z 80 <
T T
g 3
> 60t D 60
o £
T 2
5 e
5 40} a 40F
o 3
o o
E »l * 5C E Ll o 5°C
o3 o 15°C T o 15°C
v 25°C v 25°C
A 35°C A 35°C
ot m 45°C p ol B 45°C i
—— Modelo de Freundlich —— Meodelo de Freundlich
( | | | | 1 1 1 1 1
0 2 4 ] 8 10 0 2 4 6 8 10
C,, (mg/ml) C., (mg/ml)

Figura 23 - Isotermas de adsorgdo ajustada ao modelo de Freundlich em pH 3,4 € 6,0: A — ALA em HA
sintetizada; B — ALA em HA comercial; C —; BLG em HA sintetizada; D — BLG em HA comercial.

Adsorcdo em pH 6,0

Para esse pH, os valores dos coeficientes de determifiRf}doram superiores a 0,90
e as analises de variancia da regressao foram significgpmador < 0,05) para todos os
tratamentos, tanto para o0 modelo de Langmuir quanto para o de Freundlich. Ademais, os
maiores valores para a capacidade de méaxima adsokgatafgoém foram observados neste
pH.

Em relacdo as proteinas, a adsorcdo de BLG apresentou ma@oampdo comparada a
ALA para ambos os adsorventes, independente do modelo avaliado. Esse resultado vai de
encontro ao que foi observado nos experimentos cinéticos. Ainda sobre a BLG, 0os maiores
valores de g foram préximos para os dois adsorventes (81,35 ™g-85 °C para a HA
sintetizada; e 79,41 mg*@ 35 °C para &lA comercial). No caso da ALA, os maiores valores
de g, também foram préximos entre os adsorventes (60,95 Taghs °C em HA sintetizada; e
58,56 mg- g a45 °C para a HA comercial).
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Segundo Fennema et al. (2008) a hidrofobicidade da ALA € maior que da BLG,
consequéncia da presenca do residuo de aminoécido triptofano, portanto, a adsorcdo desta
proteina em um adsorvente hidrofilico, como a HA, é menos favorecida. MAGESTE et al.
(2012) estudaram a adsorcao de ALA e BLG em nanotubos de carbono. Nesse traballo, a q
ALA também foi menor e os autores atribuiram o resuléati@nor rigidez conformacional da
ALA guando comparada a BLG. Provavelmente, isso permite, durante a adsor¢cdo, uma maior
cobertura da interface do adsorvente proveniente da maior liberdade conformacional da
proteina. O que levaria a saturacdo da interface com uma quantidade menor de moléculas
adsorvidas.

No tocante a temperatura, os maiores valores,g@p a BLG sdo observados entre 25
e 35 °C. Como mencionado, a temperatura de 45 °C apresgntoaig elevado para a ALA
para os dois adsorventes. Essa proteina tem variacao de energia livre de desnAtsad@o (

4,4 kcal-motf, valor menor que da BLG que é de 7,6 kcal ' "fBENNEMA; DAMODARAN;

PARKIN, 2008). Possivelmente, devido ao tempo elevado de exposicdo a 45 °C (12 h)
ocorreram alteracdes na conformacdo da proteina que levaram a exposicao de residuos de
aminoacidos que normalmente ndo estdo presentes na interface, possibilitando uma maior
interacdo entre a proteina e o0 adsorvente o que levou ao aumento do valpmeEsa
temperatura.

Adsorcdo em pH 3,4

Nesse pH, os modelos ajustados obtiveram coeficientes de determinacdo menores que
0,90 para alguns tratamentos. Além disso, para a analise de variancia da regressao, alguns
parametros nao foram significativgs> 0,05). Esse resultado dificulta a comparacéo entre os
tratamentos, uma vez que, a informacéo retirada dos modelos pode néo expressar realmente o
processo de adsorcdo. O modelo de Langmuir ajustou-se somente ao tratamento Bid que a
comercial adsorveu BLG. No caso do modelo de Freundlich, apenas o tratamento éd#f\que a
sintetizada adsorveu ALA ndo se ajustou aos dados, para todos os outros, o coeficiente de
determinagdo foi superior a 0,90 e os pardmetros foram significativos (p < 0,05) na andlise de
variancia.

Apesar da falta de ajuste dos modelos no pH 3,4, as informacoes relatiyafoeom
utilizados no desenvolvimento do restante do projeto. Por esse motivo, esses resultados foram
mantidos no trabalho com o intuito de demonstrar como foram determinadas as condi¢des
experimentais para as etapas de separacao das proteinas no soro de leite.

No geral, os valores da,caumentaram com o aumento de temperatura para os dois

modelos ajustados. O ajuste do modelo de pseudo-segunda ordem aos dados dos experimentos
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cinéticos mostrou que ocorre interacdo quimica, ou quimissorcdo, entre as proteinas e a HA.
Nesse processo, 0 aumento de temperatura favorece o processo de adsor¢cédo quimica, enquanto
a reducdo de temperatura favorece a adsorcéo fisica ou fisissor¢do (TADINI et al., 2016).

Os valores obtidos para as constantes dos moflelpsra o modelo de Langmuir e k
para o modelo de Freundlich) em pH 6,0 foram ba{{ebela 9 e 10)Isso € um indicativo
gue o processo de adsorc¢do é favoravel, uma vez que, observando as equagfes apresentadas no
item 3.5.3, quanto menor o valor das constantes, maior a quantidade de proteina adsorvida. No
entanto, para o pH 3,4 os valores observados sdo consideravelmente maiores quando
comparados aos resultados obtidos em pH 6,0. Esse resultado reforca a importancia da
interacdo entre grupos carregados negativamente presentes na proteina e os sitios de adsor¢cao
da HA, apesar do adsorvente e adsorbato apresentarem carga liquida negativa em pH 6,0.

Segundo Nakanishi (2001), a temperatura afeta dois fendbmenos durante a adsorcéo: o
estado de equilibrio entre as fases sdlida e fluida e a cinética de adsorcdo das proteinas. Um
acréscimo da adsorcao € esperado quando a difusividade das proteinas é acelerada em direcao a
superficie do adsorvente, ou seja, com 0 aumento da taxa de adsor¢cdo. Isso é ocasionado pelo
aumento da energia cinética das moléculas devidlevacdo da temperatura. Além disao,
principal forca motriz para a adsorcdo de proteinas em suportes soélidos é o ganho de entropia
decorrente da liberacdo de &gua e de ions inicialmente adsorvidos e dos rearranjos na
conformacao da proteina. Como o termo entrépico aumenta com a temperatura (em maédulo),
esperase com iSso uma maior adsorcdo. Porém, a uma determinada temperatura, o equilibrio
do meio € modificado, desfavorecendo o processo de adsorcao, isso vai depender tanto do
adsorbato e da constituicdo da fase fluida quanto do adsorvente (KIM; GRITTI; GUIOCHON,
2004).

Sousa et al. (2014) realizaram experimentos isotérmicos por meio da adsorcao de ALA
em HA em tempeturas de 5 a 35 °C nos valores de pH 4,0; 6,0 e 8,0. Verdieauna
tendéncia de aumento ng gom a elevacédo da temperatura, sendo que os maiores valores
foram observados a 25 °C em pH 6,0. Além disso, verificou-se que a adsor¢cdo € endotérmica
Ou seja, a variagao da entalpia padrao de adsdigHO,9 foi positiva, e 0 processo
entropicamente dirigidoNo mesmo trabalho, conclae que a variacdo da energia livre de
Gibbs padiiopara a adsor¢ao (AG°,9) € negativa e diminui com a temperatura, o que indica que
0 processo € espontaneo nas condi¢cdes avaliadas e essa espontaneidade tende a aumentar com o

aumento da temperatura.
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Tabela 9- Parametros do modelo de Langmuir para adsorcdo de ALA e BLG em HA comercial e sintetizada.

ALA/HA sintetizada

5°C 15 °C 25 °C 35°C 45 °C

pH Om Kqg R? Om Kq R? Om Kq R? Om Kq R? Om Kq R?

