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ADSORPTION OF ALPHA-LACTALBUMIN FROM MILK WHEY ON HYDROXYAPATITE: EFFECT OF pH AND
TEMPERATURE AND THERMODYNAMIC ANALYSIS. The nutritional and functional benefits offered by whey protein
o-lactalbumin justify the great interest in its manufacture in large quantities at a high purity level. Hydroxyapatite is a calcium
phosphate material able to adsorb proteins and can be synthesized at low production cost. Therefore, this work evaluated the
adsorption of c-lactalbumin on hydroxyapatite using solid-liquid phase equilibrium data reported as adsorption isotherms. Van’t
Hoff’s thermodynamics analysis showed that the adsorption process is entropically driven.
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INTRODUCAO

O soro de leite € o co-produto mais abundante da industria de
laticinios. E rico em proteinas que apresentam diferentes propriedades
de interesse académico e industrial, quer em termos de funcionalidade
tecnoldgica ou de funcionalidade bioldgico. De fato, uma das protei-
nas presentes no soro, a o-lactalbumina (c-1a), pode ser manipulada
tanto como um aditivo alimentar quanto como um nutracéutico.

A o-la é um polipeptidio de cadeia simples, com 123 residuos
de aminodcidos, dos quais 67 sdo aminodcidos essenciais. Apresenta
uma sequéncia de aminodcidos homdloga a da lisozima. A o-la é
estabilizada por quatro ligagdes de dissulfeto. Nao possui um grupo
tiol livre (que poderia servir como o ponto de partida para uma reagao
de agregacdo covalente) e assim ndo forma gel apds a desnaturacgio e
acidificagd@o. Exibe a capacidade de ligar {fons cdlcio e outros metais
como o zinco. A molécula nativa apresenta os dominios o.-helicoidal
e o de folhas B.'?

De acordo com Eigel et al.,’ a o-la existe em duas formas gené-
ticas (A e B) que diferem pelo residuo na décima posi¢do, onde na
variante A tem-se a glutamina (Gln) que € substituida por arginina
(Arg) na variante B. E, segundo Fox,* existe uma forma adicional
(C). A o-la € uma proteina globular pequena de massa molar 14.178
Da. O ponto isoelétrico se situa entre 4,2 e 4,5. A o-la representa
cerca de 20% das proteinas totais do soro e aproximadamente 3,5%
das proteinas totais do leite.

Devido ao seu contetido em aminodcidos essenciais, as industrias
de alimentos, de suplementos alimentares e de nutricdo esportiva
buscam incorpora-la em produtos com funcionalidades diferen-
ciadas. O uso da o-la como um aditivo alimenticio deve-se a sua
habilidade para conferir ou alterar propriedades técnico-funcionais
em alimentos, relativas a solubilidade e a capacidade para formar
emulsdes e espumas. J4 na drea bioldgica o emprego da o-la estd
relacionado ao desenvolvimento de formulagdes tanto para a nutri¢ao
clinica, em funcido do seu elevado teor em triptofano, quanto para
a prevencdo de enfermidades devido a presenca de peptideos bioa-
tivos em sua estrutura. A literatura indica que os peptideos da o-la
podem exibir atividades bactericida, antitumoral e antihipertensiva.*>’

*e-mail: rita.sousa@ufv.br

Adicionalmente, a oi-la bovina tem uma elevada similaridade com a
o-la humana’® o que faz dela um componente chave para o preparo de
formulagdes para recém-nascidos no periodo neonatal, prematuros
e para a terapia nutricional em infantes. Eugene e Berliner’ indicam
que a o-la humana, em condi¢des especificas de pH e na presenca
de 4cido oleico, polimeriza-se e adquire a propriedade de apoptose
(capaz de destruir células cancerigenas de vdrias linhagens e células
jovens ndo diferenciadas), ndo tendo nenhuma acgio sobre células
adultas normais. No entanto, para a produ¢@o em larga escala da a-la
¢é necessario buscar técnicas de baixo custo para separar e purificar
as fragdes do soro ricas em 0.-la e disponibilizar os respectivos dados
cientificos.®

