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RESUMO – O objetivo deste trabalho foi sintetizar HDL e avaliar a adsorção das proteínas 

IgG e HSA. O HDL foi sintetizado pelo método de co-precipitação a pH variável com a 

inserção dos cátions metálicos Zn e Al na razão molar 2:1. O material foi previamente 

analisado para a determinação das características químicas e estruturais. Foram realizados 

estudos em batelada utilizando tanques agitados para avaliar o efeito do pH, o tempo de 

contato e a concentração inicial na adsorção das proteínas. De acordo com os resultados, a 

adsorção da HSA ocorreu preferencialmente no pH 4,8 e da IgG no pH 7,0. A fim de 

favorecer a adsorção de IgG, devido a sua maior importância medicinal, utilizou-se o pH 

7,0. O modelo de Langmuir se ajustou aos dados experimentais proporcionando os 

parâmetros de equilíbrio. As quantidades máximas de adsorção foram em torno de 100,00 

mg/g tanto na adsorção de IgG como na adsorção de HSA. O parâmetro KD (constante de 

dissociação) foi na ordem de 10
-6

 indicando uma forte ligação entre HDL-proteína. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Os HDLs são tipo de material em camadas, fazem parte de uma classe das argilas aniónicas 

com estrutura de base de brucite (Mg (OH)2) (Lv et al., 2012) como camadas, no qual alguns dos 

cations bivalentes foram substituídos por cations trivalentes produzindo folhas carregadas 

positivamente (Kuang et al., 2010; Xu et al., 2011). As identidades dos cations bivalentes e 

trivalentes (M
II
 e M

III
, respectivamente) e o anion intercalar (A

n-
), em conjunto com o valor do 

coeficiente estequiométrico (x), podem ser variadas dando origem a uma grande classe de 

materiais isoestruturais (Roeffaers et al., 2006; Wang e Ohare, 2012). Devido à capacidade de 

intercalação de uma ampla variedade de ânions, moléculas orgânicas ou inorgânicas, HDL’s têm 

uma ampla gama de aplicações em processo de separação (Zhang et al., 2013) no tratamento de 

águas (Wang e Gao, 2006; Gong et al., 2011; Forano, 2004), captura de CO2 (Wang et al., 2013), 

catálise (Wang et al., 2012), polimerização fotoquímica e eletroquímica (Maretti et al., 2009; 

Lonkar et al., 2010; Morimoto et al., 2011; Tanaka et al., 2011), magnetização, polímero e 

nanocompósito (Leroux, Illaik e Verney, 2009; Lv et al., 2009; Zhou et al., 2010; Herrero et al., 

2011; Tanaka et al., 2011; Zhao et al., 2011; Chiang, Chen e Wu, 2012; Li et al., 2012), ciências 

biomédicas (Cao et al., 2011), liberação controlada de drogas (Zhang et al., 2010). As 

necessidades recentes de isolamento e recuperação em grande escala de bioprodutos resultantes 

da indústria biotecnológica, como é o caso das proteínas por suas propriedades enzimáticas e 
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terapêuticas, têm-se buscado inovações importantes nas operações unitárias necessárias para os 

esquemas de tratamento e purificação de proteínas, envolvendo em geral, uma sequencia 

extensiva de etapas, o que acarreta custos elevados. 

Devido a grande aplicabilidade desse material bem como a escassez de publicações sobre o 

uso do HDL para adsorção de proteínas, esse trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar 

o HDL (Zn/Al). Além de realizar estudos do pH, cinética e isoterma de adsorção com as 

proteínas padrão HSA e IgG em batelada. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Material 

2.1.1 Reagentes: Albumina do Soro Humano (HSA) e as Imunoglobulinas do isotipo G 

(IgG) foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Os outros reagentes utilizados foram todos de 

grau analítico e para a preparação de todas as soluções utilizou-se a água ultrapura MiliQ 

(Milipore, EUA).  

2.2. Síntese do HDL 

O HDL (Zn/Al) 2:1 foi preparado pelo método de co-precipitação a pH variável, seguido 

por tratamento hidrotérmico a 80 °C. A fase ([ZnAl2(OH)16]CO3. 4H2O) foi preparada através da 

obtenção de uma solução aquosa de 0,0614 mol de ZnCl2 e 0,0307 mol de Al(NO3)3.9H2O para 

uma razão molar 2:1, as quais foram adicionadas gota a gota a 100 mL de uma solução aquosa 

contendo 0,153 mol de NaHCO3 a 60 °C, sob vigorosa agitação. O material cristalino foi, em 

seguida, recuperado por filtração, lavado com água deionizada e finalmente seco a 80 ° C por 96 

h. O material obtido não foi calcinado. 

