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RESUMO

A adsorcdo ¢ uma operacdo comum nas industrias € tem como objetivo a
separagdo ¢ purificagdo de compostos quimicos, sendo, portanto, um processo de
transferéncia de massa. Desse modo, a adsor¢do ¢ entendida como uma operacdo onde
existe o enriquecimento de um determinado composto (adsorvato) na regido superficial
de um material (adsorvente). Pesquisas recentes mostram o crescente uso de residuos
vegetais como adsorventes. Dentre estes residuos o bagago da cana-de-acucar, por
apresentar grande disponibilidade e area superficial elevada se mostra um excelente
candidato para as operagdes de adsor¢do. O tratamento do soro do leite ¢ de interesse,
pois essa mistura possui um potencial poluidor elevado e ¢ rica em proteinas. Hoje, 50%
do soro do leite ¢ utilizado na industria alimenticia, porém ainda ha no Brasil o seu
descarte como efluente. As principais proteinas presentes no soro do leite, conhecidas
como homo proteinas, s3o o BSA (albumina do soro bovino), a alfa-lactoalbumina (a-La)
e a beta-lactoglobulina (B-Lg). O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do pH da
solugdo sobre a capacidade de adsorc¢do destas proteinas em bagago de cana. Solucdes de
Whey Protein — PROSTAR 100%, tamponadas com tampao a base de acido citrico e de
citrato de sddio em diferentes valores de pH (4,0; 4,5; 5,0; 5,5) foram utilizados na
constru¢do das curvas de calibra¢do. Os resultados demonstram que o pH da solugao
influencia a curva de calibragdo o que indica variagdo na conformacao das proteinas. O
pH da solugdo também se mostrou ser uma varidvel fundamental na adsor¢do das

proteinas do leite em bagaco de cana de agtcar.

Palavras-chave: adsorc¢do, soro do leite, bagago de cana.
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ABSTRACT

The adsorption is a common operation in the industries and has as objective the
separation and purification of chemical compounds, being, therefore, a mass transfer
process. Thus, adsorption is understood as an operation where there is the enrichment of
a certain compound (adsorvate) in the surface region of a material (adsorbent). Recent
research shows the increasing use of plant residues as adsorbents. Among these residues,
sugarcane bagasse, due to its high availability and high surface area, is an excellent
candidate for adsorption operations. The treatment of whey is of interest, as this mixture
has a high polluting potential and is rich in proteins. Today, 50% of whey is used in the
food industry, but there is still in Brazil its disposal as effluent. The main proteins present
in the whey, known as homo proteins, are BSA (bovine serum albumin) and alpha-
lactalbumin (a-La) and beta-lactoglobulin (B-Lg). The objective of this work is to
evaluate the effect of pH of the solution on the adsorption capacity of these proteins in
sugarcane bagasse. 100% Whey Protein solutions, buffered with citric acid and sodium
citrate based buffer, at different pH (4.0, 4.5, 5.0, 5.5) were used to construct the curves
of calibration. The results show that the pH of the solution influences the calibration curve
which indicates variation in protein conformation. The pH of the solution was also shown

to be a fundamental variable in the adsorption of milk proteins in sugar cane bagasse.

Keywords: adsorption, whey, sugarcane bagas



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O processo de adsor¢ao ¢ uma operagdo comum nas industrias, tendo como
objetivo a purificagdo e separagdo de compostos quimicos. E um método extremamente
eficiente quando se tem interesse em remog¢ao de particulas organicas e/ou inorganicas
poluidoras de um efluente. Segundo Ruthven (1984) a adsor¢do possui alta seletividade
e baixo consumo energético. Hoje em dia, existe o interesse em buscar adsorventes
baratos e que possam ser beneficiados com o processo de adsor¢do. Assim, a bisosor¢ao
se mostra uma opera¢ao inovadora e financeiramente viavel para processos de remog¢ao

de contaminantes de efluentes aquosos.

O bagaco da cana-de-agticar ¢ um dos maiores subprodutos da agroindustriais
brasileira. Em 2017 cerca de 208 milhdes de toneladas de bagaco foram produzidas
(IPEA, 2012). Parte desse residuo ¢ aproveitado como combustivel em caldeiras para a

produgdo de energia nas proprias usinas sucroalcooleiras (NOVA CANA, 2013).

Em 2000, Borges e colaboradores divulgaram um estudo mostrando que o
excedente do bagago poderia ser utilizado como um complemento alimentar na criacao
de ruminantes (Bovinos), pois o bagaco ¢ um material fibroso. Carvalho et. al.(2005)
complementaram o estudo divulgado por Borges et. al. (2000) observando que o bagago
¢ um material com baixos indices de proteinas, mas que poderia ser beneficiado se tratado

em conjunto com outros suplementos alimentares.

Em 2018, Ferreira publicou estudos sobre a operacdo de adsor¢do de proteinas
presentes no soro do leite utilizando como adsorvente o bagaco de cana-de-agticar. O
trabalho teve como finalidade estudar a potencialidade da adsor¢ao e comparar diferentes

técnicas utilizadas para quantificar a adsorgao.

O presente estudo, seguindo os estudos iniciados por Ferreira (2018), tem como
objetivo geral avaliar o efeito do pH de uma solugdo tampao de acido citrico nos valores
de pH de 4 — 4,5 — 5 — 5,5 sobre a adsor¢ao de proteinas em bagaco de cana. E como
objetivo especifico comparar a operagdo de adsorcdo quando sdo utilizadas diferentes

regides do bagaco de cana-de-agucar.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Adsor¢ao

Segundo Rouquerol (1999) o conhecimento tedrico sobre adsor¢ao foi postulado
entre os anos de 1773 e 1881. Pesquisadores como Scheele, Priestley e Fontana,
estudaram o comportamento de alguns gases na presenga de carvao. Kayse em 1881 foi
0 primeiro a usar o termo “adsor¢do” e registrou as primeiras isotermas de adsor¢do da

historia.

A operagdo de adsor¢do além de ser utilizada como método para remocao de
corpos poluidores presentes em corpos liquidos ou gasosos em baixas concentragdes, é
utilizado na recuperacdo de solventes ou de outros produtos de alto valor agregado
(GUELF; SCHEER, 2007). A adsor¢ao ¢ uma operagdo onde existe transferéncia de
massa entre componentes presentes em um fluido liquido ou gasoso para um sélido. Os
componentes presentes no fluido irdo se concentrar na interface sélida (GOMIDE, 1983).
Segundo Rouquerol (1999) ¢ interessante que os adsorventes possuam grandes areas de

superficie especifica, grande quantidade de poros ou serem compostos de particulas finas.

2.1.1 — Adsorcao Fisica e Adsor¢ao Quimica

A adsorcao fisica, também conhecida como fisissor¢do, existe quando ocorre
atracdo eletrostatica e forcas de Van der Waals. Essas for¢as sdo responsaveis pela atragdo
entre os corpos presentes na fase fluida e a superficie do s6lido. Essa ¢ uma operagao
reversivel, uma vez que ndo existe a formagdo nem quebra de ligagdes quimicas

(SCHNEIDER, 2008).

Na adsor¢do quimica, também conhecida como quimissor¢do, ha a existéncia de
ligacdes quimicas entre adsorvente e adsorvato (DI BERNARDO et. al., 2002). Esse tipo
de adsor¢do ocorre nas regioes de sitio ativo do adsorvente e existe a transferéncia de
elétrons entre adsorvente e adsorvato (PRAUSNITZ et. al., 1986). Desse modo, as
operagdes de adsor¢do quimica sdo irreversiveis ou o conjunto (adsorvente e adsorvato)

se torna muito dificil de se separar.



