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RESUMO

NASCIMENTO, Ingrid Silva Barberino do, Particdo de Glutenina de farinha de trigo especial
usando sistemas aquosos bifasicos. Itapetinga-BA: UESB, 2008. 68p. (Dissertacdo - Mestrado em
Engenharia de Processos de Alimentos).*

Neste trabalho, estudou-se a aplicagdo da extracdo liquido-liquido para a separagdo de
glutenina de farinha de trigo especial, por meio de sistemas agquosos hifasicos (SAB), compostos
por polietileno glicol (PEG), sais inorganicos e dgua. Esta técnica pode ser usada para purificacéo
de biomoléculas em larga escala pela possibilidade de particdo seletiva com atos rendimentos. Os
sistemas sdo formados pela adicdo, a agua, de dois polimeros ou de um polimero e um sal em
concentracBes determinadas. A particdo da glutenina foi conduzida em sistemas de diversas
composicOes, a (5, 25, 35 e 45)°C, e o comportamento da proteina nesses sistemas foi avaliado por
meio do coeficiente de particdo, em funcdo do tipo de sa (fosfato de potassio, sulfato de litio e
sulfato de sddio), massa molar do polimero (PEG 1500 e PEG 4000) e concentracdo das fases, afim
de se obter o melhor sistema para a separacdo da biomolécula. O contetido protéico em cada fase
foi quantificado por espectrofotometria por meio da leitura da absorbéncia a 595 nm. Os resultados
mostraram gue o coeficiente de particdo variou entre de 0,2 e 8,0 (0ito), ou sgja, a proteina migrou
preferencialmente para a fase superior, rica em PEG. Os maiores valores do coeficiente de particdo
foram obtidos em sistemas compostos por PEG 4000-Sulfato delitio a45 °C, seguido do PEG 1500
fosfato de potassio a 25 °C. As diferentes tendéncias apresentadas pelo coeficiente de particdo em
funcéo das propriedades dos sistemas mostra que é possivel separar adequadamente a proteina da
mistura, 0 que define esse sistema como uma aternativa a ser considerada no plangiamento de
processos de recuperacdo e purificagdo de biomoléculas da farinha de trigo.

Palavr as-chave: Proteina, glutenina, sistemas agquosos bifésicos (SAB).

*QOrientador (a): Jane Sélia dos Reis Coimbra, D.Sc., UFV e Co-orientadores. Renata
Cristina Ferreira Bonomo, D.Sc., UESB e Luis Henrique Mendes da Silva, D.Sc., UFV.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Ingrid SilvaBarberino do, Partitioning of gluten in flour of wheat special using
aqueos two-phase systems. Itapetinga: UESB, 2008. 68p. (Dissertacdo - Mestrado em Engenharia
de Processos de Alimentos).*

In thiswork, separation of gluten in was studied using liquid-liquid extraction with aqueous
two-phase systems (ATPS) composed by poly (ethylene glycol) (PEG) and an inorganic salt. This
technique is an advisable purification process applied to large scale since it provides a selective
partition with high yields. The systems are formed by the addition, water, two polymers or a
polymer and salt in a certain concentrations. The partition behavior of gluten in ATPS was
investigated studying the influence of the type of salt (potassium phosphate, lithium sulfate or
sodium sulfate), polymer molar mass (PEG1500 and PEG4000), phase concentrations (tie line
length) and temperature in the system. The amount of protein in each phase was made by
spectrophotometer through the reading of extinction to 595nm. The results showed that the partition
coefficient ranges from 0.2 to 8.0 of (eight), or the protein preferentialy migrated to the upper
stage, rich in PEG. The highest values of the partition coefficient were obtained in systems
composed of PEG-4000 lithium sulphate at 45 °C, followed by phosphate potassium - PEG 1500 at
25 °C. The different trends for the partition coefficient according to the properties of the systems
shows that it is possible to separate the properly protein of the mixture, which states that system as
an aternative to be considered in the planning processes of recovery and purification of
biomolecules.

Keywords: Protein, glutenin, aqueous systems two-phase.

* Advisor (8): Jane Sélia dos Reis Coimbra, D.Sc., UFV and Co-guiding: Renata Cristina Ferreira
Bonomo, D.Sc., UESB and Luis Luis Henrique Mendes da Silva, D.Sc., UFV.
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1. INTRODUCAO

Entre as farinhas de cereais, apenas a farinha de trigo tem a capacidade de formar uma
massa forte (ideal para panificacdo) e coesa que retém gés e produz produtos assados aerados e
leves. Acredita-se que as proteinas do trigo, e mais especificamente as proteinas do gluten sdo
responsaveis por essa caracteristica especial do trigo trigo (MACRITCHIE, 1992; SHEWRY,
1995; SHEWRY et al, 1994, 1995; SHEWRY e TATHAM, 1997; GIANIBELLI et a,
2001).

Um dos objetivos da ciéncia dos cereais é relacionar a composi¢do do gréo de trigo as suas
propriedades funcionais. Sabe-se que a composicdo protéica do trigo controla propriedades
especiais que tornam a farinha de trigo adequada para a obtencdo de produtos fermentados. Atribui-
se a glutenina a capacidade de conferir, a massa dafarinha, resisténcia a extensdo. Entretanto, ainda
estdo sendo estudadas as razbes dessa relacdo, e por isso, tem se tornado relevante, determinar o
comportamento individual, ou em misturas complexas, das proteinas do gliten, de maneira que
essas possam ser diretamente aplicadas para melhorar a qualidade do processamento. Acredita-se
gue, do ponto de vista tecnoldgico, somente a determinacdo da composicdo protéica quanto a
guantificacdo das subunidades de proteinas sdo importantes (MACRITCHIE et. d., 1997).

Varios trabal hos de pesqguisa publicados nas Ultimas décadas trazem o perfil de composicéo
protéica de trigos produzidos em diversos paises (LAWRENCE et al, 1987; NG & BUSHUK, 1988;
MANSUR et al, 1990; DONG et d, 1992; MARGIOTTA et al, 1996; GIANIBELLI et al, 1998;
MARGIOTTA et al, 2000), porém, no Brasil ainda ndo foi concluido um trabalho extensivo de
identificacBo das subunidades protéicas mais diretamente relacionadas com a qualidade de
panificacdo. Estudos iniciais indicam que a qualidade tecnol6gica em algumas variedades de trigo
brasileiro, pode estar relacionada a presenca de subunidades ainda ndo apontadas como as
responsaveis por quaisquer caracteristicas de qualidade (PIROZI, et. a., 2002).

Muitas técnicas tém sido utilizadas para separar e quantificar as proteinas do gluten, como
“Flow Field-Flow-Fractionation” (Flow FFF) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).

“Flow Field-Flow-Fractionation” (Flow FFF) € uma técnica que permite o fracionamento de
macromol éculas por tamanho. A separacdo é atingida pela eluicdo dos componentes através de um
canal fino em forma de fita, sujeito a um campo (centrifugo, elétrico ou térmico) perpendicular ao
fluxo do canal. Componentes que apresentam maior resposta a forca exercida pelo campo séo
deslocadas para regides mais distantes do centro, em direcdo a parede do canal. Flow FFF foi

aplicada para o fracionamento de proteinas do trigo por Stevenson e Preston em 1995. Os estudos
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demonstraram claramente o tamanho extremamente grande dos maiores polimeros de glutenina e o
potencial promissor da Flow FFF para a caracterizagdo das gluteninas poliméricas na farinha de
trigo (STEVENSON e PRESTON, 1995).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica valiosa na
caracterizacdo da composicdo de proteinas. A aplicagdo da técnica para proteinas de cereais foi
iniciada por Bietz em 1986. Em combinagdo com ultrasom, a CLAE por exclusdo molecular € uma
técnica muito utilizada para caracterizacdo de proteinas do trigo (MacRITCHIE, 1999) e uma das
mais difundidas atualmente. Dados de CLAE por exclusdo molecular tém sido usados com sucesso
para demonstrar a relagdo entre cada subunidade protéica do trigo com sua funcdo tecnologica
(GUPTA, BATEY E MACRITCHIE, 1992; MACRITCHIE, 1999; ANTES & WIESER, 2001). O
principio de separacdo baseia-se na habilidade de um componente em penetrar 0s poros do
empacotamento da coluna cromatogréfica. Moléculas com didmetros menores penetram nos poros
menores, que sdo inacessivels aguel as de maiores didmetros, sendo assim separadas.

A dificuldade, porém, na utilizac8o das técnicas citadas para as proteinas do gliten, reside
em separé-la da farinha, de forma intacta ou nativa, pois, devido ao tamanho relativamente grande,
essas proteinas sdo fracionadas antes de serem separadas. Tal condicdo tem levado ao
desenvolvimento e/ou melhoria de uma técnica de separacdo que possibilite a extracdo de tais
proteinas em condicdes que mantenham sua estrutura nativa, evitando que ocorra seu fracionamento
e a consequente perda da sua funcionalidade.

Nos ultimos anos, tem adquirido importancia na biotecnologia a concentragdo e separacéo
de proteinas usando os Sistemas Aquosos Bifasicos (SABS).

O emprego de SABs nos processos de separacdo de biomoléculas congtitui-se uma
metodologia viavel, pois permite isolar proteinas de misturas complexas (como o complexo do
gluten) e oferece vantagens como rapidez na separacéo, alta relagdo massa da proteina/volume total
da solucdo, possibilidade de separacdo das fases em modo continuo, assim como baixo custo e
facilidade de aplicacdo em grande escala (ALBERTSSON, 1986).

A extracdo da glutenina utilizando Sistemas Aquosos Bifasicos (SABS) surge como uma
aternativaviavel paraa sua purificagdo, umavez que atécnicavem sendo utilizada com sucesso ho
isolamento de proteinas e de outros materiais de origem biolégica sem que hagja perda de sua
atividade biologica (ALBERTSSON, 1986).

Os SABs resultam da incompatibilidade de dois polimeros em solugdes, ou entre um
polimero e um sal. O material a ser separado se divide entre as duas fases aquosas do sistema sendo
0 grau de separacdo quantificado por meio do coeficiente de particéo (K). Este coeficiente é funcéo

de uma série de variaveis experimentais como pH, temperatura, presenca de sais, massa molar,
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concentragdo dos polimeros, como também caracteristicas da proteina. Assim, por meio do controle
dessas variaveis pode-se separar a proteina de interesse.

O presente trabalho buscou determinar as melhores condic¢des de separacdo da gluteninaem
sistemas aquosos bifésicos compostos por polimeros e sais, em fung¢do da massa molar do polimero

e de sua concentracdo, do tipo de sal e datemperatura.



2. REVISAO DE LITERATURA

210 Trigo

O trigo € 0 nome comum dado aos cereais pertecentes a familia Gramineae, género
Triticum. E uma planta anual, com altura média de 1,2 metros e folhas que aparecem apenas no
inicio do desenvolvimento, seguidas pela emergéncia de uma haste esguia a qual termina numa
espiga formada por gréos. E considerado um dos mais importantes grdos para a humanidade. O
cereal é matéria-prima utilizada em larga escala na elaboracdo de varios produtos, principamente
naindustria aimenticia (COLLE, 1998; ROSSI et. ., 2004). O tipo de maior interesse comercia é
o Triticum aestivum L. (trigo comum) utilizado na panificacdo, producéo de bolos, biscoitos, massas
e produtos de confeitaria.

As primeiras sementes de trigo foram trazidas ao Brasil por Martin Afonso, em 1534 , as
quais foram plantadas na Capitania de Sao Vicente, hoje correspondente ao Estado de S&o Paulo. A
partir de entdo se estenderam pelo planalto na direcdo Sul, onde as condicdes climéticas eram mais
favoraveis a sua cultura. De acordo com SANTOS (2001), a cultura do trigo se desenvolve melhor
em temperaturas de climatemperado e frio.

A partir de 1969/70, a cultura do trigo expandiu-se para as areas de solos mais férteis do
norte e oeste do Parana e, em 1979, o estado assumiu a lideranga na producdo de trigo no Brasil. A
maior &rea semeada e a maior producdo foram registradas em 1986/87 quando, em 3.456 mil ha, o
pais produziu 6 (seis) milhdes de toneladas do gréo.

A producdo mundial de trigo representa cerca de 30% da producdo total de cereais (FAO,
1999). Seu cultivo é bastante disseminado no mundo inteiro. A producdo de trigo na América do
Sul representa apenas 2,5% da producdo mundial. O Brasil, apesar de contar com somente 16% da
producéo total da Américado Sul, ocupa o lugar de segundo maior produtor da Ameéricalatina.

