' 4
&

&

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA - UESB

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE
ALIMENTOS

PARTICAO DE LACTOFERRINA EM SISTEMAS
AQUOSOS BIFASICOS

ANGELICA RIBEIRO DA COSTA

ITAPETINGA
BAHIA - BRASIL
2010



ANGELICA RIBEIRO DA COSTA

PARTICAO DE LACTOFERRINA EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Dissertagdo apresentada a Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduacdo em Engenharia de Alimentos, Area de
concentracdo em Engenharia de Processos de Alimentos, para

obtencdo do titulo de “Mestre”.

Orientador:
Prof2. D.Sc. Jane Sélia dos Reis Coimbra
Co-orientador:

Prof°. Ph.D José Antonio Couto Teixeira

ITAPETINGA
BAHIA — BRASIL

2010



637.127 Costa, Angélica Ribeiro da.

C87p

Participagdo de lactoferrina em sistemas aquosos bifasicos./ Angélica
Ribeiro da Costa. — Itapetinga: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
2010.

56p.

Dissertacdo do Programa de P6s-Graduagio “Strictu Senso” do Curso de
Especializacdo em Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia. Sob a orientacdo da Prof’. D Sc. Jane Sélia dos Reis
Coimbra e co-orietador Prof. D Sc. José Antonio Couto Teixeira.

1. Soro de leite — Proteinas — Lactoferrina. 2. OperagBes unitarias —
Extracdo liquido-liquido. 3. Sistema Aquoso Bifasico (SAB) — Separacdo de
proteinas I. Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - Programa de Pos-

Graduacdo em Engenharia de Alimentos. Il. Coimbra, Jane Sélia dos Reis. 111.
Teixeira, José Antonio Couto. IV. Titulo.

CDD(21): 637.127

Catalogacéo na Fonte:

Claudia Aparecida de Souza — CRB 1014-5? Regido
Bibliotecaria — UESB — Campus de Itapetinga-BA

indice Sistematico para desdobramentos por assunto:

1. Soro de leite — Proteinas — Lactoferrina.
2. Operacdes unitarias — Extracdo liquido-liquido.
3. Sistema Aquoso Bifasico (SAB) — Separacéo de proteinas



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA — UESB Q
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Area de Concentragdo: Engenharia de Processos de Alimentos

Campus de Itapetinga-BA
DECLARAGCAO DE APROVACAO

Titulo: “PARTICAO DE LACTOFERRINA EM SISTEMAS AQUOSOS
BIFASICOS”

Autora: ANGELICA RIBEIRO DA COSTA
Orientadora: Profe. Dr?. Jane Sélia dos Reis Coimbra

Co-orientador: Prof. Dr. José Antonio Couto Teixeira

Aprovado como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de MESTRE EM
ENGENHARIA DE ALIMENTOS, AREA DE CONCENTRACAO: ENGENHARIA
DE PROCESSOS DE ALIMENTOS, pela Banca Examinadora.

o L'/ﬂc \i A)M’\/\ N
;63' Jane Sélia dos Reis Coimbra, DSc., UFV
J

7
8

oL o
Prof®. Renata Cristina Ferreira Bonoms_DSc., UESB

lfaa),d/O S. n) Unao
Prof. Génebaldo Sales Nunes, DSc., UESB

Data da Realizagado: 18 de maio de 2010.

Praga Primavera, N° 40, Bairro Primavera — Telefone: (77) 3261-8629 - Fax: (77) 3261-8701
Itapetinga — BA CEP: 45.700-000 — e-mail: ppgeal.uesb@yahoo.com.br




Aos meus amados pais, Sonia e Adalberto.
Aos meus preciosos irmaos, Junior, Vinicius e Ana Jualia.
A minha avé Maria Angélica e aos meus tios.
Ao especial Leonardo e a minha linda sobrinha Yasmin.
Uma verdadeira torcida de perfil espetacular.

Dedico



Agradecimentos

A Deus, pelo dom da vida, por ter me dado a graca de participar do programa de
mestrado da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) em parceria com a
Universidade Federal de Vigosa (UFV), e pela bencdo de poder conclui-lo. Por me mostrar
sempre que tudo € possivel quando Ele se faz presente, e por ter colocado em meu caminho
pessoas para quem eu gostaria de deixar algumas palavras de agradecimentos.

A FAPESB pelo apoio financeiro atribuido através de uma bolsa de Mestrado.

A minha orientadora, Prof.2 Jane Coimbra, da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
eu agradeco por todas as oportunidades nessa caminhada do mestrado. A confianga depositada
em mim, seus ensinamentos, orientacdo e motivacdo foram, sem davida, os pilares na
construgdo deste trabalho. Agradeco ainda, a amizade e a oportunidade de ter conduzido
minha investigagdo na Universidade do Minho (UM), em Portugal.

Ao Prof. José Teixeira, por ter viabilizado meu experimento na UM. A ele, agradeco
todo o apoio técnico que tive no Departamento de Engenharia Bioldgica (DEB), seu otimismo e
satisfacao sdo contagiantes.

Aos professores do DEB, Anténio Vicente, pelo acolhimento e simpatia, e Ligia
Rodrigues, pela atengdo, orientacdo e gentileza. Ao Prof. Jodo Carlos Marcos, do
Departamento de Quimica (DEQ) pela confianga e por ter cedido, inquestionavelmente, todas
as ferramentas do Laboratorio de Bioquimica na UM para a condugéo deste trabalho.

A portuguesa Luisa Alexandre Ferreira, por todos os conhecimentos transmitidos com
muito boa vontade, pelas longas e divertidas conversas, pela simpatia, pelo acolhimento, e
principalmente pela cumplicidade desde o primeiro instante que nos levou a uma verdadeira
amizade.

Aos meus pais sempre, por terem investido em mim tanto amor, compreensao, carinho e
confianca, juntamente com toda minha familia. E ao Leonardo por ter acreditado em mim
sempre.

As meninas 14 de casa (Vicosa), em ordem alfabética, Carla, Daniela, Jamilly, Marcia e
Patricia, ndo tenho palavras para agradecer a compreensdo, atengdo e o chamado sentimento
fiel de afeicéo, apreco, estima ou ternura, como define o mini Aurélio a amizade.

A Fabiola, Rita, e Rosana pelo apoio cientifico doado a longa distancia, e mais
importante do que isso, a amizade, otimismo e satisfacdo em cada palavra cedida, sobretudo
pessoalmente.

Aos meus amigos e colegas da UESB, Graziella, Arianne, Maycon, Normane, Lucas,
Gabrielle e aos amigos mestres Renata, Rafael e Paulo. Aos amigos e colegas da UFV, Lizzy,
Jaqueline, Toninho, Magno, Aline, Débora, Camila, Rafael, Regina, Luciana, Bruna Mara e
Jania, pela convivéncia e por todos os momentos de aprendizado e descontracéo.

Aos professores, da UESB e da UFV, pelos valiosos conhecimentos transmitidos e pelo
indispenséavel servico dos funcionarios.

Durante a fase experimental, na cidade de Braga — Portugal, gostaria de agradecer a
todos do Laboratorio de Instalacdes Piloto da UM, aos colegas do Departamento de Quimica, e
aos colegas e amigos da Residéncia Santa Tecla, Daiane, Mariah e especialmente Barbara que
foi, desde o primeiro momento, companheira, amiga e irma.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagdo deste trabalho, aqui fica
0 meu agradecimento.



RESUMO

COSTA, Angélica Ribeiro da. Particdo de lactoferrina em sistemas aquosos bifasicos.
Itapetinga-BA: UESB, 2010, 56p. (Dissertacdo — Mestrado em Engenharia de Processos de
Alimentos).*

A extracdo liquido-liquido, usando sistemas aquosos bifasicos, foi empregada para particionar a
proteina lactoferrina presente no soro de leite. Para tanto, foram determinados dados de
equilibrio de fases para sistemas aquosos bifasicos compostos por polietileno glicol de massas
molares 1000 g.mol™ e 4000 g.mol™, e sal citrato de sodio, na temperatura de 25 °C, e nos
valores de pH da fase salina 5,5, 6,5 e 7,5. Dados do coeficiente de particdo da proteina nos
diferentes sistemas avaliados foram obtidos. Observou-se que as curvas binodais deslocaram
para menores concentrag@es de polimero e sal com o aumento da massa molar do polimero e do
valor de pH. A lactoferrina particionou preferencialmente para a fase inferior, rica em sal.

Palavras-chave: Dados de equilibrio de fases, lactoferrina, particdo de proteina, sistemas
aquosos bifasicos.

*Qrientadora: Prof2. D.Sc. Jane Sélia dos Reis Coimbra, UFV e Co-orientador: Prof°. Ph.D
José Antbnio Couto Teixeira, UM.



ABSTRACT

COSTA, Angélica Ribeiro da. Partitioning of lactoferrin in aqueous two-phase systems.
Itapeting%a;—BA: UESB, 2010, 56p. (Dissertation — Master’s degree in Engineering of Process of
Foods). ¢

The liquid-liquid extraction, using aqueous two phase systems, was employed for partitioning
the lactoferrin (Lf) present in bovine whey. To this end, phase diagrams of systems composed of
polyethylene (glycol) (molecular weight: 1000 and 4000) + sodium citrate + water were
determined at pH 5.5, 6.5 and 7.5, at 298.15 K. The partition coefficient of protein was
measured in aqueous two phase systems studied. Binodal curves shifted toward to lower
polyethylene and citrate concentrations with the increase in PEG molar and pH value. The
obtained data indicates that Lf is preferentially partitioned into the lower phase, rich in salt.

Keywords: Phase equilibrium data, lactoferrin, protein partitioning, aqueous two-phase systems.

W Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra, D.Sc., UFV and Co-adviser Prof°. Ph.D José Antdnio
Couto Teixeira, UM.
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1. INTRODUCAO

Existe uma grande necessidade de técnicas de biosseparacdo eficientes, efetivas e
econbmicas em larga escala, que permitam atingir elevado grau de pureza e rendimento de
recuperacao, mantendo a atividade bioldgica da molécula, posto que a maior parte dos custos de
producdo para um produto biolégico reside na estratégia de purificacao.

Sistemas aquosos bifasicos (SAB), formados por fases imisciveis, constituem uma
excelente alternativa para separacdo, concentracdo e purificacdo de moléculas bioativas, pois
sdo uma variante da extragdo liquido-liquido convencional, que favorecem a estabilidade de
moléculas com origem em sistemas biol6gicos. No processamento de bioprodutos sensiveis
como proteinas, a extracdo liquido-liquido com solventes organicos tem apresentado aplicagdo
limitada devido a baixa solubilidade das moléculas no solvente e do seu efeito desnaturante.

A utilizacdo dos SAB permite isolar e concentrar moléculas com atividade bioldgica de
misturas complexas, como as proteinas, pois as fases constituidas majoritariamente por agua,
entre 70% a 90%, oferecem um ambiente adequado e com condi¢fes favoraveis a distribuicdo
das mesmas nesses sistemas, além do baixo custo para implementacdo da técnica e facilidade de
aplicacdo em larga escala.

Os SAB sdo formados pela mistura de espécies quimicamente distintas em
concentragdes além das definidas pela zona de transicdo das fases, sob certas condigcdes de
composicao e temperatura. Essas espécies podem ser polimeros, como polietileno glicol (PEG)
e dextrana (DEX), e sais como o citrato de sédio.

A distribuicdo do soluto entre as duas fases do sistema pode ser quantificada por meio
do coeficiente de particdo (K). Vérios fatores, tais como temperatura, pH, composicdo do
sistema, presenca de sais, massa molar, como também caracteristicas das proteinas, influenciam
na transferéncia de soluto entre as fases.