Dentro deste contexto, enfatiza-se o emprego das operacdes de
adsor¢do em diversos processos industriais, incluindo o fracionamento
de misturas complexas de proteinas. Para as solugdes diluidas de
proteinas, como € o caso do soro bovino, grandes volumes de liquido
que devem ser processados para recuperar uma massa fixa de proteina.
Operagdes de adsorcdo seletiva sdo mais afetadas pela quantidade e
concentracio da proteina adsorvida do que pelo volume do liquido
processado porque a capacidade do adsorvente é mais afetada pela
massa adsorvida do que pelo volume processado. Adsorcao seletiva
ou processos seletivos incluem a cromatografia por troca idnica, a
cromatografia de afinidade e uma classe mais geral referida apenas
como cromatografia de adsor¢do, pois o0 mecanismo de adsor¢@o nao
é ainda totalmente compreendido.” Exemplos desta dltima classe
incluem o uso de hidroxiapatita, cuja adsor¢@o deve-se as interacdes
hidrofilicas. Portanto, pode-se considerar que o fosfato de célcio na
forma da hidroxiapatita (Cas(PO,);OH) ¢ um material que apresenta
as caracteristicas fisicas de um adsorvente.'’ A hidroxiapatita € um
constituinte mineral utilizado na drea de biomedicina para a reparacio
de ossos e na confeccdo de implantes dentdrios devido a sua exce-
lente biocompatibilidade, biodegradacio lenta, osteocondutividade
e propriedades mecénicas.!" Em adi¢do, devido a sua afinidade por
proteinas, a hidroxiapatita vem sendo empregada como adsorvente
seletivo para a separagdo e a purificacdo destas biomoléculas.

Portanto, em face da necessidade de dados experimentais para
analisar a viabilidade da utilizagdo da hidroxiapatita para a remocao
de o-la do soro de leite, neste trabalho foram obtidas informagdes
sobre o comportamento adsortivo do referido sistema, por meio de
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dados de equilibrio sélido-liquido reportados na forma de isotermas
de adsorg¢do e da avaliagdo dos pardmetros termodinamicos da ope-
racdo unitdria adsorcdo.

Modelagem das isotermas de adsorcao

A distribui¢do do soluto entre a fase fluida e a fase adsorvida
envolve um equilibrio de fases, que € governado pelos principios da
termodinamica. Dados de equilibrio sdo geralmente reportados na
forma de isotermas,'? que sdo diagramas mostrando a variagdo da
concentragao de equilibrio no sélido adsorvente com a concentracio
da fase fluida, em uma temperatura especifica. A determinagdo ex-
perimental das isotermas € o primeiro passo no estudo de um novo
sistema soluto/adsorvente. A informagdo daf retirada ¢ importante
na estimag¢do da quantidade total de adsorvente necessdria para um
certo processo e consequentemente no dimensionamento dos equi-
pamentos a serem utilizados em tal processo adsortivo.'® Os estudos
de equilibrio fornecem informacdes fundamentais para determinar
a quantidade maxima de soluto adsorvido por massa de adsorvente
como também a afinidade do soluto pelo adsorvente.'*

O modelo da isoterma de Langmuir (Equagao 1) tem sido ampla-
mente utilizado para descrever as isotermas de adsor¢ao de proteinas
em trocadores i6nicos.”!>1¢

_4m €
== ey

ky+c
em que g € a concentracdo de proteina adsorvida na fase sélida (mg
g"), k, é a constante de dissocia¢do (kg mL") e ¢, € a capacidade
maxima de adsor¢do (mg g') e ¢ (mg mL™") é a concentragéo de
proteina na fase liquida apds o equilibrio ser alcangado.

O modelo de isoterma de Langmuir apresenta algumas simplifi-
cacdes, tais como: a superficie do s6lido contém um nimero definido
de sitios para a adsorcdo; cada sitio pode adsorver somente uma
molécula; todos os sitios s@o energeticamente equivalentes; as mo-
1éculas adsorvidas ndo interferem na adsor¢@o de sitios vizinhos; no
equilibrio, a taxa de adsorcao € igual a taxa de dessor¢@o; a superficie
é completamente uniforme do ponto de vista energético; a adsor¢ao
maxima corresponde a saturagdo da monocamada de moléculas
de adsorvato na superficie do adsorvente. No entanto, apesar das
simplificagdes, 0 modelo de Langmuir € utilizado com sucesso para
descrever a adsor¢do de diversas proteinas em varios adsorventes,
devido a sua simplicidade.'*!”