2.1.2 — Adsorcao em fase Liquida

Segundo Brandao (2006) a adsor¢do em fase liquida ¢ o tipo mais comum de
operagdo de adsorcao e possui diversos objetivos tais como remog¢ao de contaminantes,
melhoria de propriedades fisicas e quimicas de corpos hidricos, remocao de determinados
componentes. Ruthven (1984) informa outras utilidades da operagdo de adsorcido tais
como desidratacao de liquidos organicos, descoloragao de corantes nas industrias téxteis

e remocgao de peroxidos em o6leos.

2.2 — Isotermas de Adsorc¢ao

Um método de se analisar qualitativamente o processo de adsor¢do € através das
isotermas. Para o entendimento do processo ¢ necessario analisar o equilibrio de adsorg¢ao.
O equilibrio da adsor¢do ¢ regido pelo critério geral de equilibrio de fases, ou seja, ¢
obrigatorio que exista a igualdade entre os potenciais quimicos do soluto na fase fluida e

adsorvida.

Segundo Giles ef al. (1960) existe uma classificacao das isotermas em fase liquida
sendo quatro tipos principais, “S”, “L”, “H” e “C” com subdivisdes em cada tipo. A
Figura 1 mostra a classificagdo proposta por Giles et al. (1960). A caracterizacdo ¢ feita
observando o tipo de curvatura da isoterma. O tipo “S” apresenta uma curvatura convexa
para o eixo da concentragdo, o tipo “L” (Langmuir) € concavo, o tipo “H” (High Affinity)
apresenta um comportamento extremamente ingreme, e por fim o tipo “C” (Constant

Partition) apresenta comportamento linear.

“Type S Type L Type H Type C

»
>

C.

Figura 1: Classificacdo das isotermas classificadas por Giles et al. (1960)

A quantidade adsorvida pode ser calcula pela Equagdo 1 na qual q ¢ a quantidade

adsorvida, Co a concentragao inicial do soluto, Ce a concentracao de equilibrio do soluto,



V o volume da solugao e Magse ¢ a massa de adsorvente. Esse calculo representa a chamada
adsor¢do em excesso. Nesse caso, considera-se a simplificagdo de que o volume da

solucdo ¢ constante.

q= (Co—Ce) * V/Maase (1)

2.3 — Parametros que afetam a adsorcio

O fendmeno de adsorcao ¢ regido por forgas intermoleculares entre soluto e
solvente. Essas forcas além de dependerem do sistema sélido e fluido dependem também
das condigdes operacionais que atuam sobre a operacdo. Além disso, depende de
caracteristicas particulares do adsorvente e adsorvato. Sobre o adsorvente podemos citar
alguns fatores que influenciam o processo, como: area superficial, porosidade, estrutura
interna dos poros, tamanho da particula, porosidade, processo de ativagdo, grupos
funcionais, energia de superficie e polaridade. Sobre o adsorvato: a composi¢do, tamanho,
grupo funcionais presentes, peso molecular e polaridade sdo fatores que influenciam a
operacao de adsor¢do. Os parametros externos que mais influenciam o processo sao pH,
composi¢do do tampao, forca idnica, agitagdo, tempo de contato e temperatura

(HAGHSERESHT et. al., 2002; RABE et. al., 2011).

2.4 — Adsorventes

Os adsorventes podem ser naturais ou sintéticos, possuindo estrutura cristalina ou
amorfa, podendo ter caracteristicas hidrofobicas ou hidrofilicas (LEVAN et al., 2008). Os
compostos adsorventes de caracteristica hidrofobicas sdo empregados com o intuito de
remover espécies menos polares. Esses adsorventes ndo possuem interacdo com
moléculas de 4gua, mas tem a capacidade de interagir seletivamente com moléculas
organicas. Os adsorventes hidrofilicos possuem afinidade por moléculas polares,
consequentemente esses adsorventes interagem com moléculas de dgua (STINGUEL,

2015).

Os principais adsorventes e os mais utilizados sdo os carbonos ativados (derivados
de carvao e bioprodutos), adsorventes minerais (silicatos, argilas), resinas (adsorventes
poliméricos hidrofilicos ou hidrofébicos) e residuos da agroindustria, como cinzas

volateis, lignina e matérias lignocelulosicos (POMPEU et. al., 2010; SOTO et. al., 2011).
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2.5 — Bioadsorventes — Bagaco da cana-de-acucar

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar, produzindo em média cerca de 900
milhdes de toneladas de cana (EMBRAPA, 2017). Desse modo, gerando grandes
quantidades de residuo agroindustrial como o bagaco e a palha. A grande disponibilidade
aliado ao baixo custo fazem do bagago um 6timo candidato a adsorvente. Além da alta
disponibilidade do bagaco e de nao possuir alto valor econdmico, ele possui uma elevada
rea superficial (312 m?/g SWAMINATHAN, et. al. (2005)), grandes poros € é um
composto hidrofébico (RUBIO, 2003). O bagaco ¢ um material lignoceluléico,
apresentando grupos funcionais como a hidroxila, carbonila e metoxilas. Esses grupos
funcionais constituem sitios ativos, sendo eles responsaveis pelas cargas superficias do

adsorvente (MONTEIRO, 2010).

Segundo Borges et. al. (2000) o bagago da cana-de-ac¢ticar € um alimento que pode
ser ingerido nas ragdes animais para a corre¢do de uma alimentagdo pobre em fibras,
entretanto Carvalho et. al. (2005) postula que o bagago ¢ um alimento extremamente
filamentoso, com pouco valor energético e quantidade de proteinas irrisdria. O processo
de adsorcdo ¢ uma alternativa para contornar esse problema, pois € possivel a adsor¢ao
de proteinas presentes no soro do leite (outro subproduto da agroindustria) usando o

bagaco da cana.

2.6 — Soro do Leite

Industrias especializadas em tratamento e beneficiamento do leite geram grandes
quantidades de efluentes com carga organica elevada como agucares e proteinas
(FONTENELLE, 2006). Estima-se que para a fabricacdo do queijo 85-95% do volume
do leite ¢ retirado como soro. Dessa forma, a cada 100 litros de leite se produz entre 85 a
95 litros de soro. Quando a caseina € retirada em meio enzimatico, o soro ¢ chamado de
soro doce, enquanto se a caseina ¢ retirada em meio acido o soro ¢ denominado soro
acido. O soro ¢ um efluente ainda rico em compostos organicos e, dependendo do queijo
produzido, pode possuir cerca de 55% dos nutrientes presentes no leite (GONZALEZ
SISO, 1996). A Tabela 1 apresenta a composicao aproximada do leite e dos soros doce e

acido.



Tabela 1 - Composicao do leite e soros doce e acido. Adaptado de Antunes (2003)

Leite (%) Soro doce (%) Soro é4cido (%)

Agua 87 93,6 93,8
Solidos Totais 13 6,4 6,2
Proteina 3,6 0,8 0,75
Gordura 3,9 0,5 0,04
Lactose 4,6 4,6 4,2
Sais Minerais 0,8 0,5 0,8
Acido Lactico - 0,05 0,4

Alves Filho (2002) estima que 10 litros de leite resultam em um quilo de queijo e
nove litros de soro, € que a partir desse soro € possivel extrair 100 gramas de proteinas.
Em 2002 foram produzidos pelo menos 100 bilhdes de litros de soro (ALVES FILHO,
2002). Quando o soro do leite gerado a partir da produ¢do do queijo ndo ¢ tratado de
maneira eficiente ele pode contribuir para a contaminagao de corpos hidricos receptores
aumentando a DBO (HOSSEINE et al., 2003). Segundo Mosquin et. al. (1999) o
potencial poluidor do soro de leite ¢ cerca de 100 vezes maior se comparado com o esgoto

doméstico.