Os dados de equilibrio de fases dos SAB podem ser representados em diagramas de
equilibrio, em temperatura e pressao definidas. A representacdo dos dados termodinamicos dos
SAB é de grande importancia para os estudos de separacdo de biomoléculas, ja que sdo usados
como ferramenta basica de ponto de partida para o desenvolvimento de um processo de
extracdo. Ha na literatura diversos dados de equilibrio para sistemas formados por polimero-
polimero, o PEG de diversas massas molares e DEX e polimero-sal, como PEG e sais de
fosfato, de sulfato e citrato de sédio. Muitos desses sistemas estdo sendo utilizados para a
concentracdo e purificacdo de proteinas, e um grupo de proteinas que tem merecido destaque
sdo as proteinas do soro de leite, devido seu elevado valor biolégico e funcional, tanto

tecnoldgico como em aplicagdes terapéuticas.
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Dentre as proteinas do soro, destaca-se a lactoferrina que encontra aplicacdo em
formulacd@es infantis, iogurtes, suplementos nutricionais, além de cosméticos para cuidados com
a pele e dietas especiais de cées e gatos para alivio de inflamagdes.

Assim, objetivou-se neste trabalho a utilizacdo da lactoferrina (Lf) como modelo de
estudo em sistemas aquosos bifasicos, compostos por polietileno glicol e citrato de sodio
caracterizados em funcéo da massa molar do polimero, de sua concentracéo e do pH.

Os objetivos especificos foram: determinar dados de equilibrio para os sistemas PEG de
massas molares 1000 e 4000 e citrato de sddio, nos valores de pH 5,5, 6,5 e 7,5; e determinar
dados de coeficiente de parti¢do para a lactoferrina nos sistemas formados por PEG 1000 e PEG
4000 e citrato de sodio, nos valores de pH 5,5, 6,5 7,5.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Extracao liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido, chamada algumas vezes de extracdo com solventes, € a
separacio dos componentes de uma solucdo liquida pelo contato com outro liquido imiscivel. E
uma operacdo utilizada na inddstria quimica para separacdo e purificacdo de componentes
metalicos, no refino de derivados do petr6leo, na obtengdo de produtos farmacéuticos, como a
penicilina, e na industria de alimentos, como por exemplo, na producao de lecitina de soja por
extracdo com acetona, além da aplicacdo na industria metalUrgica e de tratamento de residuos
(TREYBAL, 1981).

Esta operacdo unitaria apresenta muitas vantagens, que a torna bastante atrativa como
processo de separacdo, tais como a facilidade na aplicacdo em larga escala e o fato de
normalmente ndo envolver equipamentos de dificil operacdo e o0 uso de energia térmica
(MATIASSON et al., 1987). No processamento de bioprodutos como proteinas, a extragéo
liquido-liquido tem apresentado aplicacdo limitada devido a baixa solubilidade das moléculas e
ao efeito desnaturante dos solventes organicos (SUBRAMANIAM, 1998). Além disso, esses
solventes normalmente sdo téxicos, cancerigenos e inflamaveis. Com o0 crescimento das
indastrias de biotecnologia e quimica fina gerou-se uma demanda por processos de extragéo
com sistemas ndo convencionais devido as rigorosas exigéncias do mercado no tocante a pureza
e qualidade dos produtos, muitos deles de elevado valor comercial (COIMBRA, 1995).

Uma variante da extragdo liquido-liquido tradicional, compativel com os processos de
biosseparacdes, é a particdo em SAB, a qual vem sendo usada com sucesso no isolamento de
proteinas e de outros biocompostos. Uma das principais vantagens dos SAB é o ambiente
aquoso que oferece condicbes adequadas a distribuicdo dessas biomoléculas, tais como as
proteinas, nas fases, sem que ocorram mudancas na sua conformacdo e consequente perda de
atividade biolégica (COIMBRA e TEIXEIRA, 2009).

2.2 Sistemas Aquosos Bifasicos

Quando misturadas espécies quimicamente distintas em concentracbes além das
definidas pela zona de transicéo de fases, sob condi¢des criticas de composicéo e temperatura,
por exemplo, é formado um sistema com duas fases liquidas imisciveis, predominando cada um

dos componentes numa ou na outra fase. As fases sdo denominadas aquosas devido a
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predominancia de d4gua na sua constituicdo, e por isso, tornam-se um ambiente favoravel para
biomoléculas (ALBERTSSON, 1986; DA SILVA e LOH, 2006; ZASLAVSKY, 1995).

A maioria dos custos de produgdo para um produto biologico simples reside na
estratégia de purificacdo. Existe uma grande necessidade de se estabelecer técnicas de
biosseparacéo eficientes, efetivas e econémicas em larga escala, que permitam atingir elevado
grau pureza e rendimento de recuperacdo, mantendo a atividade biolégica da molécula. A
utilizacdo dos SAB, compativel com os processos de biosseparagdes, permite isolar moléculas
com atividade biologica de misturas complexas, e oferece vantagens como curto tempo de
processamento, baixo custo e facilidade de aplicacdo tanto em escala piloto como em escala
industrial (ALBERTSSON, 1986; COIMBRA E TEIXEIRA, 2009; DIAMOND E HSU, 1992;
ZASLAVSKY, 1995).

A formacdo dos SAB foi descrita pela primeira vez no final do século 19. Em 1896,
Beijerinck, um microbiologista holandés, descobriu que solu¢fes aquosas de gelatina e agar ou
gelatina e amido sollvel, misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentracdo, se
separavam em duas fases aquosas, sendo a fase mais densa enriquecida em agar (ou amido) e a
fase superior em gelatina, e que a &4gua era 0 componente majoritario em ambas as fases.
Posteriormente, Ostwald e Hertel em 1929, continuaram 0s estudos sobre esses sistemas e
verificaram que amidos provenientes de origens distintas (arroz, milho, etc.), isto é, possuindo
diferentes fracbes de amilose e amilopectina, produziam diferentes diagramas de fase. Esses
resultados mostravam a grande influéncia que pequenas variagbes nas interacdes
intermoleculares tém sobre as composicOes das fases em equilibrio. Com objetivo de verificar
uma possivel generalidade do fendmeno de separacdo de fase em sistemas contendo
macromoléculas, Dobry e Boyer-Kawenoki, no final da década de 40, estudaram a miscibilidade
de um grande namero de diferentes pares de polimeros, dissolvidos em solventes organicos ou
em solugdes aquosas. Estes autores constataram que dos 35 pares de macromoléculas estudados,
apenas 4 ndo produziram a formacdo das duas fases, e puderam concluir que a
incompatibilidade entre polimeros era um fendmeno geral (DA SILVA e LOH, 2006;
DIAMOND e HSU, 1992).

Depois de 60 anos da descoberta de formacdo de fases por compostos imisciveis,
Albertsson e sua equipe, em meados da década de 50, desenvolveram varias aplicagcbes no
campo de separagdo por sistemas aquosos bifésicos, propondo a particdo e purificacdo de
materiais bioldgicos (ALBERTSSON, 1986). Desde entdo, as pesquisas nesta area tém-se
aprofundado, tornando a utilizacdo dos SAB importante ferramenta na particdo e, ou
concentracdo de compostos como células animais ou vegetais, microorganismos, fungos e seus
esporos, cloroplastos, mitocondrias, membrana vesicular, enzimas, proteinas, acidos nucléicos,
virus, metais, entre outros (HATTI-KAUL, 2001).
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Os SAB sdo formados pela reunido de determinados polimeros, polieletrolitos ou ainda,
polimeros em combinagdo com solutos de baixa massa molar, em uma mesma solugdo, que
formam duas fases acima de certas concentragcbes. Em ambos os casos, duas fases liquidas, que
se encontram em equilibrio termodindmico, sdo formadas e diversos solutos, como
biomoléculas, podem ser distribuidas desigualmente em cada fase (OLIVEIRA, 2006). As fases
sdo regifes que possuem propriedades termodindmicas intensivas diferentes, como densidade,
indice de refracdo e composicao. Essas fases estdo separadas por uma interface que € a regido na
qual as propriedades termodindmicas intensivas de cada fase transitam para valores diferentes,
sempre tendendo para o valor daquela propriedade no seio da outra fase em equilibrio
(CARVALHO, 2004).

A técnica de separacdo em SAB é aconselhavel para purificacdo de proteinas em larga
escala porque possibilita separacdo seletiva, uma baixa tensdo superficial, boa
biocompatibilidade e boa relagdo custo-beneficio. Quando comparada com outras técnicas de
recuperacao, essa técnica apresenta diversas vantagens, como: operagdo rapida e continua, altos
rendimentos, reciclagem dos polimeros, minimizagdo da desnaturagdo de proteinas e facilidade
de separar materiais particulados (CASCONE et al., 1991).

2.2.1 Tipos de Sistemas Aquosos Bifésicos

Até o momento, existem duas classes de SAB. Aqueles formados por dois polimeros,
como PEG e DEX e aqueles que contém polimero e sal, como PEG e citrato de sddio. Nestes
casos uma das fases é rica em polimero e a outra no outro polimero ou sal (ZASLAVSKY,
1995). Existe uma grande variedade de polimeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos, capazes de
formar fases quando misturados com um segundo polimero ou com um sal. Os SAB PEG-DEX
ou PEG e sais sdo amplamente utilizados, por se encontrarem disponiveis em grandes
quantidades no mercado e ndo serem toxicos (SINHA et al. 1996). O sistema polimero-polimero
mais comum é composto de dextrana e PEG, mas a dextrana é de custo elevado o que
inviabiliza o seu uso em larga escala. Os sistemas PEG-sais sdo atrativos devido ao baixo custo,
rapida separacdo de fases e baixa viscosidade. Por outro lado, apresentam algumas limita¢des
como a desnaturacdo de biomoléculas em altas concentracdes de sal (SILVA e MEIRELLES,

2000). Na Tabela 1, encontram-se alguns exemplos de sistemas aquosos bifésicos.
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Tabela 1. Exemplos de Sistemas Aquosos Bifésicos

Polimero Polimero
Polipropileno glicol Polietileno glicol (PEG)
Dextrana (DEX)

Polivinil alcool (PVA)
Maltodextrina (MD)
Dextrana (DEX)
Polietileno glicol Ficoll
Hidroxipropil-amido (HPS)
Polivinil alcohol (PVA)
Polivinil pirrolidona (PVP)
Maltodextrina (MD)
Polimero Componente de baixa massa molar
Polietileno glicol e copolimeros o e i organicos: (NH4),504, NH,COoNH,, Na;HPO,
K,CO3, KsPO4, K;HPO,, KH,PO,, Na,SOy, Lir SOy,
FeSO,, Na;CeHs0;
Polietileno gllCOl G|icose’ maltose
Polipropileno glicol Sais inorgénicos: K;HPO,4, KH,PO,, Glicerol

Fonte: ZASLAVSKY, 1995.

Apesar da grande variedade de sistemas de duas fases aquosas, a quantidade de sistemas
realmente apliciveis para extracdo liquido-liquido fica reduzida basicamente aos formados por
PEG-sal (fosfato/citrato/sulfato) e PEG-DEX, quando se levam em consideracOes fatores
importantes do ponto de vista industrial, como custo e possibilidade de reciclagem dos
reagentes, tempo de separacdo das fases, possibilidade de esterilizacdo, a toxicidade e faixa de
aplicagdo. Devido a tais fatores, os estudos mais recentes tendem a se concentrar mais nesses
dois sistemas, sendo o sistema PEG-sal o mais estudado devido ao seu baixo custo e menor
tempo de separagéo das fases em relagéo sistema PEG-DEX (COIMBRA, 1995).