O trigo consumido no Brasil € de procedéncia nacional e importado. Os estados brasileiros
de maior produgéo sdo Parang, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e S&o Paulo. Ha cinco anos,
0 pais tornou-se 0 maior importador mundial de trigo (SANTOS, 2008). Segundo 0 Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos, esta lideranca vem se consolidando desde a safra 1999/00. De
acordo com a estimativa do Governo, as importacdes brasileiras de trigo bateram recorde na safra
2006/07 e as despesas com as importagbes superaram US$ 1,2 bilhdo (ROCHA, 2007). As
principais importacfes provem dos Estados Unidos, Argentina, Canadé e Alemanha.

Os cereais tém um papd de destague na producao agricola da maioria dos paises devido a
sua importancia na nutricdo humana. O trigo, juntamente com o arroz € o milho, constitui-se numa

importante fonte de calorias e proteinas na nutricdo humana.
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GRAO DE TRIGO
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Figural: Gréodetrigo

O grdo de trigo (figura 1) contém em média: Endosperma (80% do gr&o), Casca (17,5% do

gréo) e Germe ou Embri&o (2,5% do gréo).
O Endosperma é a fonte de farinha de trigo branca. Contém a maior parte da proteina do

gréo inteiro, e ainda carboidratos, ferro, algumas vitaminas do complexo B, como riboflavina,

niacina e tiamina, amido e fibras. O germe é o embrido da semente, contém minimas quantidades de

proteinas, mas grande parte de vitaminas e tragos de minerais.

2.1.1 Classificacdo do trigo

De acordo com a Normativa n° 07 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA), os cultivares estdo classificados (de acordo com a alveografia e o Indice de Queda) em

cinco classes:

Tabela 1: Classificagdo do trigo

Classe Alveografia (10-4J) NuUmero de Quedas (segundos)
(minimo) (minimo)

Trigo Brando 50 200

Trigo Pao 180 200

Trigo Melhorador 300 250

Trigo para outros Quaquer <200

usos

Trigo Durum - 250

Fonte: MAPA (2003)



Alveografia € o0 teste que andisa as propriedades de tenacidade e de

extensibilidade da massa. Considera somente o parémetro que indica a forgca ou trabalho mecénico,

necessario para expandir a massa. Esse parametro € determinado a partir da curva obtida pelo

equipamento (alvedgrafo), segundo o método padréo indicado pelo fabricante.

indice de queda (“Falling Number”) é a medida indireta da concentracio da enzima alfa-
amilase determinada pelo método de Hagberg, descrito pela Cereal Chemistry (1991). O teste ndo

guantifica a atividade enzimaica, mas permite a comparacao entre diferentes farinhas,

discriminando aquelas que apresentam niveis adequados para panificagdo (AACC, 1983;

GUARIENT, 1996). O valor expresso no “Falling Number” é dado em segundos. Quanto menor o

tempo, maior o teor de enzima.

As diferentes classes de trigo sdo utilizadas parafins distintos, conforme segue:

Em trigo brando, sGo enquadrados os grdos de gendtipos de trigo aptos para a
producdo de bolos, bolachas (biscoitos doces), produtos de confeitaria, pizzas e
massa do tipo caseira fresca.

Na classe trigo pdo, estdo os gréos de gendtipos de trigo com aptiddo para a
producdo do tradicional p&ozinho (do tipo francés ou d’agua) consumido no Brasil.
Esse trigo também pode ser utilizado para a producdo de massas alimenticias secas,
de folhados ou em uso doméstico, dependendo das caracteristicas de forca do
gluten.

A classe de trigo melhorador, envolve os gréos de gendtipos de trigo aptos para
mesclas com graos de gendtipos de trigo brando, para fim de panificagéo, produgéo
de massas aimenticias, biscoito do tipo crackers e p&es industriais (como pdo de
forma e pdo para hamburguer).

Na classe do trigo durum, especificamente os gréos da espécie Triticum Durum L.,
estdo os graos de gendtipos de trigo para a producdo de massas alimenticias secas
(tipo italiana).

Trigos para outros usos sdo 0s destinados a alimentagéo animal ou uso industrial.
Estes envolvem os gréos de gendtipos de trigo com qualquer valor de forca de
gliten, mas ndo enquadrados em nenhuma das outras classes, por apresentarem

numero de queda (falling number) inferior a 200.

2.1.2 Caracteristicas Nutricionaisdo Trigo

Os aimentos derivados do trigo, tanto os basicos resultantes da moagem, quanto os

industrializados com ingredientes adicionais estéo largamente presentes nas mesas dos brasileiros.
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S8o boas fontes de carboidratos, vitaminas, ferro, zinco, tragos de outros elementos, e ainda, sdo
considerados como uma das principais fontes de proteina na nutricdo humana. S&0 normalmente
pobres em gordura e aglcar. Entre produtos incluem-se pées, biscoitos creme crackers, massas secas

(macarréo, espaguete, etc.) frescas, recheadas, etc. e outros.

2.1.3 Proteinasdo Trigo

Tradicionalmente, as proteinas do trigo sdo divididas em dois grupos, um deles formado
pelas albuminas e globulinas (ndo formadoras de gluten), representando 15% das proteinas totais do
trigo e outro, formado pela gliadinas e gluteninas (formadoras de gluten), que compreendem os 85%
das proteinas do grdo. As gliadinas e gluteninas combinadas possuem a propriedade de formar com
&gua, associada a energia mecanica, uma rede tridimensiona viscoelastica, denominada glUten,
extremamente importante devido a sua capacidade de influenciar a qualidade dos produtos finais em
panificacdo. Orth & Bushuk (1972) detectaram que a qualidade de panificacdo de uma farinha esta
intrinsecamente rel acionada a qualidade das proteinas formadoras do gl ten.

As proteinas formadoras do glaten apresentam diferencas estruturais que interferem na
funcéo que as fragBes proté cas desempenham na massa obtida com a farinha de trigo.

As gliadinas sdo0 um largo grupo de proteinas com propriedades similares. Tém a massa
molar média de 40.000 Da e é extremamente pegajosa quando hidratada. Constituem-se de cadeias
polipeptidicas simples (monoméricas) apresentando apenas ligagbes intramoleculares. Esta
conformagdo confere uma baixa el asticidade a estas proteinas, as quais parecem ser as responsaveis
pela coesividade da massa que formam (HOSENEY , 1998).

As gluteninas sd0 um grupo heterogéneo de proteinas poliméricas formadas por
subunidades ligadas por ligagdes dissulfeto . Essas subunidades podem ser divididas em dois grupos
de acordo com suas massas molares. subunidade de glutenina de alta massa molar (HMW — GS)
com massas molares entre 90-140 KDa ( BUSHUK, 1994) e subunidades de glutenina de baixa
massa molar (LMW — GS) cujos massas molares estdo entre 40-50 KDa. (LEW et. a., 1992). Séo
fisicamente, elasticas e flexiveis. A elasticidade € uma propriedade caracteristica do glaten de trigo
préprio para a panificacéo e, segundo HOSENEY (1990), nenhum outro cereal apresenta proteinas
com capacidade para a formagdo de massa como a do trigo.

As proteinas do gliten sdo as proteinas de reserva do trigo. Elas sdo facilmente isoladas em
forma relativamente pura, pois sdo insollveis em agua. Quando isolado a partir da farinha de trigo,
o gluten contém (em base seca), aproximadamente 80% de proteina e 8% de lipidios, o restante é

composto por carboidratos e cinzas.



O gluten é responsavel pela estrutura do pdo. Forma uma rede eléstica e continua que retém
0 gés carbbnico liberado durante o processo de fermentagcdo da massa pelas leveduras, permitindo,
assim, sua expansdo (MANDARINO, 1993). Acreditase que as proteinas do gliten sdo
responsaveis ndo apenas pelas propriedades viscoel dticas da massa de farinha de trigo, mas também
pela capacidade de retencdo de gas durante a fermentacdo, e a0 menos em parte, pelo
endurecimento da massa durante o cozimento (HOSENEY, 1998).

Ainda é desconhecido porgue as proteinas do gliten interagem entre si para formar uma
massa forte. Entretanto, varios fatores podem estar relacionados com essa capacidade, como:
proporgdo glutenina-gliading; distribuicdo média da massa molar, presenca de certos grupos de
glutenina com alta massa molar, e presenca de certas subunidades de gliadina.

As proteinas classificam-se ainda de acordo com sua solubilidade: Hidrossollveis
(albuminas), soltveis em solugdo salina (globulinas), soliveis em acool (prolaminas) e solUveis em
solugdo é&cidas e dcalis (glutelinas). A prolaminas e glutelinas do trigo sGo conhecidas como
gliadinas e gluteninas, respectivamente (POMERANZ, 1987). As gliadinas sdo prolaminas
monoméricas que podem ser divididas em trés grupos com base no contelido de enxofre e massa
molare: Asa-, vy e o-gliadinas. As gluteninas contem dois grupos de subunidades; os de baixa massa
molar (LMW) e de ata massa molar (HMW) (SHEWRY et al., 1986). As subunidades de
gluteninas LMW tém pesos moleculares de 40000 a 50000. As subunidades de gluteninas HMW
tém pesos moleculares de 95000 a 136000 (SHEWRY et al., 1986). A massa molar de uma
molécula de glutenina polimérica pode ser de vérios milhdes (WAHLUND et al., 1996). As
subunidades diferem em hifrofobicidade, sendo as LMW as mais hidrofébicas e as MMW as menos
hidrofébicas (SEILMEIR et al., 1987).

2.1.3.1 Proteinas M onoméricas

As proteinas monoméricas sdo aquelas que apresentam cadeias com ligacdes simples ou
gue apresentam em sua estrutura apenas ligacdes dissulfidicas intramoleculares. Existem trés
classes principais neste grupo de proteina: albuminas, globulinas e gliadinas.

Albuminas e globulinas sdo compostos com baixa massa molar, sendo na maioria enzimas
ou enzimas inibidoras. Apresentam massa molar inferior ao0s encontrados para as gliadinas (< 30000
Da). A composi¢ao de aminoacidos difere das proteinas do gliten. Apresentam baixa quantidade de
acido glutdmico e muitalisina(MACRITCHIE & LAFIANDRA, 1997; GIANIBELLI et a, 2001).

As gliadinas sdo prolaminas monomeéricas que podem ser divididas em quatro grupos com
base na mobilidade em “Acid-PAGE”, a-(mobilidade mais alta), -, y-, € o-gliadinas (mobilidade
mais baixa). A massa molar varia de 30000 a 40000 Da para os tipos a-, B- e y-gliadinas, e 60000 a
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80000 Da para o tipo o-gliadinas. Apresentam extensivo polimorfismo podendo ser utilizadas na
identificac@o de cultivares de trigo hexaploide e tetrapldide (MECCHAM e KASARDA, 1978;
MacRITCHIE e LAFIANDRA, 1997; GIANIBELLI et al, 2001).

As gliadinas sdo gerdmente correlacionadas as caracteristicas de viscosidade e
extensibilidade do glaten. Embora, alguns autores associem gliadinas especificas com qualidade de
panificacdo, estas proteinas ndo devem ter um efeito direto na qualidade do trigo em termos de forca
da massa (GIANIBELI et al, 2001). Segundo Pyler (1988) fragtes de gliadina com massa molar

mais el evada afetam significativamente as propriedades de mistura e reol 6gicas da massa de trigo.

2.1.3.2 Proteinas Poliméricas

Proteinas poliméricas sdo aquelas que apresentam ligacdes dissulfidicas intramoleculares e
intermol eculares. S8o considerados trés grupos principais, abuminas de alta massa molar, triticinas
e glutenina (SANTQOS, 2008).

As gluteninas sdo proteinas poliméricas de elevada massa molar, variando de ~100000 Da a
milhdes Da. S&o formadas por dois grupos de subunidades, as de baixa massa molar (LMW-GS) e
de dta massa molar (HMW-GS) (SHEWRY et al., 1986). As subunidades de gluteninas LMW-GS
se subdividem de acordo com a mobilidade em SDS-PAGE em dois grupos, subunidade B e C, com
peso molecular igual a 40000Da e 50000Da, respectivamente (SING e SHEPERD, 1988). As
subunidades de gluteninas HMW-GS ou tipo-A tém massa molares de 95000 a 136000 Da
(SHEWRY et al., 1986).

As subunidades LMW-GS representam 60% do total de gluteninas presente no endosperma
do trigo, entretanto recebem menos atencdo por parte dos pesquisadores que as HMW-GS. Isto
ocorre em parte pela similaridade de massas molares com as gliadinas o que dificulta aidentificacgo
em SDS-PAGE unidimensional (BIETZ e WALL, 1973; GIANIBELLI et a, 2001) A composicéo
de aminoécidos e a estrutura das LMW-GS sd0 consideradas similares as y-gliadinas (KASARDA,
1989).