3,4 145,55* 120,64* 0,87 17,81 2,06 0,93 34,90 3,15~ 0,8 27,98 13,71* 0,89 15,36* 6,07* 0,81

6,0 35,62 0,81 0,97 38,76 0,67 0,99 41,18 1,13 0,99 39,20 0,14 0,97 60,95 3,64 0,95
ALA/HA comercial

3,4 29,90 3,26 0,92 56,91 9,60 0,96 61,39 6,87 0,95 139,84* 23,29* 0,97 61,77 3,31 0,94

6,0 29,60 0,04 0,99 3567 0,12 0,98 4247 0,14 0,98 46,01 0,08 0,99 58,56 0,15 0,9
BLG/ HA sintetizada

3,4 11,53 0,98 0,94 28,04* 10,09* 0,92 194,91* 32,83* 0,90 80,80 8,25 0,97 50,52 13,12* 0,91

6,0 67,76 0,31 0,94 73,38 0,477 0,93 81,35 0,23 0,99 57,78 1,30 0,98 4257 1,38 0,97
BLG/HA comercial

3,4 67,62 0,58 0,99 6893 0,64 0,98 84,97 0,47 0,97 7059 0,44 0,98 50,89 0,13 0,97

6,0 52,08 0,08 0,96 54,76 0,06 0,97 62,17 0,05 0,98 79,41 0,10 0,98 71,41 0,13 0,97

* (p-valor > 0,05) gm — Massa de proteina (mg)/massa de adsorventk(g};constante do modelo de Langmuir;
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Tabela 10 -Parametros do modelo de Freundlich para adsorcédo de ALA e BLG em HA comercial e sintetizada.

ALA/HA sintetizada

5°C 15 °C 25 °C 35°C 45 °C

pH k n R? k n R? k n R? k n R? k n R?

3,4 1,09* 1,02 0,87 6,72 0,36 0,89 0,38* 1,52 0,89 2,15 0,76 0,87 0,56* 1,48 0,85

6,0 20,35 0,24 0,92 23,10 0,23 0,97 30,23 0,30 0,97 3290 0,22 0,92 37,29 0,51 0,91
ALA/HA comercial

3,4 8,40 0,45 0,90 6,12 0,70 0,95 9,06 0,63 0,93 6,21 0,85 0,96 16,44 0,48 0,91

6,0 27,67 0,03 0,97 30,18 0,08 0,94 3345 0,13 0,98 38,78 0,10 0,95 44,11 0,17 0,98
BLG/ HA sintetizada

3,4 16,47 0,22 0,92 2403 1,14 0,92 5484 0,91 0,90 4995 0,67 0,95 4227 1,27 0,93

6,0 47,37 0,18 0,90 46,77 0,22 0,90 57,85 0,19 0,95 26,29 0,32 0,94 29,42 0,31 0,94
BLG/HA comercial

3,4 40,70 0,24 0,95 40,69 0,24 0,92 53,37 0,23 0,94 4566 0,21 0,95 40,01 0,13 0,97

6,0 43,85 0,10 0,91 45,82 0,11 0,94 53,22 0,09 0,90 62,87 0,14 0,93 5557 0,14 0,93

* (p-valor > 0,05)k — Massa de proteina (g)/massa de adsorventa {g)¢onstante do modelo de Freundlich;
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5.3. Separacdo de ALA e BLG a partir do soro de leite

As proteinas ALA e BLG foram obtidas diretamente do soro de leite bovino.
Processos de fracionamento de proteinas, geralmente, envolvem uma série de operacdes
unitarias que exploram aspectos fisico-quimicos das proteinas com o intuito de obter a
molécula de interesse ou de remover impurezas, 0 que acarreta aumento da fracdo
molar/méssica da molécula desejada no meio. Para a separagcdo de ALA e BLG utilizou-se a
precipitacdo seletiva com citrato de sédio e acido citrico em pH 3,4. Para os processos de
isolamento das proteinas utilizou-se a adsorcdo e dessorcdo em HA comercial e sirifetizada.
por fim, para separar as proteinas dos ions presentes no tampao empregado na dessorcao,
utilizou-se a CEM. Foram realizadas 3 (trés) repeticdes e os resultados das médias
comparados por meio do teste t.

A gquantificacdo das proteinas foi realizada em cromatografia liquida de alta presséo
em coluna de fase reversa (HPLC-RP) segundo Xiao-yu et al. (2012). A identificacdo dos
picos foi possivel pela passagem de solucdes padrdo contendo apenas uma das proteinas,
ALA ou BLG comerciais, na concentracdo de 1 mig'. Um exemplo de cromatograma
tipico contendo as duas proteinas pode ser visteiguaa 24. Como observado, obteve-se
boa resolucédo para o pico referente a proteina ALA. Entretanto, os picos referentes a BLG A e
BLG B ficaram sobrepostog\s areas de cada pico foram obtidas utilizando o artificio de
estender o pico até a linha de base como pode ser observado pela linha vermelha tracejada
abaixo do pico referente a BLG A. Para quantificacdo da BLG total foi utilizado o somatério
das areas dos dois picos referentes a BLG A e BLG B. A relacédo entre o valor docontra
para a area de cada pico e a concentracdo de proteinas foi realizada por meio de curva
analitica. Todas as curvas obtidas apresentaram coeficientes de determifjas@petiores
a 0,99.

A Figura 25 apresenta o diagrama de blocos com o a quantificacdo das proteinas
(ALA, BLG A, BLG G e BLG total) em cada etapa. Além disso, podem ser visuasizad
operacles unitarias e as respectivas condicdes empregadas. No caso do leite pasteurizado,
percentual de recuperagdo das proteinas é calculado em relacéo ao leite cru. No entanto, como
o0 objetivo principal do trabalho é a separacdo das proteinas a partir do soro de leite, as demais
etapas de fracionamento tém o soro como referéncia para o célculo do percentual de
recuperacdo. Com o intuito de discutir melhor os resultados, o restante deste tOpico sera

decomposto em cada umas das operacdes unitarias que constituem o processo.
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Figura 24 - Cromatograma da solugéo padréo contendo ALA e BLG. Coluna V&®@IB de 150 mm por 4,6
mm; Fase mével: (A) 0,1 % de TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA em acetofiirifaA, 30 % B — 50 % A, 50
% B, de 0 — 35 min; 50 % A, 50 % B — 30 % A, 70 % B, de 35 — 37 min.
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Adsorgao

10 mL de solugdo ressupendida/sobrenadante
HA (Comercial/Sintetizada)
Agitacdo (50 rpm/1 h)
Centrifugacdo (5.800 g/ 15 min)

Leite cru

ALA »1.09 +0.08 (100 %)
| BLGAM1.63+0.17 (100 %)
BLG B P> 1.56 + 0.29 (100 %)

BLG (A + B) P> 3.19 + 0.21 (100 %)
Total P 4.28 +0.21 (100 %)
Adiggo de HCl 1 mol- L™ até pH [
4,6 + fitragdo + centrifugagdo v

(1.900 g/5 min) Leite pasteurizado

Preparo amostra (HPLC-FR)

Pasteurizacao

64 + 1 °C/ 30 min

ALA P 1.05 +0.07 (96 %)
L_| BLGA P 1.64+0.19 (100 %)
BLG B P> 1.47 + 0.12 (94 %)

BLG (A+B) » 3.11+0.12 (97 %) Coagulagao
Total » 4,15 +0.24 (97 %)

[
J 0.06 % (v-m™) quimosina

35 minutos/33 °C
Centrifugagao 5.800 g/ 10 min

Soro de leite

0.05 % (v-m) CaCl,0.05 mol- L™

Ressuspensao Pellet

Tamp3o CaCl, 1 mol- L™ e adigdo
de NaOH 1 mol- L™ até pH 6,0

ALA »1.23 +0.09 (100 %)
BLG A » 1.95 £ 0.15 (100 %)
BLG B P> 1.69 + 0.30 (100 %)

BLG (A +B) P 3.61 £ 0.15 (100 %)
Total P 4.67 + 0.39 (100 %)

|

Preciptagdo seletiva

20 g.- L'* de citrato de sédio
Acido citrico 2 mol- Laté pH 3,4

Agitagdo (100 rpm/180 min( a 50 °C

4°C/24h

I

ALA »1.02 £0.09 (85 %)

BLG A »0.05 +0.01 (2 %) D

BLG B » 0.04 +0.01 (2 %)
BLG (A +B) » 0.11 £ 0.01 (3 %)

Centrifugagao

5.800 g/15 min

ALA P 0.15 + 0.05 (12 %)
BLG A P1.86 +0.16 (95 %)
BLG B P 1.53 +0.29 (94 %)

BLG (A + B) > 3.39 £ 0.16 (95 %)

Dessorgao

HA Comercial

!