2.2.2 Aspectos Fundamentais Sobre SAB

A formacéo de duas fases durante o processo de mistura de solugdes aquosas de dois
polimeros (ou de um polimero e de um sal) dependera das interacbes intermoleculares -
expressas em termos da energia livre - entre os constituintes formadores do sistema. Serdo
também estas mesmas interacGes as responsaveis por todas as propriedades fisico-quimicas
presentes nas duas fases, como por exemplo, a distribuicdo dos diferentes componentes no
sistema, da relacdo de volumes entre as fases, da diferenga de potencial elétrico e do excesso de
energia livre associados a interface, do coeficiente de particdo de um soluto especifico, etc. (DA
SILVA e LOH, 2006).
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2.2.3 Diagrama de Equilibrio de Fases

Os componentes dos sistemas agquosos bifasicos, dois polimeros, ou um polimero e um
sal, quando misturados com agua, sé irdo formar fases quando a composi¢do dos constituintes
se encontrar acima de determinados concentracdes limites (DIAMOND e HSU, 1992). Os
diagramas de equilibrio, ou diagramas de fases, representam graficamente a composi¢do dos
constituintes do sistema em temperatura e pressdo definidas (OLIVEIRA, 2006). A Figura 1
representa um exemplo de diagrama de fases, mostrando a composicao das fases em equilibrio,

em coordenadas retangulares, sendo omitida a concentragdo do solvente, neste caso a dgua.

/T

—— Binodal

30

n
o
L

% PEG (m/m)

=
o
L

5 10 15 20 2
% Sal
Figura 1. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifasicos, expresso em coordenadas

retangulares.

O diagrama de fases, representado pela Figura 1, pode ser divido em duas regides por
uma linha convexa chamada binodal ou curva de equilibrio. Sistemas cuja composi¢do fica
abaixo da binodal formam uma fase somente, enquanto que sistemas cuja composi¢do se situa
acima da binodal formam duas fases homogéneas. Convencionalmente, 0s componentes
presentes em maior quantidade nas fases inferior e superior sdo representados no eixo das
abscissas e das ordenadas, respectivamente. A quantidade de agua é calculada por diferenca
(ALBERTSSON, 1986).

No diagrama de fases (Figura 1) também estdo representadas as linhas de amarracédo
(LA - linha CAB) que, para determinada composicdo global do sistema (ponto A), fornece a
concentracdo dos solutos nas duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos C (fase
superior) e B (fase inferior). Qualquer conjunto de pontos globais ou de mistura (A, A’, A”) que
pertenca a regido bifasica e que esteja sobre a mesma LA fornecera fases superiores que
possuirdo propriedades termodindmicas intensivas iguais (composicdo, densidade, volume
molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo distintas as suas variaveis termodinamicas
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extensivas (massa, volume, etc.). Aplica-se 0 mesmo raciocinio para as fases inferiores
formadas a partir de composigdes globais localizadas sobre uma mesma LA (ZASLAVSKY,
1995, DA SILVA e LOH, 2006).

Para se estudar a separacao de fases em SAB, faz-se uso de uma medida numérica de
referéncia, o comprimento da linha de amarracdo (CLA), comumente utilizado para medir a
diferenga das propriedades intensivas entre as fases em equilibrio. O CLA é determinado
considerando a linha de amarracdo a hipotenusa de um tridangulo, em que os catetos sdo
formados pela diferenca de concentracdo dos componentes nas duas fases, podendo ser

calculado pela equagéo 1:

CLA = \JIAPEG]? + [ASAL]? (1)

em que [APEG] e [ASal] correspondem a diferenga de concentragdo de PEG e sal nas fases
superior e inferior expressa em % em massa, respectivamente. A medida que aumenta o valor
do CLA, torna-se maior a diferenca de composicao entre as fases, elevando, consequentemente,
a eficiéncia da extracdo e/ou particdo do soluto de interesse. Outra caracteristica importante dos
diagramas de fases é a inclinacdo da linha de amarracéo (ILA). A ILA é uma medida de como a
composicao das fases pode variar com a alteracdo de uma propriedade fisico-quimica, como a
temperatura e a massa molar, por exemplo, (CARVALHO, 2004). O valor da inclinacdo pode

ser calculado por:

APEG
ILA = S @)

em que [APEG] e [ASal] foram definidas acima. Este parametro apresenta-se atualmente como
uma caracteristica importante dos diagramas de fases uma vez que o seu valor é geralmente
constante, quando estd presente um SAB de polimeros (ALBERTSSON, 1986) e a sua
avaliacdo, comparacdo com uma média para um dado sistema e nova medicdo para valores
afastados dessa média é provavelmente o melhor método para obter diagramas de fases
confiaveis (ZASLAVSKY, 1995).

Outra particularidade de um diagrama de fases é o ponto critico (P;). O ponto critico é
aquele no qual as propriedades fisico-quimicas (composicao e volume, dentre outras) das duas
fases sdo teoricamente iguais. Quanto mais a composi¢do do sistema se aproxima do ponto
critico, menor é a diferenca entre as fases. No entanto, nas proximidades do ponto critico,
pequenas alteracBes na composicdo dos sistemas provocam drasticas mudangas, levando o
sistema de uma para duas fases e vice-versa (ALBERTSSON, 1986). Este ponto pode ser obtido
pela intersecgdo de uma linha que passa pelo ponto médio de vérias linhas de amarrag¢do, com a

binodal. O ponto limite é o ponto onde a binodal é tangente & linha que une 0s segmentos iguais
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nos eixos do diagrama. A posicéo relativa do ponto limite e do ponto critico define a simetria do
diagrama de fases. Quando estes dois pontos coincidem o diagrama de fases considera-se
simétrico (RODRIGUES, 2001).

2.2.4 Fatores que Influenciam a Formacéo e Particdo em SAB

Séo diversas as variaveis que influenciam na formacéo e na particdo de biomoléculas
dos sistemas bifasicos aquosos. Entretanto, ao se fazer um estudo da parti¢do de biomoléculas é
necessario conhecer os dados de equilibrio para todos os sistemas. Para cada sistema seja
polimero/polimero ou polimero/sal existe um diagrama de fases que define as proporg¢des entre
os componentes formadores das fases. Alguns desses diagramas estdo disponiveis na literatura
(ALBERTSSON, 1986; ZASLAVSKY, 1995), porém é importante que ao testar um novo
sistema se construa um diagrama nas condi¢cfes de trabalho a serem utilizadas na extracdo
(temperatura, pH, massa molar do PEG e adicao de suspensdes bioldgicas).

A particdo de moléculas entre duas fases € um fenémeno complexo devido ao
envolvimento de muitos fatores que podem ser inerentes ao préprio sistema (por exemplo:
componentes do sistema, massa molar do polimero, concentragdo do polimero ou do sal, pH e
temperatura) ou a biomolécula alvo (por exemplo: hidrofobicidade, distribuicdo de cargas,
conformac&o (estruturas secundéria, terciaria e quaternaria), tamanho, ponto isoelétrico e massa
molar) (COSTA et al., 1998; COSTA et al., 2000; DA SILVA e LOH, 2006; OLIVEIRA et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2003; MADEIRA et al., 2005; TUBIO et al., 2004). Os mecanismos
que governam a particdo de materiais bioldgicos ndo sdo ainda entendidos por completo, sabe-
se que o coeficiente de particdo é resultante da interacdo entre o soluto particionado e 0s
componentes que formam as fases como ligacGes de hidrogénio, interacBes entre cargas, forcas
de van der Walls, interagdes hidrofobicas, efeito estérico e interages idnicas das biomoléculas
com as fases do sistema (GUNDUZ e KORKMAZ, 2000; HACHEM et al., 1995).

2.2.4.1 Massa molar e concentracao do polimero

Os polimeros sdo conhecidos por terem a capacidade de estabilizar estruturas
particuladas e com atividades biolégicas (ALBERTSSON, 1986). De uma forma geral, quanto
maior for a massa molar do polimero do sistema de duas fases aquosas, para uma determinada
composicdo de fases, tanto menor serd a concentracdo necessaria, desse mesmo polimero, para
gue ocorra separacdo de fases e, menor seré a particdo de material biologico para a fase rica em

polimero. Quanto maior for a massa molar do polimero, menor sera o volume de solvente
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disponivel, o que implica em uma diminui¢do de solubilidade das proteinas na fase rica em
polimero e conseqlientemente uma diminuicdo do coeficiente de particdo (ALBERTSSON,
1986).

O efeito da massa molar dos polimeros por sua vez depende da massa molar da
biomolécula a ser separada. No caso de proteinas, aquelas com massas molares maiores sao
mais influenciadas pelas mudancas na massa molar dos polimeros que as proteinas com pequena
massa molar (ASENJO, 1990). O PEG ¢ capaz de excluir (teoria do volume de exclusdo) as
proteinas sem desnaturacdo de acordo com o aumento de sua massa molar. O mesmo efeito ndo
pode ser observado quando as moléculas menores de proteinas sdo utilizadas (SCHMIDT et al.,
1994). A massa molar do polimero influencia na separagdo do biomaterial por alteragdo do
diagrama de fase (isto &, por influenciar a composicdo das fases) e por mudanga no nimero de
interacOes polimero-proteina (ALBERTSSON, 1986; FORCINITI e HALL, 1991).

Com relagdo a concentracdo do polimero, tem sido demonstrado que o sistema de fases
desloca-se em direcdo a regido bifasica com o aumento da concentragdo do polimero. A
viscosidade das fases também aumenta com o0 aumento na concentragéo do polimero e isto pode
influenciar na cinética de transferéncia da proteina alvo (ASENJO, 1990; ALBERTSSON,
1986).

2.2.4.2 pH

A reducdo do pH desloca a curva de equilibrio para a direita. Assim, as concentragdes
necessarias a formacao de duas fases liquidas, em um sistema polimero e sal, aumentam. Em
relacdo a particdo de proteinas, o pH altera as cargas da superficie das proteinas e,
conseqlientemente, o seu coeficiente de particdo (DA SILVA e LOH, 2006). Um exemplo
classico é a desnaturacdo de proteinas devido a reducdo de pH. A distribuicdo de proteinas
desnaturadas em solucGes liquidas é diferente daquela obtida em seu estado natural, por
apresentarem area superficial significativamente maior que na forma nativa. Contudo, a
influéncia da carga da biomolécula depende muito do tipo de sal presente no sistema, uma vez
que diferentes sais ddo origem a diferentes potenciais elétricos entre as fases.

Mudancas no pH podem também induzir mudancas conformacionais na estrutura das
proteinas, causando mudanca em seus comportamentos de separa¢do. Em condicGes extremas
de pH é possivel que ocorra a desnaturagdo das proteinas. Geralmente, a particdo de proteinas
desnaturadas é diferente da particdo das mesmas proteinas na forma nativa, o que pode ser
atribuido ndo s6 a maior &rea superficial da forma desnaturada, mas também ao fato da

superficie exposta desta ser muito mais hidrofébica. Como regra geral as proteinas carregadas
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mais negativamente (nos casos em que o pH é superior ao pl) tem maior afinidade pela fase
superior que é ricaem PEG (ALBERTSSON, 1986, FORCINITI e HALL, 1991).

2.2.4.3 Tipo e Concentracao de Sal

ALBERTSSON (1960) observou que a separacdo de fases em misturas contendo
polieletrolitos depende fortemente da forca idnica e do tipo de ion presente no sistema. Mais
especificamente, verificou-se que a concentragdo de PEG necessaria a separacdo de fases no
sistema, PEG-sulfato de dextrana-agua adicionado de sais, dependia do tipo de sal usado. E
ainda, que se uma quantidade suficiente de sal fosse adicionada, ndo seria necessario adicionar
PEG ao sistema para que ocorresse a separacdo das fases. Desta forma, surgiram os primeiros
SAB do tipo polimero-sal-dgua (CARVALHO, 2004).

