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Obtencédo de um adsorvente para a adsorcéo da proteina BSA usando tanino
vegetal de Acacia mearnsii (Mimosa) e fibras lignocelulésicas modificadas da
casca de Eucalyptus citriodora

RESUMO

Proteinas s&o biomoléculas abundantes aplicadas em terapias médicas,
melhoramento de implantes em humanos, producao de adesivos e géis, entre outras
aplicagdes. Sao encontradas em peles, cabelos e na formacgao estrutural externa de
virus e bactérias patogénicos detectados em aguas. Aguas residuais das industrias
de carnes, de leite e seus derivados, de cereais, de bioplasticos sdo exemplos de
fontes de proteinas que contribuem para a poluigdo das aguas quando langados em
afluentes e efluentes. O tratamento das aguas se torna mais eficaz quando espécies
proteicas sao eliminadas e ndo somente inativadas. A recuperagcdo de proteinas a
partir de residuos industriais agrega valor a producao, reduz a poluicdo ambiental
organica e a demanda das centrais de tratamento de efluentes. A adsorcao
apresenta-se como meétodo vantajoso para a separacao e retirada de proteinas e
espécies proteicas em meios aquosos. Proteinas recuperadas de &guas de
descarte, como as albuminas e globulinas, ja sédo utilizadas para producao de ragao
animal. A atualidade tem emergéncia por tecnologias sustentaveis. Adsorventes ja
sdo preparados por reacdes de policondensacao de polifendis, no entanto, este
trabalho trouxe a novidade de empregar esse produto para a adsor¢cao de proteinas,
utilizado a BSA como modelo. O objetivo foi desenvolver um adsorvente para a
adsorcao de proteinas em meio aquoso utilizando taninos vegetais e materiais
lignocelulésicos modificados da casca de eucalipto. Foi preparada uma resina
contendo 10% fibras de casca do Eucalyptus citriodora e 90% de tanino da Acacia
mearnsii (Mimosa) por condensagdo com formaldeido em meio acido. A resina
obtida foi caracterizada por espectroscopia UV-Vis e FTIR-ATR e determinacdes do
grau de inchamento, densidade aparente e de pacote e massa especifica. A
interacdo da proteina BSA com a superficie rica em taninos se deve a grande
quantidade e diversidade de aminoacidos que a compde. O estudo da adsorgéo da
BSA foi feito em batelada com quantificagcbes por espectroscopia UV-Vis. Foi
estimada a concentracdo de taninos condensados na casca de Eucalyptus
citriodora. A resina preparada alcancou 71,6 £ 2,78% de remocédo em solucao de
BSA de 260 mg L. A melhor faixa de pH foi aquela da solugdo aquosa da BSA no
seu ponto isoelétrico, 75,32 £+ 0,02. A resina sintetizada pode atingir uma capacidade
maxima de adsorcdo de BSA de ~26,7 + 0,29 mg g~' em 7 min. A nova resina
sintetizada apresenta boa perspectiva para adsorcdo de proteinas ou espécies
proteicas que contenham em sua estrutura os aminoacidos lisina, acido aspartico,
acido glutamico, histidina e arginina e/ou aqueles com caracteristicas alifaticas,
hidrofilicas acidas e/ou hidrofilicas basicas.

Palavras chave: Poluicdo da agua; Adsorcao de proteina; Resina de tanino; Fibras
lignocelulésicas; Espectroscopia Ultravioleta-Visivel.



Obtaining an adsorbent for the adsorption of BSA protein using vegetable
tannin from Acacia mearnsii (Mimosa) and modified lignocellulosic fibers from
the bark of Eucalyptus citriodora

ABSTRACT

Proteins are abundant biomolecules applied in medical therapies, improvement of
human implants, production of adhesives and gels, among other applications. They
are found in the skin, hair and in the external structural formation of pathogenic
viruses and bacteria detected in water. Wastewater from the meat, milk and dairy
products, cereals and bioplastics industries are examples of protein sources that
contribute to water pollution when released into affluents and effluents. Water
treatment becomes more effective when protein species are eliminated and not just
inactivated. The recovery of proteins from industrial waste adds value to production,
reduces organic environmental pollution and the demand for effluent treatment
plants. Adsorption is an advantageous method for the separation and removal of
proteins and protein species in aqueous media. Proteins recovered from waste
water, such as albumins and globulins, are already used to produce animal feed.
Today, there is an emergency for sustainable technologies. Adsorbents are already
prepared by polyphenol polycondensation reactions, however, this work brought the
novelty of using this product for protein adsorption, using BSA as a model. The
objective was to develop an adsorbent for the adsorption of proteins in aqueous
medium using vegetable tannins and lignocellulosic materials modified from
eucalyptus bark. A resin containing 10% Eucalyptus citriodora bark fibers and 90%
Acacia mearnsii (Mimosa) tannin was prepared by condensation with formaldehyde
in an acidic medium. The resin obtained was characterized by UV-Vis and FTIR-ATR
spectroscopy and determinations of the degree of swelling, bulk and bulk density and
specific mass. The interaction of the BSA protein with the surface rich in tannins is
due to the large amount and diversity of amino acids that make it up. The study of the
adsorption of BSA was carried out in batch with quantification by UV-Vis
spectroscopy. The concentration of condensed tannins in the bark of Eucalyptus
citriodora was estimated. The prepared resin achieved 71.6 + 2.78% removal in a
260 mg L' BSA solution. The best pH range was that of the aqueous solution of BSA
at its isoelectric point, ©5.32 £ 0.02. The synthesized resin can reach a maximum
BSA adsorption capacity of “26.7 + 0.29 mg g_' in 7 min. The new synthesized resin
presents good prospects for adsorption of proteins or protein species that contain in
their structure the amino acids lysine, aspartic acid, glutamic acid, histidine and
arginine and/or those with aliphatic, acidic hydrophilic and/or basic hydrophilic
characteristics.

Keywords: Water pollution; Protein adsorption; Tannin resin; Lignocellulosic fibers;
Ultraviolet-Visible Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

Proteinas s&o biomoléculas encontradas em animais e vegetais
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009). Suas caracteristicas biologicas sdo empregadas
para desenvolver biocapsulas para entrega de substrato especifico (LAU et al.,
2017) melhoramento de implantes O0sseos e dentarios (YANG et al., 2017), no
desenvolvimento de medicamentos, como os baseados em hormdnios (EL-
DESOKY; GHONEIM; KHATTAB, 2019). Proteinas compdem estruturas de
importancia vital, como células, e também, virus ofensivos que se adaptam e sao
excretados por organismos vivos, como o COVID-19 (TUNG; LIMTUNG, 2020).

Virus e bactérias sdo revestidos por proteinas que os protegem. Esses
microrganismos sao detectados em altas quantidades nas aguas. O tratamento
convencional apenas inativa esses patdgenos, mas, eles ou seus derivados
proteicos persistem no meio (LAHRICH et al., 2021; VITAL et al., 2010; BOFILL-MAS
et al., 2005). A adsorgdo baseada nas proteinas é uma via para a eliminagdo de
virus, bactérias e seus derivados no meio aquoso durante e apods o tratamento
convencional de desinfec¢do (LAHRICH et al., 2021; BITTON,1975; BITTON et al.,
1976).

Existem trabalhos que desenvolvem tecnologias de remocéo de proteinas e
espécies proteicas livres no meio ambiente com finalidade de aplicacdo em ragdes
animais, material adesivo e na fabricacdo de bioplasticos. A recuperacdao dessas
proteinas se da a partir de aguas residuais doméstica, da fabricacdo de
medicamentos, alimentos de origem animal e vegetal, bem como solubilizadas a
partir de residuos solidos de efluentes tratados (XIAO; ZHOU, 2019).

A atualidade tem emergéncia por tecnologias sustentaveis, que busquem
reduzir os danos causados pelo aumento populacional, seus avancgos tecnolégicos e
fabris, que conduzam ao reaproveitamento de matérias-primas destinadas a
descarte e\ou sejam renovaveis, como proteinas langadas em afluentes e efluentes
(YADAV et al., 2020; KURUP; ADHIKARI; ZISU, 2019). Dessa forma, a captura de

proteinas ou compostos proteicos livres em solugdes e residuos de descarte € um
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beneficio econdmico, cientifico, ambiental e de saude publica, pois € um meio de

reduzir a carga de matéria organica poluente das aguas e solos.

Até o presente momento as legislagcdes para o tratamento das aguas para
consumo humano, depositam maior importancia no controle e proibicado do descarte
da classe de poluentes organicos denominados persistentes, pois, sé&o
biocomulativos e contaminam aguas, solos e o ar, como hexaclorobenzeno,
naftalenos policlorados e acido perfluoroctano sulfénico (BRASIL, 2011) (CONAMA,
2005). Quando se trata das condicoes, parametros, padroes e diretrizes para gestao
do langamento de efluente a resolugcdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
aponta que a agua residual deve atender aos parametros do corpo d’agua que o
recebe quando o poluente ndo estiver listado nas normas de controle (CONAMA,
2011). Assim, o controle quanto ao descarte e tratamento das aguas frente a
poluentes organicos que nado sejam toxicos de maneira direta, € negligenciado,

sendo as proteinas um exemplo.

Ainda que seja conhecida a biocompatibilidade proteica, essa classe de
moléculas nao deve ser encarada como inofensiva para o meio ambiente e consumo
humano, pois a mesma agrega grande massa a matéria organica poluente, que por
sua vez é crescente e preocupante (WEN; SCHOUPS; VAN DE GIESEN, 2017) bem
como sao constituintes de espécies perigosas para a saude humana e animal, como
virus e bactérias (LAHRICH et al., 2021; VITAL et al., 2010).

A recuperacao de proteinas em aguas residuais geralmente usa métodos
fisicos, quimicos e biolégicos associados, como ultrassénicos, de microondas, de
ultrafiltracao, elétricos, térmicos, acidos, alcalinos, salinos, oxidantes, surfactantes,
enzimatico e microbiano (XIAO; ZHOU, 2019). Segundo Li et al. (2013), a adsorgao
apresenta-se como método vantajoso frente aos tradicionais para a separacao de

proteinas, pois reduz etapas, reagentes e consumo energético.

A adsorc¢ao ja € um método utilizado, inclusive para separagao especifica de
proteinas, para isso, no entanto, sdo desenvolvidas superficies adsorventes a partir
de automontagem de nanoestruturas, de enxertos poliméricos, usando metais
nobres, como nanocamadas de ouro (DI PALMA, 2019; PALLADINO et al., 2019).
Técnicas de funcionalizacdo de materiais aplicando diversos reagentes e

empregando tecnologias sofisticadas sdo exemplos comumente relatados em
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pesquisas trazendo respostas positivas, mas, agregando alto valor para a sintese do

produto e sua aplicagao.

A literatura apresenta pesquisas consolidadas quanto a utilizagcdo de materiais
lignocelulésicos os quais passaram por modificagdes fisicas e quimicas resultando
em adsorventes de baixo custo e com eficiéncia aumentada para tratamento de
aguas contaminadas por ions metalicos (ARAUJO et al., 2010; NERIS et al., 2019a,
2019b; ALMEIDA et al.,, 2021). Com a mesma finalidade ja foi desenvolvida a
potencializagdo dos componentes de fibras lignoceluldsicas por meio de reacdes de
policondensacao de polifendis como taninos (LUZARDO et al. 2015), e também o
emprego dessa técnica de polimerizagdo para enriquecimento de fibras vegetais
com extrato de taninos e outros componentes, gerando resina funcionalizada
(LUZARDO et al., 2017). No entanto, esses produtos ou similares a eles ndo haviam
sido estudados para gerar adsorventes para adsorbatos proteicos. Os dados da
literatura apontam para uma lacuna do desenvolvimento de superficies adsorventes

mais sustentaveis para proteinas.

A exploragdo das caracteristicas dos produtos de origem vegetal ndo se
encontram no mesmo nivel de desenvolvimento para a adsor¢cdo de distintos
materiais inorganicos e organicos. A adsorcdao de proteinas em superficie
lignocelulésica vem sendo bastante pesquisada pela industria de biorrefinaria, pois,
buscam desenvolver técnicas que reduzam a constatada adsorcao das proteinas
enzimaticas na parte mais externa da biomassa vegetal (TYE et al., 2016; DHABHAI,
NIU; DALAI, 2018). Dado o conhecimento acerca da adsor¢do de proteinas por
sélidos lignoceluldsicos, novos materiais e aplicagbes emergem das possibilidades

deste campo de estudo.

Dentre as matérias vegetais € conhecida a forte afinidade dos taninos por
proteinas, esse grupo de polifendis pode complexa-las e/ou coagula-las, sendo
essas reacdes usadas ha muito tempo, por exemplo, para a identificacdo dessas
espécies em solugcdes e no curtume de peles animais (BEART; LILLEY; HASLAM,
1985; HASLAM, 2007; LACOSTE et al., 2015; P1ZZI, 2019). Essa interag¢ao tanino-
proteina tem sido aplicada também na tecnologia da adsor¢cdo, onde espécies
ténicas sao aplicadas para ampliar a capacidade do produto, de forma geral, junto a

polimeros sintéticos ou materiais inorganicos (LI et al., 2010; ANIRUDHAN;
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REJEENA; THARUN, 2012; REN et al., 2015; YANG et al., 2017; LAU et al., 2017;
SEKOWSKI et al., 2018; BAZZAZ et al., 2018)

O uso de taninos na adsorcao de proteinas € uma possibilidade que ja se
encontra em uso, no entanto, os trabalhos divulgados aplicam esses produtos com
numerosos reagentes e técnicas de alto custo. Apesar das pesquisas do campo da
biorrefinaria evidenciarem a adsorcao de proteinas na matéria lignoceluldsica, esse
material ndo foi, até entdo, apresentado como componente para desenvolvimento de
adsorvente de proteinas. A unido de dois produtos naturais e nacionais, como o
tanino da Mimosa produzido pela TANAC e as fibras das cascas do Eucalyptus
citriodora que sao subprodutos da producdo da madeira do eucalipto, fazem do
produto desenvolvido, além de inovador, com potencial sustentavel, de facil

replicacdo e com baixo custo, tanto para a sintese quanto para a aplicagao.

1.1 Problema cientifico

Haja vista a lacuna cientifica quanto a inexisténcia de adsorventes para
proteinas produzidos a base de taninos e materiais lignocelulésicos naturais e
tratados, e na busca por contribuir para a superacao da mesma, o presente trabalho
surgiu a partir do seguinte problema de pesquisa: “Como desenvolver um
adsorvente para a proteina padrao albumina sérica bovina (BSA) a partir de tanino

vegetal da Acacia mearnsii (Mimosa) e fibras da casca de Eucalyptus citriodora?”.

1.2 Hipotese

O trabalho em questdao baseou-se nas seguintes hipéteses: de que a reacao
de policondensacao do tanino condensado da mimosa com formaldeido em meio
acido produz resina com potencial adsorvente, ou seja, mantendo 0s grupos
funcionais OH dos taninos livres e funcionais; de que o acréscimo de fibras das
cascas de Eucalyptus citriodora modificadas por agées fisicas, hidroliticas e de
reagoes poliméricas de condensacao, como fez Luzardo et al. (2017) aplicando fibra
de coco, enriqguecam as propriedades adsorventes da resina; e que, segundo
Luzardo et al. (2015) e Sartori et al. (2018) o eucalipto apresenta expressivas

caracteristicas tanicas, demostrando ter grupos OH fendlicos ativos.
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Complementando as hipéteses deste trabalho, a forte e conhecida interacao
tanino-proteina € aproveitada, baseando-se nos estudos de Codorniu-Hernandez et
al. (2003; 2005), que demostrou por método computacional que as interagcoes
ocorrem entre os grupos funcionais dos aminoacidos e dos taninos, e que Lisina
(Lys, K), Acido Aspartico (Asp, D), Acido Glutdmico (Glu, E), Histidina (His, H) e
Arginina (Arg, R) foram os residuos de aminoacidos que interagiram com mais forca
e estabilidade com os taninos condensados, assim, a Albumina Sérica Bovina
(BSA), foi escolhida como proteina modelo, pois, apresenta Lisina (Lys, K), Acido
Aspartico (Asp, D), Acido Glutamico (Glu, E), Alanina (Ala, A) e Leucina (Leu, L)
como 0s cinco constituintes em maiores percentuais. Em termo de grupos, Codorniu-
Hernandez et al. (2005) afirmou que os melhores resultados s&o obtidos naqueles
com maiores caracteristicas hidrofilicas, os quais apresentam percentual razoavel na
BSA. Diante dos dados, os indicativos sao de que a BSA tenha forte afinidade por

uma superficie rica em taninos condensados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

+ Obter um adsorvente para a adsorgédo da proteina padrdo BSA utilizando tanino
vegetal de mimosa e materiais lignocelulésicos modificados da casca de

eucalipto.

2.2 Objetivos Especificos

» Sintetizar adsorvente de tanino vegetal de mimosa e casca de eucalipto
modificada para a adsor¢éo da proteina padrao BSA,;

» Caracterizar fisico-quimicamente o adsorvente de tanino vegetal de mimosa e
casca de eucalipto modificada com melhor percentual de adsorcao da proteina
padrdao BSA;

» Avaliar a cinética de adsorgao de albumina sérica bovina frente ao adsorvente de
tanino vegetal de mimosa e casca de eucalipto modificada com melhor percentual
de adsorgao da proteina padrao BSA,;

* Determinar as isotermas de adsorcdao de albumina sérica bovina frente ao
adsorvente de tanino vegetal de mimosa e casca de eucalipto modificada com

melhor percentual de adsorgéo da proteina padrao BSA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluicdo organica das aguas

As aguas, principalmente os esgotos, apresentam cada vez maiores cargas
de contaminantes dissolvidos e solidos em suspensao, constituidos por carbono,
hidrogénio e oxigénio junto a outros elementos, especialmente os metalicos e grupos
de substancias organicas, como carboidratos, proteinas, 6leos, graxas, detergentes,
pesticidas, fendis, etc. (METCALF; EDDY, 2002).

Recentemente, desde 2020, o estado do Rio de Janeiro enfrenta problemas
quanto a qualidade da agua de consumo humano mesmo apds o tratamento
convencional, que ndo consegue remover toda a poluicdo orgénica dos corpos
d’agua (SOTERO-MARTINS et al.,, 2021). Segundo reportagem da Fundacao
Oswaldo Cruz a crise da agua no Rio de Janeiro é somente a ponta do iceberg de
uma crise ecologica por conta da poluicdo via esgotos sanitarios e efluentes

industriais que sofre o principal manancial do Rio de Janeiro (FIOCRUZ, 2020).