HA Sintetizada

Pés adsorgdo

ALA P 0.44 +0.07 (35 %)

BLG A P 0.01 +0.01 (2 %)

BLG B P>0.01 + 0.01 (2 %)
BLG (A + B) » 0.02 + 0.01 (3 %)

Pés adsorgao

ALA > 1.02 +0.02 (83 %)

BLG A » 0.04 +0.00 (3 %)

BLG B »0.03 £ 0.00 (2 %)
BLG (A +B) P 0.06 + 0.00 (5 %)

I\

l

HA Comercial

l

HA Sintetizada

Pés adsorgdo

ALA > 0.15+0.06 (12 %)
BLG A > 1.58 +0.18 (85 %)
BLG B »>1.32 +0.26 (87 %)

BLG (A +B) P> 2.88 + 0.14 (86 %)

Pés adsorgdo

ALA P 0.15 +0.05 (12 %)
BLG A P 1.64 + 0.15 (89 %)
BLG B P>1.37 + 0.27 (90 %)

BLG (A + B) P> 2.98 + 0.15 (89 %)

)\

|

10 mL de tamp3o fosfato 0,4 mol- L-' pH 6,8
Agitacdo (50 rom/1 h) a 50 °C
Centrifugacdo 5.800 g/15 min)

CEM

v

Pés dessorgdo

ALA P 0.41 + 0.05 (34 %)

BLG A P 0.02 + 0.01 (1 %)

BLG B P>0.02 + 0.01 (1 %)
BLG (A + B) » 0.07 + 0.02 (2 %)

I

Pos dessor¢ao

ALA > 0.77 £ 0.09 (66 %)

BLG A » 0.02 +0.01 (1 %)

BLG B »0.02 +0.00 (1 %)
BLG (A +B) P 0.06 + 0.01 (2 %)

v

v

Pés dessorcdo

ALA » 0.10 £ 0.01 (8 %)
BLG A P> 1.45 +0.16 (74 %)
BLG B »>1.12 +0.15 (68 %)

BLG (A +B) P> 2.60 + 0.06 (73 %)

Pés dessorgdo

ALA P 0.09 +0.04 (8 %)
BLG A P 1.58 + 0.09 (81 %)
BLG B >1.25 + 0.22 (77 %)

BLG (A + B) P 2.86 + 0.15 (80 %)

0.5 mL de amostra
Coleta de 3 mL de eluido

v

ALA P 0.32 +0.08 (27 %)

BLG A > 0.01 + 0.00 (1 %)

BLG B P> 0.01 + 0.00 (1 %)
BLG (A + B) P> 0.05 + 0.00 (1 %)

ALA P 0.65 +0.11 (54 %)

BLG A P 0.01 + 0.00 (1 %)

BLG B P>0.01 + 0.00 (1 %)
BLG (A + B) > 0.05 + 0.00 (1 %)

A 4

ALA » 0.00 + 0.02 (0 %)
BLGA P 1.12 +0.13 (58 %)
BLG B »0.94 +0.11 (58 %)

BLG (A + B) > 2.36 + 0.10 (66 %)

A

Figura 25 - Esquema geral do processo de separacao das proteinas ALA e BLG.

ALA » 0.00 + 0.02 (0 %)
BLG A > 1.25 +0.06 (64 %)
BLG B »1.00 +0.18 (61 %)

BLG (A + B) » 2.54 +0.15 (71 %)
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5.3.1. Pasteurizacao

O leite cru integral foi pasteurizado para reproduzir as condi¢des operacionais exigidas
pela legislacdo (MAPA, 1996). O processamento térmico do leite é uma etapa essencial em
produtos lacteos e é adotado por laticinios do mundo inteiro. O tratamento térmico no leite
tem o objetivo de reduzir a carga microbiana, preparar a matéria prima para outros processos
e conferir caracteristicas organolépticas desejaveis ao produto (RAIKOS, 2010). Com o
intuito de alterar minimamente o conteddo e a qualidade das proteinas do leite, 0 método
utilizado foi pasteurizacéo lenta, que emprega uma temperatura menor e tempo de residéncia
longo (Low Temperature Long Tim&TLT; 64 £ 1 °C).Os testes revelaram que durante o
processo ocorria uma reducéo no volume de 12 %' davido & evaporacdo de agua, o que
gerava concentracdo dos solidos lacteos. Para contornar esse problema, 1 (um) kg de leite foi
pesado antes e depois da pasteurizacdo. A diferenca de peso foi corrigida com agua destilada
e pasteurizada.

Para quantificar as proteinas antes e ap0s a pasteurizacdo, uma aliquota foi tomada e
pH reduzido para 4,6 com HCI 1 mof: Lpara precipitar as caseinas. Neste procedimento as
proteinas do soro permanecem dispersas na fase fluida (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS,
2006). A gordura residual foi removida por centrifugacdo (1.900 g/5 min). O cromatogram

do leite cru pode ser visto fégura 26.

1,2x10° , T T T T T
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Figura 26 - Cromatograma do leite cru. Coluna VP-ODS-C18 de 150 mm porm;6-ase movel: (A) 0,1 %
de TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA em acetonitfita% A, 30 % B — 50 % A, 50 % B, de 0 — 35 min; 50 %
A,50%B —30% A, 70 % B, de 35 — 37 min.

77



A guantificacdo das proteinas pode ser visualizadaguaa 27. As concentracdes de

ALA e BLG total no leite cru estdo de acordo com Raikos, 2010 e Walstra; Wouters; Geurts,
(2006). Os resultados observados para o leite pasteurizado ndo apresentaram diferenga
significativa com o leite cru (p-valor > 0,05). A desnaturacdo, associada a interacao entre
proteinas globulares e outras moléculas presentes no leite sdo frequentemente relacionadas
reducdo no conteudo/disponibilidade proteico ap0s a pasteurizacdo (FOX, 2001). Alguns
fatores podem ter dificultado a deteccdo de reducdo no conteldo das proteinas apos a
pasteurizacdo, como: 0 método aplicado para pasteurizar o leite, o pH e a desnaturacdo

reversivel das proteinas.

Leite cru

ALA »1.09 +0.08 (100 %)
BLG A »1.63 + 0.17 (100 %)
BLG B > 1.56 + 0.29 (100 %)

BLG (A + B) » 3.19 + 0.21 (100 %)

Total » 4.28 + 0.21 (100 %)

l

Pasteurizagao

64 +1°C/ 30 min

l

Leite pasteurizado

ALA » 1.05 + 0.0 (96 %)
BLG A » 1.64 +0.18* (100 %)
BLG B > 1.47 +0.15° (94 %)
BLG (A + B) » 3.11 + 0.15 (97 %)
Total » 4,15 + 0.24% (97 %)

Figura 27 - Quantificacdo das proteinas ALA e BLG da pasteurizacao do[iait€p-valor > 0,05) em relacao

ao leite cru.

Segundo Raikos (2010) em temperaturas acima de 65 °C, as proteinas do soro
desnaturam e sdo capazes de interagir entre elas e com outras moléculas presentes no leite.
Essa interacdo € devida, principalmente, & exposi¢cdo de grupos hidrofébicos normalmente
empacotados no interior da molécula. No caso da BLG, um tipo de interagéo irreversivel

comum no leite, deve-se a exposicao de grufibs em temperaturas superiores a 70 °C, que
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possibilita a formacdo de ligacbes dissulfeto com outras moléculas presentes no meio
principalmente caseinas (WIJAYANTI; BANSAL; DEETH, 2014).

Além da faixa de temperatura mais amena na pasteurizacdo, em valores de pH acima
de 6,60, a maioria dos agregados de proteinas do soro se localizam na fase soluvel (PESIC et
al., 2014; RAIKOS, 2010). Como o pH do leite utilizado teve média de 6,75 + 0,02 e as
proteinas globulares foram quantificadas no soro apds a precipitacdo das caseinas,
possivelmente, mesmo ocorrendo a formacgao de agregados, estes foram quantificados durante
a HPLCRP.

Por ultimo, a desnaturacdo de proteinas globulares monoméricas de baixa massa
molecular, como ALA e BLG, pode ser reversivel. Além disso, essas proteinas passam por
diferentes estdgios de desnaturacdo que afetam sua agregacdo e permitem retomar sua
estrutura nativa e permanecer dispersa no leite sem interagir com outras moléculas
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2008).

5.3.2.Obtencao do soro de leite

O soro de leite doce foi obtido por meio de coagulagdo enzimatica. Ao leite
pasteurizado foi adicionado cloreto de calcio (0,05 % v/m) e, logo em seguida, a enzima
quimosina (EC 3.4.23.4; 0,06 % vVnO recipiente foi entdo coberto com filme plastico para
evitar evaporagéo de solvente durante a coagulagdo. O corte da massa foi realizado com o
devido cuidado para que as arestas dos cubos de coagulo apresentassem tamanho médio de 1
(um) cm. Movimentos suaves e continuos foram realizados para auxiliar na expulsdo do soro
do interior dos graos por cerca de 45 minutos. Em seguida, o material foi filtrado em algodao.
Ao final da filtracdo foram coletados 830 g de soro com 7,5 £ 0,3 °Brix. A partir do Brix
inicial do leite, 11,8 + 0,4, foi possivel estimar o extrato seco da massa do queijo em 33 %
(m-m') por meio de balanco de massa. Queijos com esse conteGdo de sélidos s&o
classificados como “Queijos de muita alta umidade” (MAPA, 1996). O cromatograma para o

soro de leite pode ser observadd-igura 28.