ZAFARANI-MOATTAR e GASEMI, (2001) investigaram a formacé&o de fases com os
seguintes sais: Na,HPO,, NaH,PO, e NasPQy,, todos apresentando o mesmo cétion, porém com
anions de diferentes valéncia. Os autores verificaram que o0 aumento da carga do anion diminui
a concentracdo de sal necessaria para a separacdo de fases. Similar tendéncia foi observada por
ANANTHAPADMANABHAN e GODDARD (1987) para SAB com NaOH, Na,SO, e Na;PO,
A eficiéncia do anion na formacéo de fases foi encontrada na seguinte ordem decrescente: PO, 3
> SO, ? > OH". Os autores postularam que &nions com uma maior valéncia sio melhores
agentes salting-out do que anions com valéncia mais baixa, porque o anion torna-se mais
hidratado e assim diminui a quantidade disponivel para hidratar o PEG.

Comparando-se sais que contém o mesmo cation, mas anions diferentes com mesma
carga (NaH,PO, e NaHSO,), a eficiéncia é aumentada do sal de sulfato para o sal de fosfato,
pois a solubilidade deste em agua é mais baixa do que o sal de sulfato (ZAFARANI-
MOATTAR e GASEMI, 2001). Em relagéo aos sais que apresentam o mesmo anion, mas com
cations monovalentes de diferentes tamanhos (K,HPO,4 (NH,),HPO,, Na,HPO,), pode-se
observar que a regido bifasica aumenta quando o tamanho do cation decresce (ZAFARANI-
MOATTAR e GASEMI, 2002). Este comportamento pode ser analisado considerando dois
cations (ou dois anions) da mesma valéncia. Considerando dois ions de diferentes raios e,
portanto diferentes densidades de carga, o ion de menor raio (e maior densidade de carga) ira
interagir com o PEG em maior proporc¢do, favorecendo a interacdo entre o PEG e o sal,
resultando na maior quantidade de sal necessaria a saturacdo da cadeia do polimero e na
diminuicdo da regido bifasica (CARVALHO, 2004).

Considerando-se a particdo de todas as espécies de moléculas e particulas celulares a
composicdo do sal também deve ser avaliada (COSTA et al., 1998). Sais que possuem
distribuicdo diferenciada entre as duas fases sdo importantes para o sistema, pois eles terdo
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grande influéncia na diferenca de potencial elétrico entre as fases. A adi¢do de sais, mesmo que
em concentragdes milimolares, influencia fortemente a particio de materiais eletricamente
carregados. Embora os sais se distribuam quase que igualmente entre as fases, existem pequenas
diferencas nos coeficientes de particdo de diferentes sais, o que significa que diferentes ions
possuem diferentes afinidades pelas fases, criando uma diferenca de potencial elétrico entre as
fases, que por sua vez direciona a particdo de materiais bioldgicos carregados (SARUBBO,
2000).

2.2.4.4 Temperatura

A influéncia da temperatura é complexa devido ao seu efeito na composi¢do das fases
em equilibrio, assim como na alteracdo da estrutura da biomolécula e desnaturacdo
(SARUBBO, 2000). Geralmente, para baixas temperaturas (menores que 20 °C) a curva binodal
desloca-se em direcdo as baixas concentragdes dos componentes que formam as fases,
resultando no aumento do comprimento das linhas de amarragéo. Os sistemas de fases proximos
do ponto critico podem ser mais influenciados pela mudanca de temperatura devido a sua
instabilidade, quando a curva binodal é deslocada, podendo assim o sistema passar facilmente
para a regido monoféasica (BAMBERGER et al., 1985).

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema, polimero e polimero ou
polimero e sal. Para o sistema PEG e dextrana, foi constatada que com o aumento da
temperatura era necessaria uma concentracdo maior dos polimeros para a separacdo das fases.
Neste caso, para que a separacdo das fases seja favorecida, deve-se trabalhar em temperaturas
inferiores a ambiente. Ja para PEG e sal, ocorre justamente o contrario, pois em temperaturas
maiores ou proximas a ambiente a separacdo das fases do sistema € facilitada. Foi observado
também para o sistema PEG e sal, que o aumento da temperatura favorece 0 aumento da
concentracdo de PEG na fase superior do sistema e conseqglientemente ocorre uma reducdo da
concentragdo do polimero na fase inferior (FORCINITI e HALL, 1991; ZASLAVSKY, 1995).
A atracdo entre as moléculas de PEG aumenta com o aumento da temperatura, enquanto a
interacdo entre as moléculas de PEG e as moléculas de agua diminui. Em outras palavras, as
moléculas de PEG tornam-se mais hidrofébicas com o aumento da temperatura, e
consequentemente as moléculas de PEG podem ser dissolvidas em quantidade de matéria igual
a da &gua. Alguns trabalhos relatam um aumento do coeficiente de particdo com a temperatura
(JOHANSSON et al., 1984); outros que ndo ha relacdo entre o coeficiente de particdo e a
temperatura (TJERNELD et al., 1985), demonstrando a necessidade de estudos mais

aprofundados para se esclarecer o efeito deste pardmetro sobre a partigéo.
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2.2.5 Coeficiente de Particdo

Em geral, materiais bioldgicos adicionados em SAB distribuem-se entre as duas fases,
sem perda da atividade biol6gica. A distribuicdo de proteinas entre as duas fases aquosas dos
SAB é caracterizada por um parametro denominado coeficiente de parti¢éo, K,, que é definido
pela relacdo entre as concentracdes de certa biomolécula nas fases superior e inferior do SAB
(ALBERTSSON, 1986):

— WFS

o =W 3)
em que Wes e W, sdo as concentragdes de equilibrio da proteina particionada nas fases rica em
PEG (superior) e salina (inferior), respectivamente.

Entre as relacGes capazes de expressar o coeficiente de particdo pode ser citada, por
exemplo, segundo DIAMOND e HSU (1989) a expresséo:

Kp = Kamb +K Kp = Kamp + Kest

est

4)

em que Kan, € Kest representam, as contribuigdes dos fatores ambiental e de ordem estrutural
respectivamente. Dentre os fatores ambientais estdo consideradas propriedades do SAB, como
tipo e concentracdo de sais, tipo, concentracdo e massa molar do polimero, pH, temperatura e
ligantes especificos. ALBERTSSON (1986) propds o seguinte modelo mais simples para o

calculo de K, desmembrando-o em:

In, =InKy + InKpigr0r +InKpipy + InKeonp +1In Ky (5)

em que os indices el., hidrof., hifil., conf. e lig. referem-se as contribuicdes eletrostaticas,

hidrofébicas, hidrofilicas, de conformag&o e de interacdo com os ligantes, respectivamente.

2.2.6 Componentes dos Sistemas

2.2.6.1 Polietileno glicol (PEG)

O polietileno glicol, HO-(CH,-CH,-O),-H (Figura 2), é um polimero sintético,
hidrofilico, ndo idnico, de cadeia linear ou ramificada, com massa molar variavel e juntamente

com outros polimeros sintéticos, constitui a base para as indlstrias de plasticos, embalagens,
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fibras, adesivos, tintas e esmalte (OLIVEIRA, 2006). E soltvel em &gua e em varios solventes
organicos. PEG sdo higroscdpicos e absorvem quantidades significativas de agua quando
expostos a alta umidade. Para evitar decomposicdo oxidativa, antioxidantes sdo freqiientemente
adicionados ao PEG (ALVES, 2003).

A capacidade do PEG em ser soltivel em solugdes aquosas e em solventes organicos
torna-o adequado para derivatizacdo de grupo terminal e de conjugagdo quimica com moléculas
biolégicas sob condicdes fisioldgicas leve. Estudos com solu¢do de PEG mostraram que ele
normalmente se liga a 2-3 moléculas de dgua por unidade de 6xido de etileno. Devido a alta
flexibilidade da cadeia principal e da ligacdo com as moléculas de agua, a molécula de PEG age
como se fosse de cinco a 10 vezes maior do que uma proteina solivel de peso molecular
semelhante. Estes fatores tém sido apontados como a razdo para a capacidade do PEG em
excluir proteinas e células de superficie e evitar a degradacdo de células de mamiferos e
enzimas (ROBERTS et al., 2002).

Por serem compostos biodegradaveis e atdxicos, a descarga de PEG nao é problematica
para 0 meio ambiente. Segundo Coimbra (1997), o PEG foi aprovado pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos, sendo considerado ndo antigénico nem imunogénico. Estas
caracteristicas tém permitido a larga utilizacdo de PEG e seus derivados em alimentos,
cosméticos, sabdes e medicamentos. Possivelmente, essa caracteristica do PEG ser inerte esta
relacionada a manutencdo da viabilidade das células sujeitas a particdo em sistemas aquosos

bifasicos.

H,C—CHy;—0—CH;—CH, Y H,C— CH,—O—CH,~CH,—0

'

o

H,C—CH,—~0—CH,—CH,

Figura 2. Representagdo planar parcial da molécula de PEG com os sitios disponiveis

para as interagdes com 0s demais componentes do sistema.
2.2.6.2 Sal

O citrato de sodio, também chamado de citrato trissddico (CsHsO; Nas), apresenta-se na
forma de cristais brancos, inodoros e estaveis em ar. E normalmente comercializado na forma
de citrato trissodico dihidratado, com massa molar de 294,10 g.mol™. Apresenta solubilidade de
42,5 g/100mL em agua a 25 °C. Possui pH entre 7,5 e 9,5 a 20 °C quando em solugdo aquosa de
50 g.L™ de citrato trissodico dihidratado. E usado em fotografia como agente sequestrante para

remover tracos de metais, como anticoagulante e na industria de alimentos como emulsificante,
26



acidulante e sequestrante (CARVALHO, 2004). Citrato de sodio é biodegradavel, atoxico e
pode ser descarregado em plantas de tratamento bioldgico de agua residuaria (ALVES, 2003). O
citrato de sodio tem sido usado como substituto dos sais de sulfato e fosfato em sistemas
aquosos bifasicos com o PEG, como uma alternativa para sistemas ambientalmente seguros, e
muito adequados para extracdo de materiais biolégicos como proteinas (DA SILVA et al., 2009;
VERNAU e KULA, 1990; ZAFARANI-MOATTAR e SADEGHI, 2001).

2.2.7 Aplicacdo dos Sistemas Aquosos Bifasicos na Separacgdo de Proteinas

Os SAB vem sendo empregados com muito sucesso na separagdo de diversas
biomoléculas. Encontram-se na literatura diversos trabalhos que evidenciam o seu potencial de
aplicacdo a nivel industrial e que auxiliam a identificar os sistemas mais adequados a separagdo
de certas biomoléculas, a Tabela 2 apresenta algumas proteinas e enzimas separadas por SAB

formados por PEG e o0s tipos de sais mais utilizados.

Tabela 2. SAB formados por PEG e sal utilizados na separagéo de proteinas e enzimas.