2.3. Caracterização Química e Estrutural 

Inicialmente, o material foi caracterizado quanto ao phZPC. Conforme Órfão et al. (2006), 

para determinação do Ponto de Carga Zero (ZPC) de um sólido, 50 ml de soluções de 0,01 N de 

NaCl deve ser preparados e adicionado em uma série de becker de 100 mL. Em seguida, os seus 

valores de pH foram ajustados na faixa entre 2 e 12, utilizando solução de NaOH e de HCl 0,01 

N. O pH inicial das soluções foram medidos com o medidor de pH (Digimed-Brasil) e anotada 

como pHinicial para em seguida colocar em contato com 0,15 g de HDL Zn/Al (2:1). O pH da 

solução foi medido apos 48 h e anotada como pHfinal, em seguida, plotou-se um gráfico em 

função do pHinicial versus a diferença do pHinicial e pHfinal. 

O material também foi caracterizado quanto ao espectro da Região do Infravermelho por 

Transformada de Fourier (FTIR) a fim de identificar os grupos característicos do HDL. Foi 

utilizado o espectrômetro do modelo Shimadzu 8500, disponível no Departamento de Química 

Inorgânica e Orgânica da Universidade Federal do Ceará, Laboratório de Bioinorgânica. Os 

espectros de FTIR foram obtidos utilizando pastilhas de 1% em KBr, o qual foi previamente seco 
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em estufa Tecnal TE-394/2 a 150 
o
C e resfriado em dessecador até a temperatura ambiente. O 

adsorvente em forma de pó e o KBr foram macerados em amofariz de ágata, para completa 

homogeneização. Em seguida, o material foi prensado em uma prensa hidraúlica e analisado no 

FTIR. Para a determinação da distribuição do tamanho de partícula dos materiais foi utilizado um 

equipamento de análise por espalhamento de laser tipo Hydro 2000MU, modelo Mastersizer 

(Malvern Instruments) com faixa de medida de 0,020 a 2000 µm. A amostra de HDL obtida 

também foi caracterizada por difração de raios-X em um difratômetro Philips X’Pert X-ray 

Diffraction System com tubo de cobre CuK ( = 0,1542nm) operando com uma voltagem de 40 

kV e uma corrente de 40 mÅ (Departamento de Química da UMA). 

2.4. Métodos 

2.2.1 Efeito do pH e cinética de adsorção: Os ensaios de adsorção foram realizados em 

duplicata, em um sistema de agitação rotatório (TECNAL, modelo TE-165) a 18 rpm e 

temperatura de 22 
o
C. Foram adicionados 15 mg de HDL em tubos de acrílico juntamente com 3 

mL da solução de proteína (IgG ou HSA). A faixa de pH estudada foi de 4,0 à 8,0 e foram 

utilizados os tampões acetato e fosfato de sódio 25 mM. O sistema permaneceu sob agitação 

constante (18 rpm) durante o período de duas horas. Para a cinética de adsorção foram utilizadas 

duas concentrações (1,0 e 2,0 mg/mL) de IgG ou HSA e o tempo de análise variou-se de 5 à 180 

min. Em seguida, as amostras foram coletadas e centrifugadas em microcentrífuga (CT-15000R 

CIENTEC) por 10 min com rotação igual a 10000 rpm e a absorbância foi lida para cada amostra. 

Os valores foram convertidos para concentração a partir de uma curva de calibração previamente 

obtida. A quantidade de proteína adsorvida foi calculada por meio de um balanço de massa, 

sendo a equação 1 descrita a seguir: 

ads

EQ0SOL*

m

)C - (CV
q                                                          (1) 

em que q
*
 é a quantidade de proteína adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), CEQ é a 

concentração de proteína na fase líquida (mg/mL) em equilíbrio com q, CO é a concentração 

inicial de proteína na fase líquida (mg/mL), mads é a massa de HDL (g) e VSOL é o volume da 

solução (mL) para o contato com o HDL. 