79



8,0x10° ' ]

6,0x10°

4,0x10°

Absorbancia (mAU)

2,0x10°

0,0

10 20 30

Tempo (min)

Figura 28 - Cromatograma do soro de leite. Coluna VP-ODS-C18 de 150 mimGuom; Fase moével: (A) 0,1
% de TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA em acetonitfileds A, 30 % B — 50 % A, 50 % B, de 0 — 35 min; 50
% A, 50 % B — 30 % A, 70 % B, de 35 — 37 min.

A Figura 29 apresenta a quantificagdo das proteinas ALA e BLG antes e ap0s o
processo de coagulacdo. Como pode ser observado ocorreu aumento da concentracdo das
proteinas no soro de leite. ALA e BLG sao proteinas que permanecem dispersas na fase
aguosa do leite durante a fabricacdo queijo (FOX, 2001; FOX et al., 2004; PESIC et al., 2014;
RAIKOS, 2010; WIJAYANTI; BANSAL; DEETH, 2014). Como a massa de soro de leite é
menor que a do leite antes da coagulacdo, ocorre aumento da concentracdo dessas proteinas.
O balanco de massa revelou que cerca de 5 % (m/m) das proteinas ficaram retidas na massa
do queijo. A baixa retencdo da ALA e BLG na massa do queijo refor¢ca que a interacao entre

essas proteinas e as outras moléculas presentes no leite, principalmente caseinas, foi baixa.
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Leite pasteurizado

ALA » 1.05+0.07
BLGA D 1.64+0.19
BLGB P 1.47 +0.12

BLG(A+B)» 3.11+0.12

Total » 4,15 +0.24

l

Coagulagao

0,05 % CaCl, 0,05 mol-L™
0,06 % quimosina
35 minutos/33 °C
Filtragdo
Centrifugacdo 5.800 g/ 10 min

l

Soro de leite

_| Queijo Minas
Frescal

ALA P> 1.23 + 0.09* (1 14 %)
BLG A P 1.95+ 0.15* (1 19 %)
BLG B P 1.69 + 0.30* (4 10 %)

BLG (A + B) B 3.61 + 0.15* (1 14 %)
Total P 4.67 £ 0.39* (P 10 %)

Figura 29 - Quantificacao das proteinas ALA e Bldaobtenc¢éo do soro de leite— (p-valor < 0,05) em

relacdo ao leite pasteurizad®) aumento da concentragdo de proteina.

5.3.3. Precipitacao seletiva

A precipitacdo seletiva foi empregada com a finalidade de separar as proteinas ALA e
BLG presentes no soro de leite. Os testes iniciais seguiram rigorosamente o protocolo
sugerido por Toro-sierra; tolkach; kulozik (2013) que utilizaram a concentracdo de 60 g-L de
citrato de soédio no soro de leite e acido citrico 2 mbpéra reduzir o pH para 3,4. Porém,
foi verificado que a quantidade de citrato empregada praticamente impedia completamente
adsorcao das proteinas em HA. Portanto, reakedastes com uma concentracdo menor de
citrato, 10 g-L, no entanto, formou-se uma gquantidade muito pequena de precipitado em
comparacao ao teste anterior. Assim, aumentou-se a concentracao para 20 g-L e a quantidade
de precipitado, aparentemente, foi semelhante a encontrada no primeiro teste.

Os cromatogramas da fase fluida e do precipitado apds ressuspensao podem ser

observados naigura 30.
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Figura 30 - Cromatograma da fase fluida e precipitado ressuspendido. ColuB®8f:18 de 150 mm por 4,6
mm; Fase mével: (A) 0,1 % de TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA em acetofiirfaA, 30 % B — 50 % A, 50
% B, de 0 — 35 min; 50 % A, 50 % B — 30 % A, 70 % B, de 35 — 37 min.

Assim, procedeu-se a quantificacdo das proteinas em IRPL@ara a concentracao
de citrato de 20 g-t e os resultados podem ser observadoBigara 31. A diferenca de
concentracdo das proteinas ALA e BLG entre o soro e as fases obtidas apds a precipitacédo
foram significativas (p-valor < 0,05). Como pode se visto, a relagdo ALA/BLG aumentou de
0,34 no soro para 9,27 no precipitado ressuspendido. Para a relacdo BLG/ALA, houve um
aumento de 2,93 no soro para 22,6 na fase fluida. Em conjunto com 0s cromatogramas
apresentados né&igura 30, estes resultados comprovam que ocorreu a separagao das
proteinas submetidas ao procedimento empregado. O rendimento € outro ponto a destacar,
visto que foi possivel uma recuperacdo acima de 80 % e 90 %)(mava ALA no

precipitado ressuspendido e para a BLG na fase fluida, respectivamente, em relagcdo ao soro
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de leite. Portanto, a concentracdo de citrato utilizada foi adequada ao processo deoseparaca

das proteinas.

Soro de leite

ALA »1.23 +0.09 (100 %)
BLG A P 1.95 +0.15 (100 %)
BLG B P 1.69 +0.30 (100 %)

BLG (A + B) P 3.61+0.15 (100 %)

Ressuspensado Pellet

Tampdo CaCl, 1 mol-L e adicdo de
NaOH 1 mol-L™ até pH 6,0

Preciptacdo seletiva

Pellet Sobrenadante
20 g-L’1 de citrato de sédio
ALA 1.02+0.09% (85%) Acido citrico 2 mol-L™até, pH 3,4 ALA » 0.15+0.05* (12 %)
BLG A »0.05+0.01* 2%) Agitagio 100 rpm 2 h a 50 °C > BLGA P 1.86+0.16™ (95 %)
BLG B > 0.04 + 0.01* (2 %) 4°C/24h BLG B P 1.53 +0.29"™! (90 %)
BLG (A +B) > 0.11 £ 0.01* (3 %) Centrifugagdo 5.800 g/ 15 min BLG (A + B) > 3.39 £ 0.16* (94 %)

Figura 31 - Quantificacdo das proteinas ALA e Bln@precipitagdo seletiva. [ns] — (p-valor > 0,05) em

relagdo ao soro de leite. * — (p-valor < 0,05) em relag&o ao soro de leite.

Apesar da reducéo da quantidade de citrato, em relacao ao artigo do qual foi baseada a
precipitacdo seletiva, os resultados obtidos foram semelhantes (TORO-SIERRA; TOLKACH,;
KULOZIK, 2013). Esse resultado dege-ao fato dos autores terem utilizado isolado proteico
de soro (WPI) a uma concentracdo de 15 % {inNesse caso, a concentracéo das proteinas
foi muito superior aquela utilizada neste experimento, em que, a separacdo das proteinas
ocorreu a partir do soro de leite sem qualquer etapa de concentracdo precedente.

Em relacacas variantes A e B da BLG, a menor concentracdo dessas proteinas em
solucéo e o elevado desvio padrao, ndo pernmbiiereadas diferengas significativas (p-valor
> 0,05) na concentracao entre o soro de leite e a fase fluida apds a precipitagdo com citrato.
No entanto, verifica-se a tendéncia a reducdo do conteddo dessas proteinas apos a
precipitacao.

O efeito desnaturae do citrato sobre a ALA é devido a acdo quelante sobre o ion
calcio, presente no interior da molécula. A auséncia do ion promove uma alteracdo na
conformacao da proteina da sua forma nativa para outra estrutura que os autores denominam
de apo-ALA (sem C&™), que tem baixa estabilidade térmica e possibilita a formacéo de
agregados em temperaturas acima de 40 °C (EUGENIA LUCENA et al., 2007). O tamanho
desses agregados pode atingir até 10 um apoés 24 h §BRAMAUD; AIMAR; DAVEE,

1997; TORO-SIERRA; TOLKACH; KULOZIK, 2013).
No presente estudo a reducdo da estabilidade da ALA p6de ser evidenciada por meio

da formacdo dos precipitados. Além disso, indicios de alteracdo na conformacdo da ALA,
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mesmo apos a ressuspensao, puderam ser observados devido a deformacéo e deslocamento da
posicdo dos picos nos cromatogramas. Esses desvios ocorrem por alteracées no tamanho e
forma e p&a desnaturacdo das proteinas (HOSSAIN; DO, 1992; PINTO; FREY, 2015). Nas
condicbes estudas néao foi possivel perceber perda de estabilidade ou indicio de alieracdo n
conformacao da BLG. O mesmo comportamento foi observado por Bramaud; Aimar; Daufin,
(1997) e Toro-Sierra; Tolkach; Kulozik, (2013).