Em 2001, 50% do soro gerado na producdo do queijo se encontrava
industrializado. O subproduto ¢ utilizado em aditivo de bebidas fermentadas, sucos,
panificagdo e uma parcela do soro € desidrata e comercializada como po, sendo essa uma

fonte nutritiva e energética (ALMEIDA et al., 2001).

Segundo Antunes (2003), naquele ano o Brasil gerou aproximadamente 1,72
milhdes de toneladas de soro, sendo 1,58 milhoes de tonelada descartadas e isso resultou
em uma perca consideravel de proteinas. Desse modo o desenvolvimento de técnicas que

aproveitem o valor proteico presente no soro ¢ necessario.

2.7 — O adsorvato: Proteinas

Proteinas sdo polimeros sendo compostos por 20 monomeros possiveis, chamados
esses de aminoacidos (ANDRADE et al., 1992). As proteinas sdo as biomoléculas mais
comuns nos corpos dos seres vivos (LEHNINGER, et al., 1989). Essas moléculas estdo
ligadas a varias fun¢des fundamentais para a boa manutencdo do corpo humano, fazem

parte na reparagdo celular, reguladoras de processos metabdlicos importantes, prover e



regular energia ao corpo (ANTUNES, 2003). As proteinas também fazem parte de

atividades hormonais e enzimaticas, funcionando como catalizadores (BOBBIO, 1989).

2.7.1 — Proteinas do Soro do Leite

O soro do leite apresenta um valor elevado de proteinas. Essas proteinas sao
utilizadas com frequéncia nas industrias, como na aplica¢do de emulsdes, géis, formagao
de filmes e capsulas protetoras (MOR-ROSENBERG et al., 2004; MODLER, 2000;
WONG et al., 1996). Na Tabela 2 ha a representacdo e as quantidades das proteinas mais
relevantes presentes no soro do leite. As proteinas do soro do leite sdo conhecidas como
homo proteinas (constituidas apenas por aminoacidos), s30 menores, compactas € com
formato semelhante a um globo, soluveis em uma grande faixa de pH e ndo coagulaveis
pela renina (KINEKAWA, KITABATAKE, 1996). Apresentando regides polares e
apolares, com os grupos hidrofilicos postos na face exterior do globo e com os grupos

polares no interior do globo (SILVA et. al., 2005).

Tabela 2 - Composicao do soro do leite, mostrando as principais proteinas. Adaptado de

Sgarbieri (2005).
Proteinas do soro do leite (g/L)
Proteinas totais 5,6
B-Lactoglubulina 3,2
A-Lactalbumina 1,2
BSA 0,4
Imunoglobinas 0,7
Lactoferrina 0,1
Lisozima -

2.7.1.1 — B-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina (B-Lg) € uma proteina globular com peso molecular de 18.362
kDa, a B-lg ¢ a proteina mais abundante no leite bovino, caprino e ovino, sendo encontrada
em quantidades infimas no leite humano, por esse motivo ela ¢ alergénica e antigénica
para algumas pessoas (SGARBIERI, 2005; ROUVINEN et al., 1999; SELO et al., 1999).
Possui cerca de 162 aminoacidos sendo 25% deles ramificados. Os aminoéacidos nessa
proteina sdo arranjados em cadeias simples. A B-lg ¢ uma proteina sensivel a altas
temperaturas (provoca a perda de solubilidade, desnaturacdo) e sensivel ao pH acido

(SGARBIERI, 2005.)



As principais fungdes dos aminoacidos provenientes da [-lg sdo: anti-
hipertensiva, antioxidante, antimicrobiana, imunoestimulante e hipocolesterolémico

(SGARBIERI, 2005).

2.7.1.2 — a-Lactoalbumina

A o-lactoalbumina (o-la) é a segunda proteina mais comum no soro do leite, ¢
globular com peso de 14 kDa, formada por 123 residuos de aminoacidos. A a-la € rica
em aminoacidos essenciais, tais como o triptofano (precursor da serotonina), niacina, seus
derivados possuem importantes fun¢des dentro do metabolismo celular. E uma proteina
tolerante a temperaturas elevadas, pois ela consegue se renaturar em baixas temperaturas

(SGARBIERI, 2005).

A a-la € uma metalo-proteina, ela possui um atomo de célcio em sua estrutura,
esse metal faz com que ela seja capaz de formar ligagdes com outras proteinas, portanto,
a a-la possui a capacidade de polimerizar (CHEFTEL, LORIENT, 1982; MULVIHILL,
1994). As principais atividades bioldgicas que a a-la esta envolvida sdo: anticancerigenos

e antimicrobiano (HARAGUCHI et al., 2006; SANTOS et al., 2011b).

2.7.1.3 — Albumina do Soro Bovino

A albumina do soro bovino (BSA) ¢ a proteina que possui a maior cadeia simples
de todas as proteinas presentes no soro do leite. Possui cerca de 582 aminoacidos, alto
peso molecular, e também ¢ uma proteina globular. A BSA apresenta uma solubilidade
elevada em intervalos de pH entre 1,5-8,0. Essa proteina interage com acidos graxos livres
e determinados lipideos, favorecendo o seu transporte na corrente sanguinea, desse modo
a BSA tem papel importante nas atividades fisiologicas. Além disso a BSA ¢ uma
precursora da sintese da glutationa, que ¢ interessante no tratamento de pessoas portadoras
do HIV, além de ter atividades anticancerigenas (HARAGUCHI et al., 2006;
KRISSANSEN, 2007; RENHE, 2008; SANTOS et al., 2011b).



2.8 — Efeito do pH na adsor¢io

O pH determina como as cargas elétricas das moléculas de proteina se encontram.
Desse modo, o pH ¢ um dos fatores responsaveis para a adsor¢ao de proteinas. O ponto
isoelétrico (pl), ou ponto de carga zero, ¢ o ponto em que uma molécula se mostra com
carga liquida neutra, nesse ponto as cargas negativas e positivas estdo equilibradas. O pH
afeta o processo de adsor¢ao devido a influéncia no equilibrio das cargas nas moléculas
(GORGULHO et al., 2006). Por exemplo, quando o pH da solu¢ao se encontra abaixo do
ponto isoelétrico, a superficie do adsorvente encontra-se carregada positivamente e para
balancear essas cargas os anions sdo preferencialmente adsorvidos. Por outro lado,
quando o pH ¢ maior que o ponto isoelétrico, a superficie do adsorvente encontra-se

carregada negativamente, portanto, os cations sdo adsorvidos.

