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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo sintetizar nanoestruturas de HDL e
avaliar a adsor¢do da proteina BSA. O HDL foi sintetizado através do método de
co-precipitacdio a pH varidvel. Logo depois o material foi analisado e
caracterizado. Foram feitos estudos em batelada, utilizando tanques agitados para
avaliar o efeito do pH, da cinética e as isotermas de adsor¢@o. De acordo com os
resultados, a adsor¢do de BSA ocorreu preferencialmente no pH 4,8 em HDL
Mg/Al e em pH 6,7 em HDL Zn/Al. Os modelos de Langmuir e Langmuir —
Frendlich se ajustaram bem aos dados experimentais, obtendo parametros de
equilibrio. As quantidades maximas adsorvidas foram em torno de 180 mg/mL em
HDL Zn/Ale 139 mg/mL em HDL Mg/Al.

1. INTRODUCAO

Um campo de pesquisa que vem apresentando um aumento consideravel nos ultimos
anos ¢ o de desenvolvimento de materiais hibridos, devido principalmente ao fato de
combinar o conhecimento ja tradicional com novas abordagens e tecnologias modernas (Silva,
et al., 2015). Os Hidréxidos duplos lamelares (HDL), por conter um grande potencial de
aplicacdo em processos de separacdo (Zhang et al., 2013), catalise (Wang et al., 2012),
ciéncias biomédicas (Cao et al, 2011), dentre outras aplicagdes, tém sido foco de muitos
estudos nas ultimas décadas, por conta da ampla versatilidade de modificagdo e capacidade de
variagdo de cations, os HDLs podem gerar compostos com novas propriedades térmicas,
texturais e estruturais, os tornando ainda mais promissores.

Em razdo da grande aplicabilidade desse material, bem como a escassez de publica¢des
sobre o uso do HDL para adsor¢dao de proteinas, esse trabalho tem por objetivo sintetizar e
caracterizar nanoestruturas de HDL Zn/Al e Mg/Al, além de realizar estudos do pH, cinética e
isoterma de adsor¢ao com a proteina BSA.

2. MATERIAIS E METODOS

Albumina do Soro Bovino (BSA) foi obtida da Sigma-Aldrich (EUA). Os demais
reagentes utilizados foram todos de grau analitico e para a preparacao de todas as solugdes
utilizou-se agua destilada.

A preparacao dos HDLs foi feita através do método de co-precipitacao (Aguiar et al.,
2013) a pH variavel, seguido por tratamento hidrotérmico a 80°C.
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Para a sintese de HDL Mg/Al, foram misturadas as solu¢des de magnésio [0,0996 mol
de (Mg(NO3),. 6H,0)] e de aluminio [0,0332 mol de (AI(NO;);. 9H,0] em 100 ml de agua
destilada mantendo a razao molar dos cations de 3:1. Em seguida, essa solucao foi adicionada
gota a gota a uma solucdo do anion [0,249 mol de (NaHCOs3)] a ser intercalado e mantida a
60 °C sob agitacdo vigorosa. Para a sintese de HDL Zn/Al, foram misturadas as solugdes de
zinco [0,0614 mol de zncl,] e de aluminio [0,0307 mol de (AI(NOs);. 9H,0)] em 100 ml de
agua estilada mantendo a razdo molar dos cations de 2:1. Em seguida, essa solu¢dao foi
adicionada gota a gota a uma solugdo do anion [0,153 mol de (NaHCOs3)] a ser intercalado e
mantida a 60 °C sob agitacao vigorosa.

Para se obter as nanoestruturas de Hidroxido Duplo Lamelar, foi utilizado o método
convencional e modificado de co-precipitagdo segundo (Wang et al., 2013).

Pelo ponto de carga zero do ([ZnAl,(OH),]COs3. 4H,0) ser no pH 6.0, foi utilizado um
pH mais elevado intencionalmente (de 12), a fim de tornar a superficie das nanoestruturas de
HDL carregadas negativamente. O pH da solugdo de precipitagao foi mantida constante a 12
pela adicdo de NaOH solug¢do (3,4 M) gota a gota mantendo as condigdes basicas para
aumento da taxa de formac¢ao do HDL e o desenvolvimento de todas as direcdes das
nanoestruturas esférica, devido a forca de repulsdo entre as particulas carregadas
positivamente do HDL primario ¢ os anions Al(OH)*-, CO;%, OH-, fazendo com que o
crescimento fosse inibido, o que conduziu a formacao de particulas em escala nanométrica.
Todos os outros parametros de sintese foram mantidos inalterados conforme o método de
obtencao do precursor.