5.3.4. Adsorgao de BLG da fase fluida

Essa etapa teve como objetivo isolar a BLG dos compostos em solucdo como
minerais, lactose e da ALA residual presente na fase fluida apos a precipitacdo. Nos testes
iniciais, ajustou-se o pH da solu¢éo de 3,4 para 6,0, condicdo em que 0os modelos isotérmicos
obtiveram melhor ajuste, porém¢apacidade de adsorcdo (q) das HAs reduziu em mais de 90
% em relacéo aos resultados obtidos nas isotermas. Isso foi devido a excessiva quantidade de
NaOH necesséaria para elevar o pH, o que, provavelmente, aumentou a forca ibnicaado meio
um nivel que prejudicou a adsor¢do. Assim, o pH foi mantido em 3,4 e a quantidade de
adsorvente foi definida segundo parametros isotérmicos obtidos nessa condicgao.

As isotermas de Freundlich a 25 °C se ajustaram melhor aos dados e, portanto, os
parametros obtidos por esse modelo foram utilizados para o célculo da quantidade de
adsorvente. Para a HA comercial, o valor da capacidade de adsorcédo ifuaxiotatida na
isoterma para a BLG foi de 54,84 mg de ptndg HA, e para a HA sintetizada a fpi de
53,37 mg de ptn-gde HA. O volume de sobrenadante ficou definido em 10 mL. Camo
concentracdo média de BLG foi de cerca dev&8nL™, a massa calculada de adsorvente foi
de 750 mg. O tempo de contato foi definido segundo os experimentos cinéticos &m 1 h.
Figura 32 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo das proteinas.

Os resultados comprovaram que o modelo de Freundlich ndo é adequado para explicar
a adsorcao na condicde pH 3,4. O rendimento observado apds a adsorcéo foi cerca de 50 %
(m-m™) abaixo do calculado pelas isotermas para os dois adsorventes. Assim, para aumentar o
rendimento final, realizoseduas adsorc¢des (Adsorcédo 1 e 2). Apos a Adsorcéo 1, 46 e 62 %
(m-m*) de ALA e BLG nao foram adsorvidos pela HA comercial, enquanto, 40 e 56 % (m-m
) ndo foram adsorvidos peldA sintetizada, sendo a diferenca de adsorcdo entre elas
significativa (p-valor < 0,05). O resultado final, apés a Adsorgéo 2, foi a adsorgéo total de
ALA para as duas HAs e 85 % e 88 % (rit)mde adsorcdo de BLG paraH# comercial e
sintetizada, respectivamente. Observando o processo como um todo (Adsor¢do 1 e 2) ndo

houve diferenca significativi@-valor > 0,05) na recuperacéo de BLG entrelAs.
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Sobrenadante

ALA P 0.15 + 0.05 (100 %)
BLG A P 1.86 + 0.16 (100 %)
BLG B P> 1.53 + 0.29 (100 %)

BLG (A +B) P 3.39 + 0.16 (100 %)

Adsorgao 1

750 mg de HA
10 mL de sobrenadante
1 h sob agitagdo 50 rpm
Centrifugagdo 5.800 g/ 15 min
HPLC do sobrenadante (proteinas ndo

adsorvidas)
35°C l 25°C
v v

HA Comercial HA Sintetizada

Pés adsorgdo Pés adsorcao
ALA P 0.07 £ 0.03 (46 %) ALA P 0.06 + 0.05* (40 %)
BLGA P 1.14 +0.16 (61 %) BLG A » 0.99 +0.17"" (53 %)
BLG B »0.96 + 0.17 (51 %) BLG B P> 0.89 + 0.10*" (58 %)

BLG (A +B) » 2.11 % 0.04 (62 %) BLG (A + B) » 1.90 + 0.03* (56 %)
Adsorgao 2 Adsorgao 2

10 mL de sobrenadante 10 mL de sobrenadante
1 h sob agita¢do 50 rpm 1 h sob agitagdo 50 rpm
Centrifugagdo 5.800 g/ 15 min Centrifugag&o 5.800 g/ 15 min

HPLC do sobrenadante (proteinas ndo HPLC do sobrenadante (proteinas ndo
adsorvidas)

adsorvidas)
Pés adsorgao Pés adsorgdo
ALA » 0.00 + 0.02 (0 %) ALA » 0.00 + 0.01™" (0 %)
BLG A P 0.28 £ 0.06 (15 %) BLG A » 0.22 +0.05™" (12 %)
BLG B »0.21 + 0.02 (13 %) BLG B »0.16 + 0.02"™"7 (10 %)
BLG (A + B) » 0.51 % 0.07 (15 %) BLG (A + B) » 0.41 + 0.05™" (12 %)

Figura 32 - Quantificacdo de ALA e BLG para o processo de adsor¢cdo em HAcom etHAsi (p-valor <
0,05) em relacdo ao sobrenadante da adsorcdo 1 de HAcem(g#valor < 0,05) em relagdo ao sobrenadante
da adsorcao 2 de HAcom. [ns] (p-valor > 0,05) em relacdo ao sobrenadante da adsorcdo 1 de HAcdm. [ns*

— (p-valor > 0,05) em relacdo ao sobrenadante da adsor¢éo 1 de HAcom.

A diferencga entre os resultados observados e o valor calculado por meio das isotermas,

também, pode ser atribuida a presenca dos compostos soluveis na fase fluida, principalmente,
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lactose e minerais do soro de leite e do citrato adicionado durante a etapa de precipitacdo
(BRAMAUD; AIMAR; DAUFIN, 1997; TORO-SIERRA; TOLKACH; KULOZIK, 2013)

Provavelmente, estes componentes promovam uma competicdo e/ou interferéncia que é
desfavoravel a ligacdo da BLG aos sitios de adsorcdo da HA. Segundo Geankopolis (1993)
sempre que a complexidade de um sistema adsortivo aumenta, a dinamica global de equilibrio

do processo (transferéncia de moléculas entre as fases) se torna mais imprevisivel.

5.3.5. Adsorcao do precipitado ressuspenso

Juntamente com a ALA, outras proteinas (BSA, Igs, entre outras) também podem
sofrer desestabilizacdo e agregacédo nas condicdes empregadas durante a precipitacdo. Além
disso, mesmo que em baixa concentracdo, foi possivel verificar a presenca de BLG no
precipitado. Portanto, a etapa de adsor¢cao do precipitado ressuspendido teve como finalidade
isolar a ALA.

A ressuspensdo do precipitado foi realizada em tampéo, Ga@lol-L* e o pH
ajustado para 6,0 com NaOH 1 mét: [Tanto a concentracdo do tamp&o quanto da solucdo
NaOH foram reduzidas pela metade quando comparados ao sugerido por Toro-Sierra;
Tolkach; Kulozik, (2013). Os autores, como ja mencionado acima, utilizaram uma dispersao
com 15 % de WPI (m-V), portanto, obteve-se uma quantidade maior de precipitado de ALA,

0 que levou ao uso de um tampé&o com concentracdo mais elevada. A reducao da concentracao
da solucdo de NaOH foi necessaria porque o pH mudava bruscamente ao adicionar um
pequeno volume de alcali. Apés ajuste do pH, o material era mantido sob agitacéo (100 rpm)
até a completa dispersdo da proteina (cerca de 4 h), verificada por auséncia de particulas
proteicasemsuspensao.

Os dois modelos isotérmicos ajustaram-se aos dados nessa condicdo de pH, no
entanto, as isotermas de Freundlich foram mantidas como base para a definicdo da massa de
adsorvente e da temperatura durante a adsorcédo. Neste caso, utilizou-se a temperatura de 45
°C. As capacidades de adsorcao calculadas por meio das isotermas foram: para a HA
comercial foi de 44,11 mg de ALA'gle HA; e para &lA sintetizada foi de 37,29 mg de
ALA-g™ de HA. Assim, a massa de HA utilizada foi determinada em 300 mg e o volume da
solucgéo ressuspendida mantido emml0 Apenas uma adsorcao foi realizada nesta etapa. Os

resultados podem ser observado§igara 33.
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Pellet ressuspendido

ALA »1.02 + 0.09 (100 %)
BLG A »0.05 + 0.01 (100 %)
BLG B P> 0.04 + 0.01 (100 %)

BLG (A + B) P 0.11 + 0.01 (100 %)

Adsorgao

300 mg de HA
10 mL de sobrenadante
1 h sob agitagdo 50 rpm
Centrifugacdo 5.800 g/ 15 min
HPLC do sobrenadante (proteinas ndo

adsorvidas)
HA Comercial HA Sintetizada
Pés adsorgdo P6s adsorcao
ALA » 0.58 + 0.07 (57 %) ALA » 0.00 = 0.02* (0 %)
BLG A » 0.04 + 0.01 (80 %) ¢ ) BLG A » 0.01 + 0.00* (1 %)
BLG B »0.03 £ 0.0 (75 %) BLG B »0.01 + 0.00* (20 %)
BLG (A + B) » 0.09 + 0.01 (82 %) BLG (A + B) » 0.05 * 0.00* (25 %)

Figura 33— Quantificacéo de ALA e BLG da adsor¢do em HA comercial e sintetizada (precipitado

ressuspendido¥ — (p-valor < 0,05) em relagdo ao sobrenadante apds adsor¢cédo da HA comercial.