E interessante que o pH da solugdo esteja entre os pontos isoelétricos do
adsorvente e adsorvato, pois nesse cenario ndo havera dominancia das interagdes
eletroestaticas entre adsorvente e adsorvato. Assim, a migragdo do adsorvato para a
superficie do solido adsorvente ¢ elevada. Estudos realizados por Oliveira (2016) revelam
que o ponto isoelétrico do bagago ¢ de 4,6 e Rodrigues (2001) sugere que os pontos
isoelétricos das proteinas estudas (a-la, B-lg, BSA) estdo entre 4,2 e 5,2. Os pontos

isolelétricos das proteinas e do bagaco de cana sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Pontos Isoelétrico das proteinas do soro do leite e bagaco da cana. Adaptado
de Rodrigues (2001) e Oliveira (2016).

Composto Ponto Isoelétrico
a-la 42 —-4,8
B-lg 52
BSA 4,7-49
Bagacgo da cana 4,6

2.9 — Adsorc¢ao de Proteinas

Areas da ciéncia como medicina, farmacia e biotecnologia possuem interesse na
adsorcao de proteinas em superficies solidas, pois esse fenomeno desempenha um papel
fundamental em diversos processos naturais. Quando as proteinas se ligam ou se separam
do adsorvato pode-se desencadear efeitos como reestruturagdes, agregacdo superficial e

efeito de exclusdo (RABE et al., 2011).



Existem na literatura diversos trabalhos abordando a adsor¢do de proteinas em
superficies solidas, entretanto, poucos sdo sobre a a-lactoalbumina e B-lactoglobulina.
Um estudo pioneiro foi realizado por Ferreira, em 2001. Nesse trabalho, foi estudado
como a a-la e a B-lg sdo adsorvidas em colunas de leito fixo, utilizando um tipo de resina
Accel Plus como meio adsorvente. Naquele trabalho o método para quantificar as
proteinas foi o de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O autor estudou o
efeito da solucao tampao de Tris-HCl e da forga i6nica do tampao. Ferreira (2001) conclui
que existe uma relacao inversa entre quantidade de substancia adsorvida e forca idnica do
tampao e que tal fato é explicado devido a competicao entre proteinas e ions presentes na
solugdo tampao com o sitio ativo do adsorvente. Naquele estudo foram determinadas as
curvas isotérmicas do processo de adsorcao da a-la e da B-lg na resina de estudo, as quais
sdo apresentadas na Figura 2, com concentragdes iniciais variando de 1,01 — 3,53 mg/mL
e 2,07 — 7,94 mg/mL respectivamente. O estudo concluiu que a adsor¢do a-la € menor do

que da B-lg. Essa diferenca ¢ devido ao fato da a-la ser mais hidrofébica em comparagao

a B-lg.

q(mg'g)
L ]

G (mgfmL}

Figura 2: Curva isotérmica do processo de adsor¢do da a-lactoalbumina e 3-
lactoglobulina; « — B-Ig. O — a-la. Fonte: Ferreira R.C. (2001)

Em 2014 um estudo foi feito por Mohan a fim de entender como a BSA era
adsorvida em filmes de celulose ndo modificados e em filmes de celulose modificados
cationicamente. Os filmes modificados apresentavam solucdes de cloretos de butirato
(CMAB) com dois graus diferentes chamados de CMABCL/DS = 0,21 e CMABCH/DS
= 0,675. Nesse estudo foram realizados experimentos em diferentes pH (5, 6 € 7) com

concentragdo de 1 mg/mL. Foi concluido que o melhor pH para o fendmeno de adsor¢do
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foi de 5 utilizando um tampao de acetato de s6dio com acido citrico, tanto para os filmes
sem e com modificagdo. A quantificacdo nesses experimentos foi feita por duas técnicas,
micro balanca de cristal de quartzo com monitoramento de dissipacao, massa molhada
(QCM-D) e por ressonancia plasmatica de superficie multi-parametro, massa seca (MP-
SPR). Os dados concluidos sdo observados na Figura 3 (a) e (b) respectivamente.
Concluiu-se que nos filmes de celulose modificada e pura, a adsor¢ao de agua ¢ alta, pois
a quantidade adsorvida usando o método com massa molhada ¢ maior do que a quantidade

adsorvida usando o método de massa seca.

50 5
(a,] B e collulose ﬂ_):l R purc cellulose
it ' B CMABC, i B CHABC,
e B C\CABC, & B CMABC,
A E =
g £
a B
- 7
o =
104 14
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Figura 3: Resultados da adsor¢ao do BSA em filmes celuldsicos puros e modificados.
(a) quantificagdo por QCM-D, (b) quantificacdo por MP-SPR. Fonte: Mohan et al.
(2014)

Em 2015, Brito et. al. estudaram a adsor¢ao da B-Ig utilizando como adsorvente o
carvao ativado (ponto isoelétrico 5,5). Foram realizados experimentos em tubos de ensaio
onde foram depositados 10 mg de carvao juntamente com 5 mL de solu¢do (concentragdo
0,5 mg/mL) e agitados por 24 horas em uma temperatura de 20°C, naquele trabalho foi
estudado o efeito do pH (3, 5 ¢ 7). O método de quantificagdo foi feito por
espectrofotometria a 280 nm e a quantidade adsorvida foi calculada seguindo a Equagao
1. O autor reportou que o pH 6timo para o experimento foi de 5 onde obteve-se uma

quantidade adsorvida de 64,9 mg/g, para outros pHs quase nao foi observada a adsorcao.

No ano de 2016, Centinkaya e Akkaya estudaram a adsorcao seletiva da a-la em
pequenas esferas de hidorxiapatita (HA) incorporadas em dimetacrilato de etilenoglicol
(EGDMA). Esse estudo foi feito em batelada, utilizando 5 mL de solucdo de a-la a
2mg/mL, em temperatura ambiente, agitacdo em 150 rpm e por 2 horas em varios pHs e

forcas id6nicas. Nesse estudo a capacidade de adsor¢do também foi mensurada pela
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Equacdo 1 e a quantidade adsorvida foi avaliada por espectrofotometria em 280 nm.
Nesse estudo foi concluido que a maior quantidade adsorvida foi obtida com a menor

forga i6nica em pH de 7.

Em 2018, Ferreira estudou a adsor¢do de a-la, B-Ig e BSA em bagago. O estudo
indicou que ndo houve adsor¢ao no pH de 6, porém o bagago de cana apresenta boa
capacidade de adsor¢do. A Figura 4 mostra as quantidades adsorvidas para as proteinas
no pH de 4,5 em tampao de acido acético. A figura 4 informa que a B-lactoglobulina foi

a proteina que mais adsorveu nas condigdes apresentadas no trabalho.
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® whey protein
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Figura 4: Resultados da operagdo de adsor¢do de proteinas do soro do leite em bagaco
de cana usando como tampao uma solucdo de acido acético com acetato de sddio em pH
4,5. Fonte: Ferreira (2018).
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 —Materiais
Foram utilizados os seguintes materiais:

1. Bagago de cana-de-agticar obtido por doacdo com comerciante de garapa;
Whey Protein, produzido por Ultimate Nutrition;

Acido citrico da marca Vetec;

Citrato de sodio da marca CAAL;

Coomasie Brilliant Blue da marca Sigma-Aldrich;

Acido fosférico 85% da marca Orbital Quimica;

A o

Etanol 95% da marca Orbital Quimica.
Adsorvente

O bagaco da cana foi obtido em estabelecimento de venda de garapa (suco de cana

de agticar), na regido do Santa Mdnica em Uberlandia, Minas Gerais.
Adsorvato

A solugdo proteica foi preparada a partir de Whey Protein de chocolate da marca
PROSTAR 100%, produzido por Ultimate Nutrition (Informagdes nutricionais

encontradas no Anexo 1).
Solug¢ao tampao

Para a confeccao da solugao tampao de 4cido citrico e citrato de sddio foi utilizado
acido citrico anidro para analise da marca Vetec e acetato de sddio para analise da marca

CAAL.
Confec¢do do reagente Bradford

Nos ensaios realizados nesse trabalho a quantificacdo de proteinas se dard pela
metodologia proposta por Bradford (1976). Nessa metodologia, € necessario a utilizagdo
de um reagente denominado de “reagende de Bradford”, esse ¢ o reagente que permite a

quantificagdo de proteinas.