2.1. Caracterizaciao Estrutural

Medi¢des de adsor¢ao-dessor¢dao de N (99,999%) a 77 K foram realizadas utilizando
um equipamento de volumetria (Autosorb-1MP, Quantachrome Instruments). As amostras
foram previamente desgaseificadas a uma temperatura de 150 °C durante 12 h e 0,5 Pa. A
area de superficie especifica (Sggr) das amostras foi estimada a partir do método de Brunauer
Emmet e Teller-BET (Gregg, 1982), usando os dados de adsor¢do na gama de pressdes
relativa de 0,05-0,12, 0,05-0,18 e 0,05-0,23 para as amostras de HDL Zn/Al e Mg/Al,
respectivamente. O volume total de poros (Vrp) foi obtido pela regra de Gurvich a uma
pressao relativa de 0.985. O método a-plot (Gregg, 1982) foi usado para calcular volumes de
microporos (Vp). O volume de mesoporos (Vyp) foi obtido a partir da diferenga entre Vrp € a
soma de Vp € Vyp. O método VBS para determinagdo da distribui¢do do tamanho de poro foi
proposto por (Villarroel-Rocha et al., 2014) para amostras com geometrias de poros
cilindricos e esféricos. Este método, baseado no algoritmo de BJH, considera mecanismos
adequados de condensacdo capilar e evaporacdo (para poros cilindricos e esféricos) nos
mesoporos, por meio da equagdao de Kelvin. O método VBS modifica essa equagdao com a
adi¢ao de um termo de correcdo (f.) para se obter o raio do poro.

2.2. Estudos de Adsorcao

2.4.1. Efeito do pH e cinética de adsor¢do: Os ensaios de adsor¢do foram realizados em
sistema de batelada em um sistema de agitacdo orbital (TECNAL, modelo TE-165) a 16 rpm
e temperatura de 22°C, todos realizados em duplicata. Para verificar a influéncia do pH, 20
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mg de adsorvente foi posto em contato com 3 mL de solugdo de BSA (1,0 mg/mL) nos
seguintes tampoes: pH de 4,0 — 4,8 tampao acetato, 6,0 — 6,7 tampao MES, 7,8 — 10,0 tampao
TRIS e 10,7 tampao bicarbonato de sodio, todos na concentracdo de S0mM. O sistema ficou
em agitacdo constante durante um periodo de 2 horas. Para os ensaios de cinética de adsorc¢ao,
utilizou-se a concentragdo de 1,0 mg/mL de BSA em pH ja fixo, e foi variado o tempo de
contato de 1 a 360 minutos. Apds este periodo, todas as amostras foram recolhidas e
centrifugadas em microcentrifuga ( CT-15000R CIENTEC) durante 10 min com rotacdo de
10000 rpm, e as absorbancias das amostras foram medidas a 280 nm (Espectrofotometro de
UV-Vis Biomate 3, Thermo Scientific, EUA).

A quantidade de proteina adsorvida (mg/g) foi calculada através de um balanco de
massa, descrito pela equacao a seguir:

g= VSOL (Co 'CEQ)

m ads

(1

onde Cgq € a concentracdo de proteina na fase liquida (mg/mL) em equilibrio, Co € a
concentragdo inicial de proteina na fase liquida (mg/mL), m,4 é a massa de HDL (g) e Vsor €
o volume da solu¢do (mL) para o contato com o HDL.

2.4.2. Isotermas de adsor¢do: A faixa de concentragdes da proteina variou de 0,5 a 6,0
mg/mL. Foram utilizados os modelos de Langmuir e Langmuir-Freudlich, descritos pelas
equacdes abaixo (2) e (3), respectivamente. Para modelagem dos dados experimentais, foi
utilizado o software Origin, Microcal, EUA.

q.,C,
q= a (2)
K, + Ceq
_ qm(KLFCeq)n (3)

q= "
1+ (KCy)

Em que g, (mg/mL) é a capacidade de adsor¢do maxima, K (mL/mg) ¢ definida como a
constante de Langmuir, C,, representa a concentragdo de proteina na solu¢do em equilibrio,
K;r e n sdo as constantes de adsorcao de Langmuir-Freundlich, onde sdo indicadores de
intensidade e da capacidade de adsor¢ao de ligacdo, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Caracterizaciao Estrutural

A Figura 1 ilustra as isotermas experimentais de adsor¢ao-dessor¢do de N, a 77 K para
os materiais em estudo. Os dois tipos de materiais, HDL Mg/Al e Zn/Al apresentam isotermas
Tipo IV de acordo com a classificagdo da [TUPAC (Rouquerol et al., 1999), que sao tipicos de
materiais mesoporos. As isotermas dos materiais mostram um ponto de inflexdo hibrido de
histerese dos tipos H1 e H3 (Rouquerol et al., 1999). No entanto, a histerese da amostra do
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HDL Zn/Al evidencia com maior clareza tipo histerese H3 caracteristica de isotermas
reversiveis a pressoes de até de 0,45 P/PO.

Figura 1 — Isotermas experimentais de adsorcao.
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A Tabela 1 resume as caracteristicas texturais dos materiais a base de Mg e Zn,
respectivamente.