Chonova et al. (2016) constatou que a alta carga de compostos organicos,
como os produtos farmacéuticos, sdo um potencial risco para a saude dos
ambientes aquaticos receptores das aguas residuais de estagées de tratamento
urbanas tradicionais, pois, elas ndo sao projetadas para tratar efluentes hospitalares
ou que possuam concentracdes de residuos farmacoloégicos, e mesmo quando

tratados ainda podem conter poluentes prejudiciais.

Um estudo recente de Wen, Schoups e Van de Giesen, (2017) aponta
perspectivas negativas quanto a qualidade de aguas doces superficiais, estimam
gue aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas do mundo serdao afetadas por viver
perto de rios poluidos, aqueles com Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) maior
gue 5 mg/L no ano de 2050, contra 1,1 bilhdo de pessoas no ano de 2000. O estudo
levou em consideracao suposi¢cdes acerca de fontes de polui¢do orgéanica em rios
oriundas de fontes industriais, pecuaria intensiva, agricolas difusas, populacao
urbana, domésticas rurais e de interceptacdo e desvio de aguas residuais, também
foram consideradas as taxas de degradacdao de DBO, fracdes e eficiéncias de

tratamento de aguas residuais e degradacgao natural.
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Em uma andlise global o tratamento de aguas residuais € eficaz para reduzir
a demanda bioquimica de oxigénio, vem apresentando avangos na remoc¢ao da
poluicdo dos rios em grandes partes da Europa (69%) e América do Norte (68%),
enquanto em outras regides (subcontinente indiano, centro-leste da China, Coreia do
Sul, Brasil, México, bem como regides menores na Africa, sudeste da Asia), o
tratamento de aguas residuais permanece insuficiente (WEN; SCHOUPS; VAN DE
GIESEN, 2017).

3.1.1 Proteinas

As proteinas sao poliamidas compostas por diferentes aminoacidos. Os
aminoacidos que compdem as proteinas apresentam como principais grupos
funcionais os basicos amino ( NH,) e acidos carboxilicos ( COOH) (SOLOMONS;
FRYHLE, 2009).

Proteinas sao biopolimeros orgénicos de alta abundancia em seres vivos,
essas macromoléculas possuem variados tamanhos, formas e funcbes, sendo
encontradas como enzimas, moléculas de hemoglobina, hormdnios, e constituintes
de musculos, tenddes, pele, cabelo, combinam-se com outras substancias na
estruturacdo dos ossos, dentre outros (LEADER; BACA; GOLAN, 2008;
COGLITORE; JANOT; BALME, 2019).

As proteinas sdao obtidas de fontes animais e de extratos vegetais de
interesse econdmico, cientifico, ambiental, médico, alimenticio, quimico, bioldgico,
nanotecnolégico, entre outros, como as enzimas e proteinas regulatérias (horménio
proteico insulina e a enzima lactase), a enzima inibidora da destruicdo do pulmao
(pancreatica a-1-proteinase), as vacinas de proteina (vacina contra hepatite B criada
através da producdo de antigeno da proteina ndo infecciosa do virus da superficie
da hepatite B (HBsAg)) (LEADER; BACA; GOLAN, 2008).

Estruturas e compostos quimicos de composicao proteica sdo comuns, 0s
virus sdo um exemplo. Eles podem ser patogénicos e sao excretados nas fezes e
urina e detectados no meio ambiente, assim a contaminacao viral das 4guas é uma
problematica emergente, como pelos astrovirus, novovirus e rotavirus causadores
de doengas gastrointestinais (BOFILL-MAS et al., 2005). Os virus sdo genomas de
DNA ou RNA, envolvidos por uma camada de proteinas e glicoproteinas, as quais

servem como involucro protetor, como € o caso do novo coronavirus associado a
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sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) quem vem causando a pandemia do
COVID-19 e também ja foi detectado em efluentes hospitalares, domésticos e
urbanos gerais (LAHRICH et al., 2021).

O tratamento convencional com aplicacdo de desinfetantes clorados € capaz
de inativar virus, como o SARS-CoV, no entanto, eles e seus residuos proteicos
permanecem no meio e as capacidades de infecgdo ou reestruturacdo ainda sao
desconhecidas, assim, o uso de aguas de efluentes sem um tratamento completo e
eficaz € um potencial gerador de risco a saude humana, animal e do meio ambiente.
A adsorcao é uma via de eliminagdo e/ou concentracao dos virus a partir de meios
aquaticos (LAHRICH et al., 2021).

Os virus sao particulas coloidais carregadas que tém a capacidade de
adsorver em superficies e se comportam como proteinas frente a interfaces soélidas
adsorventes, essa interagdo é fundamental para sua eliminagdo ou concentragao por
processos de tratamento de aguas e solos (BITTON,1975). Um estudo foi realizado
para investigar os fatores que influenciam a interacdo entre o adsorvente magnetita
e o virus da poliomielite em efluentes, assim, o tipo de virus e da superficie, o pH, a
presenca de eletrdlitos e de substancias interferentes no meio sdo importantes para
o processo (BITTON et al., 1976).

Bactérias e virus patogénicos apresentam proteinas e lipideos como capa
protetora e encontram-se presentes em ambientes distintos, tal como aguas. A
Pseudomonas aeruginosa causou surto em dois hospitais ingleses e a origem se
relacionou com a agua da torneira e dos efluentes hospitalares (BREATHNACH et
al., 2012). Um bioensaio de potencial de crescimento de patégenos em 19 amostras
de agua de estacdes de producao de agua potavel e tratamento de aguas residuais
e em aguas de rios tratadas com oz6nio, concluiu que em todas, mesmo tratadas

para consumo, houve crescimento de bactérias (VITAL et al., 2010).

Os processos usuais de desinfec¢ao das aguas via regentes clorados néo sao
suficientes para garantir a sua seguranca de consumo e armazenamento, pois,
mesmo em amostras de aguas tratadas ocorre crescimento de col6nias de bactérias
(VITAL et al., 2010). O método de tratamento via cloragdo ndo eliminam das aguas
0s contaminantes virais e bacteriolégicos, mas sim os tornam inativos via oxidagao e

solubilizacdo, portanto, seus residuos estruturais persistem no meio aquoso. Para a
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eliminacdo de virus, bactérias e seus residuos nas aguas, uma alternativa é a
associacdo de meétodos de tratamento, como a desinfeccdo e a adsorgcdo. A
adsorcao nesse contexto pode ser aplicada a partir das caracteristicas especificas

da superficie proteica do corpo a ser adsorvido.

E possivel afirmar que atualmente o planeta enfrenta um problema em cadeia
quanto a poluicdo das aguas. A medida que as pessoas adoecem por contato com
virus e bactérias presentes nas aguas sdo submetidas a tratamentos com farmacos,
como antibidticos. Esses medicamentos sao metabolizados no organismo humano e
uma parte € excretada fisiologicamente, nesse momento eles se tornam, também,
contaminantes dos efluentes. Funke et al. (2015) estudou o oxipurinol, espécie
excretada a partir do consumo do agente anti-gota alopurinol, que em aguas
residuais brutas apresentou concentracdo de até 26,6 mg L' e nas aguas tratadas
de 2,3 mg L' a 21,7 mg L. Szekeres et al. (2017) detectou abundancia de
antibioticos, genes de resisténcia a antibidticos e bactérias em efluentes de aguas
residuais de hospitais. As concentracdes de antibidticos variaram entre 3,67 e 53,05
mg L' sendo as classes de antibidticos mais abundantes B-lactamicos,

glicopeptideos e trimetoprima.

Dentre os medicamentos constatados como contaminantes das aguas,
oxipurinol (FUNKE et al., 2015), B-lactdmicos, glicopeptideos e trimetoprima
(SZEKERES et al., 2017), existem similaridades estruturais, todos sdo moléculas
organicas com grupos funcionais nitrogenados ativos, amina e/ou amida, além dos
grupos oxigenados, hidroxila e/ou carbonila e/ou éter, essas portanto, sao
caracteristicas semelhantes as das proteinas e que podem ser aproveitadas para a
adsorcédo dessas substancias em superficies solidas. Assim, é possivel que uma
superficie que adsorva proteinas também possa adsorver bactérias, virus, certos
medicamentos nitrogenados e oxigenados, espécies proteicas ou compostas por

aminoacidos.

O descarte de residuos contendo diretamente moléculas de proteinas sao,
também, uma fonte poluidora a qual ganha destaque nos estudos de
reaproveitamento, ou seja, cientistas buscam formas de incorporar aos processos de

producdo a reciclagem das aguas e o beneficiamento dos residuos de proteinas,
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gerando renda sustentavel e eliminando as proteinas da massa de matéria organica

poluidora.

Petruccioli (2011) chama ateng&o para as altas concentragbes de compostos
organicos, em especial as proteinas, em aguas residuais da agricultura e
beneficiamento de alimentos, apontam os ganhos econdémicos e ambientais da
reciclagem de agua, além da propria agua, alguns componentes residuais como
acgucares, acidos, moléculas aromaticas (polifenois, pigmentos, etc.), proteinas,
gorduras e assim por diante, podem ser diretamente recuperados ou aprimorados
por fermentacdo ou bio-transformacdo, a exemplo a recuperacdo da lactose e

proteinas do soro de leite.

Kurup, Adhikari e Zisu (2019) recuperaram 96% de lipidios e 46% de
proteinas, principalmente caseina, do esgoto de um laticinio, aplicando
lignosulfonato de sédio como coagulante de baixo custo. Reduziram a turbidez em
98% em pH 3,5 e nas temperaturas de 22 e 40 °C e a demanda bioquimica de
oxigénio em 73% a 22 °C. Das et al. (2015) utilizou o processo de ultrafiltracdo e
nanofiltracdo para separar até 90% da lactose e 80% da caseina a partir do soro do
leite residual, podendo reutilizar por varias vezes as membranas de filtracdo sem

incrustacao, agregando alto rendimento e pureza ao método.

A producao de alimentacdo animal a partir de residuos alimentares humanos
ricos em proteinas ja € uma realidade vantajosa ambientalmente, economicamente e
nutricionalmente com crescente interesse por parte da legalizacdo de residuos
alimentares (SALEMDEEB et al., 2017). Um estudo recente recuperou proteinas por
precipitacdo a partir das aguas residuais de matadouros de peixes, de bovinos, de
aves e de cabras a fim de implementa-las em ragées animais. Proteinas do sangue
foram majoritarias (albuminas e globulinas) e os teores de aminoacidos essenciais,
principalmente a leucina, foram superiores aos de aminoacidos nao essenciais
(BETHI et al., 2020).

Buscando a reducao e valorizagcdo da carga de matéria organica nas aguas
Hwang et al. (2008) aplicou solubilizagdo, ultra-sonicagao e tratamento alcalino para
recuperar proteinas a partir de lodos dos esgotos domésticos, a BSA foi utilizada

como padrao para caracterizacao e quantificacao das proteinas e o isolado proteico
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mostrou potencial para alimentagcdo animal, sendo possivel identificar até 2626 mg

de proteinas por litro de rejeitos que continha 4740 mg de solidos soluveis totais.

A ciéncia busca alternativas para a recuperagdo de proteinas a partir de
fluxos de producbes, como do Polihidroxialcanoato (PHA), o bioplastico, que é
liberado junto com proteinas microbianas do interior das células vegetais. Apds a
separagao dos PHA, técnicas de precipitacdo sdo comumente usadas para
recuperar as proteinas, como a isoelétrica, via solventes organicos, polimeros nao
ibnicos ou ions metalicos polivalentes, todos sao dependentes de ajustes nas
condi¢cdes do meio antes de inserir 0 agente de separacao ao fluxo. A filtracdo por
membrana € uma alternativa em expansao para tratamento de fluidos residuais
proteicos, no entanto, ela normalmente precisa ser aliada a outros processos e ainda
tem alto custo. Sobretudo, o custo beneficio € apontado como positivo, e como ainda
€ alto o custo da geracao do PHA, agregar valor ao seu fluxo pode impulsionar a sua
insercao no mercado (YADAV et al., 2020).

A recuperacao de proteinas, lipidios, compostos polifenélicos, dentre outros, a
partir de residuos liquidos e solidos do processamento de grdos de consumo e
producdo mundial se mostra uma tarefa dificil, mas com avancgos, assim, proteinas
vegetais sdo obtidas dos subprodutos dos cereais arroz, milho, trigo e cevada,
comumente preparadas por extragao alcalina e precipitacdo, no entanto, ainda é um
processo de alto custo e baixa aplicagdo, sendo a biorrefinaria mais lucrativa para
aproveitar esses subprodutos (BALANDRAN-QUINTANA, 2018). Tenorio et al.
(2016) aplicou prensagem mecanica, precipitacdo térmica e centrifugagcdo para a
extracdo de proteina total de folhas de beterraba sacarina, o sobrenadante produziu
26,7% em peso da proteina foliar, sendo possivel isolar 6% da proteina total com

pureza de 90%.

A recuperacao de proteinas de efluentes e residuos de producdo demanda de
tecnologia, de energia, e de reagentes, além de planejamento ou replanejamento
dos modos de producéo e tratamento dos fluidos. Todavia, para Yadav et al. (2020)
as vantagens econdémicas e ambientais sdo grandes, pois o produto recuperado
deixa de contribuir para o0 aumento da matéria organica poluente das aguas para
gerar renda na producao de alimentos animal e humano, na producdao de géis e

adesivos, entre outros.
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As fontes de contaminantes proteicos para as aguas sao difusas e a ciéncia
mostra a necessidade de se tratar os efluentes tendo atencdo para a separagao
dessas espécies, sejam proteinas puras ou agregadas na formagdo de

microrganismos, especialmente aqueles nocivos a saude, como virus e bactérias.

3.2 Adsorcéao de proteinas

Tradicionalmente a separacao de proteinas € realizada pelos métodos de
cromatografia, precipitacdo, eletroforese e ultrafiltracdo, que apesar de realizarem
essa tarefa, os fazem com excessivo consumo de tempo, verba, reagentes e
energia. Assim, a adsor¢gdo vem sendo executada como um método vantajoso por
tratar-se de uma transferéncia de matéria a partir do grau de afinidade entre as
espécies postas em contato fisico favoravel. A adsorcao representa um fenébmeno
de transporte de massa de uma substancia (adsorbato) para a superficie de um
sélido adsorvente, esse é capaz de remover certa(s) substancia(s) a partir de um

fluxo, por meio de forgcas de Van der Waals e/ou reagado quimica (TIEN, 2019).

Ramsden (1993) descreveu uma série de questdes basicas conhecidas até
aquele momento acerca da adsor¢cdo de proteinas, todavia, afirmou que as
respostas para o assunto ainda eram controversas apesar de prosperas. Relatou
gue se pode considerar o padrao de proporcionalidade inversa entre a area de uma
proteina e a quantidade adsorvida da mesma em uma superficie solida, que nao se
pode generalizar a ocorréncia da desnaturacao proteica e perda de atividade devido
a adsorgcdo, mas que existe uma relacao direta entre a perda ou reducdo da
atividade de proteinas adsorvidas com a ocupagao ou impedimento estérico de sitios
ativos especificos, portanto, o fendbmeno de adsorgédo ja era descrito com base nos
grupos funcionais componentes do adsorbato e adsorvente.

Em um trabalho atual Coglitore, Janot e Balme (2019) discutiram alguns
aspectos acerca da adsorcao de proteinas, reafirmando carateristicas ja conhecidas,
como as descritas por Ramsden (1993), e apontaram que a atualidade possui
maiores condicoes tecnologicas de descrever a complexidade de cada caso de
adsorcao, no entanto, generalizar os moldes da sua ocorréncia é incoerente devido

a variedade de proteinas e conformag¢des das mesmas, além das inumeras forgas
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envolvidas no fenébmeno. Cada caso, portanto, deve ser estudado de acordo as suas
especificidades, ainda que alguns padrdes sejam conhecidos.

A adsorcdo de uma proteina possui varios fenbmenos, que podem ser
decompostos como subprocessos, no primeiro ocorre a alteragdo no estado de
hidratacdo tanto para o solvente e a superficie da proteina, seguido pela
redistribuicdo de grupos carregados e finalizado pelo rearranjo na estrutura da
proteina (COGLITORE; JANOT e BALME, 2019). Todos esses fatores associados
contribuem para a efetividade do processo de adsor¢gédo, bem como podem impedir a
ocorréncia da mesma, portanto, a modelagem das condi¢cdes do meio de adsorgao
em funcdo da natureza do adsorvente e adsorbato sdo fundamentais.

Para a adsorcao de proteinas o ponto isoelétrico (pl) € fundamental (LI et al.,
2013). A protonacdo ou desprotonacao por grupos funcionais dos aminoacidos é
decorrente da variacdo de pH que ioniza as espécies em (NH ™ ou (COO") e no
pl os dois grupos encontram-se ionizados, ou seja, a concentragao do ion dipolar é
maxima e as concentragdoes dos anions e cations sao iguais, segue Figura 1 abaixo
mostrando um aminoacido em estrutura geral como exemplo, saindo da sua forma
catidnica, passando pela zwiteridbnica, no seu no pl, chegando a forma anibnica,
todas dependentes da variagdo do pH (SOLOMONS; FRYHLE, 2009).

Figura 1 - Aminoacido ionizando-se em fun¢ao do pH

®NH, ®NH, NH,
! ! o ! o
R—C—COOH R—C—COO R—C—COO
| — | = |
H H H
Forma de cétion Forma zwiteridnica Forma de anion
pH < pl pH=pl pH > pl

Fonte: modificado de Solomons e Fryhle (2009)

Segundo Li et al. (2013) além do pl demais parametros como temperatura
(T), superficie de contato (S) e o potencial hidrogeniénico (pH), todos sao capazes
de ativar ou desativar sitios ativos tanto no adsorvente quanto no adsorbato. O
processo de adsorcdo esta associado a disponibilidade de sitios ativos tanto no
adsorvente como no adsorbato com afinidade quimica ou fisica entre eles, assim, a

modificagdo ou o pré-tratamento do material adsorvente, o enriquecimento quimico
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do mesmo por adi¢cdo de algum dos seus componentes, sdo técnicas possiveis e ja

empregadas capazes de aumentar a resposta experimental.

Os estudos cinéticos e isotérmicos sdo vias que contribuem para a
compreensao do processo de adsor¢cao e suas variagdes em funcdo do meio,
natureza da superficie e do analito, bem como s&o vidveis para a comparagao dos
resultados obtidos por cada estudo. Vogler (2012) aponta que consiste em um erro
repetido por varios autores a nado confeccdo de isotermas de adsor¢cdo para o

tratamento dos dados de adsorcao de proteinas.