Para a confeccdo do reagente de Bradford ¢ necessario dissolver 0,1 g de
Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%, enquanto a solugdo ¢ agitada

¢ necessario adicionar 100 mL de acido fosforico 85%. A solugdo resultante ¢ deixada
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agitar por 2 horas e entdo ¢ completada até a marca de um litro. A solucdo ¢ deixada agitar
por 12 horas, e por fim a solugdo resultante ¢ filtrada. E necessario que o pote que
armazene o reagente de Bradford seja opaco e envolto por um material que evite que o
reagente de Bradford tenha contato com a luz, isso ¢ explicado pelo fato do reagente ser

sensivel a luz.
3.2 — Pré-Tratamento do Bagaco de Cana

Segundo os estudos realizados por Ferreira (2018) o bagaco deve ser lavado com
dgua em abundancia para que materiais indesejaveis sejam removidos. Depois de lavado
o bagago segue para uma estufa em 50°C por 72 horas para secagem. Uma vez seco, o
bagaco foi dividido manualmente de acordo com suas caracteristicas morfologicas, em
fibras e medula. Sendo a regido medular a parte mais interna do bagago (rica em celulose
e hemicelulose). Sendo a regido externa a regido fibrosa do bagaco, uma regido mais dura
e com materiais semelhantes a fios. Apos a divisdo, parte do material foi triturado em
liquidificador e para as analises de densidade o material passou ainda por uma etapa de
moagem para se obter um bagaco de cana extremamente fino. A figura 5 mostra a medula

do bagaco de cana tratada, enquanto a figura 6 mostra a parte fibrosa da cana tratada.

Figura S: Medula do bagago de cana tratado.
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Figura 6: Fibra do bagago de cana tratado.

3.3 — Determinacao da densidade absoluta

A andlise da densidade absoluta foi realizada com o equipamento Micrometrics
AccuPyc 1330, gas pycnometer. Esse equipamento apresenta um recipiente cilindrico
onde se depositou uma massa conhecida de material (p6 de bagago de cana). Com o
recipiente cilindrico posto dentro do equipamento, o equipamento injeta uma quantidade
de ar dentro do recipiente até que esse recipiente fique a uma determina pressao. Com o
valor conhecido do recipiente cilindrico e do volume de ar injetado & possivel, por
diferenca, estimar o volume que o material ocupa dentro do cilindrico, com essa

informacao e com a massa € possivel calcular o valor da densidade do material.

3.4 — Avaliacido da regido de solubilidade do Whey Protein

Inicialmente, foi necessario definir qual ¢ a quantidade maxima de Whey Protein
que pode ser dissolvida nas solugdes tampao de acido citrico e citrato de sodio em
diferentes faixas de pH (4; 4,5; 5; 5,5) essas faixas foram escolhidas porque abrangem os

pontos isoelétricos das moléculas de interesse. A importancia desses ensaios se baseia no
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fato de que ¢ necessario garantir que as diferengas entre as medidas de concentragdo das
proteinas em solucdo antes e apos o processo de adsorc¢do esteja relacionada unicamente
ao processo € ndo a uma possivel precipitagdo de proteinas insoluveis. Para a avaliagao
da solubilidade foi utilizado 50 ml do tampao de acido citrico com citrato de sddio nas
faixas de pH mostradas anteriormente e foi adicionado cerca de 10 mg de Whey Protein.
O sistema foi entdo agitado e posto em repouso por alguns minutos, se a mistura
apresentasse corpo de fundo, ou se mostrasse translicida concluia-se que a mistura havia
atingido seu limite de solubilidade, caso contrario adicionava mais 10 mg de Whey

Protein e se repetia o processo.

3.5 — Procedimento experimental dos experimentos de adsorc¢ao

Novamente, inspirando nos experimentos realizados por Ferreira (2018).
Propomos que o experimento seja realizado em reator agitado. Foram realizados
experimentos utilizando a parte fibrosa da cana e parte medular da cana. Incialmente, ¢
necessario solubilizar 10 mg de Whey Protein em 20 mL de solu¢do tampao e em seguida
adicionar 300 mg de bagaco de cana. Apds esse procedimento ¢ necessario agitar o
sistema por 6 horas em 400 rpm (Ferreira, 2018). Ao final do experimento, deve-se filtrar
(utilizando um filtro de papel, a pressao ambiente) o sistema, a fase solida deve ser
guardada em estufa para andlise posterior (FTIR e ATG) e com a fase liquida é possivel
realizar as aferi¢des (em espectrofotometro, segundo método de Bradford (1976))
utilizando a metodologia proposta por Bradford (1976) de quantidade adsorvida com

auxilio da Equacéo 1.

3.6 — Construcio de curvas de calibracio de Whey Protein

O pH da solugdo ¢ responsavel por manter o equilibrio de ionizagdo dos grupos
acidos e basicos de uma proteina, assim, se houver uma mudanga no valor do pH pode-
se mudar a distribuicdo de cargas de uma proteina, tal fato pode fazer com que a proteina
tenha sua forma alterada (FONSECA, 2006). A metodologia utilizada nesse trabalho para
quantificar proteinas se utilizada da espectrofotometria, nessa metodologia a

conformacdo das moléculas em solugdo ¢ de grande importancia, pois a interagdo da
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proteina com a luz muda para cada forma que a proteina assumir. Assim, ¢ necessaria a

Construgdo de curvas de calibragdo para cada um dos valores de pH de estudo.

As curvas de calibragdo foram confeccionas utilizando Whey Protein e as solugdes
tampao de pH em estudo. Inicialmente, foi montado uma solugdo mae de concentragdo
conhecida (1 mg/mL) utilizando o Whey protein junto com o tampao de interesse. Em
seguida foram criadas solugdes filhas diluindo aliquotas da solugdo mae, gerando 4
solucdes filhas. Com as solugdes filhas foi possivel construir as curvas de calibragao se

utilizando da metodologia proposta por Bradford (1976)

3.7 — Quantificaciio de proteinas

A metodologia para a quantificagdo dos ensaios de adsor¢ao, utilizando a Equacao
1, baseia-se na determinagdo de concentragdo do adsorvato antes apOs a operagdo de
adsor¢ao. Nesse trabalho as concentracdes de adsorvato foram determinadas por
espectrofotometria utilizando-se o método proposto por Bradford (1976).

A metodologia de quantificacdo ¢ bastante simples. Inicialmente, ¢ necessario
pipetar 20 uLL de amostra em um tubo Eppendorf e em seguida adicionar mais 1000 pL
nesse mesmo tubo e entdo se agita o tubo por 5 segundos e se espera 10 minutos para a
reagdo ocorrer. Apos 10 minutos devem ser feitas as leituras em espectrofotometro em

comprimento de onda de 595 nm.