As subunidades de HMW-GS embora seja um dos componentes minoritarios das proteinas
do endosperma de trigo sdo primordiais no processo de panificacdo, por ser o principal determinante
da elasticidade do glaten (TATHAM et a 1985). Muitas variedades apresentam quatro ou cinco
subunidades de HMW-GS. Frequentemente elas diferem em mobilidade em SDS-PAGE podendo
ser divididas em tipo x ey (PAYNE et al., 1984). Em variedades com cinco subunidades, trés delas
apresentam elevada mobilidade (subunidade x) e duas de baixa mobilidade (subunidade y). Em
variedades com quatro subunidades, duas séo tipo y e duas x (KASARDA, 1989). Subunidades de

HMW-GS apresentam contelido elevado de prolina e glicina e baixo contetido de lisina.
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2.2 Técnicas de Fracionamento em Proteinas

Osborne (1907) realizou uma das primeiras reportagens cientificas no fracionamento das
proteinas dos cereais. Por adicdo de uma solucdo sdlina a farinha, as fragcbes de albumina e
globulina foram extraidas. A partir desse extrato, as globulinas foram precipitadas por didlise. Em
um passo seguinte, as prolaminas foram extraidas com solugdo aquosa de etanol (70%) e as
gluteninas foram posteriormente extraidas por uma solucdo de acido acético diluido. Essas fracdes
foram denominadas de “Classes Protéicas de Osborne”. Mais tarde, outros procedimentos de
fracionamento foram desenvolvidos com diferentes solventes, como uréa (POMERANZ, 1965),
dodecil sulfato de sodio (SDS) (DANNO e€t. a., 1982; BOTTOMLEY et. a., 1982), bem como,
outras técnicas foram utilizadas, que ndo baseadas na solubilidade das proteinas, como as que

seguem.
2.2.1 Flow Field Flow Fractionation

“FHow Field-Flow-Fractionation” (flow FFF) é uma técnica que permite o fracionamento
de macromol éculas por tamanho. A separacéo € atingida pela elui¢cdo dos componentes através de
um canal fino em forma de fita, sujeito a um campo (centrifugo, elétrico ou térmico) perpendicular
ao fluxo do canal. Componentes que apresentam maior resposta a forca exercida pelo campo séo
deslocadas para regides distantes do centro, em direcdo a parede do canal. Uma vez que o fluxo
laminar através do canal produz um perfil parabdlico, a ordem de elui¢cdo dos componentes é
determinada pela posicéo relativa. A linha de fracionamento, a resolucdo e o tempo de corrida
podem ser gjustados variando o fluxo do canal e aforca do campo.

Flow FFF foi aplicado para o fracionamento de proteinas do trigo por Stevenson e Preston
em 1995. Os estudos demonstraram claramente o tamanho extremamente grande dos maiores
polimeros de glutenina e o potencial promissor da flow FFF para a caracterizacdo das gluteninas
poliméricas na farinha de trigo. Entretanto, é necessario o fracionamento da glutenina em suas
subunidades para a aplicacdo desta técnica. Adicionamente, o tamanho reduzido das amostras
utilizadas na técnica (aproximadamente 1 ug) pode ser uma desvantagem quando o isolamento da
proteina € solicitado para estudos posteriores (STEVENSON & PRESTON, 1995).

2.2.2 Cromatografia L iquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) é uma técnica valiosa na quantificacéo
da composicdo de proteinas. A aplicacdo de CLAE para proteinas de cereais foi iniciada por Bietz
em 1986. Em combinacdo com ultrasom, a CLAE por exclusdo molecular € uma técnica poderosa

para caracterizacao de proteinas do trigo (MacRITCHIE, 1999).
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A técnica tem sido extensivamente utilizada em estudos de proteinas do endosperma de
cereais, particularmente no trigo, para andisar a distribuicdo molar das proteinas poliméricas
(Gupta et a. 1993), aguns pardmetros como a percentagem de proteinas poliméricas (PPP),
percentagem de gliadinas (PG), relacdo glutenina/gliadina (GLU/GLI), proteinas poliméricas na
farina (FPP), e porcentagem de proteinas poliméricas ndo extraiveis (%UPP), e pardmetros
utilizados para medir a qualidade da farinha em panificacio (HUEBNER & WALL, 1976;
DACHKEVITCH & AUTRAN, 1989; MacRITCHIE & LAFIANDRA, 1997).

O principio de separagdo baseia-se na habilidade de um componente em penetrar 0s poros
do empacotamento na coluna de extragdo. Moléculas com didmetros menores penetram nos poros
menores, inacessiveis aquelas de maiores didmetros, sendo assim separadas. A dificuldade reside
em separa-la da farinha, em forma intacta ou nativa, para que possa ser devidamente caracterizada
em termos funcionais.

Assim como na Flow-FFF, nessa técnica existe a necessidade de quebrar a proteina em suas
subunidades, o que impossibilita estudos de suas propriedades em seu estado nativo. Tal condicdo
tem levado a necessidade do desenvolvimento ou melhoria de uma técnica de separacdo que
possibilite a extracdo da proteina em condigdes que mantenham a sua estrutura evitando seu

fracionamento e a conseguiente perda da funcionalidade.

2.2.3 Sistemas Aquosos Bifésicos

O primeiro pesquisador a detectar e relatar a possibilidade de formagdo de duas fases em
que o principal constituinte de ambas € a dgua foi Beijerinck, em 1896.

Ao misturar &gar e gelatina, em &gua, observou a formagao de duas fases: uma inferior rica
em &gar e uma superior rica em gelatina. Posteriormente, obteve a formacéo de fases aguosas com
um sistema agua-amido-agar. Porém, apenas em 1956 Albertsson iniciou os estudos sobre a particéo
de compostos de origem biolégica por meio de tais sistemas e descreveu uma série de compostos
gue, quando em solucdo aquosa, promovem a formagdo de fases, normamente, pares de polimeros
ou um polimero e um sal cujas solugdes apresentam miscibilidade parcial entre si.

Desde entdo, as pesguisas na area tém-se aprofundado, tornando a utilizacdo dos SABS,
importante ferramenta na particdo e concentracdo de compostos como células vegetais ou animas,
microorganismos, fungos e seus esporos, cloroplastos, enzimas, proteinas, virus, entre outros
(HATTI-KAUL, 2001), de maneira que se tém acumulado conhecimentos sobre caracteristicas de
particéo de diversas substancias nesses sistemas.

Os Sistemas Aquosos Bifésicos sao capazes de promover a particdo de solutos em um meio

pouco agressivo de forma que substancias, como, macromoléculas, particulas virais, fragmentos de
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células ou mesmo organelas celulares possam ser particionadas e purificadas sem perda de atividade
biologica. A descricdo de diversos SABs tipo polimero-polimero e polimero-sal, com representativo
nimero de dados para o equilibrio de fases e particdo/purificacdo de diferentes compostos, é
encontrada na literatura (ALBERTSSON, 1971; ZASLAVSKY, 1995).

Os SABs sdo formados por duas fases liquidas que se encontram em equilibrio
termodinamico. Resultam, por exemplo, daincompatibilidade de dois polimeros em solugdes, como
polietilenoglicol (PEG) e dextrana ou entre um polimero e um sal (PEG e Fosfato de Potassio)
(COIMBRA, 1995; ALBERTSSON, 1986). Essas espécies quimicas quando misturadas em
determinadas composicdes e temperaturas, dividem-se em duas fases de composicOes diferentes,
porém em equilibrio termodindmico. As fases possuem propriedades termodinamicas intensivas
distintas, como indice de refracdo, composicéo e densidade. Essas fases sdo separadas por uma
interface que é aregido onde as propriedades termodinadmicas intensivas de cada fase transitam para
valores diferentes, sempre tendendo ao valor daquela propriedade no seio da ourafase em equilibrio
(CARVALHO, 2004). A purificacdo é resultado de uma particéo diferenciada da molécula-alvo e
impurezas entre as duas fases liquidas.

Dentre os diferentes SABs, 0 mais estudado e comumente empregado é aguele composto
por PEG, dextrana e &gua. SeparacOes de macromoléculas biolégicas, membranas celulares e
células, realizadas com esses sistemas, geram uma fase superior rica em PEG, e outra inferior rica
em dextrana. As fases contém entre 80% e 90% de agua o que favorece a estabilidade de
biomoléculas durante a separagdo, quando comparada com sistemas de extragdo organicos
tradicionais (TJERNELD, 1992). Os SABs apresentam ainda, outras vantagens em relacdo aos
métodos de separacdo e purificacdo de biocompostos, como: simplicidade e rapidez na preparagéo;
baixo custo e possibilidade de aplicacdo em grande escala e ainda, permite concentrar a proteina de
interesse em uma das fases controlando o volume das mesmas.

As biomoléculas, ou solutos, presentes nos SABs distribuem-se entre as duas fases aguosas

segundo o coeficiente de particéo, K, definido como:

MLy,
[M ]inf.

Onde [M]g,, € [M]ir. S30 as concentragdes do soluto na fase superior e inferior. Essa

k, = (1)

distribuicdo € governada por um grande nimero de fatores, tais como: natureza e tamanho da
particula alvo; congtituicdo, tamanho e estrutura molecular do polimero; temperatura; natureza do
eletrdlito e pH do sistema (ALBERTSON, 1986).
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O K, depende tanto das caracteristicas da biomolécula que se distribui (massa molar, carga,
hidrofobicidade superficial, etc.) quanto da natureza do SAB usado, como reagentes que formam as
fases, massa molar, concentracdo dos reagentes, pH, forca ibnica, entre outras. Embora a
manipulacdo das propriedades do sistema, tornando predominante um tipo de interacdo, venha a ser
uma forma de controlar a particdo, a predicdo e a interpretacdo da particdo de bioparticulas em
sistemas aquosos bifasicos ainda € uma dificil tarefa (HATTI-KAUL, 2001).

Os SABs podem ser classificados em dois grupos principais. os compostos por diferentes

polimeros e os que contém apenas um polimero. A tabela 2 apresenta alguns exemplos de SABs.

Tabela 2: Sistemas aquosos bifésicos tipicos

Polimero Polimero

Polietileno glicol Dextrana (Dx)
Ficoll
Hidroxipropil-amino (HPS)
Polivinil dcool (PVA)
Polivinil pirrolidona (PVP)
Maltodextrina (MD)*

M altodextrina**

Polipropileno glicol Polietileno glicol (PEG)

Polimero Sal

PEG-copolimeros (NH,)2S0,
NH,CO,NH,4
Na,HPO,
K,CO3
K3PO,
K,HPO,, KH,PO,
Na,SO;
FeSO,

(ROGERS, 1999; MACHADO, 1999).

Em principio, todos os tipos de SABs podem ser empregados na separacdo de biomoléculas,

embora para uso em escala industrial, a dextrana apresente custo muito alto. Os sistemas PEG - Sais
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apresentam custo reduzido e propriedades fisicas favoréveis a operagdo em larga escala, como por
exemplo, elevada seletividade e diferencas de densidade e viscosidade entre as fases adequadas para
o trabalho com equipamentos de extragio disponiveis no mercado (SINHA, 1996). A separacio de
fases € atingida mais rapidamente em fungdo da menor densidade da fase salina em relagdo a fase
polimérica, o que facilita o uso de sistemas polimero-sal em aplicagdes industriais. Estes sistemas
sdo formados a temperatura ambiente, sendo a fase superior rica em PEG e a fase inferior rica em
sal (HUSTED, 1985; ZUNIGA, 2000). A purificacio de proteinas, em grande escala, empregando
SABs em uma das etapas do processo € considerada uma técnica alternativa e economicamente
viavel aos processos tradicionais de purificacdo de biomoléculas.

Algumas aplicacbes de SABs séo listadas na tabela 3.

Tabela 3: Aplicacbes de extracao de biomoléculas com SAB

Biomolécula Sistema
Pululanase PEG-Dx
Formaldeido desidrogenasse PEG-Dx
Fumarasse PEG-fosfato
B-galactosidade PEG-fosfato
a-glucosidade PEG-fosfato
Superdxido dismutase PEG-fosfato

L actato desidrogenasse PEG-aquafase

(COIMBRA, 2003).

2.2.3.1 Fundamentos sobr e a formacao dos SABs

A formacdo de duas fases durante o processo de mistura de solugbes 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 interacfes as responsavels 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 diferenca de potencial elétrico e do excesso de energia livre associados a
interface, do coeficiente de particdo de um soluto especifico, etc. (DA SILVA & LOH, 2006).

Para cada sistema, tém-se pares de componentes que possuirdo interagcbes

termodinamicamente favoréveis e pares que gerardo interagdes que aumentardo a energia livre do
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sistema e, por isto, serdo consideradas desfavoraveis. Naturalmente estas interacbes serdo
dependentes do estado termodinadmico do sistema, isto €, da composi¢do, temperatura e pressdo (DA
SILVA & LOH, 2006).

Para que ocorra a separacéo de fases entre duas solucfes aquosas de polimeros é necessario
gue a energia livre de Gibbs do sistema, quando os polimeros estdo em fases distintas, sgja
minimizada.