A adsorcdo de proteinas tem diferentes finalidades e ocorre sob variadas
superficies, como fez Palladino et al. (2019), usando filmes de polidopamina
capazes de adsorver e auxiliar a estimativa do teor de proteina total no soro
humano, uma matriz complexa, ou El-Desoky, Ghoneim e Khattab (2019) que
desenvolveram um dispositivo eletroquimico a partir de pasta de carbono nao
tratado (mistura de po de grafite e éleo de Nujol), biossensor com limite de detecgéo
baixo para plasma humano e octapeptideo sintético do hormdnio da somatostatina
adsorventes. Ainda que seja vasta a aplicabilidade da adsorcdo das proteinas os
estudos concentram-se mais em obter resultados satisfatorios da interacdo solido-
liquido, alguns relatos nem chegam a tentar descrever a forma pela qual a adsorcao

ocorre naquele sistema em estudo.

O trabalho de Vogler (2012), apesar de focar na fisico-quimica da adsorcao
de proteinas do sangue em solugcdo tampao aquosa consegue conclusoes
importantes acerca do que ele nomeou como o "problema da adsor¢cdo de
proteinas": é controlada pelas relagdes fisicas e quimicas entre proteinas/superficie,
proteina/proteina, proteina/dgua e agua/superficie; a agua modera a adsor¢cao de
proteinas a qualquer superficie de forma competitiva, pois, um adsorvente que
interage com moléculas de proteinas apresenta caracteristicas que o leva a,
também, se ligar com moléculas de agua, provavelmente por ligacées de hidrogénio;
e a adsorcao de uma nova proteina a outra ja adsorvida depende do tamanho da
proteina, da concentracao da solucéo e da baixa hidrofilicidade do adsorvente.

O processo de adsorcao comecga com a hidratacao da superficie adsorvente
colocada em contato com a solugao aquosa de proteina, essa hidratacao forma uma

interface entre o adsorvente e a solugado de proteina, onde rapidamente moléculas
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de proteina difundem-se ocupando os sitios ativos da superficie. O sistema, por sua
vez, saturado e buscando o equilibrio, expulsa uma camada de agua e/ou de
proteina inicialmente adsorvida. Todo esse movimento de adsorcao/desidratacédo
depende de grande quantidade de energia livre do sistema e controla a quantidade
maxima de proteina que pode ser adsorvida pelo adsorvente e o tempo para o
equilibrio das reac¢des (VOGLER, 2012).

As interacbdes de proteina em solugcdo com interface sélida tém uma longa
historia, desde a origem dos novos materiais de alto desempenho para a industria e
essa razao fomenta a sua investigagdo desde um longo tempo. A adsor¢do de uma
proteina depende da sua estrutura, das propriedades da superficie adsorvente e do
meio ao qual estdo submetidos e os estudos demonstram que €& altamente
complicada e mais investigacbes sao necessarias devido, especialmente, a
complexidade estrutural das proprias proteinas (COGLITORE; JANOT; BALME,
2019).

A Figura 2 a seguir ilustra os numeros de produc¢des em formato de artigo
disponiveis na base de dados da Web of Science entre 1945 e 2019 acerca do tema

adsorc¢ao.

Figura 2 - Artigos cientificos produzidos acerca de adsorcao e adsorcao de proteinas
associada a adsorventes e aplicagdes entre 1945 e 05/2019
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NUmero de artigos
Fonte: Prépria autora a partir do banco de dados da Web of Science em 18/05/2019



25

Na busca de dados, o termo adsorgao foi associado a proteinas, a proteina
especifica BSA, materiais adsorventes como os taninos e materiais lignocelulosicos

e aplicagbes da adsorcao de proteinas, como analiticas.

Em resumo, quanto mais associagcoes foram feitas menos resultados foram
encontrados, chama atencdo que algumas associagdes nunca estiveram em um
trabalho publicado na base de dados Web of Science, e uma delas carrega palavras
chave desse trabalho, adsorgdo, proteina, BSA, material lignocelulésico e taninos,
até mesmo quando essa associac¢ao foi feita com material lignoceluldsico e taninos
separadamente os numeros de producdes foram baixos. Os valores maiores, em
comparagao com os demais, para as associagées de adsorcao, proteinas e BSA e
para adsorcédo, proteina e aplicagdes analiticas estdo vinculados ao grande numero
de trabalhos produzidos com foco no desenvolvimento de tecnologias biomédicas de

quantificacao.

A producdo na area de adsorcdo de proteinas anseia por investimentos
cientificos, tanto do desenvolvimento de superficies, em especial, associadas a
utilizacdo de matéria-prima natural e renovavel, quanto na producado de teorias
ligadas a praticas que baseiem o entendimento dos fen6menos pelos quais ocorrem

0 processo de adsorgao.

3.3 Adsorventes de proteinas

A literatura apresenta trabalhos empenhados em desenvolver adsorventes
para proteinas, normalmente baseados em minerais, como feito por Zhou et al.
(2018), que imobilizou proteinas com acéao inseticidas em superficie de sapiolite. Os
polimeros sintéticos modificados ou automontados apresentam vastas aplicagdes,
Sadegh, Sahay e Soni (2019) utilizaram polietersulfona para adsorver Albumina
Sérica Bovina (BSA) no intuito de desenvolver material para identificacdo, separacao

e purificagao proteica.

As finalidades dos estudos de adsorcdo de proteinas sao diversas, as
superficies geralmente desenvolvidas sao funcionais, todavia, boa parte demandam
altos custos de matéria-prima e tecnologias. Anirudhan e Senan (2011) prepararam

uma superficie por enxerto de celulose com poli-(glicidilmetacrilato) contendo grupo
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funcional sulfonato e empregaram a lisozima como padrdo. Di Palma et al. (2019)
desenvolveu a interface soélida por nanofabricagdo com auto-montagem da -
ciclodextrina bem orientada em monocamada de ouro, o material tem aplicagcéo
analitica e médica, formaram complexos reversiveis especificos com aminoacidos
hidrofébicos da superficie das proteinas modelo: citocromo C, insulina, a-

quimotripsina e RNase A.

Técnicas de elevado custo sao continuamente pesquisadas, como a
proposta por Chang et at. (2019), o estudo mostra uma rota para preparar magnetos
a partir de nanoparticulas compostas por um forte nucleo magnético de Fe3zO4 € um
Ni’* imobilizado na casca externa revestida com polietilenoimina carboximetilada,
formada por interacbes entre eletrolito polianibnico de polietilenoimina
carboximetilada e superficie carregada positivamente de SiO, modificada com 3-
(trimetoxisilil) propilamina, esse adsorvente foi efetivo em separagcédo especifica de
proteinas em meio laboratorial e pratico a partir da interagcdo coordenativa com os
seus residuos de aminoacidos (por exemplo, histidina) quando marcados com ions

metalicos biocompativeis.

Em um processo de adsorcao o adsorvente tem relevancia decisoria, ele deve
ser adequado para as especificidades do adsorbato em estudo e a aplicacao a que
se destina. A atualidade exige além da funcionalidade do produto o uso de matérias-
primas renovaveis e de tecnologias mais acessiveis, que consumam menos

reagentes no seu preparo.

3.3.1 Matéria-prima renovavel no preparo de adsorventes

Os materiais lignocelulésicos sdo uma matéria-prima vegetal abundante e
renovavel que apresentam crescente aplicacdo enquanto adsorventes, tendo vasta
pesquisa para sua funcionalidade em remover metais de solu¢cdes aquosas, mas
também, em adsorver moléculas orgéanicas, como corantes, glicose ou colesterol.

Alguns desses estudos estao sintetizados na Tabela 1.



Tabela 1 - Materiais lignocelulésicos como adsorventes
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Adsorvente Matéria- Adsorbato  Quantificacdo da Aplicacéo Fonte
prima adsorcao
Fibras Sementes Ag’ (aq) Espectrofotometria  Tratamento de  (ARAUJO et
lignocelulésicas  da Arvore de absorcao agua al., 2010)
Moringa atdbmica por chama
Oleifera )
Fibras casca de Cd™(agq)e Espectrofotometria  Tratamento de (LUZARDO
lignoceluldésicas  coco, cacau Cu*? (aq) de absor¢ao agua etal., 2015)
ede atdbmica
eucalipto
Resina sintética Taninos, Pb*? (aq) Fluorescéncia de Tratamento de (LUZARDO
fibras Raios X por agua etal., 2017)
vegetais de Dispersao de
coco e Energia
nanotubos
de carbono
Fibras Serragem Remazol Espectroscopia UV- Tratamentode (MONTEIRO
lignocelulésicas de madeira vermelhoe Vis efluente de etal., 2017)
e cascas de Remazol industria téxtil
coco verde  Violeta
Brilhante
Fibras Cascasde Pb* (aq) e  Fluorescéncia de Tratamento de (CORREIA
lignoceluldésicas  coco, Ni** (aq) Raios X por agua etal., 2018)
banana e Dispersao de
eucalipto; Energia
po de café
usado;
piacava e
aguapé
Fibras Panax Glicose, Espectroscopia UV- Processament (HUA et al.,
lignocelulésicas  ginseng colato de Vis ode alimentos 2019)
sédio, nitrito
e colesterol
Fibras Cascasde Pb* (agq) e  Fluorescéncia de Tratamento de  (SANTOS et
lignocelulésicas banana e Ni** (aq) Raios X por agua al., 2019)
eucalipto; Dispersao de
espiga e Energia
folha de
milho
Fibras Aguapé Pb** (aq), Fluorescéncia de Tratamento de  (NERIS et
lignocelul6sicas Ni%* (aq) e Raios X por agua al., 2019b)
Zn** (aq) Dispers&o de
Energia
Papel de filtro Celulose e Co”, Cr3+, Técnica de Pontos  Analise de (ALMEIDA
qualitativo e vidro Cu”,Ni** e Secos em solos etal., 2018)
quantitativo, Pb?* Microextragao
membrana de Liquido-Liquido por
éster de Dispersao e
celulose e fibra Fluorescéncia de
de vidro Raios X por
Dispersao de
Energia

Materiais lignocelulésicos sdo um tipo de matéria-prima de baixo custo, pois

podem ser aproveitados dos chamados rejeitos em processos de produgao, sao



28

encontrados em folhas, cascas, sementes, raizes, bagacos. Os processos de
producao continuamente geram residuos que nao sao reaproveitados com a mesma
frequéncia (TYE et al., 2016; DHABHAI; NIU; DALAI, 2018). Assim, toda tecnologia
aplicada no reaproveitamento de biomassas propicia impactos positivos em distintas

areas sociais, econdmicas, ambientais e cientificas.

A matéria lignocelulosica € composta de estruturas poliméricas de celulose,
hemicelulose e lignina, bem como de taninos. Taninos vegetais, comerciais ou na
forma de acido ténico, sdo empregados em processos de interagcdo com distintas
substancias e em especial com as proteinas (MCMANUS et al.,, 1985; BEART;
LILLEY; HASLAM, 1985; HASLAM, 2007; LACOSTE et al., 2015; PIZZI, 2019;
BRAGHIROLI et al., 2019). A interacao tanino-proteina € conhecida e utilizada para
diversos fins, como protecdo de materiais, separacdo e deteccdo de proteinas ou

modelagem de estruturas biocompativeis. A Tabela 2 apresenta algumas aplicagdes.

Tabela 2 - Interagbes de taninos com proteinas e outras substancias

Interacéo

Observado

Fonte

Tanino vegetal-BSA

Tanino vegetal - proteina do
soro do leite

Polimero salivar - acido tanico

Poli(sulfobetaina metacrilato)-
acido tanico

Silica mesoporosa
hexagonal-acido tanico

BSA-4cido tanico(TA)-
pepsina-TA

Tanino-
poli(glicidilmetacrilato)-
celulose-6xido de zircénio
Resina taninos-quitosana-
Ce4+

Complexos que mudaram a estrutura
secundaria da BSA

Complexos insoluveis empregados
na producao de téxteis de algodao
antimicrobiano

Cobertura de implantes dentarios
com filmes que impediram a
adsorcao de proteinas

Superficies resistentes as proteinas
testadas: BSA, Lys e Hgb

Adsorcdo da BSA em meio aquoso

Adsorc¢ao de proteinas do leite
geraram microcapsulas para
bioativos alimentares
Adsorvente seletivo para BSA em
pH 4,8

Adsorcéo de proteinas em bebidas

(SEKOWSKI et al., 2018)

(SRISOD et al., 2018)

(YANG et al., 2017)

(REN et al., 2015)

(BAZZAZ et al., 2018)

(LAU et al., 2017)

(ANIRUDHAN;
REJEENA; THARUN,
2012)

(Ll et al., 2010)

Tanto os residuos lignocelulésicos quanto os taninos, sao adsorventes com
potenciais comprovados em distintas pesquisas, inclusive para adsorbato proteico.

Assim, 0 uso desses componentes para o desenvolvimento de adsorventes
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destinados a proteinas € um campo a ser aprimorado. Existem trabalhos
consolidados que podem ser ponto de partida para o desenvolvimento de
adsorvente para proteina, como o patenteado por Luzardo et al. (2004), trata-se de
um método de imobilizacdo do tanino componente da fibra lignoceluldsica na propria
fibra por meio da reagao do hidrogénio livre na posicao alfa do aldeido (formaldeido)
com os compostos polifendlicos da fibra. O produto foi aplicado obtendo bons

resultados como adsorvente de metal em agua.

3.4 Taninos

Ha muito tempo existe o conhecimento, bem como a utilizagcdo, das
caracteristicas especiais dos taninos frente a biomoléculas. Um exemplo € o curtume
de peles, que usava para isso cascas, serragem ou lascas de arvores que
continham compostos tanantes. Com desenvolvimento cientifico e tecnologico essa
atividade foi otimizada inserindo outros agentes, extratos de taninos naturais,
compostos fendlicos sintéticos e sais foram substituindo o tratamento artesanal
(HASLAM, 2007).

Desde o antigo oficio de curtir peles com substratos naturais muito se
avancou, os métodos de extracdo de taninos vem evoluindo e a atualidade
corresponde a um periodo onde as investigagdes acerca das particularidades desse
grupo de moléculas fendlicas ainda precisam avangar, mas, propiciaram, dentre
outros, o desenvolvimento de adesivos, espumas e resinas. “Sejam com taninos
puros ou modificados a elaboracdo de novos materiais esta em pleno
desenvolvimento” (P1ZZI1, 2019).

3.4.1 Taninos vegetais

Taninos sdo compostos fendlicos que compde a biomassa lignoceluldsica
junto com a celulose, hemicelulose, lignina, proteinas vegetais, entre outros, todos
em percentuais variaveis com a espécie. Os taninos sdo encontrados em todo o
mundo e em familias diferentes das plantas e estdo em diversas partes da mesma,
madeira, cascas, folhas, frutos, sementes, raizes (P1ZZI; STEPHANOU, 1993; PI1ZZI
2019).
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Por conta da capacidade de imobilizar proteinas os taninos possuem carater
toxico para alguns seres e reduzem a potencialidade nutricional em alimento, no
entanto, estudos apontam outras caracteristicas tanicas, como atividades bioldgicas,
incluindo antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral, antioxidante e anti-inflamatéria
(CHUNG; WEI; JOHNSON, 1998). Essas propriedades ja foram testadas e podem
ser aproveitadas para melhorar a alimentacdo animal quando ofertadas em

concentragdes nao toxicas (HUANG et al., 2018).

O Brasil ja explora comercialmente os potenciais de espécies para a extragao
de taninos comerciais, como a Acacia mearnsii, da qual é extraido o tanino mimosa
pela TANAC S. A. Espécies nativas do semiarido brasileiro aprestam teores tanicos
a serem testados para curtir pele, como cascas de algaroba (Prosopis juliflora),
angico vermelho (Anadenanthera colubrina var. cebil), cajueiro (Anacardium
occidentale), jurema-preta (Mimosa tenuiflora), jurema vermelha (Mimosa arenosa) e
marmeleiro (Croton sonderianus) (PAES et al., 2006). Os taninos ja sao buscados
em espécies de grande producao nacional e mundial, o eucalipto € um dos principais
exemplos (PAES et al., 2006; SANTIAGO et al., 2019).

As plantas acumulam uma grande variedade de compostos secundarios,
incluindo os fendlicos, eles tém atividades biolégicas que variam da toxicidade a
imitacdo hormonal e podem desempenhar um papel na protecao das plantas de
herbivoria e contra doencas. O metabolismo fendlico nas plantas € complexo e
produz uma ampla variedade de compostos que variam desde pigmentos florais
(antocianidinas) aos fenolicos complexos da parede celular da planta (lignina). No
entanto, os taninos se distinguem claramente pela sua reatividade quimica e
atividades biolégicas (HAGERMAN, 2002; KHANBABAEE; REE, 2001).

3.4.2 Quimica dos taninos

Os taninos sao metabdlitos secundarios polifendlicos de plantas, soluveis em
agua, com pesos moleculares entre 500 e 3000 Daltons, que além das reagoes
fendlicas usuais, apresentam propriedades especiais, como a capacidade de
precipitar alcaloides, gelatina e outras proteinas. Os taninos podem ser classificados
em trés classes de acordo as suas estruturas de formacao quimica, os hidrolisaveis,

os condensados e os oligoméricos complexos, todavia, essas classes apresentam
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subclasses em funcéo da diversidade de possibilidades estruturais e reacionais dos
taninos na natureza (McMANUS et al.,, 1985; BEART; LILLEY; HASLAM, 1985;
HASLAM 2007; KHANBABAEE e REE, 2001).

3.4.2.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis se subdividem em galotaninos e elagitaninos, os
primeiros sdo formados por ligacdo de esterificagcdo dos grupos hidroxila da glicose
com o acido carboxilico do acido galico, ou seja, sdo ésteres poligaloilicos de glicose
formados por ligagédo éster alifatica (HASLAM, 2007). Um galotanino prototipo € a
pentagaloil glicose (B-1,2,3,4,6-pentagaloil-O-D-Glicopiranose) ou PGG (Figura 3).
Nas unidades de galoil ou seus derivados sdo encontradas ligagées de esterificacdo
depsidicas em posicées para ou meta nos grupos hidroxila fendlicos. A ligacao
depsidica € hidrolisada mais facilmente do que uma ligacao éster alifatica
(HAGERMAN, 2002).