Sais Biomolécula Referéncia
FFP' ALVES et al. 2000; CHEN, 1992;
a- la, B-lg COIMBRA et al., 1994;
GIRALDO-ZUNIGA et al., 2005
BSA, a- 1a, B-Ig COPEZIO et al., 2005
BSA, lisozima CHEN et al., 1999
CMP? DA SILVA et al., 2007
Fumarase PAPAMICHEL et al., 1991
Bromelina e PPO? BADU et al., 2008
B-glucosidase GAUTAN e SIMON, 2006
Pectinase LIMA et al., 2002
Naz;CegHs04 BSA, B-lg, a-1 antitripsina BOAGLIO et al., 2006
Tripsina e a-quimotripsina TUBIO et al., 2007
GMP DA SILVA et al., 2009
K3CgsH50; BSA YAN-MING et al., 2010
MgSO, B-lg, antipripsina, caseina HARRIS et al, 1997
Ovomucoide OLIVEIRA et al., 2009
Proteinase KLOMKLAO et al., 2005
Na,SO,4 Lisozima SU e CHIANG, 2006
Lisozima e conalbumina SOUSA et al., 2009
(NH,),COs BSA, tripsina e lisozima DALLORA et al., 2007

'Fosfato de potassio, “Caseinomacropeptideo, *Polifenol oxidase



Devido a atencdo que vem sendo dada & producgdo de proteinas pela engenharia genética
e dos diversos meios bioldgicos ricos nessas biomoléculas, renovaram-se os interesses pelos
processos de separacdo de proteinas e suas descri¢des quantitativas que servem de base para o
“scale up”. Um grupo de proteinas que vem sendo estudado e que tem merecido destaque sdo as

proteinas do soro de leite.

2.3 Soro de Leite e suas proteinas

O substancial poder poluente do soro de leite, com uma demanda bioquimica de
oxigénio cerca de 175 vezes maior do que tipicos efluentes de esgoto, levou os governos e
outras autoridades reguladoras a restringir e/ou proibir o escoamento do soro de leite ndo
tratado. A pressdo de comunidades, nomeadamente em areas regionais, também forcou fabricas
de leite a reconsiderar a forma como administram o elevado e crescente volume de soro de leite
produzido a partir da fabricagéo de queijo e da caseina (SMITHERS, 2008). Em 2008, somente
no Brasil, foram produzidas 6,3 milhdes de toneladas de soro segundo o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (ANUALPEC, 2009). O desenvolvimento cientifico de
abordagens e técnicas modernas ajudou a promover uma maior compreensdao em nivel
molecular das caracteristicas dos componentes do soro, principalmente proteinas e peptideos.
Esse entendimento foi estendido para um maior conhecimento das interacBes entre seus
componentes, e a influéncia destas intera¢cbes na funcionalidade dos mesmos. Em paralelo
foram observados também avangos nas tecnologias de processamento de soro, como unidades
eficientes e de custo viavel para concentracao, transformacdo, fracionamento e desidratacao de
soro de leite (SMITHERS, 2008).

As proteinas do soro de leite sdo usadas em formulagdo de alimentos infantis e
alimentos dietéticos devido as suas excelentes propriedades nutricionais e funcionais (tais como
emulsificagdo, gelificagdo, e capacidade de formar espumas), além disso tem sido relevantes as
pesquisas sobre suas propriedades biotecnoldgicas e médicas (DE WIT, 1998; SMITHERS,
2008). Assim, a utilizacdo do soro de industrias produtoras de queijo tem a dupla vantagem de
reduzir a carga poluente dos efluentes (com todos os beneficios econémicos, diretos e indiretos
gue podem ser obtidos dessa acao) e da obtencdo de produtos de valor agregado.

A fracdo protéica do soro corresponde a cerca de 20% das proteinas do leite, sendo
constituida pelas seguintes proteinas: a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, GMP, soroalbumina,

imunoglobulinas, lactoperoxidase, lactoferrina e as proteases-peptonas (FOX, 2001).
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2.3.1 Lactoferrina

Dentre as proteinas presentes no soro destaca-se a lactoferrina (Lf), a qual foi
primeiramente fracionada em 1939 como uma desconhecida fracdo vermelha do leite de vaca
por Sgrensen e Sgrensen. Desde 1960, quando foi purificada, a proteina vermelha dos leites
bovino e humano tem sido assunto em intensos estudos estruturais e funcionais (GROVES,
1960).

Figura 3. Estrutura tridimensional da lactoferrina bovina a 2,8 Angstréms.

A Lf ou lactotransferrina apresenta massa molar de aproximadamente 80 kDa e faz
parte de um grupo de proteinas chamadas transferrinas. Essas proteinas sdo glicoproteinas cuja
sequéncia de aminoacidos consiste de cadeias polipeptidicas simples, contendo 689 residuos,
entre os quais estdo presentes todos os essenciais (Tabela 3) com habilidade de se ligarem a ions
Fe**, e concomitante e sinergisticamente a ios carbonato ou normalmente bicarbonato (BAKER,
1994; MOORE et al. 1997; STEIJNS e HOOIJDONK, 2000).

A molécula é dividida em dois l6bulos, N e C, (Figura 3) subdivididos em dominios N1
(1-90; 251-333) e N2 (91-251); C1 (345-431) e C2 (432-592), sendo que a sequéncia de
aminoécidos 334-344 representa a conformagdo em triplice hélice que une os dominios. Devido
a sua capacidade de se ligar reversivelmente aos ions de ferro, ela apresenta duas formas, a
hololactoferrina (holo) saturada de ferro, e apolactoferrina (apo), predominantemente
encontrada no leite, sem a presenga do metal (BAKER, 2005; PIERCE et al. 1991; STEIJNS e

HOOIIDONK, 2000). Além do ferro, outros ions metélicos podem se ligar a ela, como o Cu®,
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Mn*, Co*, Ce*" e Zn** (VAN DER STRATE, 2001). Estudos biofisicos demonstraram que a
lactoferrina livre de ferro € menos estavel e menos compacta do que a forma ligada ao metal.
Também ¢é mais flexivel e mais propensa a desnaturacao térmica, enquanto a holo é mais rigida
e mais estavel. Tem carater altamente basico, provavelmente devido a Unica regido bésica N-
terminal da molécula. Uma importante consequéncia dessa propriedade é que a Lf pode se ligar

de uma forma “pseudoespecifica” a muitas moléculas acidas (BROCK, 2002).

Tabela 3. Numero de residuos de aminoacidos da lactoferrina bovina e humana.

Leite bovino Leite humano

Acido aspartico 36 38
Acido glutamico 40 42
Alanina 67 63
Arginina 39 39
Asparagina 29 33
Cisteina 34 32
Fenilalanina 27 30
Glicina 48 54
Glutamina 29 27
Histidina 9 9

Isoleucina 15 16
Leucina 65 58
Lisina 54 46
Metionina 4 5

Prolina 30 35
Serina 45 50
Tirosina 22 21
Treonina 36 31
Triptofano 13 10
Valina 47 48
Numero total de residuos 689 691

Fonte: PIERCE et al., 1991

Curiosamente, a Lf ndo é encontrada somente no soro de leite, mas tambhém em
secre¢Ges como a saliva, lagrima, sémem e secre¢do vaginal, contudo ela é predominantemente
encontrada em produtos de glandulas exdcrinas localizadas na entrada dos aparelhos digestivo,
respiratorio e reprodutivo. Também pode ser encontrada no sangue e plasma derivada de
neutrofilos, sendo liberada destas células em resposta a um estimulo inflamatério (BRITIGAN
et al.,, 1994; IYER e LONNERDAL, 1993; LEVAY e VILJOEN, 1995; STEIJNS ¢ VAN
HOOIJDONK, 2000).
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A primeira aplicacdo da Lf em produtos comerciais foi em suplementacéo de formulas
infantis pela Morinaga Milk Industry em 1986. Atualmente, ela é utilizada em alimentos como
férmulas infantis, comprimidos de suplementacdo alimentar, iogurtes, leite desnatado, bebidas,
em alimentos para animais de aquicultura, também para cées e gatos. O efeito esperado nesses
produtos é que haja diminuicdo de infeccBes, melhoramento da micro-flora intestinal,
imunomodulagdo, alivio em inflamagdes e atividade antioxidantes. Outras aplica¢cdes sdo em
produtos de pele, como log¢Ges de limpeza para o rosto e cremes com o objetivo de contribuir
para higiene, hidratacdo, e efeitos antioxidante. Produtos de cuidados orais contendo Lf incluem
enxaguantes bucais, géis e pastas de dente e goma de mascar, com a expectativa de contribuir
para higiene e hidratacdo da boca. Além da Lf, produtos de cuidado oral sdo, muitas vezes,
combinados com outras proteinas de defesa da mucosa como lactoperoxidase e lisozima
(TOMITA ET AL., 2002; WAKABAYASHI, 2006).

Atualmente, sdo isoladas e purificadas do leite e soro do leite, 20-30 toneladas de Lf em
escala industrial no mundo todo. Como a Lf existe como uma proteina carregada positivamente,
no leite e no soro, ela é facilmente adsorvida em colunas com resinas de troca catiénica e depois
eluida com solugdes salinas. A Lf bruta eluida é, entdo dessalinizada e concentrada usando
membranas de ultrafiltragdo e diafiltracdo, a qual esta sujeita a uma posterior pasteurizacdo. A
Lf em po purificada com 95% de pureza ou mais é finalmente obtida por liofilizagdo. Em
processo alternativo, a microfiltracao e secagem em spray-drying sdo realizadas ao invés de
pasteurizacdo e liofilizacdo, respectivamente. Nos ultimos anos, a pasteurizacdo tornou-se
necessaria, ndo somente para inativar bactérias, mas também virus como o da febre aftosa
(TOMITA ET AL., 2002).

Muitos métodos para isolar a Lf do leite tem sido descritos (GROVES, 1960;
WAKABAYASHI et al., 2006) para a separacdo e purificacdo da Lf com elevado grau de
pureza disponivel em escala laboratorial apresentados na Tabela 4. No entanto, quando se
trabalha a uma escala industrial estas técnicas s&o invalidadas devido ao seu elevado custo de
processamento, dificuldades em adquirir relevantes graus de pureza e a formacgéo de efluentes
indesejaveis (ZYDNEY, 1998).
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Tabela 4. Métodos para separacao e purificacdo da lactoferrina.

Cromatografia de filtracdo em gel AL-MASHIKHI e NAKALI, 1987
. o ELAGAMY et al. 1996; YOSHIDA e YE,
Cromatografia com carboximetilcelulose 1991
de troca catidnica
Cromatografia de interacdo hidrofobica SHIMAZAKI e NISHIO, 1991
Cromatografia de imunoafinidade NOOPE et al., 2006
Cromatofrafia com membrana de adsor¢édo PLATE et al., 2006
Cromatografia de quelato AL-MASHIKHI et al., 1988
Membranas de troca catiénica CHIU e ETZEL, 1997
Processo semibatelada com espuma SALEH e HOSSAIN, 2001
Purificagdo por microfiltragdo de afinidade CHEN e WANG, 1991
Tecnologia de leito mdvel simulado ANDERSSON e MATTIASSON, 2006

Fonte: RODRIGUES et al., 2009

Neste sentido, a separacdo em SAB é uma técnica com potencial de aplicacdo na
separacao e purificacdo da Lf, visto que tem se mostrado eficiente na separacdo de outras
proteinas do soro. COIMBRA (1995) e GIRALDO-ZUNIGA et al. (2005) estudaram a
separacao da o-lactoalbumina e B-lactoglobulina em sistemas formados por PEG e fosfato de
potéssio. SILVA e MEIRELLES (2000) estudaram a parti¢ao da a-la, B-g e BSA, empregando
sistemas PEG e maltodextrina. ISGROVE et al., (1998) também utilizaram sistemas PEG e
DEX no fracionamento das protease-peptonas. Estas também foram estudas em sistemas PEG e
Reppal PES 100 (RODRIGUES et al., 2003). A particdo do glicomacropeptidio (GMP) foi
estudada por SILVA et al. (2009) empregando sistemas PEG e citrato de sodio. Além disso,
trata-se de uma técnica que fornece um ambiente adequado e com condigcdes favoraveis a
distribuicdo de biomoléculas, baixo custo operacional e facilidade de aplicacdo em larga escala
(ALBERTSSON, 1986; COIMBRA, 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental foi realizado nos laboratérios do Departamento de Engenharia

Bioldgia e Departamento de Quimica, da Universidade do Minho (UM), Braga-PT.