A HA sintetizada adsorveu toda a ALA do meio, enquanto, a HA comercial recuperou
apenas 43 % (m“y da proteina presente na dispersdo ressuspendida. Provavelmente, a
interacdo com o tampao utilizado para a ressuspensao do precipitado influenciou a adsorcéo
na HA comercial. Uma hipétese esta relacionada a maior cristalinidade da HA comercial em
comparacao a HA sintetizada. A organizacdo das moléculas no cristal de HA expde 0s grupos
ibnicos PO;~ (HENCH, 2013), responsaveis por grande parte da interacdo com proteinas
(YANG; ZHANG, 2009). A interacdo destes ions"Qaresentes em excesso no tamp&o, pode
ter levado a redugdo da adsor¢cdo da ALA. No entanto, 0 motivo real e/ou 0s mecanismos
envolvidos nao estéo esclarecidos.

Os resultados observados mostram o potencial de aplicacdo da HA sintetizada para a
recuperacao das proteinas ALA e BLG no soro de leite.

5.3.6. Dessorcao
A dessorcdo das proteinas que foram adsorvidas na etapa anterior sera abordada em

um unico tépico, uma vez que, as condi¢des analiticas foram semelhantes. A dessorcdo pode
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ser definida como a liberacdo de uma substancia adsorvida da interface para o solvente por
meio da reversdo/enfraquecimento dos mecanismos envolvidos na adsor¢do (YANG;
ZHANG, 2009).

A principio, a dessorcéo foi testada em ALA e BLG comerciais adsorvidas a HA
comercial. A solucdo que levou ao melhor resultado de dessorcéo foi o tampéao fosfato 0,4
mol-L* pH 6,8 a 25 °C. Todavia, menos de 20 % das proteinas dessorveram. A literatura
relata trés mecanismos principais para reverter a adsorgéo: alterar o pH, a forga idnica do
meioelou a temperatura (YANG; ZHANG, 2009). Como era interessante obter as proteinas
em pH proximo ao do soro, 6,8, este parametro foi inicialmente descartado. A forca ibnica ja
tinha sido testada para o tampé&o fosfato, sem que fosse observada melhora dos resultados.
Assim, novos testes foram realizados utilizando o tampéao fosfato elevando a temperatura de
30 até 50 °Ce valores de dessorcao acima de 90 % foi obtida para a temperatura mais
elevadas. Assim, os testes de dessorcédo foram reaiztiidando tampéao fosfato 0,4 mol- L
! em pH 6,8 sob agitacdo (50 rpm/1 h) a 50 °C.

As Figuras 34 e 35 apresentam a comparacdo entre o perfil cromatografico das
solucbes antes da adsorcdo e ap0s a dessor¢cdo. Fica evidente que o processo de adsorcao

conseguiu isolar as proteinas ALA e BLG nas respectivas solu¢des em que se encontravam.

Absorbancia (u.a.)

. 1 . 1 . 1 . 1 .
10 15 20 25 30 35

Tempo (min)
Figura 34 - Cromatogramas do precipitado ressuspendido (B) e da solugdo coasgmabteinas ALA e BLG
apos a dessorcao (A). Coluna @BS-C18 de 150 mm por 4,6 mm; Fase movel: (A) 0,1 % de TFA em agua,
(B) 0,1 % de TFA em acetonitrilad % A, 30 % B — 50 % A, 50 % B, de 0 — 35 min; 50 % A, 50 % B — 30
% A, 70 % B, de 35 — 37 min.
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BLG A

BLG B

Absorbancia (u.a.)

10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 35 - Cromatogramas da fase fluida (B) e da solucao contendo as proteinaBAGAapOs a dessorcao
(A). Coluna VP-ODS-C18 de 150 mm por 4,6 mm; Fase moével: (AYDde TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA
em acetonitrilaj0 % A, 30 % B — 50 % A, 50 % B, de 0 — 35 min; 50 % A, 50 % B — 30 % A, 70 % B, de

35 — 37 min.

Os resultados quantitativos para a dessorcao das proteinas presentes no sobrenadante
podem ser observados Ragura 36. Os valores de proteina adsorvida foram calculados por
meio do balanco de massa entre a concentracdo de proteina presente no sobrenadante e a
concentragcdo de proteina que ndo adsorvddAdscomercial e sintetizada. A dessorgdo da
BLG A e da BLG total que estavam adsorvidas a HA comercial apresentaram reducao
significativa (p-valor < 0,05) na concentracdo das proteinas. Mesmo assim, a dessor¢cao nas

condicBes realizadas apresentou um rendimento superior a 80 % fara a BLG.

89



HA Comercial HA Sintetizada

Proteina adsorvida Proteina adsorvida
ALA » 0.15 + 0.06 (100 %) ALA » 0.15 + 0.05 (100 %)
BLGA » 1.58 +0.18 (100 %) [ BLGAP 1.64+0.15 (100 %)
BLG B »1.32+0.26 (100 %) BLG B »1.37 £0.27 (100 %)
BLG (A + B) » 2.88 + 0.14 (100 %) BLG (A + B) P> 2.98 + 0.15 (100 %)
) 4
Dessor¢ao

10 mL de tamp3o fosfato 0,4 mol-L™" pH 6,8
Agitacdo (50rpm/1 h)
Centrifugacdo (5.800 g/15 min)

HA Comercial HA Sintetizada
Pés dessorgao Pés dessorcao
ALA P 0.10 + 0.02" (67 %) ALA » 0.09 + 0.04™ (67 %)
BLGA D 1.45+0.16%(92%) € >  BLGA P 1.58+0.09"™ (96 %)
BLG B »1.12 +0.15™ (85 %) BLG B »1.25 +0.22"™ (91 %)
BLG (A + B) P 2.60* + 0.06* (90 %) BLG (A + B) » 2.86"™ +0.15 (96 %)

Figura 36— Quantificacdo de ALA e BLG apds a dessorcéo (fase fluing)— (p-valor > 0,05) em relacéo a
concentragdo de proteina antes da dessorgdo. * — (p-valor < 0,05) em relagédo a concentracéo de proteina antes

da dessorcéo.

Em relacdo a dessor¢cdo das proteinas da solugdo contidas no precipitado
ressuspndido, todos os resultados ndo foram significativos (p-valor > 0,05)(Figura 37).

Neste caso, o rendimento de dessorcao foi superior a 90 % (m/v). Esse resultado reforca a
elevada capacidade de dessorcéo das condi¢cdes empregadas.

Poucos trabalhos na literatura tratam da dessorcdo de proteinBig\.eiojima;
Watanabe (2012) estudaram a liberagédo controlada de Citocromo C e insulina adsorvidos a
HA e verificaram que em relacdo as proteinas, a dessorcéao foi influenciada pela forma,
tamanho, solubilidade e carddonteiro (2008) cita condicdes como peforca ibnica como
variaveis de processo a serem manipuladas para promover a dessor¢do. Esse autor utilizou
tampao fosfato 0,4 mol-Lcomo eluente em sistema cromatografico para separar as proteinas
ALA e BLG comerciais e obteve 70 % de rendimento na dessorcéo utilizando eluicdo em

gradiente entre os valores de pH 6,0 e 7,0.
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Yang Zhang (2009) acrescenta, além de pH e forca ibnica, a temperatura como uma
variavel de processo para aumentar o rendimento da dessorgéo. Esse trabalho utilizou tampéo
fosfato 0,05 mol-1: em pH 6,0 e conseguiu dessorver 86 % de BSA adsorvida & autor
sugere que ocorra uma substituicdo das proteinas pekDiondo tampao fosfato nos sitios
de adsorcédo da HA. Além disso, a afinidade do ion fosfato pela HA é maior que da BSA

sendo necessério a eluicdo de outra solugdo para remové-lo durante a regeneracdo do

adsorvente.
HA Comercial HA Sintetizada
Proteina adsorvida Proteina adsorvida
ALA » 0.44 + 0.07 (100 %) ALA P 1.02 +0.02 (100 %)
BLGA P 0.01+0.01(100%) | BLGA P 0.04+0.00 (100 %)
BLG B »0.01 + 0.01 (100 %) BLG B »0.03 + 0.00 (100 %)
BLG (A + B) B 0.02 + 0.01 (100 %) BLG (A + B) P 0.06 + 0.00 (100 %)
\ 4
Dessorg¢ao
10 mL de tamp3o fosfato 0,4 mol-L"
agitacdo a 50 rpm/1 h a 50 °C
HA Comercial HA Sintetizada
Pés dessorgao Pés dessorgao
ALA » 0.41 £ 0.05"™ (93 %) ALA P 0.77* + 0.09 (66 %)
BLGA D 0.02+0.01™ (100%) € >  BLGA» 0.02"+0.01 (50 %)
BLG B »0.02 + 0.01™! (100 %) BLG B »0.02""! + 0.00 (67 %)
BLG (A + B) » 0.02 + 0.02™™! (100 %) BLG (A + B) » 0.06!™ + 0.01 (100 %)