Figura 3 - Formacao de um galotanino
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B-D-Glicose Acido galico

B-1,2,3,4,6-pentagaloil-O-D-Glicopiranose

Fonte: modificado de Hagerman (2002)

Elagitaninos sao os taninos em que pelo menos duas unidades de galoil
acoplam-se por ligacdo C-C formando o acido hexahidroxidifénico (HHDP), os
rearranjo estrutural seguido de duas oxidagdes liberam H,O em cada uma delas e
deriva no acido elagico (Figura 4), que € um éster do acido hexahidroxidifénico. Os
elagitaninos, entdo, sdo formados por acoplamento oxidativo dos galotaninos que
sao glicosilados (HAGERMAN, 2002; KHANBABAEE e REE, 2001) (Figura 4).
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Figura 4 - Formacao do acido elagico a partir do galico
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Fonte: modificado de Hagerman (2002)

Existem inUmeras formas estruturais que se caracterizam como elagitaninos,
isso de deve as distintas possibilidades de acoplamento C-C intramolecular para
formar HHDP, as varias conformacgdées da D-glucose para formar galotaninos e
posteriores elagitaninos, o equilibrio existente entre os acidos HHDP e elagico, bem
como a interacdo desses polifendis com outras espécies presentes no meio
(KHANBABAEE e REE, 2001). Em resumo, a partir de galotaninos podem se

formam os elagitaninos e vice-versa, como ilustra a Figura 5.

Figura 5 - Representacao de galotaninos e elagitaninos
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Fonte: modificado de Hagerman (2002)

3.4.2.2 Taninos condensados

Os taninos condensados sao oligoméricos, flavonoides poliméricos, capazes
de sofrer poli condensacao. Os flavonoides sdo uma diversidade de grupos de
metabdlitos baseado em um sistema de anel heterociclico derivado da fenilalanina
(B) e biossintese de policetideos (A) (KHANBABAEE e REE, 2001). A unidade
estrutural fundamental do grupo dos flavonoides € o nucleo fendlico de flavan-3-ol
(catequina) (Figura 6) (OKUDA, 2005).
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Figura 6 - Nucleo fendlico da catequina

Fonte: modificado de Arbenz e Avérous (2015)

A estrutura do monoflavonoide mostra que é possivel ter duas configuracdes
para cada anel A e B com as distintas combinag¢des possiveis para cada anel que

contenha ou ndo outra hidroxila fendlica nas posic¢oes 5.

Os taninos condensados podem ser reclassificados de acordo a estrutura do
anel A, portanto, se subdividindo em resorcindlicos, com um unico grupamento
hidroxila no anel A, e fluroglucindlicos, que possuem duas hidroxilas nesse anel
(ARBENZ e AVEROUS, 2015). De acordo com Pizzi (2003) os centros nucleofilicos
do anel A sao geralmente mais reativos do que aqueles do anel B. Isto é devido a
posicdo do OH presente nos anéis, que elevam essa diferenga na reatividade com o
maior impedimento estérico, no caso do anel A, ele possui estrutura de ressonancia

qgue gera um centro nucleofilico altamente reativo, contrario ao caso do anel B.

A condensacado dos monémeros flavan-3-ol da-se principalmente através das
posicoes 4 de uma catequina com a 8 de outra catequina monomérica, podendo
também ocorrer no carbono 6. Essas interacées podem dar-se em configuracao alfa
ou beta em func¢éo do residuo da posicao 4 (BEART; LILLEY; HASLAM, 1985; P1ZZI;
STEPHANOU, 1993; HAGERMAN, 2002).

O tanino mimosa extraido a partir da Acacia mearnsii pela empresa brasileira
TANAC S/A é um tanino natural condensado, com absorcdo na regido ultravioleta
em 282 nm, apresentou 80% de polifendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu
(GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016a). Estudos por meio de espectroscopia de
refletédncia total atenuada universal no infravermelho com transformada de Fourier
complementaram a caracterizagdo. Variando de 3500-3100 cm™' aparece a soma do

alongamento -OH derivado de diferentes ambientes quimicos, caracteristico das
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hidroxilas dos extratos polifendlicos, no entanto, a identidade do amostra é
apresentada nas demais absorcées (GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016b).

O tanino mimosa da TANAC S/A absorve em regides que sao especificas de
taninos condensados com sinal forte em 1284 cm™', médio em 1311 cm™ e ombro
em 1340 cm™ caracteristicas de alongamento ao C-O do anel C pirano, tipico dos
flavonoides. Identificados também nas absorcées ombro em 975 cm™ e muito forte
em 1023 cm™. Em 1068 cm™ o sinal médio e fraco em 1109 cm™' foram duas bandas
bem definidas de deformacédo no plano em C-H de anel aromatico. Na regido de
deformacdo C-H para fora do plano a acacia negra exibiu sinais fracos em 732 cm’
e 767 cm™' e fracos em 804 cm™ e 895 cm™ e sinal de média intensidade em 844
cm™, enquanto os sinais eram baixos para os outros cinco taninos analisados nesta
regido (GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016b).

3.4.2.3 Taninos complexos

A classe dos taninos complexos € pouco citada nas obras de categorizacao
desse grupo polifendlico, essa pode ser uma consequéncia das suas caracteristicas,
pois, segundo os autores que ja lhe classificaram, ele apresenta unidades
formadoras residuais dos taninos hidrolisaveis e condensados. Para Okuda (2005)
taninos complexos formam-se entre elagitaninos mais complexos e um flavan-3-ol
(unidade catequina) por ligacdo C-glicosidica. Khanbabaee e Ree (2001)
acrescentam que a ligacdo pode ser, também, com galotaninos. Vista a relagao de
acoplamento que é possivel entre das unidades galoil para formar unidades elagicas
na estrutura do tanino hidrolisavel, entdo, as definicbes induzem a uma

complementacgao.

De forma simplificada as estruturas dos taninos hidrolisaveis (galotaninos e

alagitaninos), condensados e complexos sao resumidas na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema ilustrativo das classes de taninos

Taninos
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OH OH (G) ou outro substituinte (Porcéo de catequina),

Fonte: modificado de Khanbabaee e Ree (2001)

3.4.3 Interacédo tanino-proteina

As interacOes proteinas-taninos ocorrem através de ligacdes de hidrogénio
entre os grupos fendlicos dos taninos e os sitios ativos dos aminoacidos, além de
interacées hidrofobicas e hidrofilicas, que somadas conferem uma duradoura
estabilidade aos complexos de tanino e proteina. Esses podem, em alguns casos,
serem identificados qualitativamente via precipitagcdo e quantitativamente, pois um
mol de tanino condensado pode complexar doze mols de proteinas (CHUNG; WEI,
JOHNSON, 1998).

O uso das ligacdes entre taninos e proteinas € bem conhecido, especialmente
para converter peles de animais em couro por meio das interagbes dos grupos
fendlicos com os grupos funcionais do colageno da pele, que é uma proteina rica em
aminoécido prolina e residuos de hidroxiprolina (CODORNIU-HERNANDEZ, 2003).

As atividades bioldgicas dos taninos também sdo conhecidas e estao ligadas
as interagoes tanino-proteinas. A acao bactericida dos compostos tanicos deve-se a
complexacgdo das proteinas dentro das membranas bacterianas, neutralizando sua
atividade, produtos farmacéuticos a base de tanino para curar infec¢des intestinais

sdo comercializados ha muito tempo (PlZZI, 2019). Artan et al. (2008) relatou a
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atividade inibitéria do Virus da Imunodeficiéncia Humana do tipo 1 (HIV-1) do
derivado de floroglucinol 6,6'-bieckol, classificado como florotanino, extraido da alga
marinha Ecklonia cava. Esse tanino ndo exibiu citotoxicidade em concentra¢des que

inibiram a replicacao do HIV-1 quase completamente.

Para a formacdo das ligagbes tanino-proteina € necessario que o0 peso
molecular dos taninos esteja compreendido entre limites bem definidos; se este é
demasiadamente elevado, a molécula ndo pode se intercalar entre os espacos
interfibrilares das proteinas ou macromoléculas; se € muito baixo, a molécula
fendlica se intercala, mas ndo forma um numero suficiente de ligagdes que assegure
a estabilidade da combinacao, € dependente do pH e ocorre idealmente em torno do
ponto isoelétrico da proteina (SEIGLER, 1988; SPIEGLER; LIEBAU; HENSEL,
2017).

A capacidade de um tanino em precipitar proteinas depende também de
numero relativo e orientacdo de grupos hidroxila, estrutura, solubilidade e facilidade
de oxidacao do tanino. Geralmente, proteinas sao precipitadas mais prontamente
por taninos condensados (SEIGLER, 1998). A precipitacao de proteinas por taninos
hidrolisaveis recebe menores atengdes, somada a sua menor abundéancia a ligagao
a proteina €, em parte, uma fungcdo do tamanho molecular, bem como da mobilidade
e flexibilidade conformacional (McMANUS et al., 1985; SEIGLER, 1988).

Em estudo recente para explorar as provaveis interagcdes entre inibidor
(tanino) e tirosinase (enzima produtora de melanomas) Chai et al. (2018) usou
catequina e epicatequina de taninos condensados de Vigna angularis como ligantes.
A catequina realizou ligacdo de hidrogénio com o anel B do residuo Glu356 e
interacdes hidrofobicas com Trp358, Lys376 e anel B do Lys379, a epicatequina
realizou ligacdo de hidrogénio com GIn44 e anel A do Lys158 e interagoes
hidrofébicas com anel A da Lys180. As ligagées de hidrogénio sao ilustradas na

Figura 8A enquanto as interacdes hidrofébicas pela Figura 8B.
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Figura 8 - Interacdes de residuos de aminoacidos com mondmeros catequina

GLN44
A
' . LYS]58
> PP Y376 < LYS180
D379 .;LYS,W‘) ., ﬂ'\
B A e M 23 . = -u

(A) ligacdes de hidrogénio; (B) interagdes hidrofébicas
Fonte: modificado de Chai et al. (2018)

A interagdo entre taninos e proteinas esta intrinsecamente ligada aos
aminoacidos que a compde. Nesse sentido, Codorniu-Hernandez el at. (2005)
realizou um estudo de quimica computacional direcionado a entender as interagdes
de cada um dos 20 aminoacidos essenciais frente a monémeros de taninos
condensados. A pesquisa concluiu que todos os complexos analisados foram
termodinamicamente estaveis; os aminoacidos hidrofilicos, principalmente os
carregados em pH fisiologico, tém uma grande afinidade com flavonoides; ocorreram
interacdes hidrofilicas e hidrofébicos; as cadeias terminais de flavonoides
oligoméricos (posicao 6 livre em espécies resorcindlicas e posicao 4 livre nos

fluoroglucinélicos) tém uma maior estabilidade termodinamica.

O estudo de Codorniu-Hernandez el at. (2005) usou método semi-empiricos
para calcular os valores de energias de associacdo, que foram maiores nas
interacdes hidrofilicas com flavonoides. Evidenciaram que os cinco primeiros
aminoacidos com os melhores valores médios de energias de associagcao e
constantes de estabilidade pertencem aos grupos de aminoacidos 4 - Hidrofilicos
Acidos (Acido aspartico (Asp, D) e acido glutdmico (Glu, E)) e 5 - Hidrofilicos Basicos
(Lisina (Lys, K), histidina (His, H) e arginina (Arg, R)), que apresentam
caracteristicas hidrofilicas notaveis. A ordem de afinidade para a interagao entre os
aminoacidos essenciais e os flavonoides da-se por: Histidina (His, H), Arginina (Arg,
R) todas maiores que Triptofano (Trp, W), Leucina (Leu, L), Glutamina (GIn, Q),
Asparagina (Asn, N) e Fenilalanina (Phe, F).



38

3.4.3.1 A albumina sérica bovina/bovine serum albumin (BSA)

A BSA é uma macromolécula de interesse econémico e cientifico, comumente
usada como proteina padrao em desenvolvimento de pesquisas com proteinas, tem
sido amplamente utilizada na preparagcdo de micro/nanoparticulas com tamanhos e
fungbes variadas, como para entrega de farmacos ou nutrientes, e isso se deve a

sua biodegradabilidade, ndo toxicidade e ndo imunogenicidade (PIZZl, 2019).

De acordo com pesquisas depositadas no banco de dados de proteinas
(PDB), a albumina é uma proteina transportadora. A estrutura da albumina sérica
bovina (BSA) foi caracterizada com dimenséo de 2,47 A (0,247 nm). E uma das
proteinas mais utilizadas nas praticas de laboratorio, em parte pela sua semelhancga
com a albumina sérica humana (HSA), exibe 75,8% de identidade estrutural
comparado com HSA. O peso molecular da BSA é de aproximadamente 66.4303
Da, possui cadeia polipeptidica unica que consiste em identificados 583 residuos de
aminoacidos, sem carboidratos (BUJACZ, 2012). De acordo informacao do produto
da Sigma-aldrich em pH 5 a 7 a BSA contém 17 pontes dissulfeto intracadeias e 1
grupo sulfidrila, seu ponto isoelétrico (pl) em agua a 25 °C é de 4,7 a 5.3 e seu pH

em solucdo 1% variade 5,2a 7.

Tabela 3 - Percentual de cada aminoacido e de grupos na BSA

Grupos Aminoacidos Quantidade % %(grupo)

Grupo I: Alifaticos Alanina (Ala, A) 47 8.06 34.63
Glicina (Gly, G) 16 2.74
Isoleucina (lle, I) 14 2.40
Leucina (Leu, L) 61 10.46
Prolina (Pro, P) 28 4.80
Evalina (Val, V) 36 6.17

Grupo Il: Aromaticos Fenilalanina (Phe, F) 27 4.63 8.4
Tirosina (Tyr, Y) 20 3.43
Triptofano (Trp, W) 2 0.34

Grupo Ill: Contém Enxofre Cisteina (Cys, C) 35 6.00 6.7
Metionina (Met, M) 4 0.70

Grupo IV: Hidrofilicos Acidos Acido Aspértico (Asp, D) 40 6.87 16.99
Acido Glutamico (Glu, E) 59 10.12

Grupo V: Hidrofilicos Basicos Lisina (Lys, K) 59 10.12 16.99
Histidina (His, H) 17 2.92
Arginina (Arg, R) 23 3.95

Grupo VI: Hidrofilicos Neutrais Serina (Ser, S), 28 4.80 16.29
Treonina (Thr, T), 33 5.66
Asparagina (Asn, N) 14 2.40
Glutamina (GIn, Q) 20 3.43

Fonte: modificado de Bujacz (2012) e Majorek et al. (2012)
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A Tabela 3 relaciona a quantidade de cada aminoacido com relagdo ao total
de 583 aminoacidos da proteina bem como o percentual de aminoacidos em relagao

ao grupo a que foram categorizados.

A BSA enquanto proteina padrdo de pesquisa eleva as possibilidades de
analises dos resultados, pois, em sua composicdo sdo encontrados os vinte
aminoacidos essenciais, portanto, ela representa bem percentuais de composi¢cao

quimica de outras proteinas.

Considerando os estudos de Codorniu-Hernandez et al. (2005) faz-se
promissora a perspectiva acerca da interagcdo da proteina BSA com uma superficie
carregada de grupos fendlicos tanicos, de acordo a Tabela 3 a composicdao da BSA
tem grande concentracdo de aminoacidos hidrofilicos e alifaticos, que segundo os
estudos de Codorniu-Hernandez et al. (2005) foram os principais grupos que

formaram complexos fortes e estaveis quando ligados aos flavonoides testados.

3.5 Taninos no preparo de resinas

Os taninos condensados sao facilmente encontrados em comercio na forma,
por exemplo, do tanino mimosa da Acacia, e constituem mais de 90% do total
producdo mundial de taninos comerciais (P1ZZl, 2014). Essa classe de polifenois
sdo quimicamente e economicamente interessantes para a preparagdo de adesivos
e resinas. Seu comportamento quimico em relagcdo ao formaldeido é analogo ao dos
fenodis simples de baixa reatividade e seu uso como substituto do fenol nas resinas
nao apresenta dificuldades e € uma linha de pesquisa em amplo desenvolvimento
(P1ZZ1 2019; BRAGHIROLI et al., 2019).

Segundo Pizzi e Stephanou (1993), a fabricagédo de resinas termoendurecivel
de taninos poliflavonoides-formaldeido apresenta bom desempenho desde os anos
70 para aplicagdes industriais como adesivos exteriores fendlicos para madeira.
Pesquisas promissoras acerca da aplicacdo de taninos vegetais em sintese de
resinas tanino-formaldeido destinadas a adsorcdao de ions metalicos em solucéo
vém sendo realizadas (LIMA et al., 1998; MIRANDA et al., 2000; SENGIL e
OZACAR, 2009; LUZARDO et al., 2004; 2017). Dada a caracteristica hidrossoltvel
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dos taninos, a imobilizagdo dos mesmos para uso em solugdo aquosa € uma
estratégia relevante, ademais, seu uso representa uma substituicdo natural para

reagentes sintéticos e perigosos, como o fenol.

Os taninos condensados naturais sdo pesquisados como fonte de substituicao
de diversos mondmeros poliméricos, como fez Tondi (2017), preparando resinas
destinadas a producao de plasticos a partir do extrato de Acacia Mimosa (Acacia
mearnsii) em varias condigbes de concentracdo, pH e temperatura, além de
diferentes polimerizadores, formaldeido, hexamina, glioxal, anidrido maleico, furfural
e alcool furfurilico. A pesquisa propiciou conhecer padrées para modelagem das
resinas com especificidades para cada endurecedor polimérico e espectros gerados
por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) sugeriu
que os copolimeros de formaldeido foram os mais reticulados, indicando, dentre

outros, que formaram polimeros maiores e mais organizados.

Na reacao de taninos poliflavonoides com formaldeido as posi¢coes Cg € Cg no
anel A sao os sitios reativos com formaldeido, de acordo as condi¢gdes usuais sob as
quais esses materiais sdo usados, meio acido ou basico. Alguma participagdo na
reacdo com formaldeido pelo anel B pode ocorrer pela natureza do anel. A
policondensacao da-se em duas etapas: a reagao do aldeido com os sitios ativos do
tanino, etapa responsavel pelo consumo de aldeido e a posterior liberacdo do
aldeido, disponivel hovamente para reacao. Esta reacdo € provavelmente devido a
passagem de pontes de éter -CH2 - O - CH2- instaveis formados inicialmente para
ligantes -CHZ2- mais estaveis (PI1ZZI, 2003).