3.1 Materiais

A lactoferrina utilizada neste trabalho foi adiquirida da DMV International Food (USA).
Os reagentes utilizados na conducao deste trabalho foram: polietileno glicol de massas molares
médias 1000 g.moL™ e 4000 g.moL™ (PEG 1000 e PEG 4000), adiquiridos da Sigma Aldrich
(USA) e MERCK (Germany), respectivamente, citrato trisédio dihidratado (Riedel-de Haén,
Germany), &cido citrico (Pronalab, Portugal) e &cido sulfarico (Acros Organic, USA). Nos
experimentos foram empregados &gua ultrapura (sistema Milli-Q, Millipore Inc., USA) e todos
os reagentes usados foram de grau analitico, ndo necessitando de maiores purificagdes.

Solugdes estoques dos reagentes foram preparadas, 50 % m/m dos polimeros e as
solugdes salinas nos valores de pH 5,5, 6,5 e 7,5, misturando volumes adequados de solucGes
concentradas (1,2 mol.kg™) de citrato de s6dio e &cido citrico. Para a obtencdo das solucdes de
citrato, a solucdo de &cido citrico foi adicionada lentamente a solucdo salina até alcan¢ado o pH
desejado, um pHmetro (CRISON, microTT 2050, Spain) foi utilizado.

3.2 Determinacdo dos dados de equilibrio de fases para o sistema PEG 1000,

citrato de sodio, e agua e PEG 4000, citrato de sddio, e 4gua, a 25 °C

Diagramas de equilibrio para os SAB PEG 1000-citrato de sodio e PEG 4000-citrato de
sodio foram obtidos experimentalmente. Primeiramente, as curvas binodais foram determinadas
pelo método turbidimétrico (ALBERTSSON, 1985). Diferentes sistemas bifasicos, com
composicBes conhecidas de polimero e sal, foram preparados, em massa, em tubos de ensaio,
com as solugdes estoque de PEG 1000 e PEG 4000 e citrato de sodio nos valores de pH
requeridos. Os tubos foram vigorosamente agitados em um vortex e colocados em banho
termostatico (Grant Instruments, England) a (25 + 0.1) °C. Quantidades conhecidas de agua
foram sucessivamente adicionadas ao tubo até que uma fase homogénea fosse obtida. Depois de
cada adigdo de agua, os tubos foram agitados e colocados novamente em banho termostatico
para afericdo da separacdo de fases. Calculou-se entdo a composicdo global do sistema
considerando a quantidade total de agua adicionada. Esta composi¢do define um ponto da
binodal. O processo foi repetido até se obterem os pontos suficientes. As curvas binodais foram
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determinadas para diversas composi¢des correspondentes a formacdo dos sistemas homogéneos.
As curvas binodais experimentais foram determinada foram ajustadas a equagdo empirica
sugerida por MERCHUK et al. (1998):

y = a.exp(b. x> — c.x?) (6)

em que y e x sdo as composi¢oes em fracdo massica do polimero e sal, respectivamente, a, be ¢
sdo par@metros de ajuste da equacao.

Trés linhas de amarracdo foram determinadas para cada sistema PEG-sal. Os pontos que
deram origem as linhas de amarragdo foram obtidos para cada condicdo de pH com
composicBes conhecidas, em tubos de centrifuga graduados de fundo conico, a partir da massa
das solucdes estoques de PEG e sal. A mistura foi agitada vigorosamente e entdo centrifugada
(HERME Z36HK, Germany) a 1470 g por 10 minutos, a + 23 °C, para acelerar a formag&o de
fases. Os tubos foram mantidos em repouso, em banho termostético a 25 + 0,1 °C, por um
periodo de 20 horas. Todas as solugdes e dilui¢cdes foram preparadas cuidadosamente e usando
uma balanca analitica com precisdo de + 0,0001 g (OHAUS, Explorer Pro Model EP214DC,

Switzerland).
3.2.1 Medida do volume das fases

Para cada tubo (ou célula de equilibrio) foi obtida uma relacéo entre a massa de agua e a

altura da coluna de agua atingida por esta massa. A partir da densidade da agua, na temperatura
. . m . . . . ,
ambiente, e da relagéo p=v, a curva analitica foi construida em fungdo do volume de agua e

da altura da coluna de agua. Desta forma, antes da retirada das aliquotas das fases, a altura de
cada fase foi medida com régua e o volume calculado. A altura da fase inferior foi lida a partir
do fundo do tubo até a interface e a altura da fase superior foi calculada subtraindo a altura total

(medida do fundo do tubo até a superficie da fase superior) da altura da fase inferior.
3.2.2 Coleta das fases

Apos 20 horas, atingido o equilibrio, as duas fases limpidas serem observadas, a fase
superior foi coletada com o auxilio de uma micropipeta (ORANGE Scientific, Belgium) até que
restasse uma camada desta fase de aproximadamente 5 milimetros acima da interface. Este

procedimento visou garantir que a interface ndo fosse perturbada.
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Depois da coleta da fase superior, foi inserida, cuidadosamente, uma seringa (com
agulha longa) na célula de equilibrio, perturbando a interface o minimo possivel. Apds o
equilibrio ser restabelecido, o émbolo da seringa foi puxado vagarosamente até que
permanecesse na célula uma camada de 5 a 10 milimetros de fase inferior. As fases foram
coletadas em recipientes com tampa e armazenadas sob refrigeracdo até que todas as analises
fossem realizadas. Os componentes do sistema foram quantificados em cada fase e o diagrama

de equilibrio foi construido.

3.2.3 Quantificacdo dos componentes do sistema

O citrato de sodio foi quantificado usando um cromatografo liquido de alto desempenho
(CLAE, Knauer). Aliquotas de 20 pL das fases previamente diluidas foram manualmente
injetadas. A coluna utilizada foi a Varian MetaCarb 67H (300x6,5 mm), para &cidos organicos,
empregando-se acido sulfarico 0,01 N como fase movel, em condi¢Bes isocraticas, e fluxo de
0,7 mL.min, & temperatura de 60 °C. A deteccdo do citrato foi monitorada por detectores UV
(Jasco) a 210 nm. O tempo de corrida foi de 10 min. A concentragdo foi calculada por uma
curva de calibracéo.

A concentracdo de PEG em cada fase constituinte dos SAB foi determinada usando
medidas de indice de refracdo (Bellingham+Stanley Limited, England). Inicialmente foram
preparadas solucbes de PEG 1000 e PEG 4000 com concentragdes conhecidas (entre 1 % e 50
% em massa) para a construgdo da curva analitica. Como o indice de refragdo é adicional, a
concentracdo do PEG nas fases foi determinada depois de corrigida a contribuicéo do citrato. A
correcao foi feita, através de uma curva de calibragdo do citrato de s6dio com concentracdes
conhecidas (entre 0,05 M e 1 M). Conhecidas as concentragdes de citrato de sddio nas fases dos
sistemas pelo método cromatogréfico citado acima, obteve-se com a curva analitica, o indice de
refracdo do sal. Esses valores foram, entdo, utilizados como o termo independente da curva
analitica construida para os polimeros.

A concentracdo de agua presente nas fases foi determinada por balanco de massa
subtraindo a quantidade total dos componentes adicionados pela quantidade de PEG e de sal
presentes no sistema. O balago de massa aplicado para as linhas de amarracdo foi dado pela

relacéo:

MG :M5+MI [7]

em que M é a massa e 0s subscritos G, S e | indicam o ponto global e as fases superior e

inferior, respectivamente.
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3.3 Experimentos com Sistemas Aquosos Bifasicos

Os dados de equilibrio para os estudos de parti¢cdo da lactoferrina utilizados foram os
diagramas de fases compostos por PEG 1000 e PEG 4000, citrato de sddio e agua obtidos nesse
trabalho, a 25 °C, em funcdo da massa molar do PEG e dos valores de pH 5,5, 6,5 e 7,5. As

analises foram conduzidas em duplicata com duas repeticoes.

3.3.1 Preparo dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Sistemas aquosos bifasicos foram obtidos pela mistura de solugdo estoque de PEG 1000
e PEG 4000 (50 % em massa) e do sal citrato de sédio nos valores de pH desejados (5,5; 6,5;
7,5), pela mistura de volumes adequados de solucdes concentradas (1,2mol.kg™) de citrato de
sodio e &cido citrico.

Os sistemas foram preparados adicionando, em tubos de centrifuga graduados,
guantidade adequada das solucfes estoques de PEG e sal de forma a se obter uma massa total 5
g. A quantidade de lactoferrina adicionada foi de 10% em massa relativa & massa de cada
sistema, a partir de uma solucéo 5 g.L™ da proteina, ou seja, para sistemas de 5 g, adicionou-se
0,5 g da solucdo da proteina. O sistema resultante foi misturado, manualmente, por
aproximadamente 1 minuto, e logo apds centrifugada a 1470 g por 10 minutos, a 25 °C para
acelerar o processo de separagdo das fases. Na sequiéncia, os tubos foram mantidos em repouso
por um periodo de 20 horas em banho termostatico, a 25 °C + 0,1 °C.

A medida do volume das fases foi feita sequindo o procedimento descrito no item 3.2.2

3.3.2 Quantificacdo da proteina

A concentracdo de proteina em cada fase foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976), com uma solucédo disponivel comercialmente como Coomassie Plus (Pierce, USA), em
microplacas (NUNC, Denmark), com leitor de microplacas (Spectrophotometer Varian Cary 50,
USA). Uma curva analitica foi construida a partir de solucdo de lactoferrina pura em diferentes
concentragdes, e para corrigir a interferéncia do citrato e do PEG, as amostras foram diluidas e
lidas contra o branco de mesma composicdo das fases.

O metodo de Bradford é uma técnica para a determinacdo de proteinas totais que utiliza
o0 corante de "Coomassie brilliant blue" BG-250. Este método é baseado na interacdo entre o
corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais

béasicas ou arométicas. No pH de reacdo, a interagdo entre a proteina de elevada massa molar e o
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corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que
absorve fortemente em 595 nm (COMPTON, 1985).

3.3.3 Calculo do coeficiente de particéo

A distribuicdo da lactoferrina nas fases do sistema foi determinada a partir do
coeficiente de particdo, descrito pela equacdo 3, na secdo 2.2.5, e utilizado para quantificar o
grau de separacdo alcancado em um processo de extracdo. Para selecionar os SAB com melhor
capacidade de purificacdo da lactoferrina, foi calculada uma recuperacdo teorica (y, %) nas
fases superior e inferior respectivamente, por meio da seguinte Equagéo (PICO, 2006):

100

y(%) = 1+ (L/RK,)

(8)

em que R corresponde a razdo entre os volumes da fase superior e inferior.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo do efeito da massa molar do polimero e dos valores de pH nos dados de

equilibrio de fase

Dados de equilibrio de fases para os diferentes SAB foram obtidos em funcdo da massa
molar do polimero e dos valores de pH do sistemas. Os diagramas de fases foram determinados
para PEG 1000 e PEG 4000 e estdo representados na Figura 4. Os dados experimentais obtidos
por turbidimetria para obtencdo das curvas binodais dos sistemas foram correlacionados pela
equacdo ndo linear (equacdo 6) desenvolvida por MERCHUK et al. (1998), a qual tem sido
utilizada com sucesso por outros pesquisadores (HUDDLESTON et al., 2003; SILVERIO et al.,
2008; ZAFARANI-MOATTAR e TOLOUEI, 2008). Os valores obtidos para os parametros a,
b e ¢ pela equacdo 6 com os correspondentes desvios padrao para os sistemas investigados estdo
apresentados na Tabela 5. Com base nos desvios padrdes obtidos, conclui-se que os dados
experimentais se ajustaram satisfatoriamente a equagdo. A Figura 4 apresenta a comparagdo

entre as curvas binodais experimentais e correlacionadas, mostrando o bom ajuste a equag&o.