O critério termodindmico fundamental para o equilibrio de fases é a iguadade dos
potenciais quimicos ou eetroquimicos dos componentes em todas as fases do sistema (SMITH et
al., 2000; LEVINE, 1995).

Existem na literatura muitos modelos para representar o comportamento de fases dos
SAB’s. Estes tém sido desenvolvidos para descrever o mecanismo de separacdo de fases na
auséncia de dados experimentais. Esta tentativa visa facilitar a compreensdo das interagdes que
governam a particao de solutos e particulas em sistemas aquosos bifésicos (ZASLAVSKY, 1995).

O mecanismo molecular para a formacdo dos sistemas aguosos bifasicos que sera
apresentado a seguir foi proposto por Da Silva & Loh (2000) para sistemas formados por PEG
3350, sulfato de litio ou sulfato de sodio e &gua. Este modelo é fundamentado em dados
calorimétricos e em dados de equilibrio.

Para uma melhor compreensdo do mecanismo proposto, deve-se conhecer a estrutura
molecular do polimero, no caso do presente trabalho, o polietilenoglicol (PEG) [HO-(CH2-CH2-
O)n- H]. O polietileno glicol, (Figura 2), € formado por unidades de 6xido de etileno, em que cada
unidade contém sitios ativos (oxigénios portadores de pares de elétrons livres), onde sdo formadas

as interagdes com as moléculas de agua e com os ions dissociados do sal (cétions e anions).

O _H
7T
n

Figura 2: Férmulaestrutiral do polietilenoglicol.

Quando iniciamente, PEG, sal e 4gua sdo misturados, uma solucdo é formada em
decorréncia da energia livre de Gibbs (G) da solucdo ser menor do que o somatério das energias

livres de Gibbs dos componentes puros, como relacionado pela Equacéo :

Gy < G*peg"' G*QI + G*égua (2)

sendo Gg,. a energia livre de Gibbs; da solucéo, o asterisco corresponde a cada componente no seu
estado puro.
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Quando em determinada proporgdo os trés componentes sdo misturados, forma-se um
sistema aquoso bifésico. As duas fases liquidas seréo formadas aps 0 tempo necess&rio para que o
equilibrio sgja atingido. A formagdo do SAB ocorre, pois 0 somatério da energia livre de Gibbs de
cada fase € menor do que a energia livre de Gibbs do sistema homogéneo naquelas concentragdes
de polimero e de sal (Equagéo 3).

G"+ G® < Gy (3)

sendo G* e G as fases do sistema agquoso bifésico.

Desta forma, pode-se dizer que os SAB’s séo formados para diminuir a G de uma solucéo
aquosa de PEG, sa e &gua, pois em determinadas proporcdes destes componentes, 0 sistema
formado por duas fases separadas apresenta menor nivel energético, sendo mais favoravel do que a
solucdo. Sabendo-se que G é funcéo da entalpia e da entropia, pode-se concluir que sdo estas duas
propriedades termodinamicas que determinam a separagdo das fases em sistemas aquosos bifésicos.
Os SAB’s séo formados a partir da compensacéo dos fatores entélpicos e entropicos de forma que
se minimize a energialivre de Gibbs, a temperatura e pressdo constantes.

Para que a andlise entélpica de SAB’s compostos por polimero-sal-agua seja feita, deve-se
comparar os tipos e magnitudes das interagdes intermoleculares antes e depois da separacdo das
fases. Primeiramente, para que ocorra a mistura dos componentes puros, é necessario o rompimento
das interacBes entre as moléculas de agua (&gua-agua), assim como das interacbes entre as
moléculas do polimero (PEG-PEG) e do sa (ion-ion). Para romper estas interacOes, deve-se
fornecer energia ao sistema. E, a medida que estas interagBes sdo quebradas outras interagdes sdo
formadas, com liberacdo de energia, como as interacbes PEG-agua, ion-agua e PEG-ion. Desta
forma:

AgH=A5 H+ A, H+A H + A pH+ A H +4  H (4

endotérmicas .... exotérmicas

sendo AH a variagdo da entalpia. O subscrito a-a corresponde as interagdes entre as moléculas de
&gua, p-p entre as moléculas do polimero, s-s entre as moléculas do sal, a-p entre a &gua e 0
polimero, a-sentre adgua e o sal e p-sentre o polimero e o sal.

E, segundo dados experimentais de entalpia de solucdo, a dissolucéo de eletrolitos em
solugdo aquosa de PEG é um processo exotérmico (DA SILVA & LOH, 2000). Isto significa que na
formacdo de uma solucéo aquosa de PEG e sal a liberagdo de energia na formacéo das interacOes
(PEG-égua, ion-&gua e PEG-ion) é maior do que a quantidade de energia absorvida na quebra das

interacdes entre 0s componentes puros.
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Para avaliar o efeito entrépico, deve-se analisar a entropia de duas maneiras. em relagdo a
configuragdo (numero de formas diferentes de se arranjar as moléculas na solucdo) e em relagdo a
conformagdo (estrutura molecular).

Quando se mistura PEG, sal e &gua aumenta-se a entropia configuracional do sistema em
relacdo aos componentes nos estados puros, pois o aumento do tipo e da quantidade de substéncias
aumenta o nimero de formas diferentes de se arranjar as mesmas na solugdo. No entanto, as
interacbes PEG-4gua sdo caracterizadas pela formacdo de camadas de solvatacdo ao redor das
moléculas de PEG, diminuindo a entropia translacional das moléculas de agua. O mesmo é vélido
guando as interacBes ion-agua sdo estabelecidas, ou seja, 0 grau de liberdade tranglaciona das
moléculas de agua diminui devido a solvatacdo dos ions do sal. Mas, como ao mesmo tempo Sao
formadas interacBes ion-PEG, a entropia configuracional do sistema aumenta, ou sgja, para que 0s
fons se aproximem da cadeia do polimero, as moléculas de dgua que antes solvatavam os ions e 0
PEG devem ser afastadas (quebrando as camadas de solvatacao e liberando as moléculas de agua no
meio) possibilitando a aproximag&o do sal com o polimero e ainteracdo ion- PEG. A medida que as
moléculas de agua sfo liberadas das camadas de solvatacdo, o grau de liberdade translaciona das
mesmas aumenta, com conseqliente incremento da entropia configuracional do sistema.

A entropia conformacional do polimero ira variar com a sua concentracdo na solucéo. Em
solugdes diluidas do polimero, as ligacBes carbono-carbono estdo na forma TRANS, devido a sua
interacdo com as moléculas de &gua, tornando a cadeia da macromolécula linear. Ao concentrar
uma solugdo polimérica, a conformagdo muda espontaneamente para a forma CIS, pois as ligagdes
passam da forma TRANS para a CIS (enovelada e mais energética) aumentando a diferenca de
entropia entre as fases do sistema (CARVALHO, 2004).

A partir da definicdo da energia livre de Gibbs pode-se vincular os efeitos entdpicos e
entropicos:

AixG = AmixH =TAmix S )

sendo H aentalpia, S aentropia, T atemperatura e o subscrito mix relativo a mistura.

Destaforma, avariacéo da ental pia de solugcdo naformacéo da solucéo aguosa de PEG e sal
€ exotérmica, ou sgja, negativa e favoravel para a minimizagdo de G, mas ainda ndo se sabe se a
entropia do sistema é positiva ou negativa. Entdo, se pode dizer apenas que para que ocorra a
formacdo da solucéo aquosa de PEG e sal € necessario que a compensacdo dos fatores ental picos e
entropi cos resulte naminimizacéo da G.

Para que ocorra a separacao de fases na solucéo deve-se aumentar a concentracdo do sal até

gue ocorra a saturacaéo do polimero pelo sal. Esta saturacéo ndo implica que todos os sitios do PEG
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estejam ocupados pelos ions do sal, mas sim que o sistema atingiu um estado energético no qual a
formacdo de mais interagdes PEG-sal ndo é favoravel. O ponto de saturacdo € aquele em que a
densidade de cargas elétricas (dos cétions e anions) ao longo da cadeia do polimero atingiu um
ponto maximo. Este estado energético desfavoravel, que leva a saturacdo do polimero, pode ser
explicado pelo surgimento de forgas de caréter repulsivo devido a aproximacdo de cargas de mesmo
sina ou devido a mudangas na estrutura molecular da macromolécula. As variagdes na estrutura
molecular do polimero, e entdo na entropia conformacional do mesmo, podem ser provocadas por
alteracBes na concentracao da solugéo.

A adicdo de sal ao sistema saturado faz com que os ions fiquem livres na solugéo e voltem a
ser solvatados pelas moléculas de agua provocando a diminuicdo da entropia do sistema, com
consequente aumento da G. Neste ponto, 0 estado energético da solucéo aquosa de PEG e sal néo é
mais favoravel. O sistema, entdo, divide-se em duas fases, formando o SAB, sendo cada fase uma
solucdo aquosa de polimero e sal. Na maioria dos sistemas formados, 0 componente em maior
guantidade nas duas fases é a &gua, estando na sua maioria livre na solucdo, aumentando a entropia
do sistema. As moléculas de agua foram liberadas das camadas de solvatacdo ao redor do PEG e do
sal para que novas interacdes, principalmente do tipo PEG-PEG na fase superior e ion-ion na fase
inferior, pudessem ser formadas, 0 que aumenta a entropia do sistema.

A dissolucdo de eletrélitos em solucdo aquosa de PEG é um processo exotérmico,
entretanto no momento em que ocorre a saturagdo do PEG pelo sal ocorre um aumento da entalpia,
caracterizado por uma descontinuidade (ou seja, um salto) na curva que representa a entalpia de
dissolucéo do sal em uma solugéo de PEG (DA SILVA & LOH, 2000). Por conseguinte, para
minimizar a G e formar o SAB, considerando que a variagdo da ental pia neste processo € positiva e
desfavoravel, pode-se dizer que a variagdo da entropia deve ser positiva. Por conseguinte, a
formacdo de SAB’s € governada por fatores entropicos.

A mesma andlise pode ser feita para a adicdo de PEG ao sistema, considerando que a
proporgdo PEG/sal necesséria a saturagéo é a mesma nos dois casos. A soma de G da fase superior
com a G da fase inferior, e ainda com a G da interface (onde existe um excesso de energia em

relacdo as duas fases) é ainda menor do que a energialivre de Gibbs da solucéo.

2.2.3.2 Diagrama de fases

Para a utilizacdo de SAB é necess&io o conhecimento do comportamento das fases nos
sistemas. Para isto sdo construidos diagramas de fases para 0s componentes, nos quais as

composi¢Bes dos constituintes para a separacéo das fases séo determinadas.
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Nestes diagramas tém-se inUmeras informagdes, todas relacionadas a minimizacéo da
energia livre do sistema. Por exemplo, pode-se obter em quais composi¢des globais o sistema €
monofasico ou bifésico, sendo estas duas regifes demarcadas por uma linha denominada curva
binodal. Também sdo representadas as linhas de amarracéo (“tie lines"), que sdo retas que ligam
pontos no diagrama gue representam a composi ¢éo das duas fases em equilibrio. Qualquer conjunto
de pontos que pertencam a regido bifasica e que estejam sobre a mesma linha de amarracéo
fornecera fases superiores que possuirdo propriedades termodin@micas intensivas iguais (densidade,
volume molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo distintas as suas variaveis termodinamicas
extensivas (massa, volume, etc). Aplica-se 0 mesmo raciocinio para as fases inferiores formadas a
partir de composicbes globais localizadas sobre uma mesma linha de amarracéo (DA SILVA &
LOH, 2006).

A Figura 3 apresenta um exemplo de diagrama de fases mostrando a composi¢do das fases
em equilibrio. Convencionamente, os componentes presentes em maior quantidade nas fases
inferior e superior sdo representados no eixo das abscissas e das ordenadas, respectivamente. A
guantidade de agua é calculada por diferenca. A curva que divide aregido em duas fases é chamada
de curva hinodal ou curva de equilibrio. A regido acima da curva binodal é chamada de bifasicae a

abaixo, monofésica

" —= Binodal

/ —

20 +

% PEG

1 Fase

% Sal
Figura 3: Diagrama de fases genérico para um sistema contendo PEG e sal, expresso em

coordenadas retangul ares.