A interacao tanino-formaldeido gera uma longa cadeia polimérica de taninos
imobilizados, insoluveis, mas com caracteristicas de reatividade conservadas, bem
como se mantem as caracteristicas de componentes acrescentados, como na resina
de tanino Mimosa, formaldeido, fibras de coco e nanotubos de carbono em meio
acido preparada por Luzardo et al. (2017), seu espectro FT-IR apresentou bandas
dos grupos CO, OH, C=C relacionadas aos taninos condensados e ligacdes C-H dos
nanotubos, além de grupos funcionais como aril-OH e aril-O-CH indicados como
precursores da adsorcao metalica.

O trabalho realizado por Luzardo et al. (2017) representa uma nova

perspectiva para producao e aplicagbes das resinas poliméricas de taninos vegetais
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enriquecidas com componentes lignoceluldsicos e outros. Nessa perspectiva, outros
residuos vegetais podem e precisam ser testados na composicdo de novos

adsorventes.

3.5.1 Eucalipto e taninos

A matéria lignocelulésica vem ganhando grande espaco em pesquisas
recentes. A demanda global por matérias-primas renovaveis cresce, € esses
materiais apresentam grandes potencialidades quimicas, fisicas e biologicas.
Luzardo et al. (2015) aplicou fibras lignocelulésicas como adsorventes, dentre elas
as das cascas de eucaliptos hibridos (Eucalyptus grandis e Eucalytus urophylla). O

método de Stiasny quantificou 3,6% de fendis reativos no extato.

Luzardo et al. (2015) comparou, por meio de espectros FT-IR, o tanino
Mimosa com o de eucaliptos hibridos (Eucalyptus grandis e Eucalytus urophylla),
dentre outras similaridades, foi averiaguado ambos a presenga de benzenos mono,
di e para-substituidos com deformacdes C-H fora do plano, elas aparecem tanto no
tanino Mimosa quanto no eucalipto e sdo correspondentes as proantocianidinas,
bem como aos taninos complexos oligoméricos. Bandas intensas confirmaram a
presenca de aril-OH indicando vibragcdes nas ligagbes OH e hidrogénio em

polimeros presentes em taninos vegetais.

O eucalipto, considerando que espécies distintas apresentam diferentes
propor¢gdes dos componentes, € uma espécie a ser explorada mediante suas
caracteristicas quimicas. O indicativo de presenca de taninos condensados e
complexos é um forte requisito que amplia as possibilidades de aplica¢des dessas
espécies. Segundo os estudos de (LUZARDO et al., 2015; 2017) o tanino mimosa é
composto em sua maioria por taninos condensados, dai a sua vasta aplicabilidade.
Haja vista o foco comercial dos taninos condensados, o eucalipto representa uma

possibilidade de aprecia¢ao cientifica e fortalecimento econdémico.

As pespectivas teoricas sao de que fibras de eucalipto, junto ao tanino
mimosa sejam uma via para a formagao de resina que conserve as caracteristicas

inerentes aos taninos, como a complexacao de proteinas.
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3.6 Estudo da adsorcao de proteinas

Os estudos cinéticos e isotérmicos podem ser usados via modelos a fim de
estabelecer parametros que permitam a comparacao da influéncia de diferentes
condicOes experimentais, moléculas e materiais, no entanto, eles ndo devem ser
utilizados como unicos meios para explicar a adsor¢ao (COGLITORE, JANOT e
BALME, 2019). A analise dos dados experimentais frente aos modelos tedricos de
cinética e isoterma sao estudos complementares difundidos na comunidade
cientifica tanto para avaliagdo da adsorcao idnica (NERIS et al., 2019a,b) quanto de
proteinas (ANIRUDHAN e SENAN, 2011; ANIRUDHAN, REJEENA e THARUN,
2012; BOULOS et al., 2013; Ll et al., 2013; BAZZAZ et al., 2018; BEHERE; YOON,
2021).

Tabela 4 - Aplicacdo de modelos cinéticos e isotérmicos para estudo da adsorcao de
proteinas em superficies poliméricas

Adsorvente/adsorbato Modelos Cinéticos Modelos Isotérmicos Fonte
Poli (glicidilmetacrilato) - Pseudo primeira e Langmuir, Freundlich e = (ANIRUDHAN;
celulose enxertada com segunda ordem e Sips SENAN, 2011)
sulfonato difusdo externa e

funcional/lisozima intraparticula

Polimero de tanino Pseudo primeira e Langmuir, Freundlich e (ANIRUDHAN;
hidrolisavel - zircbnio - segunda ordem e Redlich-Peterson REJEENA;

poli (glicidilmetacrilato) -
celulose - 6xido/BSA
Nanoparticulas de ouro
esféricas e em forma de
bastao/ BSA

Fibras de colageno
modificadas/ BSA,
hemoglobina e lisozima
Polimero silica
mesoporosa hexagonal -
acido tanico/BSA

Resina da cepa
recombinante de
Escherichia coli -

polimetacrilato - Proteina
A/ Imunoglobulina G
(I9G)

difusdo intraparticula

Pseudo segunda ordem

Pseudo primeira e
segunda ordem e
difusdo intraparticula

Langmuir, Frisch-Sihma-
Eirich, e Equacao de Hill

Langmuir e Freundlich

Langmuir, Freundlich,
Redlich-Peterson,
Dubinin-Radushkevich

e Temkin

Langmuir, Freundlich,
Brunauer - Emmett -
Teller (BET), GAB,

Halsey e Oswin

THARUN, 2012)

(BOULOS et al.,
2013)

(LlIet al., 2013)

(BAZZAZ et al.,
2018)

(BEHERE;
YOON, 2021)

A Tabela 4 resume uma variedade de superficies adsorventes de proteinas

estudadas segundo modelos teoricos de cinética e isoterma, o uso dos modelos de

pseudo primeira e segunda ordem, Langmuir, Freundlich e derivados dos mesmos
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faz-se recorrentes. Chama atencdo que mesmo aquelas superficies que receberam
componente tanico o aplicaram para enriquecer outro polimero sintético, assim,
nenhum dos trabalhos citados € um modelo do que segue reportado aqui. Portanto,
0s modelos cinéticos e isotérmicos aqui empregados baseiam-se nas pesquisas
tabeladas acima, bem como nos dados de Luzardo et al., (2017) da aplicacdo da

resina de taninos-fibras de coco-nanotubos de carbono para adsorver Pb?".

O estudo cinético fornece a relacdo do tempo de contato com a capacidade
de adsorcao da superficie adsorvente. Os modelos tedricos de pseudo primeira e
segunda ordem (ANIRUDHAN e SENAN, 2011; ANIRUDHAN, REJEENA e
THARUN, 2012 e BAZZAZ et al.,, 2018) e a equacao de Elovich (NERES et al.,
2019b; LARGITTE; PASQUIER, 2016) sdo opg¢bes para uma aproximagado da
elucidagdo dos mecanismos da cinética de adsor¢ao, no entanto, ndo sao capazes
de descrever o processo de difusao, assim, também se aplicou o modelo de difusao
intraparticula (ANIRUDHAN; SENAN, 2011; ANIRUDHAN; REJEENA; THARUN,
2012; BAZZAZ et al., 2018)

A isoterma de adsorcao fornece uma maneira de medir a capacidade de
ligacdo da resina em funcdo da concentracao da proteina, tradicionalmente € usada
para quantificar a taxa de captacao de proteina em massa por massa do adsorvente,
além disso, os parametros de isotérmica de adsor¢cao fornecem caracteristicas
acerca da resina (BEHERE e YOON, 2021). Os modelos Langmuir, Freundlich,
Redlich-Peterson e Sips, fornecem possibilidade de analise para diferentes tipos de
superficies adsorventes, pois, os dois ultimos sdo modelos hibridos dois primeiros
modelos de isotermas, portanto, mais abrangentes e completos, eficientes para
modelar adsor¢gdo em monocamada, multicamadas, solido homogéneo ou
heterogéneo (ANIRUDHAN e SENAN, 2011; LUZARDO et al., 2017; BAZZAZ et al.,
2018).

3.6.1 Cinética de adsorcao

A cinética de adsorcdo é uma via de complementacdao para a analise dos
tipos de ligacdes e/ou interagdes quimicas que prevalecem no sistema em estudo,
fornecendo, ainda, o tempo a partir do qual o mesmo encontra o equilibrio de

adsorcao bem como conduz a interpretagdo dos fenébmenos de transporte de
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massas na interface solido-liquido que ocorrem desde o primeiro contato

adsorvente-proteina até o equilibrio.

3.6.1.1 Modelo de pseudo-primeira ordem

O modelo cinético de pseudo-primeira ordem de Langergreen baseia-se na
taxa de adsorgao e absorcao do soluto simultaneamente, especialmente em solugao
liquida, tomando como base a capacidade de adsorcéo, e o fato de que a velocidade
da reacao € diretamente proporcional a diferenca entre as quantidades do adsorbato

no equilibrio e no tempo na fase sélida (TIEN, 2019).

De acordo com Largitte e Pasquier (2016) a formulacdo matematica

exponencial do modelo Langergreen é como segue na Equacao 1.
qc = qe(1 — exp(—kit)) (1)
Onde: q; é a capacidade de adsorcdo no tempo t (mg g™'), ki é uma

constante da taxa de adsorcdo da pseudo primeira ordem (min™') e t € o tempo de

contato do adsorvente com a solu¢do contaminada (min).

3.6.1.2 Modelo de pseudo-segunda ordem
No modelo cinético de pseudo-segunda ordem de Ho e McKay a velocidade

€ proporcional ao quadrado da diferenca da quantidade adsorvida no equilibrio e no
tempo e 0 modelo € baseado na capacidade de adsorcao (IP; BARFORD; MCKAY,
2010).

De acordo com Largitte e Pasquier (2016) a expressao matematica do

modelo de pseudo-segunda ordem é como segue na Equacéao 2.

_qZkat ()

1 Onde k; é constante da taxa de adsorcdo da pseudo segunda ordem (g mg™
min~’).
3.6.1.3 Equacéo de Elovich

A equacao de Elovich a principio era utilizada para descrever a cinética de

adsorcao quimica de um gas na superficie de um material sélido, no entanto, a sua
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aplicacdo para adsorbatos aquosos demonstram eficiéncia, sobretudo para
superficies heterogéneas (LARGITTE; PASQUIER, 2016).

A equacao linearizada de Elovich, como segue (Equacédo 3) baseia-se na
constante a de taxa de adsorcdo inicial (mmol g=' min™") e no parametro B
relacionado a extensdo da cobertura da superficie e energia de ativagcdo para
quimissorgéo (g mmol™).

1 1 3)
q: = E In(ap) + E In(t)

3.6.1.4 Modelo de difusdo intraparticula

O modelo de difusao intraparticula € amplarmente aplicado e importante para
o estudo da cinética de adsorcao de proteinas, pois fornece informagdes importantes
acerca da interpretacdo do mecanismo de transporte das moléculas de proteinas do
meio aquoso para a superficie e/ou interior do sdlido, quando as mesmas
conseguem ocupar frestas e poros do adsorvente (COGLITORE, JANOT E BALME,
2019).

Os calculos das constantes de taxa de difusao intraparticula a partir dos
dados cinéticos pode ser realizado segundo a Equacao 4, de Weber e Morris, onde

ke € a constante de taxa de difusdo intraparticula (mg g~ min'?

) e | a variavel
relacionada com os efeitos da camada limite, como a espessura (LARGITTE;

PASQUIER, 2016).

1
qe = katz + I (4)

3.6.2 Isoterma de adsorcao

O estudo por isotermas possibilita conhecer a capacidade maxima de
adsorcao da proteina na superficie em funcao dos dados experimentais no equilibrio
para condicdes fisico-quimicas estabelecidas. E também uma via de interpretacéo
da heterogeneidade ou homogeneidade da composi¢cdo quimica da superficie

adsorvente.
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3.6.2.1 Modelo de Langmuir

Segundo Neris et al. (2019a) o modelo de Langmuir € mais difundido e
delimitado no que se refere ao tipo de superficie adsorvente, a considera
homogénea e adsorvida por monocamada. Sua expressdo matematica de acordo
Foo e Hameed (2010) € a seguinte (Equacéo 5):

q. = QmK M. (5)
1+ KLM
e

Onde gn representa a capacidade maxima de adsorcdo (mg g'), KL
constante da isoterma de Langmuir (L mg™') e M. concentracdo de equilibrio de

espécies quimicas (mg L™).
3.6.2.2 Modelo de Freundlich

O modelo de Freundlich adequa-se a adsorventes heterogéneos e admite a
ocorréncia de interacbes entre as moléculas adsorvidas. Segue a sua expressao

matematica nao linear (Equacao 6) Foo e Hameed (2010).

1 (6)
qe == KFM:

1/n

Onde Kr constante da isoterma de Freundlich (mg g~ )/(L mg”)" en é o

fator de heterogeneidade da isoterma de Freundlich.

A partir dos modelos de Langmuir e Freundlich surgiram os modelos hibridos
de Redlich-Peterson e Sips, essa caracteristica os fazem amplamente aplicados

especialmente em sistemas heterogéneos Neris et al. (2019a,b).

3.6.2.3 Modelo de Redlich-Peterson

A expressao matematica do modelo Redlich-Peterson pode ser usada em
sistemas homogéneos ou heterogéneos e além do parametro M. ele relaciona KR,
como constante da isoterma de Redlich-Peterson (L g'1), ar como constante da
isoterma de Redlich-Peterson (mg L'1) e g como expoente da isoterma de Redlich-

Peterson (valor ideal 0< g <1) Equacéao 7 (Neris et al., 2019 a,b).
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_ _KgM. (7)
=91 a me
R e

3.6.2.4 Modelo de Sips

O modelo de Sips (Equacao 8) representa bem sistemas heterogéneos de
adsorcao. Sua formulagdo matematica inclui a capacidade de adsorcao da superficie
por gs (capacidade de adsorcdo obtida pela isoterma de Sips (mg g™')), além dos
parametros ns (expoente isotérmico de Sips) e as (constante da isoterma de Sips
relacionada a energia de adsorcao (L g—1)) (Neris et al., 2019 a,b).

L 8
gashs ®)

1
1+ asMe”S

e =

3.7 Resumo: do estado da arte e do estado da questéo

o A recuperacao de proteinas em aguas vem usando dos métodos aplicados
para matrizes complexas, como o plasma sanguineo, assim, cromatografia,
precipitacdo, eletroforese, ultrafiltracdo, entre outros (TIEN, 2019; XIAO; ZHOU,
2019);

o A separacao de proteinas e espécies proteicas em aguas de afluentes e

efluentes € um campo de estudos que requer desenvolvimento;

o A adsorgdo vem sendo executada como um meétodo mais vantajoso para
separar proteinas em meio aquoso, pois, é capaz de remover certa(s) substancia(s)
a partir de um fluxo por meio das interagcées adsorvente-adsorbato via forcas de Van
der Waals e/ou reagdes quimicas (TIEN, 2019; LI et al., 2013);

o Os fenbmenos de adsorcao de proteinas sao complexos, cada caso carrega
suas especificidades. Sabe-se que a afinidade quimica entre o adsorvente e a
proteina, o desimpedimento e orientacdo dos grupos funcionais, o pH, pl,
temperatura e superficie de contato sdo fatores importantes (LATOUR, 2020;
COGLITORE; JANOT; BALME, 2019; Ll et al., 2013);
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o Os adsorventes comumente desenvolvidos para proteinas sdo baseados em
polimeros sintéticos funcionalizados aplicando tecnologias e reagentes de alto valor

agregado;

o Taninos ja sdo empregados para funcionalizar adsorventes para proteinas,
mas pouco aplicados como base do produto;

o Materiais lignoceluldsicos apresentam funcionalidade como adsorventes de

metais em aguas, mas nao foram aplicados para testes em proteinas;

o A producdo de adsorventes para proteinas em meios aquosos baseados em
matéria prima-natural e renovavel € uma lacuna a ser preenchida;

o Taninos condensados e fibras lignocelulésica sdo materiais naturais com

grupos funcionais ativos passiveis de interagbes fortes com proteinas;

o Este trabalho busca contribuir para a superacdo das lacunas cientificas
acerca do tema de adsorgéo de proteinas a partir do desenvolvimento de uma resina
de taninos condensados naturais usando como base o tanino vegetal de Acacia
mearnsii (Mimosa) da TANAC S/A, formaldeido e fibras lignoceluldsicas tratadas do
Eucalyptus citriodora para a adsorcao da proteina padrao Albumina Sérica Bovina

em meio aquoso.
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4 METODOLOGIA

A fim de obter um adsorvente para a adsorcdo da proteina padrao BSA
utilizando tanino vegetal de mimosa e materiais lignocelulésicos modificados da
casca de eucalipto e, assim, alcancar o objetivo geral desse trabalho, por meio
da sintese e caracterizagao fisico-quimica do adsorvente e estudos da cinética e
isoterma de adsor¢cdo da BSA, o presente trabalho, entdo, seguiu a seguinte logica

de intervengéao Figura 9.

Figura 9 - Logica de intervencéo

(. ) —_

Obtencéo da Teste: remog&o da Cinética de
materia-prima: BSA X pH adsorcéo
Tanino mimosa

TANAC,;
Cascas de eucalipto. T
N J
e & acterizacbes
Fisicas e Quimicas Isotermas de
Tratamento das da flb(rja e do melhor adsorcéo
cascas de eucalipto adsorvente
.
- 2 Teste: remocéao da
Producéo dos 9 BSA X

adsorventes ADSORVENTE

4.1 Coletae pré-tratamento das cascas do eucalipto

As cascas do Eucalyptus citriodora foram coletadas de residuos da colheita
de arvores com 5 anos de idade, no Municipio Encruzilhada, Bahia, Brasil. As
mesmas foram lavadas em agua corrente deionizada, cortadas para pedacos de 2-3
cm, secas em estufa solar durante 48 h e em estufa elétrica (a 100 = 2 °C) até

massa nao variavel, por fim, foram trituradas num macro moinho de facas tipo Wiley
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que geram particulas selecionadas em peneira de malha com granulometria entre 20
e 150 mesh.

4.2 Obtencao de extratos das fibras da casca do Eucalyptus citriodora

Conforme Pinto et al. (2013) a extracdo foi aquosa, quente e em reator
fechado com recirculagédo de fase liquida para as fibras de eucalipto. Assim, 2 g do
material seco e moido receberam 250 mL de agua deionizada e foram submetidas a
extracdo no Soxhlet a uma temperatura de 90 + 3 °C por 2h30min. O extrato foi
resfriado em temperatura ambiente (20 + 1 °C), transferido para baldo volumétrico
de 250 mL e seu volume completado com agua deionizada. Para a determinacao
dos solidos soluveis totais (SST) foram acondicionadas trés amostras de 25 mL do
extrato em beckers com massas previamente aferidas, essas foram submetidas a
secagem em estufa (a 103 = 2 °C) até peso constante. Amostras do mesmo extrato
foram analisadas por espectroscopia UV-Vis a fim de identificar a absorcao dos

grupos tanicos presentes.