3.8 — Analise termogravimétrica (ATG)

Foram realizadas andlises termogravimétricas das amostras de bagago in natura
(medula e fibra) antes e apos ensaio de adsor¢do em pH 4,5, bem como da amostra de
whey protein utilizado neste trabalho. Os ensaios foram realizados no laboratorio de
multiusuario, localizado na sala 1Z, utilizando um fluxo de 81 ml/min (9,7 mL/min de ar

sintético e 72 mL/min de He) e uma rampa de aquecimento de 10°C/min.

3.9 — Analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

As andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas no espectrometro Spectrum Two, da marca PerkinElmer do

laboratorio de analises do Nucleo de Processos Biotecnologicos em uma faixa de
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comprimento de onda de 500 até 4000 cm™. As pastilhas de material usadas para a analise

foram feitas com ajuda de uma prensa manual com massa de 0,026 g.

CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Testes Preliminares

Determinacio da solubilidade do Whey Protein na solucdo tampao de acido

citrico em diferentes faixas de pH

Inicialmente, foi necessario definir qual ¢ a quantidade maxima de Whey Protein
que pode ser dissolvida nas solugdes tampao de acido citrico e citrato de sédio em
diferentes faixas de pH (4; 4,5; 5; 5,5). A Tabela 4 mostra os ensaios realizados de
solubilidade do Whey Protein em 100 mL de solugdo tampao 0,1M de acido citrico com

citrato de sodio.

Tabela 4 — Massa de Whey solubilizada em 50 mL de solugdo tampao, indicando o pH

antes e apods a solubilizagdo.

pH antes da solubilizagao pH apds a solubilizacdo Solubilidade (mg/mL)
4 4,07 4,16
4,5 4,66 3,928
5 5,09 4,168
5,5 5,57 4,16

Com a Tabela 4 podemos observar que o pH do meio nao varia significativamente
com a solubilizagdo do Whey Protein, podemos aferir também que a solubilidade do
Whey Protein gira em torno de 4,16 mg/mL. E interessante que os ensaios de adsorgio
ocorram numa regido menor do que o limite de solubilidade pois isso garante que nao

haveré a precipitacao de proteinas ao decorrer dos ensaios.
Determinacio da densidade absoluta do bagaco

A determinagdo da massa especifica do bagaco foi determinada por um método
utilizando gas com o equipamento Micrometrics AccuPyC1330 — Gas Pycnometer (como
explicado no item 3.3 deste trabalho). A massa especifica foi determinada como 1,6353

g/em’.
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Curvas de calibracdo do Whey Protein

As Figuras 7, 8, 9 e 10 mostram as curvas de calibragdo confeccionadas como

metodologia ¢ explicada no item 3.6.

A Figura 7 mostra a curva de calibracao do Whey Protein para o pH 4,0.

Curva de calibragdo: pH 4,0

16
1,4 y =9,1493x - 0,0826
, R*=0,932 |

1 0o ¢
0,8
0,6
0,4
0,2

Concentra¢do (mg/mL)

0 '.’._..
0 0,05 0,1 0,15 0,2

0,2
Absorbancia

Figura 7: Curva de calibragao para o pH 4,0.

A Figura 8 mostra a curva de calibragdo do Whey Protein para o pH 4,5.

Curva de calibracao: pH 4,5
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Figura 8: Curva de calibracdo para o pH 4,5.

A Figura 9 mostra a curva de calibracado do Whey Protein para o pH 5,0.

19



Curva de calibragdo: pH 5,0
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Figura 9: Curva de calibracdo para o pH 5,0

A Figura 10 mostra a curva de calibragdo do Whey Protein para o pH 5,5.

Curva de calibragdo: pH 5,5
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Figura 10: Curva de calibragdo para o pH 5,5.

Como pode ser observado nas Figuras de 7 até 10, houve a mudanga na inclinagao
da reta, tal fato, mostra que o pH ¢ uma variavel importante quando se trata de quantificar
proteinas. Por exemplo, uma absorbancia lida no pH de 5,0 indica uma concentragio de
proteina de 0,4129 mg/mL, enquanto que no pH de 5,5 esta concentragdo corresponde a
0,3316 mg/mL. A mudanga do valor associado a absorbancia, provavelmente estd
associado as mudancas de conformagdo das proteinas presentes no Whey Protein em

diferentes valores de pH. Observa-se também que existe uma variabilidade na medida,
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uma vez que se obteve valores pouco semelhantes de absorbancia relacionadas a um

mesmo valor de concentragao.

4.2 — Ensaios de Adsorc¢ao — Parte medular da cana-de-acucar

Os resultados para os ensaios de adsor¢ao sao apresentados na Tabela 5. Nessa
Tabela, existe a relagdo entre os valores de pH estudados (antes e apds o ensaio de
adsorc¢do), absorbancias medidas, concentracdes iniciais e finais com a quantidade

adsorvida.

Tabela 5 — Resultados para os ensaios de adsor¢ao utilizando a regido medular do bagaco

de cana.
~ ~ . pH
.. Concentragdo Concentragdo Quantidade pH
~__. Absorbancia N . antes .
pH Absorbancia L 1 inicial final adsorvida apos o
média (mg/mL) (mg/mL) (mg/mg) ©  ensaio
& & gms ensaio
0,060
4,0 0,064 0,062 0,4455 0,4818 -0,00242 4,15 4,11
0,038
4,5 0,030 0,034 0,6103 0,2274 0,02552 4,72 4,72
0,088
5,0 0,079 0,0835 0,5769 0,6827 -0,007053 5,17 5,22
0,091
5,5 0,087 0,083 0,4145 0,5720 -0,0105 5,70 5,67
0,087

Com excegao do ensaio de pH de valor 4,5, todos os ensaios tiveram suas
concentragdes finais aumentadas, isso € explicado pelo fato do bagago de cana em sua
forma medular estar adsorvendo dgua. Se o bagaco adsorve dgua, dgua € retirada do meio

fazendo com que a concentracdo de proteinas aumente.

Com a finalidade de investigar se o bagaco de cana causaria algum tipo de
interferéncias nas leituras no espectrofotometro foram realizados ensaios semelhantes
como os descritos no item 3.5, com a diferenca de que nesses ensaios nao foi colocado

Whey Protein. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos.
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Tabela 6 — Resultados de absorbancia para os experimentos com a auséncia de proteinas.

pH  Absorbancia Absor’beflncia pH antes o pH apés
média ensaio 0 ensaio
-0,005
4,0 0,006 0,001 4,15 4,11
0,002
-0,001
4,5 0 0,002667 4,72 4,72
0,009
-0,026
5,0 -0,003 -0,00867 5,17 5,22
0,003
-0,005
5,5 0 -0,00133 5,70 5,67
0,001

Com os resultados desses ensaios pode se concluir que o bagago de cana nao
oferece interferéncia quando as medidas no espectrofotdometro sdo realizadas, isso €

evidenciado pelo fato dos valores de absorbancia serem baixos.

Por fim, foram realizados testes semelhantes ao descrito no item 3.5 com a
diferenca de que nesses testes ndo foi colocado bagaco de cana. O motivo desses
experimentos ¢ de conhecer os valores de concentracdo iniciais, os resultados sdo

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados para os experimentos com a auséncia de bagaco.

pH  Absorbancia Absm:bgncm
média

0,041

4,0 0,058 0,033
0,064

4,5 0,076 0,072
0,076
0,065

5,0 0,074 0,070333
0,072
0,068

5,5 0,061 0,061333
0,055
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A partir da Tabela 7 ¢ possivel concluir que pelo fato das curvas de calibragdo
apresentarem grande variabilidade as leituras de absorbancia levam a valores de
concentracao inicial diferentes do que seria esperado. Por exemplo, no pH de 4,0 o valor
de absorbancia médio de 0,038 leva a uma concentracao inicial de 0,2193 mg/mL, valor

esse bem distante dos 0,4167 mg/mL esperado.