0,5

04

0,3 A

0,2 1

PEG (m/m)

0,1 A1

0,0 1

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
SAL (m/m)

Figura 4. Diagrama de fases para sistemas PEG1000-citrato de sodio a pH 5,5 (A), 6,5
(m) e 7,5 (®) e PEG4000-citrato de s6dio a pH 5,5 (A), 6,5 (0) € 7,5 (o).

Pode ser observado na Figura 4, que as curvas binodais tornam-se mais assimétricas, e
deslocam-se para concentragdes menores de PEG e sal com o aumento da massa molar do

polimero. Esse comportamento € atribuido a diminuicdo de solubilidade do PEG em agua, que
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aumenta com a elevacdo da sua massa molar, por isso, menores concentracdes sdo requeridas
para separacdo de fases. A fase rica em PEG satura-se em concentracdes relativamente baixas
com o aumento da massa molar do polimero. Essa tendéncia estd de acordo com resultados
experimentais encontrados na literatura (SILVA et al., 1997; ZAFARANI-MOATTAR e
SADEGHI, 2001; OLIVEIRA et al., 2008).

A influéncia do pH também pode ser observada no comportamento das curvas binodais.
Para os diferentes valores de pH estudados o formato se manteve constante. Com o aumento do
pH, a curva é deslocada em direcdo a concentragdes mais baixas de PEG e sal, aumentando
assim, a regido de separagdo de fases. Esse efeito é mais pronunciado quando o pH muda de 5,5
para 6,5, principalmente para PEG 4000. Quando as concentracdes de PEG e citrato de sodio
assumem valores intermediarios na curva binodal, uma menor concentracdo de citrato é
necessaria para separacdo de fase a valores de pH mais elevados, pois haverd maiores
proporces de ions de citrato trivalentes do que divalentes (pKa = 6,4).
ANANTHAPADMANABHAN E GODDARD (1987) postularam que anions com uma maior
valéncia sdo melhores agentes salting-out do que anions de valéncia mais baixa, porque quanto
maior a valéncia, o anion torna-se mais hidratado e, assim, diminui a quantidade de agua
disponivel para hidratar o PEG. Essa mesma tendéncia foi observada por ZAFARANI-
MOATTAR E SADEGHI (2001) ao investigar o efeito dos sais NaH,PO,, Na,HPO, e NasPO,

em curvas bhinodais.

Tabela 5. Parametros a, b e ¢ e o coeficiente de determinacdo (R?) obtidos para os sistemas
PEG e citrato de sodio pela equacdo de MERCHUK et al. (1998).

pH a b c R?
PEG 1000

55 0,8871 £ 0,018 -4,2215 + 0,099 146,4654 £ 7,695 0,9992

6,5 0,9326 £ 0,049 -4,2620 + 0,226 99,9276 + 11,486 0,9956

7,5 0,8982 + 0,029 -4,1832 + 0,143 140,5765 + 8,327 0,9993
PEG 4000

55 0,8928 £ 0,019 -5,1887 + 0,1096 352,2954 + 14,043 0,9995

6,5 0,9035 £ 0,022 -5,0434 + 0,1257 327,1447 + 16,215 0,9994

7,5 0,8066 + 0,031 -4,0072 + 0,081 276,6556 = 9,014 0,9997

As composicOes de equilibrio para os sistemas estudados contendo PEG 1000 e PEG
4000 e citrato de sodio estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente, em que os dados
referentes aos componentes das fases estdo expressos em termos de fracdo massica. Trés linhas
de amarracdo foram determinadas para os valores de pH estudados. Os dados de equilibrio de

composicao de fase estdo representados nas Figuras 5, 6, 7 e 8.
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Tabela 6. Dados de equilibrio para os sistemas formados por PEG 1000 e citrato de sddio em
diferentes valores de pH, a 25°C.

Composicao Global Fase Superior Fase Inferior
LA Sal(m/m) PEG (m/m) Sal (m/m) PEG (m/m) Sal (m/m) PEG (m/m)

pH=5,5

1 0,1400 0,1700 0,0885  0,2453 0,2291  0,0364

2 0,1500  0,1800 0,0661  0,3103 0,2903  0,0081

3 0,1600  0,1900 0,0598 0,3553 0,3117  0,0019
pH=6,5

1 0,1300  0,1800 0,0652  0,2974 0,2522  0,0115

2 0,1400  0,1900 0,0498  0,3408 0,2939  0,0026

3 0,1500  0,2000 0,0460 0,3776 0,3126  0,0012
pH=75

1 0,1200  0,1900 0,0682  0,2866 0,2206  0,0254

2 0,1300  0,2000 0,0520 0,3363 0,2893  0,0026

3 0,1400 0,2100 0,0427 0,3732 0,3027  0,0013

Tabela 7. Dados de equilibrio para os sistemas formados por PEG 4000 e citrato de sddio em

diferentes valores de pH, a 25°C.

Composicao Global Fase Superior Fase Inferior
LA Sal(m/m) PEG (m/m) Sal (m/m) PEG (m/m) Sal (m/m) PEG (m/m)
pH=5,5
1 0,1000 0,1400 0,0513 0,2220 0,1822 0,0013
2 0,1050 0,1600 0,0399 0,2723 0,2068 0,0003
3 0,1100 0,1800 0,0325 0,2978 0,2372 0,0000
pH =65
1 0,1100  0,1400 0,0506 0,2430 0,2158 0,0018
2 0,1150  0,1600 0,0403 0,2653 0,2255 0,0005
3 0,1200  0,1800 0,0311 0,3013 0,2599 0,0000
pH=75
1 0,1200 0,1700 0,0494 0,2714 0,2265 0,0048
2 0,1250  0,1800 0,0445 0,3108 0,2492 0,0015
3 0,1300  0,1900 0,0411 0,3542 0,2805 0,0002

Para a maioria dos sistemas, a concentracdo de PEG na fase inferior € muito baixa, e em
alguns casos, o0 PEG é quase que totalmente excluido dessa fase, enquanto que o
comportamento contrario € observado na fase superior. Efeito similar foi observado para SAB
formados por PEG e citrato (OLIVEIRA et al., 2008).
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Figura 5. Efeito do pH nas composi¢des das fases em equilibrio. PEG1000-citrato de sodio
apH5,5(A), 6,5 (m)e 7,5 (o) e PEG4000-citrato de sddio a pH 5,5 (A), 6,5 (0) e 7,5 (0).
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Figura 6. Efeito da massa molar do PEG na composicdo das fases em equilibrio para pH

5,5. PEG1000-citrato de sodio (e) e PEG4000-citrato de sédio (o).
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Figura 7. Efeito da massa molar do PEG na composicdo das fases em equilibrio para pH

6,5. PEG1000 (m) e PEG4000 (o).
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Figura 8. Efeito da massa molar do PEG na composicdo das fases em equilibrio para pH

7,5. PEG1000-citrato de sodio (A) e PEG4000-citrato de sédio (A).

ALBERTSSON foi o primeiro a relatar que as ILA s&o usualmente constantes para dados
de SAB. A equacdo 8, proposta por MADEIRA et al. (2008), indica que h4 uma relag&o linear entre
a variacdo de um componentes do sistemas (nesse caso, PEG), com o CLA, desde que as ILA
sejam constantes.
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1/2
1521

CLA = [1 + (ﬂ) AP, ®)

em que AP; é a diferenca entre as fracdes massicas dos componentes do sistema, podendo ser o

polimero ou o sal.
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Figura 9. CLA dos SAB PEG1000-citrato de sodio a pH 5,5 (A), 6,5 (m) ¢ 7,5 (o) ¢
PEG4000-citrato de sodio a pH 5,5 (A), 6,5 () e 7,5 (o), em fungdo AP. A é a diferenga entre as
fracbes massicas do PEG nas fases em equilibrio.

Os dados experimentais estdo representados na Figura 9 para os sistemas aquosos bifasicos
formados por PEG 1000 e 4000 e citrato de sodio, e os diferentes valores de pH, e, na Tabela 8, sdo
apresentados os valores das inclinagfes das curvas lineares observadas experimentalmente e 0s
preditos por essa equacdo. Observa-se pouca variacdo entre esses valores, confirmando que a
equacao proposta é uma forma simplificada de demonstrar a relagdo linear entre o comprimento da

linha de amarracéo e a variacdo dos componentes das fases, sendo a ILA constante.

Tabela 8. Valores das inclinages das linhas de amarracdo observados experimentalmente e 0s

valores calculados pela equacgéo 8.

PEG 1000 PEG 4000
pH Dados exper. Valor calc. Dados exper. Valor calc.
55 1,2346 £ 0,018 1,2262 £0,020  1,2378 £ 0,027 1,2022 + 0,006
6,5 1,2216 + 0,038 1,2179+0,020  1,2038 £ 0,005 1,2293 + 0,002
7,5 1,2246 + 0,021 1,2032+0,039  1,1939 + 0,030 1,1830 + 0,007

4.2 Coeficiente de particdo da Lactoferrina

Na tabela 9, estdo apresentados os valores dos coeficientes de particdo e os valores de
recuperacao teodrica (%) da lactoferrina na fase inferior, para os sistemas aquosos biféasicos

formados por PEG de diferentes massas molares (1000 e 4000) e citrato de sodio, nos valores de
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pH 5,5, 6,5, 7,5, a temperatura de 25 °C. Observa-se que os valores de recuperacdo tedrica séo
elevados para todos os sistemas avaliados. Podendo concluir que os sistemas formados por PEG e
citrato de sddio avaliados neste trabalho sdo adequados para concentracdo da Lf na fase inferior,
uma vez que os coeficientes de particdo sdo menores que a unidade. Com o aumento na massa
molecular média, os sistemas formados por PEG 4000 apresentam viscosidade maior que aqueles
formados por PEG 1000. Dessa forma, recomenda-se o uso, em escala industrial, dos sistemas
contendo PEG 1000, com o objetivo de tentar reduzir os gastos energéticos com maiores poténcia

de bombas e agitadores para movimentar esses sistemas.

Tabela 9. Coeficientes de particdo e recuperagdo teorica da lactoferrina e CLA nos sistemas PEG
1000 e citrato de sddio e PEG 4000 e citrato de sodio.

PEG 1000 PEG 4000
pH CLA Kp Yint (%) CLA Kp Yint (%)
55 0,252 0,017 97,69 + 0,250 0,320 0,001 99,84 + 0,053
0,376 0,018 97,69 + 0,024 0,371 0,013 98,38 + 0,353
0,434 0,019 97,59 + 0,059 0,427 0,019 97,51 + 0,010
6,5 0,342 0,025 96,90 + 0,501 0,292 0,002 99,78 + 0,033
0,417 0,030 95,71 + 0,576 0,323 0,002 99,73 + 0,039
0,461 0,020 97,34 + 0,388 0,378 0,013 98,33 + 0,207
7,5 0,302 0,021 96,31 + 0,168 0,257 0,011 98,32 + 0,003
0,409 0,028 94,80 + 0,764 0,319 0,011 98,48 + 0,055
0,455 0,030 95,53 + 0,345 0,361 0,009 98,72 + 0,057

O comportamento de particdo dos solutos nos SAB deve ser compreendido em termos das
interagdes intermoleculares que ocorrem no processo de transferéncia entre as fases. As interacdes
polimero-polimero, polimero-solvente, polimero-ion e ion-ion sdo dependentes da estrutura
polimérica, das concentracfes de sal e do polimero, da hidratacdo das cadeias poliméricas e dos
fons. Além disso, as interacdes de todos os componentes dos SAB com o soluto que particiona
também determinam o comportamento de transferéncia. Essas interacdes sdo expressas no
pardmetro termodindmico denominado energia livre de Gibbs padrdo (AG®). A avaliagdo de AG®
em termos de processos moleculares ¢ uma tarefa bastante complexa, pois envolve parametros de
interagdes intermoleculares, AH®, e variaveis configuracionais, AS°, ambos relacionados a AG®
pela relagdo de Gibbs-Helmholtz, AG® = AH® - TAS® (DA SILVA e LOH, 2006). Portanto, a
avaliagdo do efeito isolado de cada pardmetro precisa ser feita com cuidado, posto que sempre
existe uma interdependéncia entre eles.