4.3 Espectroscopia UV-Vis

Os experimentos foram feitos usando cubetas de quartzo de 10 mm no
espectrofotometro digital SP-220 BIOESPECTRO que opera entre 200-1000 nm.

4.3.1 Curvas de calibracdo dos compostos tanicos

As espécies usadas para quantificacdo de taninos foram o acido tanico (AT)
88% (ALPHATEC) e o acido galico (AG) anidro 98,0% (VETEC). Todas foram
preparadas como solu¢des aquosas em agua deionizada a partir de solugbes maes
concentradas de 100 mg L™ para o AT e 20 mg L™ para AG. Posteriormente foram
preparadas por diluicao para 10,0 mL em baldo volumétrico diferentes
concentracoes de cada solucao, para o AT foram 10 concentracdes e para o AG 8
concentracdes de 10-100 mg L' e 4-18 mg L™ respectivamente. As quantificacdes
de absorgcao foram feitas em comprimentos de onda de 280 nm para o AT e 265
para AG.

Todas as curvas de calibragcdo foram obtidas no Origin, bem como as

equacdes das curvas de calibracdo e os seus coeficientes de determinacdo (R?). Os
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calculos de limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) para todas as curvas de
calibragdo foram realizadas com base na IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002) assim como Marques et al. (2012).

4.3.2 Curva de calibracédo da proteina BSA

A proteina dos testes de adsorcdo foi a albumina sérica bovina (BSA)
liofilizada 96% (SIGMA). Foi preparada uma solugdo concentrada em &agua
deionizada de 600 mg L™, diluida para 12 solucdées de 50 até 600 mg L' em
volumes de 10 mL. As quantifica¢des de absor¢cao foram feitas num comprimento de
onda de 280 nm.

4.3.3 Estimativa do teor de taninos condensados e hidrolisaveis nas fibras da casca
do Eucalyptus citriodora

Baseando nas propriedades dos taninos em absorver radiagdo no espectro
UV-Vis entre 250 e 300 nm, com picos em aproximadamente 265 nm relacionados
aos taninos hidrolisaveis e 280 nm aos condensados (GRASEL; FERRAO; WOLF,
2016a) foram utilizados o AG e o AT como agentes de comparagédo dadas as suas
caracteristicas quimicas e principalmente espectrais a fim de basear a estimativa do
teor tdnico no extrato das fibras naturais. A via de determinacdo de taninos
condensados foi a comparacao do espectro UV-Vis do extrato da fibra natural ao do
AT, assim sua absorbancia em 280 nm foi aplicada a equacédo da curva de
calibracdo do AT (A = 0,0099C + 0,0091) com R? 0,9997. Apesar de ser
predominantemente uma mistura de poligaloil-glucose e, portanto, tanino
hidrolisavel, o AT apresenta maximo de absor¢cdo em comprimento de onda
caracteristico dos croméforos dos taninos condensados, sendo um bom candidato

de referéncia para identificacdo dos mesmos.

Para determinagcdo dos taninos hidrolisaveis, o espectro do mesmo extrato
supracitado, das fibras naturais, foi comparado ao do AG e sua absorbéancia em 265
nm aplicada na equacao da curva de calibracdo do AG (A = 0,0433C - 0,0163) com
R? 0,9993. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e o tanino mimosa foi,

também, analisado como um padrao puramente qualitativo.
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4.4 Tratamentos quimicos das fibras da casca do Eucalyptus citriodora

4.4.7 Tratamentos por hidrélise

Foram aplicadas trés variantes do tratamento por hidrolise das fibras da casca
de eucalipto. Primeiramente 2,0 g foram lavadas conforme processo de extragao
aquosa ja descrita; outras duas porcoes de 2,0 g cada, passaram por tratamento
hidrolitico acido e alcalino realizado de acordo com Santos et al. (2019). Assim, uma
recebeu 25 mL de solugdo de NaOH 0,1 mol L' (MERCK, 97% purity) para hidrélise
basica e outra 25 mL de solugdo de HNO; 10% v/v (MERCK, 65% purity) para
hidrélise acida. Ambas as misturas ficaram em contato por 2 h em 20 £ 1 °C,
posteriormente foram filtradas e lavadas no extrator de Soxhlet sob temperatura de
90 °C até obter agua residual sem coloracdo e com pH 7. O produto obtido foi

novamente seco em estufa (a 103 + 2 °C).

4.4.2 Imobilizagdo dos taninos

A obtencao das fibras com os taninos componentes das mesmas imobilizados
€ uma quarta variante para o estudo da capacidade de remocao das fibras tratadas.
O método foi adaptado de Luzardo et al. (2004) a partir dos seguintes passos: 2,0 g
das fibras foram vertidos para um becker de 250 mL contendo uma solugdo de 3,0
mL de formaldeido (CH»O) volume 37% (Synth), 8,0 mL de agua deionizada e 0,2
mL de acido cloridrico (HCI) PA 37% (Neon). A mistura foi mantida em agitagcao
manual leve, por meio de bastdo de vidro, entre 20-30 min, em temperatura
ambiente (20 + 1 °C) em seguida foi levada a aquecimento gradual em estufa até
103 £ 2 °C até que o excesso aquoso fosse evaporado. Apds este tempo, o material
sélido foi lavado no extrator Soxhlet a uma temperatura de 90 °C por 2h30 min. O
produto obtido foi novamente seco em estufa (a 103 £ 2 °C) e macerado em pistilo
para particulas de aproximadamente 45 mesh. Ja o extrato aquoso foi analisado via
espectro UV-Vis e comparado aos espectros das fibras naturais e demais compostos

de referéncias tanicas.
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4.4.3 Sintese da resina de tanino e fibras tratadas da casca do Eucalyptus

citriodora

A sintese da resina foi realizada seguindo a mesma metodologia supracitada
para a imobilizagcdo dos taninos nas fibras adaptando-a segundo Luzardo et al.
(2017), assim, as fibras da casca de eucalipto foi acrescentado o tanino condensado
da Acacia mearnsii (tanino mimosa) (TANAC SA) para reacao de policondensacao
em solucao de formaldeido, agua e acido cloridrico. A fim de estabelecer a melhor
capacidade de remocao de proteina foram preparadas 6 variantes. Os percentuais
estudados entre tanino e eucalipto foram, respectivamente, (50-50; 10-90; 100-0 e 0-
100) e também duas diferentes granulometrias da fibra, 65 e 150 mesh, para a

propor¢cao10% fibras-90% taninos.

4.5 Caracterizag0es fisicas e quimicas

Todos os experimentos de caracterizagao fisica da resina foram realizados
em triplicata pesando 0,5 g em balanga analitica. O grau de inchamento, a
densidade aparente e de pacote e a massa especifica foram calculados de acordo
com a Marhol (1982).

As caracterizagdes quimicas da resina, tanino mimosa e fibras das cascas do
Eucalyptus citriodora foram realizadas por obtengc&do de espectros UV-Vis entre 220
e 320 nm, possibilitando a identificagdo dos maximos e minimos de absorgéo
relacionados aos seus componentes tanicos.

Foram obtidos espectros entre 650 e 4000 cm™ por espectroscopia de
refletancia total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR)
em equipamento de modelo Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer da
PerkinElmer, viabilizando o reconhecimento dos grupos funcionais ativos dos
analitos tanicos e da proteina BSA. Os espectros obtidos foram médias de 10
varreduras, obtidos com resolucdo de 4 cm™’ e foram processados através do
software Spectrum da PerkinElmer.
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4.6 Estudos de adsorcao da proteina BSA

Os estudos foram realizados em triplicata e sob acompanhamento do branco
analitico, que consistia em um quarto becker com todos os componentes nas
mesmas proporgdes excluindo, no entanto, a BSA. Seu tratamento foi igual ao dado
para as unidades que continham o analito e sua absorbancia foi aferida e subtraida
da absorcao total daquelas replicas que continham a proteina. A massa de cada
adsorvente testado foi de 0,05 g, reservada em becker de 250 mL, acomodado na
mesa agitadora orbital digital Ethik Technology programada para agitacdo de 70 rpm
(0,1372 g) por 30 min, tempo que foi posteriormente estudado pela cinética de
adsorcao. Assim, 10 mL de solugdo de BSA com concentragdo conhecida era

vertida sobre o adsorvente, bem como a agua deionizada no branco.

Imediatamente ap6s o processo de agitacdo os sélidos eram separados por
filtro qualitativo (Unifil) e a solu¢do centrifugada em Centrifuga SL - 700 SOLAB por
5 min em 3000 rpm (1844 g). O sobrenadante entdo tinha absorcéo aferida no UV-
Vis em 280 nm que aplicada a equacao da curva de calibragdo da BSA (A =
6,24x107*C - 4,04x10™*) com R? igual a 0,9986, LD de 2,48 mg L' e LQ 8,27 mg L™,

determinava a concentracao da proteina no fim do processo de adsorcao.

Todos os experimentos foram realizados numa temperatura de 20 + 1 °C. O
valor da capacidade de adsor¢ao no equilibrio (qe) foi calculado para cada réplica
pela Equacao 9 dando resultado médio para as diferentes variaveis estudadas, do
mesmo modo aplicou-se a Equacao 10 para calculo do percentual de remocao q%,
ambos segundo Verma, Shashi Kumar e Surendra Kumar (2017).

(Co—Ce)V (9)
e = m

Onde qe é a capacidade de adsorcdo no equilibrio (mg g~'), Co concentragdo

inicial do adsorbato (mg L"), Ce concentracdo do adsorbato no equilibrio (mg L), V
volume da solugao do adsorbato (L) e m a massa do adsorvente (g).

Co=Ce (10)

0 =
q% ¢, 100
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4.6.1 Influéncia da variacdo de pH na adsorcao

A metodologia de estudo para influéncia da variagdo de pH na adsorcao
segue como supracitado variando apenas o solvente da solucdo de BSA, onde
aplicou-se solugdes aquosas de tampdes distintos preparados segundo equacgéo de
Henderson Hasselbalch: PBC (Fosfato-Borato-Citrato) 5x10™ mol L™ (KH,PO,4 P.A.
Synth, HsBO3; P.A. VETEC e CgHsO; P.A. Synth) para se obter diferentes pH’s (4,0,
5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0) ajustados utilizando NaOH 10™" mol L' (MERCK, 97% purity)
ou HCI 10™ mol L™ (37% Neon) e aferidos por pHmetro digital BEL. Testes também
foram realizados com tamp&o acetato 102 mol L™ para pH's 3, 4 e 5 (CH3;COOH
Glacial U.S.P. 100% e CH3COONa P.A. Synth) e fosfato 102 mol L para 6, 7 e 8
(NapHPO4 P.A. e NaH,PO4 P.A. Synth).

4.6.2 Estudo da cinética de adsorcao

Os experimentos foram realizados com diferentes tempos de contato (1, 3, 7,
10, 20, 30, 40, 75 e 90 minutos) entre o adsorvente de massa fixa e a solugcao de
BSA com mesmo volume e concentragao inicial, preparada segundo resultados do
estudo de influéncia da variacdo de pH na adsorcédo. A relacdo do tempo de contato
com a capacidade de adsorc¢ao foi estudada segundo modelos tedricos nao lineares

de pseudo primeiro e segunda ordem e equacao linearizada de Elovich.

4.6.3 Estudo da isoterma de adsorcao

O estudo foi realizado com massa fixa do adsorvente ideal (0,05 g), variando
8 concentracdes iniciais do adsorbato BSA de 100 até 430 mg L™, mantendo a
temperatura controlada em 20 + 1 °C e aplicando o tempo ideal para alcance do
equilibrio segundo o estudo cinético. As isotermas experimentais foram aplicadas
em modelos tedricos para determinagcao da capacidade maxima de adsorgao e da
melhor teoria para simulagcdo dos dados do referido experimento. A analise se deu

pelos modelos de Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson e Sips.

O processo experimental de composi¢ao da resina e da adsorgao da BSA na
mesma, junto aos modelos de cinética e isoterma aplicados aos dados
experimentais podem ser simplificados conforme o resumo grafico a seguir (Figura
10).



Figura 10 - Resumo grafico das etapas desde trabalho

Fonte: propria autora a partir de dados da pesquisa

4.7 Tratamento dos dados experimentais

ISOTERMA DE ADSORCAO CINETICA DE ADSORCAO
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= BSA 300 mg L' (20 °C)
————————— Pseudo primeira ordem
,,,,,,,,, Pseudosegunda ordem
— Equation de Elovich

= Experimental (20 °C)
Langmuir
Freundlich

— Redlich-Peterson
— Sips

Todos os dados gerados foram tratados estatisticamente, o programa

computacional Origin foi utilizado. As curvas de calibracdo foram determinas em

condicdes de coeficiente de determinacdo (R?) mais préximo da unidade.

Os parametros isotérmicos e cinéticos foram determinados para os valores

chi-quadrado (32) mais baixos para cada conjunto de dados, além (R?) mais proximo

da unidade. Também foram realizados testes de Ducan para estabelecer resultados

de comparagao de médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagcdo dos taninos das fibras da casca do Eucalyptus citriodora

Entendendo que os taninos vegetais sdo soluveis em agua, os extratos
aquosos das fibras da casca do Eucalyptus citriodora, das que tiveram seus taninos
imobilizados e da resina composta por 10% de fibras e 90% de taninos mimosa,
foram analisados por Espectroscopia UV-Vis e comparados com compostos de
referéncia (Figura 11). O principal grupo de croméforos desses extratos sao os anéis
aromaticos, que nos taninos apresentam dois picos de absorcao caracteristicos, um
em regiao proxima a 280 nm, relativo aos condensados, enquanto os hidrolisaveis
absorvem em picos de aproximadamente 270 nm, como averiguou Grasel, Ferrdo e
Wolf (2016a).

Figura 11 - Espectros UV-Vis de extratos aquosos das fibras naturais de eucalipto e
modificadas por policondensacao e das solugées aquosas de compostos tanicos de
referéncia

—a— Extrato aquoso da fibra natural do eucalipto
—e— Tanino mimosa aquoso

—a— Acido galico aquoso

—v Acido tanico aquoso

—— Extrato aquoso de fibras naturais com
taninos imobilizados

v |—<— Extrato aquoso de resina 10% fibras 90%
tanino
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Fonte: propria autora a partir de dados da pesquisa

Foram identificados picos caracteristicos da presenca de taninos entre 250 e
300 nm no extrato das fibras naturais e nos compostos tanicos, acidos galico e
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ténico e tanino mimosa. Entre as solugbes de referéncia o acido galico (AG) teve
pico em 265 nm, o acido tanico (AT) e o tanino mimosa em 280 nm. Ja nas fibras
naturais o pico mais evidente ficou em 275 nm com a regido de 265 nm sobreposta,
indicando presenca de taninos condensados e hidrolisaveis. Por outro lado, no
espectro do extrato da resina composta por 10% fibra 90% tanino mimosa e no das
fibras que passaram pelo processo de imobilizando dos seus proprios taninos via
reacdo de policondensacdo por formaldeido, houve deformacdo das bandas
caracteristicas de absorgao. A falta dos maximos de absorcédo nesses dois extratos
indica a inexisténcia de taninos livres, ou seja, a reacao de polimerizacdo via
formaldeido em meio acido torna os taninos insoluveis, tanto aqueles contidos no
interior da fibra natural, quanto aqueles a ela acrescentados.

O desaparecimento da forte coloragdo indicativa da presenca de taninos,
inicialmente notada nos extratos das fibras naturais, foi, também, uma evidéncia de
gue a resina composta por 10% fibra 90% tanino mimosa e as fibras com taninos
imobilizados retinham os taninos no sélido lavado, mesmo submetido a extracao

aquosa quente.

5.1.1 Estimativa de taninos e solidos totais nas fibras da casca do Eucalyptus

citriodora

As curvas de calibragédo produzidas para os compostos de referéncia de
composicao tanica junto aos seus dados analiticos sdo representadas na Figura 12.
Figura 12 - Curvas de calibragédo no UV-Vis para (A) acido galico e (B) acido tanico
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Fonte: propria autora a partir de dados da pesquisa
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Tendo como base as equacgdes das curvas de calibracdo dos AT e AG foram
mensuradas as massas de taninos condensados e hidrolisaveis extraidos em
relagcdo a massa da fibra natural seca, a mesma relagao foi utilizada para quantificar

os solidos soluveis totais (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios de taninos e solidos soluveis extraidos por peso seco da
fibra da casca do Eucalyptus citriodora

Componentes da fibra da Média + desvio padrao
cascado Eucalyptus
citriodora g g'lde massa seca % de massa seca
Taninos hidrolisaveis 0,0002 +4,1x10” 0,0190 +4,1x10°
Taninos condensados 0,0009 + 1,6x10° 0,0905 *+ 2x10™
Sélidos sollveis totais 0,1179 + 2x10° 11,789 + 2x10™

Fonte: propria autora a partir de dados da pesquisa

O valor de taninos condensados e hidrolisaveis, bem como dos demais
componentes das fibras das cascas do Eucalyptus citriodora variam quando
comparados a outras espécies e mesmo em arvores da mesma espécie, iSso
ocorrem inevitavelmente pelo cunho natural dessa matéria-prima, a localizacao
geografica, a idade das arvores, a falta de uniformidade de concentracdo dos
componentes quimicos nas partes da arvore, a sazonalidade, assim, os valores aqui
determinados caracterizam a amostra de cascas tratadas e utilizadas neste trabalho,
e nao podem ser determinantes para caracterizar a espécie de eucalipto utilizada.

Trugilho et al. (2003) realizou um trabalho de quantificacdo de taninos nas
cascas de 25 espécies de cultivo brasileiro, acerca do Eucalyptus citriodora a equipe
demostrou que a extracao de taninos condensados apresenta melhores resultados
em agua quente se comparadas ao uso dos solventes tolueno e etanol, e que o teor
de taninos condensados nas cascas, com base na massa seca, foi de 1,06%,
estando no grupo dos menores percentuais tanicos dentre as amostras das espécies
estudadas.