2.2.2 Isotermas de adsorção: As concentrações de proteínas utilizadas nos experimentos 

variaram de 0,5 à 7,0 mg/mL. O modelo de Langmuir (Equação 2) foi utilizado para ajustar aos 

dados experimentais. As constantes da quantidade máxima de adsorção (qm) e da constante de 

dissociação (KD) são os parâmetros mais importantes a serem discutidos. 

eqD

eqm

CK

Cq
q




                (2) 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Características Químicas e Estruturais  

O processo de síntese por co-precipitação a pH variável proporcionou a obtenção de cristais 

e um particulado de HDL Zn/Al com um diâmetro médio de 30,7 µm, evidenciando uma alto 

propensão a material cristalino. O ponto de carga zero foi determinado pelo método do pH 

diferencial após adsorção de um eletrólito. Valores de pH superiores ao pHzpc a superfície está 

carregada negativamente e a adsorção de cátions é favorecida. Para valores de pH inferiores ao 

pHzpc a superfície se apresenta carregada positivamente e, nesse caso, a adsorção de ânions é 

favorecida como discutido por Al-Degs et al. (2000) e Al-Degs et al. (2008). Nesse trabalho o 

pHzpc do HDL foi no pH 6,0 (dados não apresentados). 

A Figura 1 apresenta os difratogramas de RX obtidos para o material antes e após o 

processo de adsorção das proteínas HSA e IgG. Os difratogramas do material puro exibem 

reflexões de material do tipo HDL com uma série de picos de intensidade característicos de 

material cristalino. Nos demais picos apresentados nos difratogramas após o processo de 

adsorção é possível observar um alargamento representativa nas intensidades devido a possível 

assimilação das biomoléculas. 

Para os espectros FTIR das amostras HDL Zn/Al e HDL Zn/Al-IgG apresentados na Figura 

2 pode-se observar uma banda intensa em cerca de 3451 cm
-1

 o que é atribuída ao grupamento  

OH
-
 que ocorre devido a vibração de alongamento de tais grupos moleculares e pela junção dos 

grupos hidroxilo e água carcterísticos de camadas da brucita. O ombro em torno de 3000 cm
-1

 é 

atribuído a ligações de hidrogênio entre água interlamelar e CO3
2-

. A sequência de vibração que 

se move entre 1480 cm
-1

 até uma diminuição do número de onda de até 1363 cm
-1

 refere-se ao 

alongamento do grupo molecular CO3
2-

, seguido pela absorção a 1318 e 955 cm
-1

 corresponde ao 

modo de deformação de Al-OH e Zn-OH, respectivamente. Duas bandas, cerca de 551 e 766 cm
-1

 

foram atribuídos ao modo de tradução de Al-OH. Estas bandas confirmam a formação da rede do 

HDL característico, enquanto que aqueles a 430 cm
-1

 foram devida ao modo de deformação OH-

Al-Zn-OH, seguido por outras vibrações de menor intensidade. Uma forte interação da molécula 

de IgG pode ter ocorrido, quando se observa uma alteração na transmitância do material a 1400 e 

900 cm
-1

 após o processo de purificação da biomolécula. Isso ocorre devido principalmente à 

presença de uma grande quantidade de ânions carbonato e moléculas de água no interior das 

lamelas que pode interagir por ligações de hidrogênio. 
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Figura 1 - Difratogramas para o HDL 

Zn/AL antes e após adssorção das 

biomoléculas HSA e IgG; Pontos vermelhos 

(HDL Zn/Al); Pontos verdes (HDL-IgG); 

Pontos azuis (HDL-HSA). 
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Figura 2 – Espectros de FTIR para HDL 

Zn/Al e HDL Zn/Al-IgG: Linha negra (HDL 

Zn/Al); Linha vermelha (HDL Zn/Al-IgG)  

3.2. Estudo do pH e da cinética de IgG e HSA 

O principal mecanismo de adsorção nos processos neste caso se deve às interações 

eletrostáticas entre os elétrons deslocados nos planos superficiais do HDL e os electrons livres 

das moléculas das proteínas, sendo principalmente responsáveis os grupos sulfonatados e 

carboxilícos presentes nas proteínas. Porém no caso das biomoléculas e em especial proteínas o 

pI deve-se ser levado em consideração, visto que a adsorção ocorre preferencialmente no pI ou 

em valores próximos ao pI. Neste caso o diferencial de cargas no meio pode promover interações 

hidrofóbicas e de hidrogênio. 