Objetivando o entendimento do comportamento de particdo da Lf nos SAB foi utilizado o
modelo de JOHANSSON et al. (1998), que se baseia na teoria de Flory-Huggins. Este modelo
fornece um conjunto simples de equacfes analiticas que possibilita a identificacdo da for¢a motriz

responsavel pela particdo de solutos em SAB.
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Estes pesquisadores demonstraram que a particdo da proteina em sistemas agquosos
bifasicos pode ser decomposta em uma forga motriz de natureza entrépica e outra de natureza
entalpica. Nesta abordagem, a variacdo da entropia associada ao processo de transferéncia da Lf é
dada pela equagéo:

InKp:

MY, ”—5—”—i] ©
p (Ve V!

em que K, representa o coeficiente de particdo da Lf, MM, a massa molar da proteina, p ¢
densidade numérica molecular global do sistema bifasico, n°® é o nimero total de moléculas na fase
superior, enquanto que n' é o nimero total de moléculas presentes na fase inferior e VV° e V', os
volumes das fases superior e inferior, respectivamente.

Considerando ausentes as contribuigdes de natureza entalpica para a particdo do soluto, a
interpretacdo fisica da equag&o indica que, a respeito da contribui¢do entrdpica para a transferéncia
da Lf entre as fases, os valores de K, diferentes de 1(um) ocorrerdo apenas se o numero de

moléculas por unidade de volume, nas duas fases, for diferente. Além disso, a referida equagédo
.. , . . ;. , n .
mostra que o soluto particionara para a fase cuja densidade numérica de moléculas (;) for maior.

Assim, como forca motriz, a entropia levara a proteina a particionar para a fase com maior nimero
de moléculas por unidade de volume, pois nesta fase haverd um maior nimero de formas de
distribuir as moléculas espacialmente, aumentando assim a contribuicdo da entropia
configuracional para a minimiza¢do do pardmetro termodindmico AnixG. Na maioria dos SAB
atualmente conhecidos, sdo as moléculas de agua que estdo presentes em maioria numérica, em
ambas as fases e, por isto, é este 0 componente determinante para a densidade numérica das
diferentes fases. Assim, em linhas gerais, a contribuicdo entrépica far4 a proteina tender a
particionar para a fase com maior contetido de moléculas de &gua por unidade de volume.

Durante a particdo de proteinas em sistemas aquosos bifésicos formados pela mistura de
eletrolito/polimero, forgas motrizes de natureza entrOpica atuardo no processo forgando o
biopolimero a se concentrar na fase rica em sal, visto ser esta a que contém maior densidade
numérica (DA SILVA e LOH, 2006). A concentracdo de proteinas na fase rica em polimero s
ocorrera nestes SAB (sal-polimero) caso existam interacBes entalpicas contribuindo para este
comportamento de particdo como, por ex., quando ha interacGes especificas entre proteina e
polimero.

A contribuicdo da entalpia para a particdo da Lf, segundo o modelo proposto por
JOHANSSON et al., (1998) é dada pela Equacdo:
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InK, =~ RT |. Z (¢ i—9 i)gip__ Z _ Z (¢ 0 =0 j)gij (10)
i=1(i=p) i=1(i=p) j=i+1(j=p)
em que ¢>f e ¢! as fragdes volumétricas do componente “i”
respectivamente.
A equacdo 10 expressa todas as interacdes entalpicas que ocorrem dentro do sistema. Pode-

na fase superior e inferior,

se separar a contribuicdo entalpica para a particdo da proteina em dois termos.

O primeiro termo refere-se a variacdo da energia entalpica do sistema devido a interagdo da
Lf com todos os componentes presentes nas duas fases dos sistemas, em que gp representa a
energia resultante da formagdo de um par entre proteina e 0 componente i. Assim, este termo
expressa uma tendéncia que o soluto possui em se transferir para a fase onde existe a presenca
majoritaria do componente com o qual a Lf interaja mais entalpicamente, isto ¢, tenha o valor de €p
mais negativo (ou menos positivo). O segundo termo na equacdo 10 representa diferenca de
contetdo entalpico de cada fase resultante das interagBes entre todos os diferentes componentes
que formam cada uma das distintas regides dos SAB, ou seja, a variacdo da energia associada a
transferéncia da proteina da fase inferior para a superior. Este termo energético s6 depende da
interacdo que ocorre entre 0s componentes formadores das fases, ndo se leva em consideragéo a
interacdo devida a proteina (DA SILVA e LOH, 2006).

A dependéncia que K, possui em relacéo a diferenca entre a energia total das fases superior
e inferior surge porque a transferéncia da Lf entre essas fases implica necessariamente na quebra e
formacdo de novas interacdes. Assim a insercdo da Lf na fase superior implica no rompimento de
interacOes entre PEG e agua para que ocorra a formacdo de uma cavidade na qual a proteina
particionada possa se alojar. Em adicdo, a saida da proteina da fase inferior possibilitara a formagéo
de novas interagOes entre os componentes, sal e 4gua, que se concentram na fase inferior (DA
SILVA e LOH, 2000).

A andlise do segundo termo da equacdo prevé que a Lf particonard para a fase que se
encontra num estado termodindmico de maior energia, isto é, para a fase que gastara menos energia
para a formagdo da cavidade. Tem-se, contudo, que a particdo de biossolutos é governada pela
soma das contribui¢cbes de natureza entrépica e entélpica. Quando uma dessas contribuicGes,
entrdpica ou entélpica, sobrepde a outra, esta € quem governa 0 mecanismo de particéo.

Nos sistemas estudados, formados por PEG e citrato de sddio, a Lf apresentou forte
tendéncia em se transferir para a fase inferior, com valores de K, muito menores que a unidade. A
fase inferior é rica em sal e possui maior densidade numérica, assim, provavelmente a forga motriz

gue governou o processo de transferéncia da Lf foi a entropia.
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4.2.1 Influencia da concentracdo do polimero, da massa molar e do pH na particéo da
Lactoferrina

A Figura 10, mostra o efeito da massa molar do polimero na particdo da Lf, em SAB
formados por PEG 1000 e 4000 e citrato de sédio, nos valores de pH 5,5, 6,5, 7,5. Pode ser
observado que a parti¢do da proteina é dependente da massa molar do PEG. Houve uma diminuicao
no coeficiente de particdo com o aumento da massa do polimero, como observado por outros
autores (HUDDLESTON et al., 1996; JOHANSSON et al., 1998; BOAGLIO et al., 2006; DA
SILVA et al., 2009). Esse comportamento estd de acordo com o efeito do volume de exclusdo
devido a diminuig¢do do volume livre disponivel e a reducdo da solubilidade da proteina na fase
superior, rica em PEG. A alta afinidade da proteina pela fase rica em citrato de sédio foi também
observada por BOAGLIO et al. (2006), no estudo de parti¢io da BSA, B-lg e a-antitripsina em
sistemas PEG e citrato de sodio.

Em relacdo aos aspectos termodinamicos, com o aumento da cadeia polimérica, ocorre a
diminuicdo do efeito entalpico sobre a particdo da Lf. O aumento no grau de polimerizagdo do
polimero formador do SAB diminui a entropia configuracional da fase enriquecida pelo mesmo,
reduzindo o valor da entropia de transferéncia para esta fase, ou seja, 0 aumento da cadeia aumenta
a diferenca de entropia entre as fases do sistema, e seu efeito sobre a particdo torna-se mais

pronunciado.
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Figura 10. Distribuicdo dos coeficientes de particdo nos SAB formados por PEG 1000 e
PEG 4000 e citrato de sodio.

O efeito do comprimento da linha de amarragdo na particdo da Lf nos sistemas estudados é
apresentado na Figura 11. Com o aumento do CLA, houve uma maior particdo da proteina para a
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fase inferior nos sistemas formados por PEG 4000, nos valores de pH 5,5 e 6,5. A medida que
aumenta a composicdo de PEG e sal, o nimero de unidades de polimeros envolvidos na separacdo
da proteina também aumenta, resultando em um maior coeficiente de particdo, ou seja, uma maior
transferéncia de proteina para a fase PEG devido a interacéo hidrofdbica entre a proteina e o PEG.
Além disso, ocorre um aumento na forca ibnica devido as maiores concentragdes de sal,
ocasionando uma maior transferéncia da proteina para fase rica em PEG, com consequente efeito
de repulséo eletrostatica (SARAVANAN et al. 2007; OLIVEIRA et al., 2008; DA SILVA et al.,
2009; SOUSA et al., 2009; ). No valor de pH 7,5, a interacdo da proteina com 0s componentes das

fases indicou que a composicéo dos sistemas ndo afetou o valor de Kp.

0,035
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0,030 I8 pH =7,5 PEG 1000
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Figura 11. Influéncia do comprimento da linha de amarracéo, da massa molar do polimero

e do pH sobre o coeficiente de particdo da lactoferrina.

Como pode ser observado, para os SAB formados por PEG 1000, o aumento da
composicao das fases ndo influenciou significativamente no coeficiente de particdo da proteina nos
diferentes valores de pH estudados. Além da menor viscosidade dos sistemas formados por PEG
1000, como ja mencionado, outro fato que corrobora a escolha desse sistema para escala industrial
é que, assim como nos sistemas com o polimero de maior massa molar, a lactoferrina tende a
particionar preferencialmente para a fase rica em sal, porém as condi¢des de trabalho referentes ao

pH e a composicdo dos sistemas sdo mais amplas, uma vez que pouco afetam o Kp.
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5. CONCLUSAO

Dados de equilibrio para sistemas aquosos bifasicos formados por PEG 1000 e citrato de
sodio e PEG 4000 e citrato de sddio foram determinados nos valores de pH 5,5, 6,5 e 7,5.

Para os sistemas formados por PEG 1000 e PEG 4000 e citrato de sodio, as curvas binodal
apresentaram a mesma forma nos valores de pH estudados.

Observou-se, de uma forma geral, um deslocamento da regido bifasica para a menores
concentracdes de polimero e sal com o aumento da massa molecular do PEG. Este comportamento
era 0 esperado, pois quanto maior a massa molar do polimero, menor é a quantidade de sal
necessaria a formagdo do sistema aquoso bifasico.

A particdo da lactoferrina nos sistemas aquosos biféasicos analisados neste trabalho se deu,
preferencialmente, para a fase inferior, rica em sal. A forca motriz dessa transferéncia é
provavelmente de natureza entropica.

Recomenda-se o0 uso dos SAB contendo PEG 1000, em escala industrial, para separagdo da
lactoferrina, devido a menor viscosidade e amplas faixas de trabalho para os valores de pH e
composicao das fases estudados.

Devido as caracteristicas da lactoferrina e de suas aplicagdes terapéuticas, este trabalho é
de relevante importancia para os processos de biosseparacdo, uma vez que ndo ha na literatura,

dados de parti¢do em sistemas aquosos bifésicos para essa proteina.
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