Neste trabalho os solidos soluveis totais quantificados a partir do extrato das
fibras naturais do eucalipto tiveram o percentual em massa seca de 11,789 *
0,2016%. Esse dado ilustra a importancia da realizacdo da extracdo aquosa das
fibras lignoceluldsicas naturais ou do adsorvente produzido a partir das mesmas,

essa pratica lhes agrega valor para aplicagcbes comerciais e analiticas, pois, reduz a
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possibilidade de interferentes tanto no tratamento da solugdo quanto na

quantificacao final do analito.

5.2 Sintese daresina de tanino e fibras tratadas da casca do Eucalyptus
citriodora

Os estudos indicaram que a reacgdo tanino-formaldeido € possivel e viavel e
que as fibras de eucalipto carregam um teor de taninos que também enriqueceram a
resina além dos 90% de tanino mimosa a ela acrescentada. Os testes de
imobilizacdo de taninos, bem como a obtencdo da resina basearam-se em
descricdes bem estabelecidas na literatura (TORRES et al., 1999; MIRANDA et al.
2000; Pizzi, 2003; Luzardo et al., 2004; 2017), segue ilustracdo da reacao tanino-
formaldeido via monémeros catequina (Figura 13).

Figura 13 - Resumo da reagdo monoflavonoide de tanino condensado-formaldeido
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Fonte: adaptado de Pizzi (2003) e Arbenz e Avérous (2015)

A reacéao de policondensacéao dos taninos poliflavonoides (condensados) com
formaldeido em meio acido ocorrem preferencialmente nas posi¢coes C6 e C8 no
anel A, gerando como subprodutos comuns aos reagentes o préprio formaldeido e
agua (PlZzZl, 2003). Pode-se dizer que a reacao se autoajuda deslocando o
equilibrio para a formacdao de mais produtos. Isso a faz mais rapida e rentavel,
contudo, gera resinas com alto grau de dureza, que necessitam de moinhos para
gerar grao menores, como fez Luzardo et al. (2017).

No intuito de preparar uma resina com menor rigidez aplicou-se a rea¢cdo uma

quantidade de agua suficiente para umidificar os reagentes sdélidos antes de
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acrescentar o formaldeido, essa agua somada a que foi liberada pela reacédo de
condensacgao tornou o meio aquoso e retardou a reac¢ao, gerando um produto menos
rigido, passivel de ser macerado com pistilo, facilitando o processo, reduzindo
perdas e gastos energéticos. A melhor relagcdo de reagentes para a resina foi de 0,9
g de tanino mimosa, 0,1 g de fibras de eucalipto, 1,5 mL de formaldeido 37%, 0,1 mL

de acido cloridrico 37% e 2,5 mL de agua deionizada.

5.3 Estudo do percentual de remocéao das fibras e da resinatanino-fibras

A quantificacdo das concentragcées de BSA no inicio e no final dos testes foi
feita a partir da sua curva de calibracdo no UV-Vis, a mesma, junto aos dados

analiticos seguem na Figura 14.

Figura 14 - Curva de calibragcdo no UV-Vis para BSA
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Fonte: prépria autora a partir de dados de pesquisa

Segundo Pizzi (2019), sinteses e aplicacdes de resinas baseadas em tanino e
outros componentes estao em crescente estudo. Entendendo a necessidade de
realizacdo de testes em materiais lignocelulésicos para a adsorcado de proteinas,
haja vista a escassez dos mesmos, entdo, 9 variantes foram preparadas, incluindo
resinas além e distintos tratamentos das fibras, todos tiveram o percentual médio de
remocao da BSA em solucao aferido (Figura 15) com base nas concentracoes
iniciais e no equilibrio quantificadas pela medicdo da absorbdncia em 280 nm

aplicada na equacao da curva de calibracdo da BSA no UV-Vis (Figura 14).
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Figura 15 - Percentual médio de remocao da BSA por adsorvente
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Fonte: propria autora a partir de dados de pesquisa

Todos os experimentos foram conduzidos nas mesmas condi¢des, com pH de
5,32 = 0,02, usando apenas agua deionizada e agitacao de 70 rpm por 30 min sob
temperatura de 20 £ 1 °C. As melhores respostas analiticas para fibras tratadas
foram para taninos imobilizados, seguidas pelas resinas compostas em 10% por
fibras e 90% por taninos, nestas, obteve-se o resultado ideal para continuidade da
pesquisa usando a menor granulometria das fibras (entre 100 e 150 mesh),
provavelmente, a influéncia positiva seja a maior superficie de contato e a
uniformidade entre as particulas do extrato do tanino e da fibra moida das cascas do
eucalipto. Foi alcancado 71,6 £ 2,78% de remocao de BSA em solucao concentrada
de 260 mg L. Esse é um resultado animador, representa uma nova perspectiva na
adsorcao de proteinas em meio aquoso por adsorventes de fontes naturais, uma

area onde a producéo cientifica ainda se encontra escassa.

A literatura aponta técnicas tradicionais de remocao de proteinas em solucoes
de descarte, como a ultrafiltracao variando de 30 até 95% ou a precipitacao entre 50
e 81% de rendimento (YADAV et al., 2020). Se tratando de processos de adsor¢ao
para separacao e purificacdo de proteinas, Shi et al. (2019) alcancou 78,2% de
remogao de BSA pura via cromatografia usando uma resina de gel de agarose,

triptamina, tetrametoxissilano e feniltrietoxissilano, customizada de forma especifica
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para BSA em pH 5 e, também, 71.2% de recuperacao para a imunoglobulina bovina

G pura em pH 7 usando a resina customizada para essa proteina.

O resultado alcancado na presente pesquisa é proximo a outros publicados
em literaturas recentes, tornando-o mais relevante, pois, ndo sao reportadas
superficies para adsor¢cao de proteinas similares a que foi desenvolvida nessa
pesquisa, a base de taninos vegetais e fibras lignocelulosicas. Portanto, o
adsorvente aqui proposto é diferenciado dentre os que geralmente sdo reportados
por outros autores, pois ele se mostrou funcional, de baixo custo e produzido via

matéria-prima renovavel nacional.

5.4 Caracterizacdes fisicas daresina

As caracteristicas e tratamentos dos componentes da resina com melhor
resposta experimental para a adsor¢cdao da BSA (10% fibras 100 -150 mesh e 90%
tanino mimosa) a conferiram propriedades fisicas particulares. A Tabela 6 traz os
resultados para testes de grau de inchamento, densidade aparente e densidade de

pacote com valores médios * desvios padroes.

Tabela 6 - Propriedades fisicas da resina 10% fibras 100 -150 mesh e 90% tanino
mimosa

Propriedade Valor médio + desvio padréo
Grau de Inchamento (g g™) 0,0624 + 0,0087
Densidade aparente (g cm'3) 0,3872 £ 0,0029
Densidade de pacote (g cm'3) 0,2517 £ 0,0019
Massa Especifica (g cm'3) 1,6779 £0,0126

Fonte: propria autora a partir de dados da pesquisa

Chama atencéo o fato do valor da massa especifica ser maior que 1 g cm™

(referéncia da agua pura), essa caracteristica fisica faz com que a resina permaneca
preferencialmente embaixo do fluxo da agua durante o tratamento, isso contribui
positivamente na aplicacdo do produto e na separacao do leito liquido tratado da
fase solida adsorvente, evitando maiores perdas do adsorvente no processo.
Pensando no emprego futuro desta resina em uma grande quantidade de agua, em

tanques de tratamento, por exemplo, possivelmente, a unido de operac¢des unitarias,
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como agitagcdo, decantacdo e sifonagdo, seriam suficientes para separa o
adsorvente da agua pés tratamento.

O valor alto da massa especifica, junto aos baixos valores das demais
propriedades, grau de inchamento, densidades aparente e de pacote, indicam
capacidade de decantar em agua, baixa absor¢cao de agua e alta capacidade de
empacotamento. Segundo Luzardo et al. (2017) esses dados sao vantajosos para
adsorcao e futuras aplicagées em colunas, uma vez que facilitam o escoamento da

agua, portanto, reduzindo a perda de vazao.

5.5 Caracterizacdo daresina antes e pds adsorcédo usando FTIR-ATR

A resina sintetizada contém as caracteristicas dos seus componentes, no
entanto, bandas sao deslocadas, desaparecem ou surgem. O componente de maior
concentragdo na resina € o tanino mimosa, composto principalmente por taninos
condensados, seguido das fibras do eucalipto, compostas por taninos, lignina,
celulose, hemicelulose, agucares, proteinas vegetais, compostos inorganicos, entre
outros. O espectro da resina sintetizada (Figura 16A) apresenta caracteristicas
similares aos ja relatados na literatura, tal como na resina de tanino mimosa-fibras
de coco-nanotubos de carbono reportada por Luzardo et al. (2017), nesta, de tanino
mimosa-fibras de eucalipto, uma nova banda surgiu entre 600-700 cm™' com pico em
em 672 cm™, correspondendo a deformaco fora do plano de grupos hidroxila (OH)

de ligacdes de hidrogénio.
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Figura 16 - Espectros FTIR-ATR da BSA e resina antes (A) e depois (B) da adsorcao
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A banda em 780 cm™' é caracteristica de benzenos mono e dissubstituidos,
correspondendo a deformacdo fora do plano no caso de compostos aromaticos,
também pode ser relacionada com o deslocamento de bandas entre 815-819 cm’
relacionadas ao benzeno para-substituido com deformacgdes C-H fora do plano que
aparecem no tanino mimosa e sao correspondentes a proantocianidinas (flavonoides
com dois ou trés grupos hidroxila no anel B) e podem estar presentes nos
compostos dos taninos condensados oligoméricos complexos da casca de eucalipto,

como identificou Luzardo et al. (2015).

Tanto o tanino mimosa quanto o eucalipto apresentam uma banda entre 1029-
1032 cm™ sugerindo a presenca de deformacdo nas ligagdes CO do anel
heterociclico presente nos taninos condensados, conforme Luzardo et al. (2015). No
espectro da resina essa banda se mantem expressiva, deslocada para 1082 cm™.
Esses dois componentes ocasionaram no espectro da resina picos em bandas que
Ihes sdo caracteristicas, nas proximidades de 1200, 1300, 1400 e 1600 cm’’, eles
sugerem, respectivamente, a presenca de grupos fendlicos no eucalipto;
alongamento do hidrogénio fendlico dos compostos tanicos; deformacao angular de
ligagcbes OH de acido carboxilico no eucalipto; e vibragbées de ligagdes conjugadas
CC em anel aromatico fendlico ou vibragdgo OH fora do plano. Essas mesmas
caracteristicas foram apontadas por Sartori et al. (2018), Correia et al. (2018) e
Santos et al. (2019) em distintas espécies de eucalipto e em suas comparag¢des com

taninos de referéncia.

O espectro da resina ndo registrou banda em aproximadamente 1700 cm™,
que poderia indicar a presenca do grupo carbonila do aldeido componente da
sintese da resina, e tal como em Luzardo et al. (2017), o espectro IV da resina
produzida ndao gerou esse grupo, sugerindo que a reacdo de condensagao ocorre
entre o grupo metila do formaldeido e os poli-hidroxifendis da mimosa, n&o

conservando o grupo carbonila, como ilustra a Figura 13.

Apos o processo de adsorcao pela BSA a resina apresentou (Figura 16B)
inexisténcia de bandas na regido entre 800-655 cm™, no espectro da resina pura
essa area indica a existéncia de grupos OH e C-H caracteristicos dos taninos.
Também, na analise da BSA importantes grupos funcionais dos seus aminoacidos

perderam caracteristica, NH e C=0, segundo Kong e Yu (2007), eles podem ser
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identificados a partir de estiramentos do NH em aproximadamente 3100 cm™ e do
C=0 em 1600-1690 cm™.

Chama atencdo o maior percentual de transmitédncia em todo o espectro da
resina adsorvida pela BSA, assinalando menor concentracdo dos grupos funcionais
que caracterizaram a resina pura, isso sugere que grupos CH, OH e CO da resina
apresentam menor liberdade de vibragdo e novas interacbes e ligacdes quimicas
fortes com os grupos funcionais da BSA, CH, NH e C=0, possivelmente formando
complexos, como concluiu Sekowski et al. (2018) estudando taninos hidrolisaveis

interagindo com albumina humana.

A alta transmitancia exibida pelo espectro da resina adsorvida por BSA pode
conduzir a uma estimativa da baixa concentracdo dos grupos funcionais
anteriormente identificados, isso leva a uma interpretacdo pratica da investigagcao
computacional de Codorniu-Hernandez et al. (2005) a qual concluiu que as
interacdes tanino-aminodacidos, independente do grupo de aminoacidos, sé&o
hidrofébicas e hidrofilicas simultaneamente, ocorrem entre grupos hidroxila, éter e
prétons dos anéis dos mondmeros flavonoides e grupos amina e/ou amida, acido

carboxilico e cadeias C-H dos aminoacidos.

Neste trabalho, apesar de identificados na resina pds adsorgdo os picos em
bandas entre 1080-1607 cm™ comuns a resina pura, bem como a banda em 3750
cm”' da BSA, as demais bandas desapareceram e outras estdo indefinidas entre
1467-1607 cm™ e 1607-2500 cm™, que provavelmente se referem aos tracos dos
aminoacidos, todas essas bandas apresentaram baixas concentragdes. Isso
caracteriza fortes interacgdes resina-BSA, inclusive por ligagdes de hidrogénio entre
0s grupos amida e/ou amina e acido carboxilico dos aminoacidos e os grupos OH
fenolicos da resina, somadas as demais interacdes possiveis por meio dos grupos C-
H e C-O da resina e C-H das cadeias peptidicas proteicas.

As bandas suprimidas do espectro da BSA adsorvida na resina provam a
adsorcao via interacao dessas espécies, em especial, em aproximadamente 1600
cm™ para a BSA caracteristica de amida | e em aproximadamente 700 cm™' para
resina, que se relacionam com a existéncia de grupos fendlicos. Esses sao os
grupos funcionais mais ativos nas proteinas e na resina de taninos condensados,

respectivamente, e ddo margem para induzir que espécies organicas
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funcionalizadas por grupos NH; sejam possiveis adsorbatos para a resina
preparada.

Os cinco constituintes em maiores percentuais na BSA sdo leucina, acido
glutdmico, lisina, alanina e acido aspartico (MAJOREK et al., 2012). Nas
investigagcdes de Codorniu-Hernandez et al. (2005) a lisina, acido aspartico, acido
glutdmico, histidina e arginina foram os aminoacidos que interagiram com mais forca
e estabilidade tanto com os taninos ressorcinolicos quanto com os fluroglucindlicos.
Analisando apenas essa categoria de aminoacidos existe uma similaridade de 60%
entre 0s cinco mais abundantes aminoacidos da BSA e os cinco melhores
complexantes de taninos condensados. Em termos das caracteristicas quimicas
nenhum desses aminoacidos citados apresenta grupo aromatico e somente histidina
possui uma cadeia fechada na sua estrutura. Provavelmente o menor efeito do
impedimento estérico que limitaria a interagcdo aminoacido-tanino tenha relagédo com

esse ranqueamento dos melhores aminoacidos.

Em termo dos grupos de aminoacidos que compdem as proteinas, Codorniu-
Hernandez et al. (2005) afirmou que os melhores resultados sédo obtidos para os
hidrofilicos acidos e hidrofilicos basicos, que estdo em percentuais relevantes na
BSA, juntos sdo 33.98% de cada macromolécula. Os alifdticos sdo os mais
abundantes na BSA, 34.63%, e o alifatico leucina € o aminoacido mais abundante na
biomolécula. Codorniu-Hernandez et al. (2005) mostrou que os complexos com

leucina sdo os mais estaveis do seu grupo para ambas as espécies flavonoides.

5.6 Influéncia davariacdo de pH na adsorcgéo

Os grupos funcionais componentes da resina e também da proteina sao
alterados eletrostaticamente em fun¢éo da variagao de pH. A formag¢do do complexo
tanino-proteina € dependente do pH, maxima e ideal em torno do ponto isoelétrico
(pl) da proteina (COGLITORE; JANOT; BALME, 2019) que para a BSA esta na faixa
de pH de 4,9-5,5 (LI et al., 2013).

Aqui foram realizados testes na faixa de pH 3-9. Somente em pH's 4, 5 e 6 os
resultados foram positivos, mas nao capazes de melhorar o resultado alcancado no
meio livre de tampdes. Segundo Latour (2020) cations e anions de sais dissociados
em solugao difundem a uma taxa muito mais rapida do que uma proteina, assim,

antes da interacao proteina-adsorvente, os sitios dos grupos funcionais carregados,
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tanto da proteina quanto da superficie do material adsorvente, sdo ocupados com
ions de carga oposta. Chama atencao que no pH 5 para ambos, independente do
tampao utilizado, o percentual de remocao foi positivo, condi¢cdo ligada ao pl da
proteina. No trabalho de Shi et al. (2019) além de o melhor pH para a adsorcao da
BSA ser o 5, a adicdo salina reduziu a capacidade de adsorgdo da proteina na
resina. Tomando esses resultados como base, as solu¢gdes de BSA continuaram
sendo preparadas unicamente com agua deionizada, que a conferiram pH de ™ 5.32
+ 0,02, valor préximo ao pl da proteina.

Os testes de dessorcao nao foram realizados nesse trabalho, no entanto, os
dados de adsorcao em funcdo do pH dao a perspectiva de que a adsorgcao da
proteina possa ser reversivel em funcédo da alteragdo do pH do meio para valores
diferentes do pl. Isso pode aumentar a vida util de adsorcao da resina a partir da sua

reutilizacdo.

5.7 Estudo cinético da adsorcdo BSA-resina

Os estudos cinéticos e sucessivamente os isotérmicos foram realizados com
experimentos em ambiente de temperatura controlada em 20 + 1 °C, sob agitacdo
constante de 70 rpm e em meio aquoso livre de ions. Aos dados cinéticos foi
aplicado o procedimento de comparagcdo multipla para determinar quais médias
tinham diferenga minima significativa de Fisher (LSD) com um nivel de confianca de
95.0%, concluindo que ndo ocorreram diferencas estatisticamente significativas para
as médias experimentais de q a partir dos 7 minutos, Figura 17A.