A Figura 3 apresenta valores de quantidade adsorvida de IgG e HSA em uma faixa de pH 

de 4 à 8 utilizando dois tampões, acetato (4,0-5,8) e fosfato de sódio (6,0-8,0). As proteínas 

padrão IgG e HSA possuem pontos isoelétricos (pI) distintos. HSA possui pI 4,9, enquanto que a 

IgG apresenta um pI variável entre 6,3 à 9,0 (Bresolin et al., 2010). O ponto isoelétrico de uma 

proteína representa o pH a qual há um balanceamento igual das cargas da proteína. Pelo gráfico 

da Figura 3 verificou-se que a adsorção de HSA teve maior adsorção no pH 4,8, com quantidade 

adsortiva de 85,68 mg/g. Para a proteína IgG verificou-se que o pH 7,0 apresentou o maior valor 

de quantidade adsorvida de IgG, em torno de 82,99 mg g.  Normalmente o pH de maior adsorção 

ocorre no pI das proteínas ou próximo ao pI fato esse observado neste trabalho. Para os ensaios 

posteriores escolheu-se trabalhar no pH 7,0 para priorizar a adsorção da IgG em relação a HSA. 

As curvas de cinética de adsorção são necessárias para interpretar como ocorre a adsorção 

com o tempo e definir o tempo de equilíbrio. Foram utilizadas duas concentrações (1,0 e 2,0 

mg/mL de) distintas de IgG ou HSA para acompanhar a cinética com cada uma das proteínas 

(IgG e HSA) no tampão fosfato de sódio 25 mM (pH 7,0). Pela cinética de adsorção (Figura 4) 
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constatou-se que HSA possui perfis similares nas duas concentrações com baixa adsorção por 

essa proteína. Observou-se que para as curvas de IgG ocorreu um declínio maior indicando que a 

IgG foi adsorvida em maior quantidade nas mesmas condições da HSA. O tempo de equilíbrio foi 

de aproximadamente 2,0 h de contato. 

 

 

Figura 3 – Efeito da variação do pH de 

4,0 à 8,0 nos tampões acetato e fosfato de 

sódio na adsorção de IgG (cinza) e HSA 

(preta) em HDL Zn/Al.  
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Figura 4 – Cinética da adsorção de IgG 

(1,0 mg/mL (○) e 2,0 mg/mL (□)) e HSA 

(1,0 mg/mL (♦) e 2,0 mg/mL (▲)) em HDL 

Zn/Al.

3.3. Isotermas de adsorção de IgG e HSA 

De acordo com a Figura 5 verificou-se que para a IgG em baixas concentrações a adsorção 

atingiu altos valores de quantidade adsorvida e pouco se alterou com o aumento da concentração 

de IgG. O comportamento para a isoterma de HSA foi diferente, tendo um aumento significativo 

de adsorção de HSA em concentrações elevadas se aproximando a isoterma de IgG. O modelo de 

Langmuir é muito utilizado nesses sistemas de adsorção para encontrar os parâmetros de ajuste e 

para esse trabalho foi bem ajustado por esse modelo. Os parâmetros de ajuste estão apresentados 

na Tabela 1. As quantidades máximas adsorvidas foram próximas para ambas as proteínas, no 

valor de 109,0 e 101,1 mg/g, respectivamente para IgG e HSA. Outro parâmetro relevante foi o 

KD onde avalia quão forte é a ligação entre a proteína e o adsorvente e quanto menor o valor 

desta constante maior a interação entre proteína-adsorvente. Os valores de KD foram 1,1 x 10
-6

 e 

3,74 x 10
-5

 M, respectivamente na adsorção de IgG e HSA. O KD para IgG foi inferior ao da HSA 

indicando que o HDL foi mais seletivo para IgG, pois a ligação HDL-IgG foi mais forte quando 

comparado a ligação entre HDL-HSA. 
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Figura 5 - Isoterma de adsorção com as 

proteínas IgG (▲) e HSA (○) em HDL 

Zn/Al.  

 

Tabela 1 - Parâmetros de ajuste do 

modelo de Langmuir 

Parâmetros IgG HSA 

qmax (mg/g) 109.0 101.1 

KD (x10
6
) 1.1 37.4 

Chi
2
 156.8 34.32 

R
2
 0.92 0.96 

4. CONCLUSÃO 

A partir das análises para caracterizações químicas e texturais confirmou-se que o material 

apresentou características de um HDL típico. Conclui-se também nesse trabalho que as proteínas 

do soro humano IgG e HSA foram adsorvidas no HDL Zn/AL com elevada quantidade adsortiva. 

A adsorção dessas proteínas foram influenciadas pela variação do pH e pelo pI característica da 

proteína. O modelo de Langmuir se ajustou aos dados experimentais proporcionando valores de 

quantidades máximas adsorvidas para essas proteínas na ordem de 100 mg/g para HSA e IgG. 
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