Figura 37— Quantificacdo de ALA e BLG apés a dessor¢ao (solucéo ressuspepdida> (p-valor > 0,05)
em relagdo a concentragdo de proteina antes da dessor¢do. * — (p-valor < 0,05) em relacdo a concentragéo de

proteina antes da dessorgao

5.3.7. Cromatografia de exclusdo molecular (CEM)
A CEM foi empregada para separar as proteinas dos ions presentes no tampao fosfato
utilizado na etapa de dessorcdo. Testes iniciais foram realizados para definir o volume de
tampédo para a eluicdo da proteina. As proteinas foram identificadas por meio da interacao

com reagente de Bradford. Verificou-se que a proteina era eluida entre 3,5 e 6,5 mL de
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eluente. Para avaliar a eluicdo dos ions que comp&em o tampéao fosfato dedeiaiou-se
a solucdo que continha as proteinas dessorvidas duas gotas de NaCl 0'%raadfléteccdo
dos sais ocorreu por meio da titulagdo com nitrato de prata (Agihpresenca do indicador
cromato de potassio (KrO,). A formacao de precipitado marron foi verificada apos 9 mL de
eluido. O volume aplicado a coluna de separacdo de solucdo contendo as sproteina
dessorvidas foi de 0,5 mL e, como foram coletados 3 mL de eluente, o procedimento
promoveu uma reducao de 6 (seis) vezes na concentracao da proteina.

Os cromatogramas das proteinas apés a CEM podem ser visteiguras 38 e 39.
N&ao foi possivel observar picos referentes a BLG para a solucdo que partiu do precipitado
ressuspendido, tanto para a via que utilizou a HA comercial quanto para a que utilizou a HA
sintetizada. Esse resultado mostra que foi possivel purificar a ALA pelo processo proposto.
Em relacéo a fase fluida, observa-se a presenca de picos referente a ALA, portantdgia BLG

isolada pelo processo proposto, pois ainda restaram alguns tracos de ALA no produto final.

20000 . , . . , . . ;
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Figura 38 - Cromatograma apo6s a CEM (solucao ressuspendida)na VP-ODS-C18 de 150 mm por 4,6 mm;
Fase movel: (A) 0,1 % de TFA em &gua, (B) 0,1 % de TFA em acetoriifrita;A, 30 % B — 50 % A, 50 %
B, de 0 — 35 min; 50 % A, 50 % B — 30 % A, 70 % B, de 35 — 37 min.
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Figura 39 - Cromatograma apés a CEM (fase fluida). ColunaQ[FPS-C18 de 150 mm por 4,6 mm; Fase
movel: (A) 0,1 % de TFA em agua, (B) 0,1 % de TFA em acetonifil& A, 30 % B — 50 % A, 50 % B, de 0
— 35 min; 50 % A, 50 % B — 30 % A, 70 % B, de 35 — 37 min.

Os resultados para a quantificacdo das proteinas presentes na fase fluida da
precipitagdo seletiva podem ser observadosFigara 40. Observa-se que ocorreu uma
redugdo significativa (p-valor < 0,05) da concentracdo apos a eluicdo para todos os
tratamentos. Porém, o rendimento foi superior a 85 % {npara a recuperacdo de BLG
total. Para as variantes BLG A e BLG B a recuperacéo foi de cerca dgrad®). Apenas
na repeticdo que deu origem ao cromatograma apresent&apurea38 foi possivel observar
e quantificar a proteina ALA, por isso, o resultado da média foi igual & zero, com certo desvio

padrao.
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Fase fluida da
precipitagao

HA Comercial HA Sintetizada

Pés dessorgdo Pés dessorgdo
ALA » 0.10+0.02 (100 %) ALA » 0.10+0.04 (100 %)
BLG A D 1.45+0.16 (100 %) BLG A » 1.58 + 0.09 (100 %)
BLGB »1.12 +0.15 (100 %) BLG B »1.25+0.22 (100 %)

BLG (A +B) P 2.60 + 0.06 (100 %) BLG (A +B) » 2.86+0.15 (100 %)
\ 4
CEM

0,5 mL de amostra
Coleta de 3 mL de eluido

HA Comercial HA Sintetizada
P6s CEM P6s CEM
ALA P 0.00 + 0.02* (0 %) ALA » 0.00 + 0.02*"! (0 %)
BLGA D 1.12+0.13*(78%) <€ ——> BLGA P 1.25+0.05*™! (78 %)
BLG B > 0.94 + 0.15* (84 %) BLG B »>1.00 * 0.19*™ (80 %)
BLG (A + B) P 2.36 + 0.09* (91 %) BLG (A + B) P> 2.54 + 0.16** (88 %)

Figura 40 - Quantificacdo das proteinas ALA e BLG ap0s a CEM (fase flJidd)— (p-valor > 0,05) em
relacdo a pds dessor¢do HA sintetizada. * — (p-valor < 0,05) em relagdo a pos dessor¢do HA comercial. ** —

(p-valor < 0,05) em relagcao apés CEM HA comercial.

Os resultados quantitativos para a CEM das proteinas presentes na solucao
ressuspendida apos a precipitacdo seletiva sdo apresentaigsinmadl. Observa-se que
houve reducgéo significativgp{alor < 0,05) para a ALA apds a eluicdo da CEM, porém, o
rendimento superou o valor de 75 % (i):v

Ao final da CEM, apesar dos rendimentos elevados, a diluicdo de 6 (seis) vezes das
proteinas, sinaliza para a necessidade de mais estudos em relacdo a essa etapa do processo.
Possiveis alternativas seriam: dialise utilizando membranas semi-permeaveis, concentragcao e

dialise em sistemas de ultrafiltracdo, eletroforese, entre outras.
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Precipitado
ressuspendido

HA Comercial HA Sintetizada
Pés dessorgdo Pés dessorgdo
ALA » 0.41 +£0.05 (100 %) ALA » 0.77 £0.09 (100 %)
BLG A » 0.02 £ 0.00 (100 %) BLG A » 0.02 £ 0.01 (100 %)
BLG B »0.02 £ 0.00 (100 %) BLG B »0.02 £ 0.00 (100 %)
BLG (A +B) » 0.07 £ 0.0 (100 %) BLG (A + B) » 0.06 £ 0.01 (100 %)
v
CEM

0,5 mL de amostra
Coleta de 3 mL de eluido

HA Comercial HA Sintetizada
Pés CEM Pés CEM
ALA P 0.32 +0.08* (78 %) ALA > 0.65 + 0.11** (84 %)
BLGA D 0.01+£0.00* (50%) <>  BLGA P 0.01+0.00™ (50 %)
BLG B »0.01 + 0.00* (50 %) BLG B »0.01 + 0.00*"™ (50 %)
BLG (A + B) B 0.05 + 0.00* (71 %) BLG (A + B) P 0.05 + 0.00™" (83 %)

Figura41l - Quantificagcdo das proteinas ALA e BLG apds CEM (solucao ressuspefbfif)s] — (p-valor >
0,05) em relacdo a pés dessorcdo HA sintetizada e a p6s CEM corhgigjab (p-valor < 0,05) ) em relacdo
a pos dessor¢do HA sintetizada e (p-valor > 0,05) em relagédo a p6s CEM HA comerciak- (p-valor < 0,05)

em relagdo a pos dessor¢do HA comercial. ** — (p-valor < 0,05) em relagcao apés CEM HA comercial.

5.3.8. Resumo do processo de separacao

A Figura 42 apresenta o resumo do processo de separacao das proteinas ALA e BLG
do soro de leiteAo final da separacao foi possivel recuperar 26 e 53 % jndasALA, em
relacdo a concentragdo inicial das proteinas no soro, utilizando a adsorcdo a HA comercial e
sintetizada, respectivamente. Em relacdo & BLG total, 65 e 70 %")(mas proteinas
puderam ser recuperadas por meio da adsorcdo com HA comercial e sintetizada
respectivamente.

Os resultados apresentados mostram o potencial para a utilizagdo da HA como
adsorvente para obtencdo de fragGes isoladas das proteinas ALA e BLG obtidas diretamente
do soro de leite fluido. Destaque para a HA sintetizada que conseguiu recuperar 100 % a mais

de ALA e 8 % a mais de BLG em comparacao a HA comercial.