Para se estudar a separagdo de fases em SAB, faz-se uso de uma medida numérica de
referéncia para a composi¢ao das fases. O comprimento da linha de amarragdo, usual mente referido

como TLL, é um vaor empirico adequado para a utilizagdo como tal medida. O comprimento da
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linha de amarragdo, TLL, é um importante parémetro termodindmico, geralmente utilizado como
varidvel determinante dos processos de particdo dos solutos em SABs formados por diferentes

componentes e é cal culado pela Equagéo:

TLL = \[APEG]? +[ASal]? (6)

onde onde [APEG] e [ASal] correspondem a diferenca de concentracdo de PEG e sal nas fases
superior e inferior expressa em % em massa, respectivamente. Com o aumento do vaor do
parémetro TLL, aumenta-se a diferenca entre a fase superior e ainferior, em termos de propriedades
termodinémicas intensivas

Outra caracteristica importante dos diagramas de fases € ainclinacéo da linha de amarracéo,
usualmente definido como STL. A STL é uma medida de como a composi¢ao das fases pode variar
com a ateracdo de uma propriedade fisico-quimica, como a temperatura e a massa molar, por
exemplo (CARVALHO, 2004). O valor dainclinagcdo pode ser calculado por:

APEG
ASal

STL =

()

onde [APEG] e [ASal] foram definidas acima.

Outra particularidade de um diagrama de fases € o ponto critico (Pc). O ponto
critico é aquele no qual as propriedades fisico-quimicas (composicdo e volume, entre
outras) das duas fases sdo teoricamente iguais (ALBERTSSON, 1986). Quanto mais a
composi¢ao do sistema se aproxima do ponto critico, menor € a diferenca entre as fases, ou
segja, no ponto critico as composi¢oes e 0s volumes entre as fases séo teoricamente iguais.
No entanto, nas proximidades do ponto critico, pequenas ateracbes na composicdo dos
sistemas provocam drasticas mudancas, levando o sistema de uma para duas fases e vice-
versa (ALBERTSSON, 1986).

2.2.3.3 Constituintes das fases dos SABs

2.2.3.1 Polietilenoglicol (PEG)

O polietilenoglicol, HO-(CH,-CH,-O),-H, é um polimero sintético, ndo i6nico que
juntamente com 0s outros polimeros sintéticos, constitui a base para as indUstrias de plasticos,
embalagens, fibras, adesivos, tintas e esmaltes (MURRAY & JENKINS, 1994).
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Devido ao seu cardter ndo toxico, pode também ser usado em cosméticos, aimentos e
produtos farmacéuticos. O PEG teve sua utilizagdo em alimentos aprovada pelo FDA (Food and
Drug Administration), por ser considerado ndo antigénico e nd imunogénico. A induistria de
alimentos regulamentou sua utilizagdo como veiculo em adogantes de mesa (Portarian 38, de 13 de
janeiro de 1998) e suplementos vitaminicos e/ou minerais (Resolugdo RDC n 2, de 2 janeiro de
2001) (COIMBRA, 1995).

Pode ser empregado na separacdo de macromoléculas bioldgicas por meio de extracdo
liquido-liquido e de precipitacéo; é considerado um excelente agente precipitante na producdo de
cristais de proteinas, etapa decisiva na determinagdo da estrutura molecular das mesmas
(ANNUNZIATA et a, 2002).

2.2.3.2 Sais

Os sais nhorma mente usados para formacdo das fases sdo 0 Sulfato de Sodio, Sulfato de
Litio, Fosfato de Potassio monobasico e Fosfato de Potéssio dibasico.

O sulfato de Litio (LiSO,), possui solubilidade de 356,4 g L™, em 4gua a 18 °C. E um
componente de interesse tecnolégico com aplicacdes na deteccdo de radiacdo a laser, como um
elemento 6tico de transmisséo de imagens, na fabricacdo de cristais de altaresisténcia e naindustria
farmacéutica. Em elevadas temperaturas, apresenta altos valores de condutividade iénica, o que
torna possivel a sua aplicagdo na armazenagem de energia e em sistemas de conversdo. Pode ser
recuperado de solucdes através da adic¢éo de agentes precipitantes (como anti-solventes), sendo esta,
uma alternativa para a técnica de cristalizagdo por congelamento e vaporacdo (TABOADA, 2002).

O sulfato de Sadio (NaSO,4) € um sal branco, cristalino, com solubilidade em égua de 168,6
g L™ a18 °C. Apresenta pH entre 5,2 e 9,2 a 20 °C quando em solucdo de 50 g L™ de sulfato de
sédio em é&gua (MERCK, 2004). Possui larga aplicacdo industrial e em particular nas industrias
téxtil, de papel, detergente e vidro.

O Fosfato de Potéssio dibasico (K,HPO,) é branco, higroscépico, solivel em agua e
ligeiramente soltvel em & cool. Pode ser convertido em pirofosfato por ignicdo. A solucdo aquosa
formada com este sal € ligeiramente acaina (pH entre 8,7 e 9,3 quando em solucdo de 50 g/L de
&gua). Possui solubilidade em dguaigual a 1600 g L™ a20°C (SIGMA-ALDRICH, 2001). O fosfato
de potassio monobasico (KHPO,) também possui a cor branca e é granulado. Apresenta
solubilidade em &guaigual a222 g L™ a20°C. E insolvel em &cool. Apresenta pH entre 4,4 e 4,7
quando em solucéo de 50g L™ de &gua.
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2.2.4 Particdo de Proteinasem SABs

Em geral, a distribuicéo de proteinas entre as duas fases aquosas dos SABs é caracterizada
por um parametro denominado coeficiente de particdo, K, (DA SILVA & LOH, 2006).

Inimeras propriedades fisico-quimicas do sistema e da proteina determinam o valor de K.
Exemplos de fatores associados a proteina que influenciam sua distribuicéo entre as fases sdo: 0
tamanho, a conformagdo (estruturas secundéria, terciaria e quaternaria) e a composicao (estrutura
priméria), presenca de carga elétrica e hidrofobicidade (COLLEN et. al., 2001). Existem ainda
propriedades importantes das fases que contribuem nesta distribuicdo, como por exemplo, a
natureza quimica dos componentes formadores dos SABs (DA SILVA et. a., 2001), a massa molar
e a concentracdo dos polimeros, a presenca de ligantes ao longo da cadeia polimérica que possam
interagir especificamente com sitios da proteina (BROOKS et. a., 1994), pH e temperatura
(WAZIRI et. a., 2004).

Os mecanismos que governam a particdo de materiais biol 6gicos ndo so ainda entendidos
por completo. Sabe-se que o0 coeficiente de particdo é resultante de forcas de Van der Walls,
hidrofdbicas, ligacBes de hidrogénio e interacdes ibnicas das biomoléculas com as fases do sistema
(GUNDUZ & KORKMAZ, 2000).

2.2.4.1 Variaveis que Influenciam a Particio de Proteinas em SABs

Inimeras sdo as variaveis que influenciam a particdo de biomoléculas entre duas fases dos
SABs. Estas podem ser classificadas como variaveis inerentes ap préprio sistema (por exemplo:
componentes do sistema, massa molar do polimero, concentracdo do polimero ou do sal, pH e
temperatura) ou a proteina alvo (por exemplo: hidrofobicidade, distribuicdo de cargas, ponto
isoelétrico e massa molar) (COSTA et. a., 1998; COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et d., 2001;
OLIVEIRA et. al., 2003; TUBIO et al., 2004).

Entretanto, ao se fazer um estudo da particdo de biomoléculas € necess&rio conhecer os
dados de equilibrio para todos os sistemas. Para cada sistemas, sgja polimero/polimero ou
polimero/sal existe um diagrama de fases que define as proporgBes entre os componentes
formadores das fases (SOUZA, 2008). Alguns desses diagramas estdo disponiveis na literatura
(ALBERTSSON, 1986).

2.2.4.1.1 Efeito da Massa Molar (MM) do polimero sobre a Particao

A massa molar do polimero exerce influéncia sobre a particdo, aterando o equilibrio e 0

nimero de interacBes entre o polimero e a proteina.
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Em geral, 0 aumento da MM do polimero, que enriquece uma das fases, causara a migracéo
do biocomposto para a outra fase. Entretanto, este efeito diminui com o aumento da cadeia
polimérica. O efeito da alteracéo da MM do polimero é por sua vez dependente da MM da proteina
a ser particionada. Proteinas de grandes MMs, sdo mais influenciadas por mudangas da MM do
polimero do que as proteinas com baixas MMs. Por exemplo, ALBERTSSON (1986), usando os
sistemas PEG 6000 + Dex 40 e PEG 6000 + Dex 500 para particéo do citocromo C, observou que o
coeficiente de particdo da biomoléculafoi pouco afetado (de 0,18 para0,17) com a elevacdo daMM
da dextrana. Ja para a -galactosidase, de maior MM que o citocromo C, o coeficiente de particdo
aumentou de 0,24 para 1,59 nas mesmas condi¢cdes. Polimeros com diferentes MMs podem ser
usados para otimizar a separacao de proteinas de tamanhos variados.

MACHADO (1999), utilizando um sistema PEG + Maltodextrina (MD) para particdo de
células microbianas, observou que, com o aumento da MM do PEG, as células migraram para afase
inferior, rica em MD, diminuindo o K;. Um aumento da MM do PEG de 4.000 para 8.000 Da
provocou um decréscimo de 70 vezes no valor do coeficiente de particao.

GIRALDO-ZUNIGA et. a. (2001), empregando em SAB formado por PEG + fosfato de
potassio (FFP) para a separacdo de proteinas do soro de queijo, observaram que os coeficientes de
particdo da a-la diminuiram com o aumento da MM do PEG. Para a B-lg foi verificada uma
tendéncia inversa, isto é o crescimento de K com a elevagdo da MM do PEG, exceto para PEG
8.000.

2.2.4.1.2 Efeito da Concentracado dos polimer os sobr e a Particdo

Particulas como organelas e células fragmentadas sdo adsorvidas mais fortemente na
interface de SAB com o aumento da concentracéo dos polimeros. A elevacdo na concentracdo dos
polimeros normalmente provoca o deslocamento da curva binodal e do ponto critico além de alterar
a composicdo das fases. Como resultado, substéncias sollveis, a exemplo de proteinas, sdo
distribuidas preferenciamente para uma das fases, modificando assim o coeficiente de particéo
(ALBERTSSON et. d., 1990).

Na avaliacéo da particdo de células microbianas em SAB formados por PEG 4000 + MD,
MACHADO (1999) observou que o aumento da concentragcdo de PEG diminuiu K,, ou seja, quanto
maior a concentragdo de PEG maior numero de células de microbianas migraram para a fase

inferior, ricaem maltodextrina.

2.2.4.1.3 Efeito do Potencial Hidrogeni6nico sobre a Particdo

O Potencial Hidrogeniénico (pH) adtera as cargas da superficie das proteinas e,

consequentemente, 0 seu coeficiente de particdo (LEHNINGER, 1976). Um exemplo cléssico é a
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desnaturacdo de proteinas devido a reducdo do pH. A distribuicdo de proteinas desnaturadas em
solucdes liquidas é diferente daguela obtida em seu estado natural, por apresentarem area superficial
significativamente maior que na forma nativa. SCHMIDT et a (1994), constataram o aumento do
K, da a-amilase, de 0,7 para 20, com a elevagdo do pH de 5,3 para 9,5. 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 area superficial da forma desnaturada, mas também ao fato da superficie
exposta desta ser muito mais hidrofébica (ALBERTSSON, 1986). Como regra geral as proteinas
carregadas mais negativamente (nos casos em gue o pH € superior ao pl) tem maior afinidade pela

fase superior que é ricaem PEG.

2.2.4.1.4 Efeito da Adicéo de Sais sobre a Particéo

A presenca de sais em SAB polimero + polimero, é importante para o sucesso da particdo
de praticamente todas as espécies de moléculas e particulas celulares (ASENJO, 1990).
ALBERTSSON (1960) observou que a separacdo de fases em misturas contendo polieletrdlitos
depende fortemente da forga iénica e do tipo de ion presente no sistema. Em 1986, estudou com
detalhes a influéncia da adicdo de diferentes tipos de sais sobre o coeficiente de particdo de
proteinas em SAB formado por PEG + Dextrana.

A adicdo de sais, em SABs poliméricos, em concentracdes de (0,1 a 0,2) mol/L, gera uma
diferenca de potencial entre as fases, resultante da preferéncia dos ions salinos por uma das fases. A
presenca de cétions e de anions monovalentes diminuiu o K de proteinas carregadas negativamente
nas ordens Li* < NH; < Na' < Cs" < K" e F < CI" < Br < I, respectivamente. Para proteinas
carregadas positivamente a ordem acima é invertida. A presenca de anions divaentes fosfato,
sulfato e citrato aumentaram o K; da proteina relativo aos anions monovalentes (ALBERTSSON et
al, 1990). No caso de células microbianas, para sistemas PEG 400 + MD, foi verificado que o K
diminuiu com a adicdo de sal. Quando foi feita a adicdo de 0,9% de NaCl, o K, das células caiu
drasticamente de 0,84 para 0,08 (MACHADO, 1999).