Termodinamica do processo adsortivo

Uma avaliacdo de parametros termodinamicos, tais como varia-
¢do da entalpia padrao de adsorg¢do, da entropia padrdo de adsorcao
e da energia livre de Gibbs padrio de adsorcéo, pode ser conduzida
empregando uma relagdo entre a temperatura e o fator de capacidade,
k’, por meio do modelo conhecido como equacao de Van’t Hoff.'8

AHg, | ASy
RT R

Ink' = +¢ )

sendo k’ o fator de capacidade, AH’ ; e AS®,, , respectivamente, as
mudangas de entalpia e entropia padrio de adsor¢do, R a constante
universal dos gases, T a temperatura e ¢ uma constante do sistema
que depende da razdo entre as fases e € constante com a temperatura. '
Os valores de k’ sdo calculados da seguinte relagao:
(e G @ 3
ky
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na qual q,, e k, sdo parametros do modelo de Langmuir.

A curva de Ink’ versus 1/T fornece, entdo, uma relagdo linear
da qual a inclinacdo pode ser usada para determinar o valor de
AH’ .. Apesar de simples, entretanto, este método tem uso restrito,
pois os valores encontrados sdo uma média dos valores reais, nas
temperaturas de estudo, o que gera pequeno nimero de informagdes
sobre AH" ; em temperaturas especificas.'® No entanto, Boysen et
al® mostraram que quando a entalpia e entropia sdo dependentes
da temperatura, a curva de Ink’ versus 1/T fornece uma relagdo néio
linear que pode ser aproximada por um polindmio de segundo grau
de acordo com a expressao:

b ¢
Ink'=a+—+—+1n 4
T 72 ¢ “4)

onde a, b e ¢ sdo pardmetros empiricos.
Assim, derivando a Equacio 2 em relacdo a 1/T, obtém-se:

' 0
dlnk __AHy, )
A(1/T) R

e, derivando-se a Equagdo 4, em relagdo a 1/T, tem-se:

olnk' ) _ o8 ©)
o(1/T) T
Dessa forma, pode-se igualar as expressdes (5) e (6) para fornecer
a Equacdo 7:

AHY,

:b+2-£=>AH2d:—R(b+2-£j 7
R T T

E assim, a partir da Equac@o 7 pode-se determinar a entalpia
padrio de adsorcdo, em fun¢do da temperatura.

Segundo Levine*' a variacdo da energia livre de Gibbs padrao
(AG®) pode ser determinada pela Equacéo 8:

AG’ =—R-T-InK (8)

em que K € a constante de equilibrio de uma reacdo. Para o pro-
cesso de adsorg¢do, segundo Boysen et al.,® K pode ser substituido
por k’/¢, para se obter AG®,; por meio da Equagéo 7.

E entdo, a entropia padrao de adsor¢do, AS° ,, pode ser calculada
pela relagio de Gibbs-Helmbholtz:

AGY; = AH?, —T-AS, ©9)
MATERIAL E METODOS

A hidroxiapatita, tipo I, foi adquirida da Sigma Aldrich. A
a-lactalbumina foi gentilmente cedida pela DAVISCO Food
Ingredients International (Eden Praire, USA).