4.3 — Ensaios de Adsorcao — Parte fibrosa da cana-de-ac¢ucar

Nesse experimento foi utilizado 10 mg de Whey Protein solubilizados em 20 mL
de solug¢do tampado de 4cido citrico com citrato de s6dio misturados com 300 mg de

bagaco de cana triturado. Os resultados para esses ensaios sao mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados experimentais para os ensaios utilizando a fibra do bagaco de cana.

Concentragdao Concentragdo

pH  Absorbancia Abiﬁg‘;‘i‘:‘“a inicial final %‘éi‘;'ﬁ%ie
(mg/mL) (mg/mL)
0,059
4 0,053 0,05633 0,4083 0,4327 -0,001627
0,057
0,064
4,5 0,035 0,0355 0,4042 0,2411 0,01087
0,036
0,064
5 0,038 0,065 0,425 0,5342 -0,00728
0,066
0,04
5,5 0,038 0,04033 0,4208 0,2618 0,0106
0,043

Pode-se observar que o para a fibra de cana houve menor quantidade de agua
adsorvida quando comparado com os experimentos utilizando a parte medular da cana,
isso ¢ evidenciado pelos valores de quantidade adsorvida serem em sua maior parte

positivos.
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4.4 Analises termogravimétricas (ATG)
4.4.1 Bagaco de cana

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos para a andlise termogravimétrica
realizada para os dois tipos de bagago utilizados: medula e fibra. Observa-se que os
resultados estdo de acordo com trabalhos de analise termogravimétrica de materiais
lignoceluldsicos (Erglidenler et. al. 1994 e Ghetti et al, 1996), que sugerem que a perda
de massa destes materiais ocorre em 3 faixas principais de temperatura. A primeira fixa
até 100°C estd associada a evaporagdo de dgua, enquanto que a segunda (de 250 a 350°C)
e terceira (de 350 a 500°C) estdo associadas a combustido de celulose/hemicelulose e

lignina, respectivamente.

ATG Bagago de cana
medula
— fibra

- == T=1000C

- =~ T=25600C

- -~ T=3500C

- - — T=5000C

Massa [mg]

| I ' I |
0 200 400 600 800
Temperature [°C]

Figura 11: Curva gerada pela andlise ATG do bagago medular e fibroso.

A Tabela 9 apresenta a perda de massa percentual do bagaco nestas faixas.
Observa-se que o teor de umidade nas duas amostras ¢ bem proéximo (~8%) enquanto que
existe uma diferenca de cerca de 4% nas duas ultimas regides, indicando que o bagaco na
forma de medula € mais rico em celulose e hemicelulose, enquanto que o bagaco na forma

de fibras contém mais lignina.
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Tabela 9 — Decaimento de massa dos materiais estudados no ATG.

Temperatura (°C)
250 - 350 - 500 -
>100 350 500 610 <610

Medula 7,6981 63,9482 25,121 - -
" Fibra 7,5271 61,0602 28,3805 - -
:g Whey Protein ~ 7,2888 31,1507 35,6531 19,5659 3,75973
z Medula apds
= adosr¢ao 5,1967 44,1605 10,0385 2,5531 20,2044

Fibra apo6s

adsorgao 7,5108 44,4359 10,8381 2,2794 17,3074

4.4.2 — Whey Protein

A Figura 12 apresenta o resultado da anélise termogravimétrica do Whey Protein.

16 —
ATG Whey protein

12 —

Massa [mg]
[o2]
|

0 | | | |

0 200 400 600 800
Temperature [°C]

Figura 12: Curva gerada pela analise ATG do Whey Protein.

Como pode ser observado o Whey Protein apresenta 4 principais regides de perda
de massa. A primeira associada a evaporagao de dgua (~100°C), seguida de uma perda

acentuada entre 250 e 350°C, depois uma redugdo da inclinagao na faixa de 350 a 590°C,
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e por ultima uma perda acentuada até 610°C. Os valores percentuais sdo apresentados na

Tabela 9.

4.4.3 ATG do bagaco apds ensaio de adsorciao

Os resultados das analises termogravimétricas (ATG) realizadas no bagago de
cana sobre a regido medular e fibrosa, ap6s ensaios de adsor¢ao, realizados no pH de 4,5
com concentragao inicial de proteina de 0,41 mg/mL, sdo apresentados nas Figuras 13 e

14, respectivamente.

16 —
ATG Bagago-medula ap6s adsorgéao de Whey em pH=4,5
Bagaco in natura - medula
R ———— Whey
Bagaco Medula apds adsorgéo whey
12 —

Massa [mg]
[+-]
|

0 ' i ' | ' | |

0 200 400 600 800
Temperature [°C]

Figura 13: Curva gerada pela andlise ATG dos ensaios de adsor¢do utilizando a regido

medular do bagaco.
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16 —
ATG Bagaco-medula apos adsorgio de Whey em pH=4,5

Bagago in natura - fibra
- —— Whey
Bagago fibra apods adsorgdo whey

12 —

Massa [mg]
oo
|

0 I I I I I I I I

0 200 400 600 800
Temperature [°C]

Figura 14: Curva gerada pela andlise ATG dos ensaios de adsor¢do utilizando a regido

fibrosa do bagaco.

Observa-se nas Figuras 13 e 14, que houve uma significativa mudanga no perfil
de perda de massa do bagaco apos a adsorcdo, indicando que houve de fato a adsorcao
durante o ensaio. Observa-se também que parte do bagago de cana apds adsorcao so sofre
combustdo em temperatura superior a 600°C, indicando que provavelmente as interagdes
entre os sitios ativos do bagaco e da proteina sdo bastante fortes. Os resultados de perda

de massa percentual nas diferentes faixas de temperatura sao apresentados na Tabela 9.

4.5 - FTIR
4.5.1 — Bagaco de cana: Fibra e medula in natura.

Na Figura 15 podem ser observadas os picos caracteristicos que identificam a
celulose, hemicelulose e lignina. A Tabela 10 apresenta os picos caracteristicos de cada

fragdo, conforme Rodrigues (2012).
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Andlise FTIR: Bagaco medular e fibroso
0,03

0,025

0,02

Bagaco fibra

Absorbancia
(=]
o
=
(9]

Bagaco medula
0,01 \ gat

0,005 |

\‘ _/\/ “\
0 1000 2000 3000 4000 5000
Comprimento de onda (cm™)

Figura 15: Curva gerada pela andlise FTIR do bagago medular e fibroso.

Tabela 10 — Relagdo entre banda e a caracteristica do material. Adaptado de Rodrigues,

2012.