Segundo Hatti — Kaul (2001), a contribuicdo do anion é mais importante do que do cétion
nainducdo da formac&o de fases. Este comportamento pode ser analisado considerando dois cétions
(ou dois anions) de mesma valéncia. Considerando dois ions de raios diferentes e, portanto
diferentes densidades de cargas, 0 ion de menor raio (e maior densidade de cargas) ird interagir
como PEG em maior proporcéo favorecendo ainteracdo sal - PEG, resultando na maior quantidade
de sal necessaria a saturagdo da cadeia do polimero e na diminuicdo da regido bifasica
(CARVALHO, 2004).
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Han e Lee (1997) observaram, para SAB PEG + Dex, que aincorporagao de sais de fosfato
ocasionou uma reducdo do Kr da BSA (Albumina de Soro Bovino) cuja superficie é carregada
negativamente. No entanto o Kr da lisozima, que é carregada positivamente, aumentou com a
adicdo de fosfato.

2.2.4.1.5 Efeito da Carga dos polimer os sobre a Particdo

Polietilenoglicdis carregados ionicamente, tém sido usados para direcionar a particdo de
proteinas. Carregados positivamente, como na forma de trimetilaminaPEG (TMA-PEG),
concentram compostos com carga negativa na fase superior, ricaem PEG. Os compostos com carga
positiva sdo entdo excluidos da fase rica em PEG. Polietilenoglicéis carregados negativamente

apresentam uma tendéncia de atuacdo inversa (ALBERTSSON, 1986).

2.2.4.1.6 Efeito dos Grupos hidrofdbicos sobre a Particéo

Quando sdo usadas baixas concentracdes de PEG carregados com grupos hidrof dbicos (em
torno de 1 mM), como por exemplo o palmitato, ocorre uma elevacéo da afinidade de proteinas com
sitios hidrof 6bicos pela fase superior (ALBERTSSON et al, 1990).

Diversos estudos relataram que o Kr de algumas proteinas com baixa hidrofobicidade ndo
foi significativamente afetado pela presenca de polimeros hidrofdébicos e sais na constituicdo das
fases. No entanto o Kr de uma proteina com alta superficie hidrofébica foi fortemente influenciado

pelo aumento da hidrofobicidade do polimero constituinte do SAB.

2.2.4.1.7 Efeito da Temper atura sobre a Particéo

A influéncia da temperatura sobre a particdo de biomoléculas é percebida de maneira
indireta. A temperatura pode levar a mudancas na viscosidade das fases ou na estrutura dos
polimeros alterando a formada curva binodal no diagrama de fases (CARVALHO, 2004).

A influéncia da temperatura é bastante complexa devido ao seu efeito na composicao das
fases em equilibrio, assm como a dteracdo da estrutura da biomolécula e desnaturacéo
(SARUBBO, 2000). Os sistemas com constituicdo proxima da composi¢céo do ponto critico sdo
mais afetados por mudancas de temperatura, devido a instabilidade inerente a essa regido. Um
deslocamento da curva binodal pode levar, facilmente, o sistema para a regido monofasica
(BAMBERGER et al., 1985).

FORCINITI & HALL (1991); ZASLAVSKY (1995) observaram para o sistema PEG e sal,
gue o aumento da temperatura favorece o aumento da concentracdo de PEG na fase superior do

sistema e consegiientemente ocorre uma reducéo da concentragdo do polimero nafase inferior.
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O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema, polimero / polimero ou
polimero / sal. Para SAB PEG + MD, foi observado um aumento da inclinagdo das linhas de
amarragdo com a elevacdo da temperatura do sistema (MACHADO, 1999). O mesmo
comportamento foi observado para sistemas PEG + Sal (SILVA, 2000).

Inimeros trabalhos relatam um aumento do coeficiente de particGo com a temperatura
(JOHANSSON et al., 1984); outros entretanto, ndo evidenciam a existéncia da relagdo entre o
coeficiente de particdo e a temperatura (TJERNELD et al., 1985). Ta condicdo demonstra a
necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o real efeito deste par@metro sobre a

particéo.

2.3 Espectrofotometria

O desenvolvimento de metodologias e estudos comparativos de metodologias
espectrof otométricas para a determinacdo de proteinas totais sempre foram de grande interesse para
profissionais, tanto ligados a industria de alimentos, laboratérios de analises clinicas, como para
pesquisadores de diversas areas.

O termo espectrofotometria designa um método de andlise baseado em medidas de absorcéo
de radiaco eletromagnética.

A técnica que aqui se descreve esta restrita a uma pequena regido de comprimento de onda
da radiacéo eletromagnética, que corresponde aluz visivel ou ultravioleta.

Quando a radiacdo interage com a matéria, certo nimero de processos pode ocorrer,
incluindo reflexd@o, espalhamento, absorgéo, fluorescéncial/fosforescéncia (absorgéo e reemisséo), e
reacOes fotoquimicas (absor¢do e quebra de ligagdes quimicas). Como a luz € uma forma de
energia, a absor¢do de luz pela matéria faz com que a quantidade de energia das moléculas (ou
atomos) aumente. O processo de absor¢do ocorre em nivel molecular. A absor¢do da radiacdo pela
molécula se d4, quando a energia que ela transporta é igual a diferenca entre dois niveis de energia;
nessa situacdo, a energia da radiacéo é transferida para a molécula

Cada molécula caracteriza-se por possuir niveis de energia moleculares quantizados, os
guais podem ser ocupados pelos elétrons das moléculas. Moléculas de substancias diferentes tém
diferentes niveis moleculares de energia, de maneira que cada substancia absorve a radiacdo
peculiarmente. Dito de outra forma, os comprimentos de onda que as substancias absorvem sao
caracteristicos da sua estrutura. Se forem levantados dados referentes a intensidade de luz absorvida
por uma substancia, em funcdo dos comprimentos de onda da radiagdo, obter-se-4 uma curva

chamada espectro de absorcéo da substancia. Cada substancia tem um espectro caracteristico e,

26



desse modo, para se identificar um material desconhecido, pode-se fazé-lo a partir de sua curva de
absorcéo, comparada com curvas de substancias conhecidas.

Uma vez conhecido o espectro de absor¢do de uma dada substancia pode-se também
determinar em gque quantidade essa substancia se apresenta em uma solugdo. Isso é feito através da
medida da intensidade de luz que atravessa a amostra. Uma solugdo quando iluminada por luz
branca, apresenta uma cor que é resultante da absorcdo relativa dos vérios comprimentos de onda
gue acompdem (ver figura4).

Far IR, -
i Micro- x-ray
Radio T IR | |uv ray

Figura 4: Espectro de radiacdo eletromagnética, com destaque para aregido do visivel.

Quando luz passa através de uma amostra ou quando €la é refletida de uma amostra, a

guantidade de luz absorvida € a diferenca entre aradiagéo incidente (lo) e aradiagdo transmitida (1).

v
v

A quantidade de luz absorvida é expressa tanto como transmitancia quanto absorbancia.

Transmitancia € dada normalmente em termos de uma fragcdo da radiacéo transmitida (1) ou
€como uma porcentagem e, é definida como:
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T =1/lo0u %T = (1/1) 100 (8)

A absorbancia é definida como:
A=-logT 9

A primeira formulaggo matematica relacionando transmitancia da luz com concentragdo de
uma substancia foi atribuida a Lambert em 1760, embora tenha sido comentado que Bouguer ja
tenha verificado este efeito em 1729:

T=1/lo=10" (10)

A lei de Lambert é idéntica a lei de Bouguer, exceto que esta relacionada com a
concentragcdo. A quantidade de luz absorvida € proporcional ao nimero de moléculas que absorvem

através da passagem da luz.

Combinando as duas leis resulta nalei de Beer-Bouguer-Lambert:

T=1/l,=10"* (11)

onde: ¢ = concentraco das espécies absorvedoras (expresso normalmenteem g L™ oumg L™).

De acordo com a Lei de Lambert-Beer intensidades da radiagdo incidente e emergente
podem ser relacionadas com as concentragbes do material presente na solucdo bem como a
disténcia percorrida pelo feixe luminoso através das amostras. Ou sgja, a absorbancia da luz a
cada comprimento de onda A é diretamente proporcional a concentracdo da solugdo contida na
cubeta, contudo, esta linearidade deixa de ocorrer a concentracfes muito elevadas da substancia.

Muitos métodos espectrofotométricos tém sido propostos ao longo dos anos, para a
determinagcdo de proteinas totais, entretanto, ndo existe uma metodologia considerada de uso
universal para todos os meios. Os métodos geralmente mais utilizados sdo o do biureto, de Lowry
(LOWRY et. a., 1951), do "Coomassie brilliant blue" BG-250 ou reagente de Bradford
(BRADFORD, 1976), do BCA ou reagente de Smith (SMITH et. al., 1985), e de absor¢do de
proteinas no ultravioleta (STOSCHECK, 1990). O método de Bradford € muito difundido por ser

rapido e bastante sensivel.
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2.3.1 O método de Bradford

O método de Bradford (BRADFORD, 1976), é uma técnica para a determinacdo de
proteinas totais que utiliza o corante de "Coomassie brilliant blue" BG-250. Este método é baseado
na interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoéacidos de
cadeias laterais basicas ou arométicas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de ato peso
molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma
anidnica, que absorve fortemente em 595 nm (COMPTON, 1985).

O método de Bradford (BRADFORD, 1976) € mais rapido e sensivel que o de Lowry e
Cols (LOWRY et. a., 1951), e tem sido utilizado para a determinagdo de proteinas totais em
diversos meios. plasma ou soro sangliineo (HUNN et. al., 1990; NISHI et. a., 1985), liqtor
(HISCHE et. al., 1982), sdliva humana (JEZANO et. al., 1986), produtos aimenticios (RICHARD
& PAQUIN, 1990), leite humano (KELLER & NEVILLE, 1986), tecidos de plantas (MARKS et.
a., 1985; MATTO et. a., 1987), suspensdes de células (GOGSTAD & KRUTNES, 1982), avidina
e estreptavidina (SHARMA & TIHON, 1988) e detergentes (ROSENTHAL, 1983).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Processos de Separacéo (LPS) do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Vigosa— MG.

3.1 Materiais

Reagentes

Polietilenoglicol 1500 g mol™ (SYNTH, Brasil);

e Polietilenoglicol 4000 g mol™ (ISOFAR, Brasil);

e Fosfato de potassio (monobasico e dibasico, VETEC, Brasil);
e Sulfato de Sodio (ECIBRA, Brasil);

e Sulfato delitio (VETEC, Brasil);

e Acido Propionico (ISOFAR, Brasil);

e |so— Propanol (VETEC, Brasil);

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, ndo necessitando de maiores

purificacoes.

Equipamentos

e Baangaanalitica(M-310, DENVER INSTRUMENT, USA);
e Agitador magnético (FISATON, Brasil);

e Centrifuga (5804, EPPENDORF, Alemanha);

e Banhotermostético (TE-184, TECNAL, Brasil);

o Espectrofotébmetro ( Cary 50, Varian, Austrdia)

3.2. Métodos

3.2.1 Sistemas detrabalho

Os dados de equilibrio para os sistemas aquosos bifésicos utilizados neste trabalho se
basearam nos diagramas de fases de sistemas compostos por polietilenoglicol, sal e agua obtidos por

CARVALHO (2004). A partir dos sistemas contendo PEG de massas molares (1500, e 4000 gmol ™

e do sal formador da fase (fosfato de potéssio, sulfato de litio e sulfato de sddio), foram obtidos os
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coeficientes de particdo da Glutenina, nas temperaturas de (5, 25, 35 e 45) °C em fungdo da
concentragdo do PEG (14, 16 e 18) % em massa e do tipo de sal. Apenas para o fostato de sodio e
sulfato de litio, as andlises foram feitas a (5 e 25) °C, pois ndo haviam dados de equilibrio para as

demais temperaturas. As andlises foram conduzidas em duplicata.

3.2.2 Quantificagdo do Contetido Protéico Total da Farinhade Trigo

Amostras de farinha de trigo foram utilizadas para determinacéo do teor protéico total da
farinha, quantificado pelo Método de Kjedahl (AOAC, 1995).

3.2.3 Prepar o da Solug&o de Glutenina usando Acido Propidnico

O preparo da solucdo de glutenina em &cido propionico foi realizado a partir de uma
adaptacéo da metodologia descrita por Sapirstein & Fu (1996), baseada no principio da solubilidade
das proteinas do trigo em solugdo de propanol-1 50%. As amostras foram preparadas misturando
aproximadamente 26,0 g de farinha de trigo com 17,0 g de agua deionizada, formando uma massa.
Foram entdo pesadas 8,0 g dessa massa e adicionados 10 mL de propanol-1 50%. As amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 g e o sobrenadante descartado. A adi¢do de propanol-1 50%
e a centrifugacdo foram repetidos 2 (duas) vezes. Foram entdo adicionados 10 mL de solucéo de
&cido propibnico 2%. A extracdo foi realizada por 60(sessenta) minutos, sob agitacdo mecanica

continua. A mistura protéicafoi centrifugada e o sobrenadante foi utilizado nos testes com SABSs.