Experimentos de adsorcao em tanque agitado

Os experimentos de adsor¢do de o-la em hidroxiapatita em tan-
ques agitados foram conduzidos em diferentes valores de temperatura
(5, 15,25 e 35°C) e de pH (4,0; 6,0 e 8,0). Os tampdes utilizados
foram: i) fosfato de sédio monobdsico + fosfato de sddio dibésico,
em proporcdes adequadas, para ajustes dos pHs 6,0 e 8,0; e, ii) dcido
citrico + fosfato de sédio dibasico para ajuste do pH 4,0. Cada batelada
foi conduzida, como descrito por Sousa,”> em um tubo eppendorf
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de 2 mL contendo 50 mg de hidroxiapatita. A todos os tubos foram
adicionados 500 pL de solucdo tampao do pH de trabalho. Deixou-se
0s mesmos sob agitagdo por 12 h, para que fosse garantido o alcance
do equilibrio da resina com o tampdo. O ensaio da cinética de ad-
sor¢@o em batelada foi realizado previamente, de maneira andloga a
determinacio das isotermas diferindo apenas na concentracio inicial
da amostra (10 mg L) e no tempo de coleta, que variou de 1 min a
12 h. O ensaio revelou que o equilibrio dinamico foi alcangado em
120 min. No entanto, visando uma comparagdo com os dados da
literatura para o comportamento adsortivo de proteinas do soro de
leite em resinas comerciais adotou-se o intervalo de 12 h como forma
de garantir tempo suficiente para o sistema atingir o equilibrio.?*»

Ap6s este tempo, foram adicionados aos tubos diversos volumes
de solugdo proteica, preparadas na solugdo tampao de trabalho, de
modo que cada tubo tivesse uma concentragdo inicial de proteina
diferente, resultando em um gradiente de concentrac¢@o de proteina
ao longo dos tubos, totalizando um volume final de 1800 uL. Entéo,
os tubos contendo hidroxiapatita e solu¢ao proteica foram deixados
sob leve agitagdo durante aproximadamente 12 h.

Ap6s este periodo, a fase sélida foi separada da fase fluida por
centrifugac¢do a 7000 g por 15 minutos. Uma aliquota do sobrena-
dante (contendo a proteina ndo adsorvida) foi retirada de cada um
dos tubos para a quantificacio da proteina na fase fluida utilizando
o método espectrofotométrico da leitura direta de absorbancia, a
280 nm (espectrofotometro Hitachi U-2000, American Laboratory
Trading, USA). A concentragio de proteina adsorvida por massa de
adsorvente (g) foi calculada utilizando a Equacéo 10:

(cg—)V

g=-"— (10)
m

sendo ¢, a concentragdo inicial de proteina (mg mL™); ¢ a concentra-
¢o de proteina na fase fluida (mg mL'); V o volume da solucdo (L) e
m a massa de adsorvente (g). O modelo matemadtico de Langmuir foi
ajustado a partir dos dados de equilibrio obtidos experimentalmente
(SigmaPlot 11, SystatSoftware Inc., 2008).

Analise termodinamica

Partindo dos dados de equilibrio de adsor¢ao, obtidos pelo modelo
de Langmuir, o método nio linear de Van’t Hoff foi utilizado para
descrever o comportamento adsortivo da o-la em hidroxiapatita.
Dessa forma, os pardmetros termodindmicos AH" ;, AS® ; e AG°,,,
foram determinados'® empregando as Equagdes 7 a 9.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isotermas de adsor¢ao da o-la em HA

Na Figura 1 estdo representadas as isotermas de adsor¢do de at-la
nos pH 4,0 (a), 6,0 (b) e 8,0 (c).

E na Tabela 1 tem-se os dados de equilibrio de adsorcdo de o-la
em hidroxiapatita nas condicdes de temperatura analisadas: 5, 15, 25
e 35 °C. O modelo de Langmuir, cujos parametros sdo mostrados na
Tabela 1, foi ajustado aos dados experimentais. Os coeficientes de
determinacdo foram maiores que 0,90 em todos os casos.

A dependéncia dos pardmetros q,, € k; em funcdo do pH e da
temperatura foi determinada por andlise de regressdo (Equacdo 11
e Equacdo 12, respectivamente). Os resultados mostraram um bom
ajuste e todos os pardmetros da equagdo foram significativos ao
nivel de 5% de probabilidade. As superficies de resposta para os
parametros q,, e k,, do modelo de Langmuir, podem ser observadas
nas Figuras 2 e 3.