O pequeno intervalo de tempo para o alcance do equilibrio de adsorcéao, 7
min, € uma vantagem para a aplicacao pratica da resina e pode ser relacionado a
grande afinidade existente entre taninos e proteinas, elevando a energia favoravel
para a ocorréncia e velocidade da adsorcao resina-BSA. Os modelos teoricos de
cinética de adsorcao foram aplicados aos dados experimentais a fim de gerar

indicativos acerca do mecanismo de adsorcdao em funcao do tempo.
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Figura 17 - Modelos teoricos frente aos dados experimentais da cinética de adsorgéo
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O estudo dos dados cinéticos via pseudo primeira e segunda ordem, bem
como pela equacao de Elovich tiveram valores de R? préximos da unidade, no
entanto, a equacao de Elovich apresentou correlagdo forgcada para o conjunto de
dados, assim, o teste estatistico Qui-quadrado (32) foi analisado para os dados
frente aos modelos de pseudo primeira e segunda ordem, sendo conclusivo por
indicar menores discrepancias entre os valores experimentais e o0s previstos
teoricamente, desta forma o modelo de pseudo primeira ordem apresentou melhor
ajuste, com R? mais proximo do valor 1 e 32 mais proximo de zero. Os parametros

dos modelos cinéticos seguem dispostos na Tabela 7.

Tabela 7 - ParAmetros cinéticos frente aos modelos tedéricos

Modelos de A
Cinética Parametros
Pseudo primeira q(mg g=1) 58 80 s 0,9999
ordem ky (min-1) 1,18 £0,09 32 0,3076
Pseudo q(mg g=") 27,5 0,20 R? 0,9998
segundaordem o imin-1) 0,10 £0,02 3 0,9753
a (mmol g—'min-1) 2,9x10" + R? 0,9990
Equacdo de 7,0x10"
Elovich
Q (g mmol-1) 1,54 + 0,93 32, 3,9682
1 1
- Ko (mg g-tminky 1323032 Kun (mg g-1mind) 023023
odelo de
Difusao R2 0,9994 R? 0,1964
Intraparticula 1
32 0,0221 32 0,2529

red 1 red 2

Fonte: propria autora a partir de dados de pesquisa

O modelo cinético de pseudo primeira ordem descreve e representa a maior
parte das interagdes que ocorreram no sistema de adsorcéo resina-BSA, quer dizer
gue, neste caso, a capacidade da superficie do solido foi maior para estabelecer
interacdes sem propriamente a ocorréncia de ligagdes quimicas entre os grupos
funcionais da proteina e do adsorvente. Essa resposta experimental foi, também,
averiguada por Anirudhan, Rejeena e Tharun, (2012) quando sintetizaram um
adsorvente composto por tanino para a BSA em meio aquoso, a sintese se deu por

reacao de copolimerizacao de enxerto de glicidilmetacrilato em celulose densificada
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com oxido de zircénio (ZDC) na presenca de N,N-metilenobisacrilamida como
reticulante seguido de imobilizacdo de tanino, o sistema foi melhor representado
pelo modelo de pseudo primeira ordem e o equilibrio foi alcangado em 30 min.

A literatura apresenta trabalhos onde a quimissorcao, representada por
cinética de pseudo segunda ordem e/ou equacéao de Elovich foram majoritarias para
adsorventes similares ao tratado nesta pesquisa, contudo, aplicados a adsorbatos
com forte tendéncia a estabelecer ligagdes quimicas idnicas, como o estudo de
Sengil e Ozacar (2009) para adsorcdo de ion Cu por meio de resina de taninos
hidrolisaveis, onde o equilibrio ocorreu a partir de 60 min ou a investigacdo de
Luzardo et al. (2017) para a resina taninos condensados-fibras de coco-nanotubos
de carbono adsorvente de ions Pb, onde o equilibrio foi alcangado a partir de 24 h,
sem agitacdo. Essas situagbes experimentais sdo, portanto, diferentes da interacdo
resina taninos condensados-fibras de eucalipto com a proteina BSA.

Somente o modelo de pseudo primeira ordem ¢€ insuficiente para tratar de
todas as especificidades de um processo de adsor¢cdo, assim, a analise via difusao
intraparticula se faz necessaria e complementar. Os graficos de difusdo
intraparticula (Figura 17B) ilustram trés estagios de adsorcdo: o primeiro minuto,
onde a adsorgao ocorre com rapidez, essa conclusao vem dos dados apresentados
a partir do primeiro minuto, onde ja se encontra um percentual de massa de proteina
adsorvida, possivelmente a maior concentragado de proteinas no meio faz com que
as mesmas migrem para a superficie do sélido a uma alta taxa desde os primeiros
segundos de contato fisico sob agitacdo, vencendo e ocupando o lugar da agua que
rodeia e interage com o solido.

Segundo a Figura 17B de difusao intraparticula, os 6 minutos apds o primeiro
representam o segundo estagio de adsor¢ao, uma crescente interagcao da superficie
com a BSA, onde a proteina difunde para poros e fissuras encontradas na estrutura
das particulas heterogéneas e sem uniformidade do adsorvente. Os parametros
tabelados (Tabela 7) apontam que esses dados correlacionaram bem com o modelo
de difusdo intraparticula, com R? 0,9994 e baixo 32, 0 que ndo ocorreu para o ultimo
estagio a partir dos 7 minutos, esse consiste na fase lenta, pois € o momento de
equilibrio da adsorcao/dessorgéo e o adsorvente chega a sua capacidade maxima
de adsorcao. Nesta fase o modelo de difusdo intraparticula ndo convergiu bem,
todavia, isso € compreensivel, pois essa ja ndo € uma etapa controlada por forcas
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de difusdo, mas provavelmente por forcas de equilibrio da adsor¢cao/dessorcéo na
superficie.

Segundo Bazzaz et al. (2018) matematicamente, se os graficos de q; versus
t? passarem pela origem, entdo, a difusdo intraparticula é a Unica etapa de controle
da taxa de adsorgdo. Portanto, segundo os dados (Figura 17B) nenhuma das retas
passa pela origem, entdo, outros fatores podem exercer controle na adsor¢cao da
BSA pela resina, como a ocupagao da superficie adsorvente pelo desdobramento
das proteinas adsorvidas (LATOUR, 2020), assim, 0s espagos e consequentemente
os sitios ativos sdo preenchidos rapidamente por uma mesma quantidade de
proteinas.

A hipétese de que os grupos funcionais dos aminoacidos da BSA poderiam
interagir fortemente com os sitios ativos da resina de tanino-fibras de eucalipto via
ligacdes de hidrogénio, interacoes hidrofébicas e hidrofilicas se prova positiva, pois a
transferéncia de massa de proteina em solu¢ao para a superficie e porosidades do
adsorvente foi o mecanismo de determinagcédo do processo de adsor¢cao em vez de
quimissorgdo. Os experimentos apontam que a adsor¢ao BSA-resina cresceu com o
aumento da concentracdo de taninos e maior superficie de contato no adsorvente
(Figura 15), por outro lado, caiu com o aumento da carga iGnica no meio como
mostrou o estudo da adsorcdo em fung¢do do pH, conclui-se que a composicao e
disponibilidade dos sitios ativos da superficie sdo cruciais nessa adsor¢do, como
mostra o espectro no IV da resina pés adsorcao (Figura 16B), onde os sitios ativos

livres antes caracterizados foram ocupados e perderam concentragao.

5.8 Estudo isotérmico da adsor¢cdo BSA-resina

Os modelos de isoterma de adsorcdo ilustrados na Figura 18
complementados pelos seus parametros (Tabela 8) explanam o esperado, dada a
natureza heterogénea da resina produzida a partir de matrizes naturais complexas,
taninos condensados mimosa-fibras das cascas de eucalipto. Os modelos que
melhor convergiram com os dados foram aqueles baseados na juncao dos modelos
de Langmuir e Freundlich, portanto, o de Redlich Peterson e o de Sips. Numa ordem
de melhores ajustes pode-se descrever que Sips > Redlich Peterson > Langmuir >

Freundlich.



Figura 18 - Modelos tedricos e modelo experimental da isoterma de adsorgéo
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Fonte: propria autora a partir de dados de pesquisa

Tabela 8 - Parametros isotérmicos frente aos modelos teoricos
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Modelos de Isoterma Parametros (20 °C)
Experimental Aexperimentat (Mg g~1) 25,3 0,68
qm (mg g=1) 26,7 £0,29 R? 0,9810
Langmuir
K. (L mg1) 0,08 + 0,01 32, 1,0523
Kr(mg g-9/(L mg-)!/" 10,2 +0,90 R? 0,9550
7 5,96 + 0,61 3 2,4933
Kr(Lg™1) 2,73+0,72 R? 0,9858
Redlich-Peterson ag (mg L) 0,13 £ 0,06 32 0,9406
g 0,95 + 0,04
qs (mg g=) 28,6+ 1,98 R? 0,9873
Sips as (L g 0,15 £ 0,06 3 0,8461
ns 1,39 £0,34

Fonte: propria autora a partir de dados da pesquisa

Para Coglitore, Janot e Balme (2019) esforcos sdo necessarios para definir

um novo modelo de isoterma para substituir os modelos de Langmuir e Freundlich

no caso da adsorgdo de proteinas, pois, seus significados fisicos sao insuficientes
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por nao incluirem a heterogeneidade dos materiais adsorventes junto as possiveis
orientacdes e conformacdo das diferentes proteinas. Nesse sentido, modelos
resultantes da unido dos de Langmuir e Freundlich ja sdo um avan¢o mais
condizente com a realidade das especificidades da adsorcdo de proteinas,
especialmente em superficies complexas.

Neste caso experimental, os melhores ajustes para os dados experimentais
foram alcancados pelo modelo teérico de Sips, com maior R?> 0.9873 e menor 32
0.8461. Esse modelo assemelha-se com a isoterma de Freundlich em menor
concentragdo de soluto e com a isoterma de Langmuir em maior concentracdo de
soluto, baseia-se na teoria de que os sitios ativos do adsorvente possuem energias
heterogéneas (ANIRUDHAN e SENAN, 2011). A diversidade da composi¢ao quimica
da resina adsorvente taninos condensados-fibras das cascas de eucalipto,
resultando em distintos sitios ativos hidrofobicos e hidrofilicos, torna condizente a
modelagem da sua interacdo com a BSA via a teoria do modelo de Sips.

O modelo de Langmuir, no entanto, melhor se aplicou para determinar a
capacidade maxima de adsor¢cdo gm., 26.7 £ 0.29, com menor desvio padrao
calculado para q e valor mais proximo do obtido experimentalmente na faixa de
equilibrio de adsorcdo. A aplicagdo de mais de um modelo ajustavel aos dados
experimentais € comum, especialmente a fim de caracterizar a interagao superficie-
proteina frente a um modelo e calcular g, a partir da isoterma de Langmuir, como
fez Anirudhan, Rejeena e Tharun (2012) e Bazzaz et al. (2018).

A Tabela 9 a seguir compara os resultados desse trabalho com outros ja
publicados para a BSA. Alguns materiais comerciais ou em desenvolvimento
apresentam gmL maiores que o aqui alcang¢ado, outros sao similares ou menores.
Chama atencédo a comparacgao da resina funcionalizada com acido tanico de Li et al.
(2020) com a descrita neste trabalho, a segunda possui capacidade de adsorcéao
para a BSA muito maior.

Acrescenta-se que todos os trabalhos, com excecao deste, precisaram de
tampao para encontrar o melhor pH de adsor¢cdao e nenhum deles obteve tempo de
equilibrio de adsorcao tao baixo quanto a resina aqui descrita. A rapida cinética da
resina tanino-fibras de eucalipto € um diferencial que agrega maior eficiéncia na

adsorgao.
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Tabela 9 - Comparagdo das capacidades de adsor¢gdo de Langmuir para BSA de
diferentes adsorventes comerciais e em desenvolvimento

Adsorvente pH/ tempo/ °C dm. (Mg/g) Fonte

Resina comercial Nuvia cPrime

. L . : pH 4,0/ 4 h/ 25 °C 122,6 (YAN et al., 2014)
Nuvia com p-aminohippuric acid

pH 5,0/ 20 min/ 25

OC 59,74
Resina agaros.ejbr.omet(.) de ghla- pH 6,0/ gO min/ 25 51.81 (SHI et al., 2019)
N-bromossuccinimida- triptamina C
pH 7,0/ gg min/ 25 46,80
Feltro de nanofibra de celulose (MENKHAUS; FONG,
eletrofiado i) B0 el = 0 2019)
Membrana comercial de celulose pH 8,0/ 24h/ -- 335 (MENKHAUS; FONG,
regenerada 2019)
RESTIE) EOMEREE] N0 GFITE oo g 4 (795 %0 28,1 (YAN et al., 2014)
Nuvia com p-aminohippuric acid
Resina tanino-fibras  de \\ 537 mins 20 °c 26,7 Este trabalho
eucalipto
Feltro de microfibra de celulose (MENKHAUS; FONG,
regenerada DA 20— e 2019)
Bola de algodso pH 8,0/ 24h/ - 15,5 (MENKHAUS; FONG,
2019)
-/ -/ 25 °C 1,094
Resina quitosana-acido tanico -/ -1 35°C 1,487 (LI et al., 2020)

-/ -1 45 °C 1,694
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos experimentos realizados mostraram que € possivel
imobilizar taninos no interior de fibras lignoceluldsicas naturais, bem como sintetizar
resina polimérica de taninos condensados naturais-fibras das cascas de eucalipto-
formaldeido mantendo impressas no material as caracteristicas quimicas dos
componentes do mesmo, como 0s seus grupos funcionais.

As fibras das cascas de eucalipto foram incorporadas na composi¢do da
resina agregando concentracao tanica, com forte expressao dos grupos OH, bem
como caracteristicas fisicas importantes, além de ancorarem os taninos em sua
superficie conferiram mais maciez para a resina produzida, reduzindo os custos de
moagem do produto.

As caracteristicas de composicdo deram a resina propriedades fisicas
interessantes, a mesma € mais densa que a agua, permanecendo embaixo do fluxo
em tratamento, reduzindo perdas e etapas para a sua posterior separacao, e possui
boas propriedades para empacotamento em colunas cromatograficas.

A resina apresentou boa remoc¢ao de moléculas de BSA em agua com boa
capacidade de adsorcdo em curto tempo de contato. O melhor percentual de
remogao por pH foi obtido na faixa do pl da BSA, 75,32 £ 0,02, usando solucgao da
BSA em agua deionizada. Este estudo aponta que a dessor¢do da BSA e possivel
reutilizacado da resina € uma possibilidade via extracdo com solvente aquoso em pH
diferente do pl. A perspectiva desse trabalho €, ainda, de que a resina adsorvida de
proteina possa ser reutilizada na geracao de adesivos, géis, entre outros.

O espectro FTIR-ATR da BSA mostrou que seus grupos amina e amida sao
ativos e expressivos, do mesmo modo que o espectro da resina produzida
apresentou caracteristicas tanicas fortes, como grupos éter e hidroxilas fendlicas, no
entanto, no espectro da BSA adsorvida na resina algumas bandas desapareceram,
especialmente em aproximadamente 1600 cm™' para a BSA e 700 cm™ para resina.
Esses dados ddo margem para induzir que espécies organicas funcionalizadas por
grupos NH; sejam possiveis adsorbatos para a resina preparada.

A resina sintetizada pode atingir uma capacidade maxima de adsorcdao em 7
min. Os ajustes aos modelos de isoterma seguem a sequéncia Sips > Redlich

Peterson > Langmuir > Freundlich. O melhor ajuste para a isoterma corresponde ao
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modelo de Sips que caracteriza o sistema e superficie adsorvente como
heterogéneos. O modelo de Langmuir, no entanto, foi mais condizente para a
determinacéo da capacidade maxima de adsorcdo da BSA, ~26,7 mg g~'. A cinética
de adsor¢cdo que melhor se ajustou aos dados foi a pseudo primeira ordem,
descrevendo as interagdes resina-BSA como prioritariamente fisicas, sem trocas de
elétrons.

O modelo de difusao intraparticula complementou a analise cinética, mostrou
que a adsorcao se deu rapidamente a partir dos primeiros segundos de contato
resina-BSA e nos seguintes 6 minutos ocorreu a difusdo das moléculas de proteina
para superficie, poros e fissuras das particulas de proteinas, seguida da zona de
equilibrio adsor¢cao/dessorgao, etapa lenta e que n&o se ajusta bem ao modelo de
difusdo intraparticula.

A resina sintetizada apresenta uma nova perspectiva para producao de
superficies adsorventes para proteinas, sua composicdo baseada em produtos de
fonte natural junto aos resultados do teste de adsor¢do aqui relatado a tornam
comparavel a outros materiais, tanto de linhas industriais quanto em
desenvolvimento.

Os positivos resultados quanto a eficacia da adsorcdao da BSA como proteina
padrao favorece as expectativas de aplicacdes dessa resina para outras proteinas,
pois a mesma € constituida pelos 20 aminoacidos essenciais, assim, outras
proteinas ou compostos proteicos que possam vir a ser testados terdo um
percentual de similaridade com a proteina padrdao BSA ja testada.

Com base nos resultados obtidos sobre sua capacidade de adsorcao, é
possivel concluir que a nova resina sintetizada € uma boa alternativa para futura
utilizagcdo no tratamento de agua, fluidos bioldégicos e demais misturas contendo
proteinas ou espécies proteicas, que contenham em sua estrutura maiores
percentuais dos aminodacidos lisina, acido aspartico, acido glutamico, histidina e
arginina e/ou daqueles com caracteristicas alifaticas, hidrofilicas &cidas e/ou
hidrofilicas basicas, ademais as perspectivas sao promissoras para positivos
resultados de adsorgao de moléculas contendo grupos NH; ativos.

A expectativa é de que fluidos hospitalares, laboratoriais, de laticinios,
abatedouros, domésticos, entre outros, sdo candidatos promissores para possivel
descontaminacao baseada nos teores de proteinas e de espécies proteicas. Estudos

complementares sdo necessarios para averiguar a aplicabilidade da resina como
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recheio de colunas cromatograficas a fim de auxiliar a identificar, separar, purificar
e/ou concentrar proteinas especificas, haja vista a dependéncia da adsorcdao de
proteinas pelo pl.

Dada a natureza polimérica da resina e ainda a manutencdo das
caracteristicas ténicas na mesma, ensaios biologicos e toxicoldgicos, sao
necessarios a fim de ampliar as possibilidades de aplicagcbes desse material,
inclusive para testes de incorporagcdo a outros materiais na geracao de produtos
bioativos, como plasticos, tecidos, novas resinas.

A resina aqui descrita e testada para a adsor¢cdo da proteina padrdo BSA
apresentou resultados analiticos e caracteristicas fisicas e quimicas que a dao
possibilidades além da adsorcdo da proteina BSA em meio aquoso laboratorial.
Novos estudos e testes sdo necessarios tomando como base os dados aqui
relatados que sao promissores para a geragao de novos materiais e aplicagcoes

desta resina em métodos além dos que foram aqui testados.
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