3.2.4 Prepar o dos Sistemas Aquosos Bifasicos

Foram empregados sistemas contendo Polietilenoglicol (PEG) com massas molares médias
de (1500 e 4000) g mol * diferentes sais (Fosfato de Potéssio, Sulfato de Sddio e Sulfato de Litio) e
agua.

Os sistemas foram preparados a partir de solucdes aquosas estoques de PEG 50,0% (m/m) e
Sais 30% (m/m). Os valores de pH das solucdes salinas (Sulfato de Litio e Sulfato de Sodio) foram
iguais a 7 (sete), ndo necessitando gjustes. Para 0 preparo das soluces estoque de Fosfato de
Potassio, 0 gjuste do pH em 7,0 foi obtido adicionando Fosfato de Potassio monobésico e dibasico
na proporc¢do de 1:1,82, respectivamente.

Os sistemas foram obtidos adicionando quantidades adequadas das solugdes estoque de
PEG, sais, solucdo de proteina e &gua em tubos graduados de centrifuga, até alcancar uma massa

total de 12 g, sendo 2 mg a quantidade de proteina adicionada aos sistemas.
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Os tubos foram agitados manual mente por 5 minutos e ent&o centrifugados a 2000 g por 20
minutos, objetivando acelerar a formac&o de fases. Os sistemas foram mantidos em repouso por 14
horas em banho termostético na temperatura de trabalho (5, 25, 35 e 45) °C, para que o equilibrio

fosse atingido.

3.2.5 Quantificacdo da Proteina presente nas Fases dos SABs

A quantificacdo da proteina em cada fase do sistema foi feita segundo o método de
BRADFORD a 595 nm (BRADFORD, 1976), por meio da leitura da absorbancia em
espectofotbmetro Cary 50. A curva andlitica foi construida usando como padrdo a proteina
Albumina de Soro Bovino (BSA).

3.2.6 Calculo do Coeficiente de Particao

Foram conduzidos estudos de particdo em fungdo da massa molar do polimero (1500 e
4000), do tipo de sal, datemperatura utilizada (5, 25, 35 e 45) °C e das concentragdes do polimero.

Depois de atingido o equilibrio entre as fases, aiquotas das fases superiores foram coletas
com o0 auxilio de uma pipeta de Pasteur até uma altura que garantisse que a interface ndo fosse
perturbada. A fase inferior foi coletada com o auxilio de uma seringa de agulha longa de maneira
gue o minimo possivel de perturbacéo fosse provocado na interface. As fases foram colocadas em
recipientes com tampa e armazenados sob refrigeracéo até que as andlises fossem realizadas.

Aliguotas de cada fase tiveram seu contelido de proteina determinado pelo método de
Bradford a595 nm (BRADFORD, 1976). Uma curva andliticafoi construida usando como padréo a
proteina Albumina de Soro Bovino (BSA).

Para o célculo do coeficiente de particéo Kr, utilizou-se a equagao:

_[Plap
[Pl

(12)

inf

onde [P, € [Pline S80 as concentragdes de equilibrio da proteina particionada nas fases ricas em

PEG-(superior) e salina-(inferior), respectivamente.

3.2.7 Calculo do Comprimento da Linha de Amarracéo

A equagdo utilizada para o cdculo da linha de amarragdo (TLL) foi a mesma utilizada por
MAY EROFF et. a. (2004), na particdo da Candida moggi em SABs:
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TLL = \[APEG]? +[ASal]? (13)

Em que [APEG] e [AS4l]], correspondem a diferenca de concentracdo de PEG e sal nas fases

superior e inferior expressa em % em massa, respectivamente.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 Quantificacdo do conteido protéico total dafarinha detrigo

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos na quantificaco das proteinas totais da farinha
de trigo pelo Método de Kjedahl.

Tabela 4: Teor protéicototal dafarinhadetrigo

Parémetros Amostra01l Amostra 02
Massa (g) 0,26 0,25
Volume HCI (mL) 16,8 19,3
Fator de Correcéo HCI 30,24 30,24
Concentracdo (%om/m) 12,37 14,57

Segundo Hosney (1998), o teor de proteinatotal em farinhadetrigo tipo I, estd entre 12- 15
%. Os valores obtidos em duas repeticdes apresentou uma média de 13,46 % em massa, estando,

portanto dentro da faixa apresentada pelaliteratura, para o tipo de farinha utilizada .

4.2 Quantificacéo de proteina em solucao de acido propibnico

O contetido protéico em solugdo de acido propiénico foi quantificado de acordo com o
método de Bradford (BRADFORD, 1976) a 595 nm em espectrofotémetro UV, Cary 50. Para tanto,
foi construida uma curva analitica, usando como padrdo a proteina BSA (Albumina de Soro
Bovino).

Tradicionalmente, BSA, era utilizada como padr&o para quantificaco protéica resultante de
metabolismo celular (Lowry, et. al. 1995). Atualmente, tem sido largamente utilizada com 0 mesmo
fim para diferentes solucfes protéicas.

Para obtencdo da curva analitica foram feitas 10 medidas de absorbancia a 595 nm para
diferentes diluicdes. A tabela 5 apresenta os valores de absorbancia obtidos para solucdo de

gluteninaem &cido propibnico 2% e pH 7,0.

Tabela 5: Concentracado de glutenina em solucéo de acido propidnico

Parametros Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
AbsorbanciaMédia 0,87 0,89 0,88
Concentracdo (mg/mL) 0,67 0,72 0,71

O valor médio da concentragéo de glutenina para as trés repeticoes foi de 0,70 mg/mL.
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4.3 Estudos dos Sistemas Aquosos Bifasicos
4.3.1 Deter minagao do Coeficiente de Particdo da Proteina

O coeficiente de particéo foi calculado a partir de sistemas formados por PEG de diferentes
massas molares (1500 e 4000), trés diferentes sais (fosfato de potassio, sulfato de sodio e sulfato de
litio) e agua, em diferentes temperaturas (5, 25, 35 e 45) °C. Os resultados estdo dispostos de forma
gréficanasfiguras5A 7.

O comportamento de parti¢&o dos solutos nos SABs deve ser compreendido em termos das
interagbes intermoleculares que ocorrem no processo de transferéncia entre as fases. As interagoes
polimero-polimero, polimero-solvente, polimero-ion e ion-ion sdo dependentes da estrutura
polimérica, das concentragdes de sal e do polimero, da hidrataco das cadeias poliméricas e dos
jons. Além disso, as interagdes de todos os componentes dos SABs com o soluto particionante
também determinam o comportamento de transferéncia. Essas interacfes sd0 expressas no
par&metro termodindmico denominado energia livre de Gibbs (AG®). A avaiagdo de AG°® em
termos de processos moleculares é uma tarefa bastante complexa, pois envolvem pardmetros de
interacdes intermoleculares, AH°, e varidveisintermoleculares, AS°®, ambos relacionados a AG° pela
relacdo de Gibbs-Helmholtz, AG® = AH° - TAS®. Portanto, a avaliacdo do efeito isolado de cada
par@metro precisa ser feita com cuidado, posto que sempre existe uma interdependéncia entre eles.

Objetivando o0 entendimento do comportamento de particdo da glutenina nos SABs foi
aplicado um modelo desenvolvido por Haynes e colaboradores que se baseia na teoria de Flory-
Huggins. Este modelo fornece um conjunto simples de equacdes analiticas que possibilita a
identificac8o daforca motriz responsavel pela particéo de solutos em SABs.

Estes pesquisadores demonstraram que a parti¢éo da proteina em sistemas aguosos bifasicos
pode ser decomposta em uma forca motriz de natureza entrdpica e outra de natureza entalpica.

Nesta abordagem, a variacdo da entropia associada ao processo de transferéncia da glutenina é dada

pela equacéo:

Ink, :%{n—s—n—lj (14)

onde Kr representa o coeficiente de particao da proteina, M, o grau de polimerizacéo da proteina, p
0 nimero de sitios por unidade de volume de todo o sistema bifésico, n° é o nimero total de
molécul as na fase superior, enquanto que n' é o nimero total de moléculas presentes na fase inferior
e VS e V', os volumes das fases superior e inferior, respectivamente. Considerando ausentes as

contribui¢des de natureza entélpica para a particdo do soluto, a interpretacdo fisica que a equagdo
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fornece arespeito da contribuicdo entropica para a transferéncia da glutenina entre as fases é que os
valores de Ky, diferentes de 1 ocorrerdo apenas se 0 nimero de moléculas por unidade de volume,
nas duas fases, for diferente. Além disso, areferida equagdo mostra que o soluto particionara paraa
fase cuja densidade numérica de moléculas for maior. A densidade numérica das fases é
determinada, principalmente, pelas moléculas de &gua, cuja quantidade de substancia € bem maior
do que a dos outros componentes formadores das fases. A maior quantidade numérica de particulas,
por unidade de volume, na fase inferior é devida, portanto, a maior concentracdo de agua nesta fase
em relagdo afase superior. Esta maior densidade numéricafaz com que os solutos que se transferem
para esta fase, disponham de uma maior quantidade de formas distintas para se arranjarem,
contribuindo assim para uma maior minimizacdo da energialivre do sistema.

A contribuicgo da entalpia para a particdo da glutenina, segundo o modelo de Haynes é
dada pela equacdo:

M 2 3 o
In kp = _R_-If’|:i=l(i¢p)(¢is - ¢i| )gip - Z Z (¢.S¢Js - ¢il¢ij )gij (15)

i=1(i#p)j=i+1(j=p)

A Equacdo 15 expressa todas as interaces entalpicas que ocorrem dentro do sistema.
Podemos separar a contribuicdo entdlpica para a particdo da proteina em dois termos. O primeiro
termo refere-se a variagdo da energia entélpica do sistema devido a interacdo da glutenina com
todos os componentes presentes nas duas fases dos sistemas, em que gip representa a energia
resultante da formac&o 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 majoritéria do
componente com o qua a glutenina interaja mais ental picamente, isto €, tenha o valor de gp mais
negativo ( ou menos positivo). O segundo termo na Equacéo 15 representa a diferenca de contelido
entalpico de cada fase resultante das interacfes entre todos os diferentes componentes que formam
cada uma das distintas regides dos SABs, ou sgja, a variagdo da energia associada a transferéncia da
proteina da fase inferior para a superior. Este termo energético s depende da interacdo que ocorre
entre os componentes formadores das fases, ndo se leva em consideragdo a interagdo devida a
proteina.

A dependéncia que Ky, possui em relacdo a diferenca entre a energia total das fases superior
e inferior surge porque a transferéncia da glutenina entre essas fases implica necessariamente na
quebra e formacdo de novas interagbes. Assim a inser¢éo da glutenina na fase superior implica no
rompimento de interacdes entre PEG e agua para que ocorra a formagdo de uma cavidade na qual a
proteina particionada possa se alojar. Em adicdo, a saida da proteina da fase inferior possibilitara a

formacdo de novas interagdes entre os componentes, sal e &gua, que se concentram nafase inferior.
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A andlise do segundo termo da equacdo 15 prevé que a glutenina particonara para a fase
que se encontra num estado termodinémico de maior energia, isto &, para a fase que gastard menos
energia para a formacéo da cavidade. Nos SABs estudados neste trabalho, a fase rica em PEG é a
que possui maior contetido energético, visto que na fase inferior, rica em sal, as interagdes do tipo
jon-dipolo tornam significativamente menor sua energia. Tem-se, contudo, que a particdo de
biossolutos é governada pela soma das contribuigdes de natureza entrépica e entalpicas. Quando
uma dessas contribuicdes sobrepde a outra, esta é qguem governa 0 mecanismo de particdo. As
figuras 5 a 7 mostram a variagdo do coeficiente de particdo da glutenina em fungdo da massa molar
do polimero (1500 e 4000) para os SABs nos diferentes sais estudados. Este efeito ja foi estudado
por inlmeros pesguisadores, que relataram a dependéncia da variacdo da energia livre de Gibbs da
mistura, em relacdo a massa molar do polimero em funcéo de contribui¢Bes entdl picas e entrépicas.

Os resultados mostram, de forma geral, que a glutenina possui uma forte tendéncia em se
transferir para afase rica em polimero. Tem-se indicacdo que esse fluxo de moléculas de glutenina
para a fase superior é governado por aspectos de natureza entdlpica, sgjam eles devido a uma
interacdo direta entre a proteina e os componentes formadores da fase, ou a auto-energia de cada
fase. Uma das possiveis contribuicdes entalpicas para a transferéncia é a existéncia de uma
interacdo especifica entre a proteina e 0 PEG, ou sgja, a proteina se concentra, preferencialmente, na
fase enriquecida com o componente “i” com o0 qual interage mais fortemente. Nesse caso, pode ser
proposto que a causa da concentracdo da glutenina na fase superior é uma interagdo entélpica
especifica PEG-Glutenina. Caso fosse 0 efeito entrOpico a forga motriz para a transferéncia da

glutenina, esta seria concentrada na fase rica em sal, visto que esta possui maior densidade

numérica.
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Figura 5: Influéncia da massa molar do PEG sobre K, em funcdo da temperatura, para SABs
formados por PEG- FFP.
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Figura 6: Influéncia da massa molar do PEG sobre Kr, em funcdo da temperatura, para SABs
formados por PEG — Sulfato de Litio.
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Figura 7: Influéncia da massa molar do PEG sobre Kr, em funcdo da temperatura, para SABs
formados por PEG — Sulfato de Sodio.