Quim. Nova

q,,=—0644,162 + 238,831pH + 17,288TP — 19,692pH* — 0,406TP* (11)
k,=-19,717 + 10,660pH + 1,698TP — 0,974pH* — 0,045TP> (12)
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Figura 1. Isotermas de adsorc¢do de o-la em HA: a) pH 4,0, b) pH 6,0 ¢) pH 8,0
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Tabela 1. Parametros do modelo de Langmuir para adsorcdo o-la em HA
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T=5°C T=15°C T=25°C T=35°C
pH
o k, 4o k, o K A k,
4,0 89,794 10,189 127,878 21,231 198,154 27,318 95,68 10,77
6,0 161,474 20,590 209,675 21,276 290,049 23,055 187,574 12,463
8,0 110,329 14,214 96,342 13,316 279,961 21,471 67,251 4,497

De acordo com as Figuras 2 e 3 € possivel observar que ocorre
uma maior adsorc¢do da o-la em HA em torno do pH 6,0 e a 25 °C.

Varios parametros experimentais podem alterar o comportamento
de adsor¢do das proteinas em trocadores idnicos. Dentre eles, tem-
-se o tipo de tampao utilizado, a natureza dos co- e contra-fons em
solugdo, a temperatura, o pH, a for¢a idnica e a vazio do eluente.'

Fontan,'® estudando o equilibrio de adsor¢do de o-la em um
trocador i6nico, Streamline® Q XL, encontrou valores de q,, que
variaram de 426 a 355 mg g para a faixa de temperatura de 10 a
40 °C. Segundo o autor, o processo de adsor¢@o de o.-la nesta resina
trocadora de anions € exotérmico.

Figura 2. Variagdo de q,, em fung¢do do pH e da temperatura

k, (mg mL™")

25
20 15 5 4,0
T(°C) 5

Figura 3. Variagado de k, em fungdo do pH e da temperatura

Conrado et al.” estudaram a adsor¢do de o-la em coluna de leito
expandido com a resina Streamline Phenyl a temperatura ambiente e
obtiveram um valor de q,, de 19,28 mg g'. Tercinier et al.*® relataram
um valor de q,, de aproximadamente 81 mg g a 25 °C para adsor¢ao
de isolado proteico de soro (WPI) em hidroxiapatita.

De acordo com Tercinier et al.*® a adsor¢do de proteinas do leite
em particulas de hidroxiapatita ndo tem sido relatada em literatura.
Existem alguns estudos sobre as interacdes entre proteinas do leite e
HA para biomateriais, como 0ssos ou compostos para odontologia.”’
Ritzoulis et al®® usaram a propriedade de ligagio de caseinas em
hidroxiapatita para fazer um material compdsito poroso de ceramica-
-proteina a partir de caseinato de sédio e hidroxiapatita. Devold et
al.,” estudando a adsorcao in vitro de protefnas do leite no esmalte dos
dentes, demonstraram que, em pH neutro, caseinas foram ligadas pre-
ferencialmente ao esmalte do dente, formando peliculas de proteinas.

Analise termodinamica

Os parametros termodindmicos AH’, ;, AG® ; e AS® ; foram deter-
minados em fun¢@o da temperatura para a operagao de adsor¢do de
o-la em hidroxiapatita por meio da andlise ndo linear de van’t Hoff. O
pH 6,0 foi o escolhido para a andlise termodindmica pois os maiores
valores de q,, foram observados neste pH. O ajuste polinomial de se-
gunda ordem dos dados de Ink’ versus 1/T estd mostrado na Figura 4.

28
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Figura 4. Grdfico de Van't Hoff - Ink’ versus 1/T

A equacdo do polindmio de segundo grau ajustada aos dados
experimentais mostrados na Figura 4 ¢:

303,9118 320208,1967

2 13)

Ink'=5,1020 +

Desta forma, os valores de AH®, ;, AG’ , e AS° , foram calculados
usando as Equacdes 7 a 9. As Figuras 5 a 7 mostram o comporta-
mento de cada um desses parametros termodinamicos em fungéo da
temperatura, sendo que seus valores em cada temperatura de trabalho
estdo dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores dos pardmetros termodindmicos AH’, , AS® , e AG’
771 ° Temperatura AH’ AS° AG, T. AS°,
(K) (Kl.mol) (JK'mol') (Klmol)  (KJ.mol")
76 1 278,15 16,615 76,859 -4,762 21,378
288,15 15,951 74,380 -5,481 21,432
—~ 757
) 298,15 15,331 72,474 -6,267 21,608
Al [ ]
g 74 1 305,15 14,751 70,415 -6,496 21,698
2 73 variaram entre 25 a 0,5 kJ mol"! na faixa de temperatura de 10 a
° 40 °C. Os valores de AS° ; variaram de 70 a 150 J mol' K" e o valores
7 de AG®,, variaram de -20 a -16,5 kJ mol"'. Assim como observado
no presente artigo, os parametros termodindmicos analisados por
71 Fontan'® diminuiram com aumento da temperatura e ambos 0s pro-
cessos foram endotérmicos, entropicamente dirigidos e ocorreram
¢ espontaneamente.
70