Tabela 1 - Caraterizacdes texturais dos materiais.

Amostra Sgerm?/g V., p/cm’/g Vrp/cm?/g Vup/cm?/g D,(nm)
HDL Zn/Al 100 0 0,17 0,17 6,8
HDL Mg/Al 230 0 0,56 0,56 9,7

As amostras mostraram uma predominancia de mesoporosos obtidos pelo método VBS
para todas as amostras em estudo com incidéncia de mesoporos cilindricos e esféricos,
caracteristicos de materiais na base de silica (Villarroel-Rocha et al., 2014).

3.2. Estudos de Adsorcao

As curvas cinética e as isotermas de adsor¢do de BSA nos HDL Mg/Al e Zn/Al
nanoestruturado estdo representadas na Figura 2(a) e 2(b), respectivamente.

Os perfis cinéticos dos materiais (Figura 2(a)) mostram que ambos possuem um
declinio rapido, porém, o Mg/Al atingiu o tempo de equilibrio mais rapidamente, por volta de
180 min. J4 para o Zn/Al, o tempo de equilibrio foi atingido por volta dos 300 min, e
adsorvendo uma maior quantidade de BSA.

Observa-se que as quantidades adsorvidas aumentam a medida que se aumenta a
concentragdo da proteina, atingindo o equilibrio rapidamente, préximo a concentragao de 2,0
mg/mL, em ambos os materiais. Percebe-se que a quantidade maxima adsorvida por Zn/Al foi
em torno de 180 mg/mL e em Mg/Al foi cerca de 139 mg/mL. Isso pode ser explicado pelo
fato da sintese do HDL Mg/Al, onde a propor¢ao dos cations ¢ de 3:1, diferente do Zn/Al que
¢ de 2:1. Por conter razdo molar de 3:1, o HDL Mg/Al libera ions hidroxidos no meio,
deixando a solucao mais basica, e dificultando a adsor¢do. Portanto, as nanoestruturas de
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HDL Zn/Al foram mais efetivas que as de Mg/Al. Os modelos de Langmuir e Langmuir-
Frendlich se ajustaram bem aos dados de isoterma, proporcionando os parametros mostrados
na Tabela 2.

Figura 2. Cinética (a) e isotermas (b) de adsor¢cdo de BSA em HDL Zn/Al e Mg/Al. Modelos
de Langmuir (—) e Langmuir-Freundlich (—) para ajuste de dados.
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Tabela 2. Parametros de ajuste do modelo de Langmuir e Langmuir-Freundlich.

HDL (Mg/Al) HDL (Zn/Al)
Parametros L L.F L L.F
Gmax (ME/g) 139.63 135.65 180.08 227.32
K(mol/L) 23.92 0.0036 7.00 0.54
Y2 51.23 35.22 178.65 80.20
R2 0.98 0.99 0.96 0.99
b - 1.87 - 0.51

Deve-se considerar ainda, que os mecanismos de adsor¢do de superficie devem-se as
interagdes eletrostaticas entre elétrons deslocados em planos superficiais do HDL e elétrons
livres das moléculas das proteinas. No caso das proteinas, deve-se levar em consideragdo o
ponto isoelétrico (pl), onde hd um balanceamento igual das cargas da proteina, promovendo
uma maior adsorcdo. Para tanto, a investigacdo da adsorcao das nanoestruturas de HDL em
diferentes condi¢des de pH foi feita em diferentes solugdes tampdo, variando os valores de
pH. Os resultados obtidos variaram de um material para o outro. Para nanoestruturas de HDL
Mg/Al, o melhor valor de pH obtido foi 4,8, justo no pl da proteina. J4 para nanoestruturas de
HDL Zn/Al, o melhor valor de pH obtido foi 6,7, acima do pl da BSA. A forga eletrostatica
aumenta a quantidade de proteina na superficie de HDL, provavelmente devido a uma
interacdo mais forte entre a carga negativa da BSA e a carga positiva de HDL. Portanto, Zn ¢
mais eletropositivo que o Mg e, dessa forma, mais reativo.
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4. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, percebeu-se que as quantidades adsorvidas da proteina
do soro bovino BSA se mostrou mais elevada em nanoestruturas de HDL Zn/Al. Os modelos
de Langmuir e Langmuir-Frendlich se ajustaram bem aos dados proporcionando quantidade
maxima adsorvida em torno de 180 mg/mL para nanoestruturas de HDL Zn/Al e 139 mg/mL
para Mg/Al. Isso pode ser explicado através da sintese dos dois materiais, que ocorre em
razOes molares diferentes. Portanto, as nanoestruturas de HDL Zn/Al se mostraram mais
efetivas na adsor¢do de BSA. Mais estudos devem ser feitos, a fim de comprovar a eficacia do
material.
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