Contudo, os resultados mostram também, que o efeito entdlpico sobre a particdo, diminui
com o aumento da cadeia polimérica. Naturalmente, este aumento no grau de polimerizagdo do
polimero formador do SAB acaba diminuindo a entropia configuracional da fase enriquecida pelo

mesmo, reduzindo o valor da entropia de transferéncia da proteina para esta fase, dito de outro
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modo, 0 aumento da cadeia polimérica aumenta a diferenca de entropia entre as fases do sistema, e
seu efeito sobre a particéo se torna mais pronunciado.

De acordo com o modelo proposto por Flory e Huggins, o processo de dissolucdo de um
polimero em um solvente tem demonstrado que, com 0 aumento da massa molar da macromol écula
ocorre uma diminuicdo na entropia de mistura. Isto ocorre porque com o incremento do tamanho da
cadeia polimérica aumenta-se também o vinculo entre as posiches espaciais dos diferentes
segmentos de uma mesma cadeia diminuindo significativamente o nimero de diferentes formas de

arranjo nas celas unitarias da rede (configuragdo).
4.3.2 Efeito da Temperatura sobreo K

Neste trabalho foi avaliado o efeito de diferentes temperaturas (5, 25, 35 e 45) °C sobre 0
coeficiente de particdo da proteina. Os resultados estdo representados nas figuras 8, 9 e 10, em
funcdo da massamolar do PEG (1500 e 4000) para cadatipo de sal utilizado.

Como a particdo de biossolutos é governada pela soma das contribuicbes de natureza
entropica e entalpicas, deve-se avaliar o efeito de cada variave interferente no processo de particao
em func&o dessas contribui¢des. Para avaliar a contribuicdo entropica, deve-se analisar a entropiade
duas maneiras: em relagdo a configuracdo (nimero de formas diferentes de se arranjar as moléculas
na solucéo) e em relacdo a conformagdo (estrutura molecular).

Quando energia na forma de calor é fornecida ao sistema e sua temperatura aumenta, a
energia interna aumenta, elevando a energia cinética média das moléculas, de modo que essas se
tornam mais livres para se movimentarem na solugdo, alterando a entropia configuracional do
sistema. Ao mesmo tempo, a entropia conformaciona do polimero é aterada, pois 0 aumento da
temperatura provoca o enovelamento da sua cadeia. 1sto ocorre devido a transicdo das ligacOes
carbono-carbono da forma TRANS (caracterizada pela conformacdo linear da macromolécula em
decorréncia das suas interagdes com as moléculas de agua) para a forma CIS (enovelada)
diminuindo o nimero de sitios ativos disponiveis para interacbes (CARVALHO, 2004).

As figuras mostram a variacdo do coeficiente de particdo da glutenina em funcdo da
temperatura para os sistemas formados por PEG- Li,SO,, PEG- NaSO, e PEG- K,PO,.

Pode-se observar que o comportamento descrito, de modo geral, é aquele de uma particdo
governada por contribuicdes entédlpicas, de acordo com o modelo proposto por Haynes. Os valores
de coeficiente de particdo para os sistemas formados por PEG- Li,SO, ¢ PEG- NaSO, foram
maiores que a unidade (k>1), evidenciando a preferéncia da proteina pela fase polimérica. Contudo,
pode-se observar que o coeficiente de particBo para esses sistemas, diminui com 0 aumento da

temperatura, isso porque, embora sgjam os efeitos entélpicos quem governa o comportamento de
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particdo, as contribuigdes entrdpicas também estdo presentes. E, como proposto por Carvaho
(2004), o aumento da temperatura promove uma diminuicdo dos sitios ativos do polimero
disponiveis para interacles, 0 que por sua vez, aumenta a diferenca de entropia entre as duas fases
do sistema e a contribuicdo entrdpica se torna mais pronunciada, tendo como conseqgiiéncia a
diminuicéo do K. A figura 8 mostra uma variagdo (diminuicdo) do K em 2 (duas) unidades quando
do incremento da temperatura de 5 para 25 °C. A diminuicdo do K com o aumento da temperatura
ocorre para 0s sistemas formados por PEG-Li,S0, e PEG- N&SO, em todos osvaloresde TLL.

E também observada uma influéncia significativa da natureza do €letrolito formador do
SAB sobre o valor do coeficiente de particdo da glutenina. Os sistemas formados por PEG- K,PO,
apresentaram um comportamento oposto ao proposto por Carvalho (2004) evidenciando

possivelmente a forte influéncia do eletrolito sobre o processo.
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Figura 8: Influéncia da temperatura sobre k, em funcdo da massa molar do polimero, para SABs
formados por PEG — Sulfato de Litio.
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Figura 9: Influéncia da temperatura sobre k, em funcdo da massa molar do polimero, para SABs
formados por PEG — Sulfato de Sodio.
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Figura 10: Influéncia da temperatura sobre k, em fun¢do da massa molar do polimero, para SABs
formados por PEG — Fosfato de Potéssio.

41



4.3.3 Efeito do Eletrdlito sobre o K

Fundamentando-se nas discussies anteriores, e a partir das figuras 8, 9 e 10 é verifica-se
gue existe uma influéncia exercida pelo eletrolito formador do SAB no processo de particdo da
glutenina. E observado um efeito significativo do tipo de sal formador do SAB sobre o valor do k da
proteina.

Os poucos estudos existentes na literatura sobre sistemas formados por sais de sulfato,
relatam que, por esses sais possuirem 0 mesmo anion, SO,* pode-se inferir que as diferencas no
comportamento de particdo de biossolutos nesses sistemas, se devem aos diferentes cétions
presentes nas suas estruturas. Os resultados sugerem que a mudanca do cation do eletrdlito
formador do SAB dtera a magnitude das interacdes intermoleculares, e como conseqliéncia, 0s
valores do coeficiente de particdo. Ono et. a., estudando as interacdes entre ions e PEG, obtiveram
um modelo quantitativo dessa interacdo e apresentaram a seguinte ordem de interac8o dos cétions
com o polimero: Li*>Na" > K*>Cs">Rb"

Da Silva e Loh (2005) tem discutido este diferente comportamento dos sais em termos do
modelo fundamentado numa interagdo entre o polimero e os diferentes cétions. Baseado nesse
modelo, quando solugdes aquosas de PEG e sais sd0 misturadas, o cétion e 0s grupos etilénicos do
polimero interagem via os pares eletronicos livres do &omo de oxigénio liberando agumas
moléculas de &gua que antes os solvatavam em um processo governado pelo aumento da entropia.
Com o incremento da concentragdo do eletrdlito, a interagdo caion-polimero continua até que
ocorra a saturag8o dos sitios da cadeia polimérica. Neste ponto, os ions sO poder&o interagir com
moléculas de &gua, reduzindo assim o grau de liberdade das mesmas e consequentemente
diminuindo a entropia do sistema. Assim, mesmo que o bissoluto apresente interagtes entélpicas
especificas com o polimero promovendo sua particdo para a fase superior, o coeficiente de particao
ira diminuir com o aumento da concentragdo do sal, uma vez que estes competirdo com a proteina
pela ligacdo dos sitios de reticulares do polimero, bem como pelas moléculas de agua daquela fase,
tendendo a proteina entdo a buscar possibilidades de ligacdo na fase inferior onde a densidade
numérica é maior.

Os resultados obtidos apresentam maiores valores de coeficiente de particdo da glutenina
guando o sal formador de fase é o sulfato de litio. Assim, a proposta feita por Da Silva e Loh
(2000), de formacdo de um pseudo-polication em sistemas formados por PEG e sulfatos, pode
justificar amaior preferéncia da glutenina pela fase polimérica quando o eletrdlito formador de fase
€0 LiSO,. A formagdo de um pseudo-policétion no SAB contribui para uma maior minimizacéo da

energia através de interagdes el etrostéticas da mol écula de proteina carregada negativamente com os
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complexos EO. Esta minimizag&o de energia € maior para pseudo-polication formado com o cétion
de Li* do que com aquele formado pelo cdtion Na'. Como conseqiiéncia, 0 processo de
transferéncia da proteina no sistema PEG/LiSO4/H,0O libera uma maior quantidade de energia do
gue no sistema PEG/Na,SO,/H,0.

Esta ordem de influéncia dos cations dos eletrolitos formadores do SAB também foi
encontrada em outros estudos de parti¢do, indicando esta influéncia como um comportamento geral
na particdo de anions em SABs PEG/ Sulfatos/H,O. Esse efeito no comportamento de particéo,
entretanto, ndo pode ser analisada para proteinas como uma varidvel isolada, uma vez, que a
particdo dessas em SABs depende de muitos outros fatores. A figura 11, por exemplo, apresenta
resultados que contrastam com o que até aqui foi apresentado para particdo em SABs formados por
sais de sulfato. O coeficiente de particdo da proteina aumenta com o incremento da concentracéo
desses sais no sistema, para a temperatura de 5 °C. Isto porque, a baixas temperaturas, o efeito da
contribuicdo entrdpica ndo € muito pronunciado. Contudo, ao se elevar atemperatura, o efeito dessa
contribuicéo se tornamais perceptivel e como conseqiiéncia tem-se a diminuicdo do Kr.

Asfiguras 11 a 15 apresentam o valor do coeficiente de particdo da glutenina em funcéo do

tipo e concentracdo do sal para cada temperatura estudada.
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Figura 11: Influéncia do tipo e concentracdo do sal sobre k, para SABs formados por PEG 1500,
Sais de fosfato de potassio (FFP), sulfato delitio (SL) e sulfato de sbdio (SS) a 5 °C.
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Figura 12: Influéncia do tipo e concentracdo de sal sobre k, para SABs formados por PEG 1500,
Sais de fosfato de potassio (FFP), sulfato de litio (SL) e sulfato de sddio (SS) a25°C .
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Figura 13: Influéncia do tipo e concentracéo de sal sobre k, para SABs formados por PEG 4000,
Sais de fosfato de potassio (FFP), sulfato delitio (SL) e sulfato de sddio (SS) a5°C.
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Figura 14: Influéncia do tipo e concentracéo de sal sobre k, para SABs formados por PEG 4000,
Sais de fosfato de potassio (FFP), sulfato delitio (SL) e sulfato de sddio (SS) a 25°C.

0 \

T

1 \‘\.

—=—SL
& FFP
—e—SL

5 8

11

Concentragéo de Sal (%m/m)

14

Figura 15: Influéncia do tipo e concentracéo de sal sobre k, para SABs formados por PEG 4000,
Sais de fosfato de potassio (FFP), sulfato delitio (SL) e sulfato de sddio (SS) a 35°C.

Os sistemas formados por sais de potassio apresentaram um comportamento semelhante.

Embora na literatura se tenha relatos de coeficientes de particio de biomoléculas em SABs

formados por FFP, superiores a SABs formados por Li,SO, , os resultados obtidos nesse trabalho
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tiveram um comportamento diferente. Como a composi¢ao do sal é importante na parti¢éo de todas
as espécies de moléculas e particulas celulares (COSTA et a., 1998), supBe-se que os baixos
valores de K, apresentados pela glutenina nos SABs formados por este sal é devido a contribuigdes
entropicas favoraveis. Contudo, € necessario que outros estudos sejam realizados a fim de elucidar a

real contribuic&o do fosfato sobre o coeficiente de particdo dessa proteina.
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5. CONCLUSOES

O estudo de paticdo da glutenina em sistemas aquosos bifésicos formados por
polietilenoglicol e diferentes eletrdlitos, se d4, para a maioria dos casos, com a sua concentragao na
fase superior, ricaem polimero.

O melhor sistemas para a separacdo da proteina foi formado por PEG 1500 / Sulfato delitio
a5°C. Apresentou k ~9,0 e Y% 89,0.

Considerando que a Unica proteina em solugdo é a glutenina e que essa ndo é quebrada
guando solubilizada e ainda que os SABs contituem um ambiente ameno de separagdo, conclui-se
gue a proteina encontrada em cada fase do sistema encontra-se intacta. Entretanto p/ validar essa
proposta, outros estudos devem ser feitos, como por exemplo, andlise calorimétrica de transferéncia
da PTN entre as fases, a fim de verificar se existe ou ndo uma energia associada a quebra de
interacoes.
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