Banda (cm™) Fracdo caracteristica do bagaco

890 — 1000 Celulose

1000 — 1200 Celulose e hemicelulose
1240 — 1250 Hemicelulose e lignina
1300 — 1430 Celulose Hemicelulose e Lignina
1500 - 1610 Lignina

1735 Hemicelulose
2850 — 2920 Celulose
3360 — 3400 Celulose cristalina

4.5.2 — Whey Protein

A Figura 16 apresenta o resultado da analise FTIR para o Whey Protein, segundo
Kong e Yu (2007), as proteinas apresentam nove bandas caracteristicas, as quais sdo
apresentadas na Tabela 11. Podemos observar na Figura a presenca da amida Il em 1229
cm’!, a amida Il em 1546 cm™, amida I em 1742 cm’!, amida A em 3292 cm™ e amida B,
em baixa intensidade, em 3100 cm™. Foram também observados um primeiro pico em

2932 cm! de grande intensidade e um segundo em 2896 ¢cm™ de baixa intensidade. O
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pico de baixa intensidade € relativo ao alongamento CH e o pico de grande intensidade ¢

relativa a lactose, DATABASE OF ATR — FT — IR Spectra of various materials material

(http://lisa.chem.ut.ee/IR _spectra/paint/binders/lactose/). A Tabela 11 indica a relagao

entre bandas, frequéncias e as descri¢des de causa.

Tabela 11 — Relagao entre banda, frequéncia e descrigao.

Banda Frequéncia (cm™) Descri¢ao
Amida A 3300 Alongamento NH
Amida B 3100 Alongamento NH
Amida I 1600 — 1690 Alongamento C=0
Amida II 1480 -1577 Alongamento CN Flexao
NH
Amida III 1229 - 1301 Alongamento CN Flexao
NH
Amida IV 625 —-767 Flexao OCN
Amida V 640 - 800 Flexao NH fora do plano
Amida VI 537 - 606 Flexao C=O0 fora do plano
Amida VII 200 Torcao da estrutura
Analise FTIR: Whey Protein
0,07
Comprimento de onda Whey
0,06 - Comprimento de onda 3300
0,05 - Comprimento de onda 3100
Comprimento de onda 1600
.g 0,04 - Comprimento de onda 1690
S Comprimento de onda 1480
"g 0,03 - Comprimento de onda 1575
8 Comprimento de onda 1229
< 002 - \ Comprimento de onda 625
0,01 - ——— Comprimento de onda 767
Comprimento de onda 640
0 - ‘ ‘ Comprimento de onda 800
0 1000 2000 3000 \~4QOO 5000
-0,01 -

Figura 16: Curva gerada pela analise FTIR do Whey Protein.

A Figura 17 mostra a comparacao entre o perfil gerado pelo FTIR do Whey

Protein com o perfil FTIR da proteina pura B-Lactoglobulina. Como podemos observar,

o perfil das duas ¢ bastante semelhante, nos levando a concluir que o Whey Protein possui

quantidade consideravel dessa proteina em sua composicao.
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Figura 17. Comparagdo do perfil FTIR do Whey Protein e da proteina f-Lactoglobulina.
Adaptado de Rafe et. al. 2015.

4.5.3 — Regiao medular do bagaco apdés os ensaios de adsor¢iao

Observando a Figura 18 ¢ possivel observar que houve um aumento significativo
nas bandas referentes as amidas II, I e A (observadas em 1950, 1700 e 3380 cm™)

indicando que houve adsorcao de proteinas presentes no Whey.
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Analise FTIR: Regido medular antes e apds a adsor¢ao
0,07
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
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Absorbancia
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001 0 1000 2000 3000 \21300 5000

Comprimento de onda (cm')

Bagaco medula

Medula ads pH 4,5
——— Medula ads pH 4,0

Figura 18: Curva gerada pela analise FTIR do bagaco medular antes e ap6s os ensaios

de adsor¢do para dois valores de pH diferentes.

4.5.4 — Regiao fibrosa do bagaco apds os ensaios de adsorc¢iao

A Figura 19 apresenta os resultados da andlise de FTIR do bagaco de cana in

natura, antes e apos os ensaios de adsor¢dao nos pH de 4,5 € 5,5. Assim, como observado

para o bagaco em sua forma medular, podemos constatar um aumento acentuado nas

frequéncias relativas as amidas I, II e A no bagaco apos a adsor¢do de Whey em ambos

os pHs. Comparando os espectros do bagaco apds a adsor¢do nos pHs 4,5 e 5,5

observamos que as intensidades das amidas I e Il no pH 5,5 sdo superiores aos do pH 4,5.

Este resultado estd em concordancia com as analises de concentracdao que indicaram que

adsor¢ao do whey foi maior no pH 5,5 (Tabela 8).
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Analise FTIR: Regido fibrosa do bagago antes e apds da adsor¢ao
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Figura 19: Curva gerada pela analise FTIR do bagago fibroso in natura, antes e apos a

adsorcao.

4.5.5 — Regido fibrosa, medular antes e apos a adsor¢io e Whey Protein

A Figura 20 mostra os ensaios de adsor¢do utilizando a regido medular e fibrosa

antes e ap6s a adsor¢do para o pH de 4,5. A Figura também mostra o perfil do Whey

Protein.
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Figura 20. Perfil gerado pelas andlises FTIR dos matérias de estudo.

Podemos aferir a partir da Figura 19 que de fato houve adsorcdo, isso €
evidenciado pelo fato de que os picos referentes as amidas das proteinas do Whey Protein

se mostram presentes nos perfis FTIR do bagago (tanto medular quanto fibroso) apos a

adsorcao.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados podemos concluir que a técnica de medir a
adsor¢ao por diferenca de concentracao apresenta grande incerteza. Este fato esta
associado a adsor¢do de agua pelo adsorvente a variabilidade da medida de absorbancia
como discutido e devido a uma pobre confiabilidade na curva de calibragdo. Também foi
possivel observar que o pH da solugdo tem grande influéncia sobre a conformacao das
proteinas e consequentemente sobre sua adsor¢ao. As técnicas de FTIR e ATG indicam
que o bagaco de cana ¢ capaz de adsorver proteinas presentes no Whey Protein em pHs
entre 4 ¢ 5,5. No entanto, maiores estudos sdo necessarios para quantificar a adsor¢ao de

modo mais efetivo.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABLAHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, pode ser sugerido o seguinte:

Estudar o comportamento da operagao de adsor¢ao utilizando um
outro tampao;

Determinar a quantidade de dgua adsorvida pelo bagaco de cana;
Estudar o efeito da for¢a ionica na operagao de adsorcao;

Determinar a quantidade adsorvida pelo poder calorifico, pela analise
elementar;

Determinar isotermas de adsor¢ao;

Determinar as quantidades adsorvidas levando em consideragao que o

volume da operagdo de adsor¢do muda.
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ANEXO 1 - PROSTAR 100% WHEY PROTEIN

O Whey Protein utilizado nesse trabalho como adsorvato ¢ produzido pela

Ultimate Nutrition 21 Hyde Road Farmington, CT 06034. Esse produto foi importado por

ImportSports.

Ingredientes: Proteinas do soro do leite micro e ultrafiltrada (isolada e

concentrada), estabilizante lecitina de soja, aromas naturais chocolate e baunilha,

edulcorantes artificiais acessulfame K e sucralose.

Informagdes nutricionais como segue:

Porcio: 30g (1 colher medida)

Ouantidade porporgdo % VD *
Valor Energético 120keal 10%
Caboldratos 2g 1%
Proteinas 25g 50%
Gorduras Totais 1g 2%
Gorduras Saturadas 0.5g 1%
Gorduras Trans Dg -
Fibras Alimentares Og 0%
Sodio 30mg 1%

* Valores Didrios de Referéncia com base em uma dieta

R A — : de 2000 calorias ou 8400kj. Seus valores didrios podem

necessidades energéticas.

ser maiores ou menores dependendo de sua
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