T T T T T T
25 280 285 20 25 300 305 310
T(K)

Figura 6. Variagdo da AS°,, com a temperatura

Verifica-se que, com o aumento da temperatura, houve uma dimi-
nuicdo da entalpia de adsor¢do, da entropia de adsorcdo e da energia
livre de Gibbs de adsorcio, e que esta relagdo € linear.

Pode-se assim dizer que, nas condi¢des estudadas, o processo de
adsorcdo de o-la em hidroxiapatita € endotérmico, ja que todos os
valores de AH' , foram positivos e a dependéncia do valor de AH’ ,
com a temperatura € pequena, embora seja observada uma diminuigao
da entalpia de adsor¢do com o aumento da temperatura. Fontan'®
também observou a mesma tendéncia de comportamento para AH ,
ao avaliar a termodinamica da adsor¢do de o.-la em resina trocadora
de anions (Streamline® Q XL). Os valores observados foram préximos
aos obtidos para a hidroxiapatita.

Em adic¢ao, verificou-se que o processo € entropicamente dirigido,
devido ao fato do termo T-AS° , apresentar um valor mais elevado que
o AH’ , para todas as temperaturas estudadas, o que garante uma maior
contribui¢do da entropia de adsor¢do do que da entalpia de adsor¢do,
mesmo que a diferenca entre estes valores seja relativamente pequena.

Fontan,' estudando o equilibrio de adsor¢do de o-la em um
trocador idnico, Streamline, Q XL, encontrou valores de AH® , que

A o-la é considerada uma proteina soft,® o que pode justificar
a facilidade com que sua conformagdo € alterada, sem liberar ou
absorver grandes quantidades de energia, ou seja, sem variar signifi-
cativamente a entalpia do sistema. Pelo mesmo motivo, as mudangas
de conformag@o com ou sem liberacdo de grupos, tais como molé-
culas de dgua, também ndo alteram significativamente a entropia do
sistema. Porém, a contribuicdo destas mudangas de conformagao €
ligeiramente maior na contribuicio entrépica do que na entdlpica,
tornando o processo entropicamente dirigido, uma vez que podem
ocorrer mudangas na conformacéo da o-la quando a mesma € adsor-
vida na superficie da hidroxiapatita.

A Figura 7 permite afirmar que a energia livre de Gibbs de ad-
sor¢do, AG ;, € negativa e diminui com o aumento da temperatura,
o que indica que o processo adsortivo € espontaneo nas condig¢des
estudadas e esta espontaneidade tende a ser mais acentuada em tem-
peraturas mais elevadas.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi estudado o comportamento adsortivo de
o-lactoalbumina em hidroxiapatita por meio da obtengdo das iso-
termas de adsorcdo com posterior andlise dos parametros termo-
dindmicos do processo adsortivo. Foi observada uma tendéncia de
aumento dos valores de g,, com o aumento da temperatura. A adsor¢do
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ocorreu de forma mais intensa em valor de pH 6,0 e 25 °C. A andlise
termodindmica permitiu a determinagdo de dados das variagdes de
entalpia (AH',,) entropia (AS°,,) e energia livre de Gibbs (AG®,,) da
adsor¢do, observando-se uma diminui¢ao dos mesmos com 0 aumento
da temperatura. Nas condicdes estudadas, a adsorcio de o-laem HA
é um processo endotérmico e entropicamente dirigido. A variagio
da energia livre de Gibbs de adsor¢do foi negativa, indicando que o
fendmeno adsortivo € espontdneo nas condi¢des estudadas.
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