95



Soro de leite

ALA »1.23 + 0.09 (100 %)
BLG A D 1.95 + 0.15 (100 %)
BLG B P 1.69 + 0.30 (100 %)

BLG (A +B) » 3.61 +0.15 (100 %)

Precipitacao seletiva

\ 4 \ 4

HA Comercial HA Comercial

ALA P 0.32 + 0.08* (26 %) BLGA P 1.12+0.13* (57 %)
BLG B »0.94 + 0.15* (56 %)
BLG (A + B) B 2.36 + 0.09* (65 %)

HA Sintetizada

HA Sintetizada

ALA P 0.65 + 0.11** (53 %)

BLG A » 1.25 % 0.05*™ (64 %)
BLG B P>1.00 + 0.19*™ (59 %)
BLG (A +B) B 2.54 + 0.16** (70 %)

Figura 42 - Resumo do processo de separacéo das proteinas ALA e BLG a parto de ke * [ns] — (p-
valor < 005) emrelacéo ao soro de leite e (p-valor > 0,05) em relagdo a adsor¢do com HA comercial; * — (p-
valor <0,05) em relagdo ao soro de leite. ** — (p-valor < 0,05) em relacéo ao soro de leite e a adsorcao com HA

comercial.
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6. Concluséao

HA foi sintetizada em meio aquoso via aplicacdo de ultrasson. O material foi
caracterizado e testado para a adsorcdo das proteinas do soro de leite ALA e BLG. A partir
dos resultados encontrados nas analises de caracterizacdo morfoldgica, cristalografica e de
fisico-quimica, dos dados obtidos nos experimentos cinéticos e de equilibrio da adsorcéo e da
aplicacéo da HA para a adsorcéo das proteinas ALA e BLG no soro de leite fluido, conclui-se
que:

i) HA de elevado grau de pureza foi sintetizada em meio aquoso via aplicacdo de
ultrasson;

i) A sintese em meio aquoso permitiu a obtencdo de material com reduzido grau de
cristalinidade, em média 9 %, e tamanho médio de cristais de 27 nm;

iii) Nao foi possivel detectar a presenca de picos caracteristicos das proteinas ALA e
BLG comerciais adsorvidas a HA por meio da andlise diRFE espectroscopia Raman;

iv) Andlises de Potencial Zeta comprovaram a adsorcao das proteinas ALA e BLG
comerciais sobre a HA sintetizada;

v) O modelo de pseudo-segunda ordem foi o que melhor se ajustou aos dados
cinéticos;

vi) Os modelos de Langmuir e Freundlich ajustaram-se aos dados obtidos nos
experimentos de equilibrio realizados em pH 6,0;

vii) Nao se observou reducéo na concentracdo de ALA e BLG apds a pasteurizacao do
leite;

viii) A precipitacdo seletiva foi eficientem separar as proteinas ALA e BL@
concentracdo de citrato utilizada foi de 20 Y-¢ a relacdo ALA/BLG no precipitado
aumentou de 0,34 para 9,27; na fase fluida, a relacdo BLG/ALA aumentou de 2,93 para
22,60;

iX) A adsorcgdo de BLG diretamente do soro foi menor do que a calculada por meio dos
parametros obtidos pela isoterma de Freundlich;

X) A HA sintetizada levou a resultados semelhantes a HA comercial para a adsorgao de
BLG no sobrenadante da precipitacao seletiva;

xi) A HA sintetizada levou a resultados superiores em comparagaoack
comercial para a adsorcédo de ALA presente no precipitado ressuspendido;

xii) As condicBes determinadas para a dessorcédo foram: tampé&o fosfato 0;4enol- L
pH 6,8 a 50 °C por 1 h;
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xiii) O percentual de recuperacdo de ALA no processo de separacao foi de 23 e 53 %
(m/m) para a rota que empregodA comercial easintetizada, respectivamente;
xiv) O percentual de recuperacéo de BLG no processo de separacao foi de 65 e 70 %

(m/m) para aota que empregou a HA comercial e a sintetizada, respectivamente.
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7. Perspectiva de trabalhos futuros

O trabalho realizado conseguiu avancar no aspecto de aplicacdo de conceitos tedricos
em uma situacdo real, em que, técnicas de separacdo foram empregadas diretamente ao soro
de leite em sua forma fluida com baixas concentracdes de proteinas. Além disso, o adsorvente
alternativo proposto mostrou grande potencial de aplicacéo frente ao produto comercialmente

disponivel.No entanto, certos desafios persistem. Alguns deles séo:

I — Entender a dindmica de cristalizacdo da HA sintetizada em meio aquoso e o
impacto das ondas ultrassbnicas sobre a forma, tamanho, estabilidade e organizacdo dos

atomos no cristal de HA;

ii- Realizar o estudo termodinamico do processo de adsor¢cdo da HA sintetizada e as
proteinas ALA e BLG;

iii — Intensificar os estudos sobre as informacdes que podem ser extraidas a partir dos
parametros obtidos nos modelos cinéticos e isotérmicos para buscar entender melhor o

processo de adsorcéo;

iv — Dado a caréncia de dados na literatura, buscar entender os mecanismos envolvidos

na dessorcao das proteinas adsorvidas a HA;

by

v — Buscar alternativas a cromatografia de exclusdo molecular, afim de evitar a

diluicdo das proteinas;

vi — No trabalho foram utilizadas opera¢Bes unitarias em batelada, assim, sdo
necessarios mais estudos para buscar alternativas tecnoldgicas para o desenvolvimento de um
processamento com fluxo continuo. Isso poderia aumentar a viabilidade ecom@mica

processo.
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Tabela 11- Especificacbes dos equipamentos a serem

ANEXO 1

utilizados neste projeto

Equipamento Laboratério Marca Modelo Pais
Agitador magnético LOP TECNAL TE-0851 Brasil
Balanca analitica LOP Shimadzu AUY220 Japéo
Banho termostatico LOP TECNAL TE-184 Brasil
Centrifuga LOP Eppendorf 5430 Alemanha
Cromatografo (HPLC) LOP Shimadzu Purifier Suécia
Difratbmetro FIS Rigaku D-Max EUA
Espectrofotdbmetro UV _
Visivel LOP VARIAN CARY 50 Australia
Estufa secagem LOP Thoth T5-50 Brasil
Infravermelho DEQ Varian 6004R EUA
Incubadora (B.O.D) LOP SPLABOR SP500 Brasil
MEV Embalagem Hitachi TM 3000 -
Misturador vortex LOP Vortex AP56 Brasil
pHmMetro LOP HANNA P21 Brasil
Freezer LOP GE FZGE320 Brasil
Zetasizer Embalagem Zetasizer Nano ZS Reino Unido
Ultrasson LOP Unique SC - 1400 Brasil
Micro- Raman FIS Renishaw - -
Refrigerador LOP Consul PRACTICE Brasil

410 Biplex
Filtro para sistema de o
LOP Millipore DIRECT-Q EUA

agua Milli-Q
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Tabela 12- Especificacdes dos materiais reagentes a serem utilizados neste projeto.

Materiais Quantidade Descricédo Cddigo Fornecedor
Leite 5L Cru integral - Funarbe
Renina 20 mL 30.000 Ul - C. Hansen
Acetonitrila 5L Pureza > 99,5 % 187-06 Vetec
Acido citrico 5049 77-92-9 ISOFAR

Pureza > 97 %
Acido cloridrico 50 mL Pureza > 37% 154 Vetec
a-lactoalbumina 5¢ Pureza > 96 % - Davisco
B-lactoglobulina 5¢ Pureza > 93 % - Davisco
Béqueres, provetas, pipetas,
tubos e outras vidrarias Diversos - - -
diversas
Citrato de Sodio 150 g Pureza > 99 % 1768 Vetec
Cloreto de calcio dihidratado 500 g Pureza > 99 % 199-09 Vetec
Cloreto de sodio 100 g Pureza > 99 % 106-09 Vetec
Cloreto de magnésio 209 Pureza > 98 % 63063 Sigma
Coluna C18 1 unidade ODS - 250 mm/4,6 mm - -
SH

Eppendorf 100 unidades - - Sigma
Filtro 0,1 um 100 un Ester de celulose - Millipore
Fosfato de s6dio monobasic 500kg Pureza > 98 % 1164 Vetec
Fosfato de so6dio dibasico 500kg Pureza > 98 % 317 Merck
Hidroxiapatita 200 g Pureza > 90 % 21223 Sigma
Hidréxido de sddio 20¢g Pureza > 98 % S5881 Sigma
Coluna P-10 un G-256 medio (30- - Shepadex

150um)
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