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JARDIM, M. F. Modelagem e simulacao termodinamica de sistema aquoso bifasico de
fosfato de potassio + PEG para pré-purificacdo de lectinas recombinantes rcabo.
Itapetinga — BA: UESB, 2022. 65 p. Dissertagdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos; Area de Concentracio em Engenharia de Alimentos) *

RESUMO

Visando aperfeicoar a aplicacdo dos sistemas aquosos bifasicos (SAB) no processo de
purificacdo € necessario o conhecimento das interacbes que ocorrem no processo de
transferéncia da proteina nas fases. Os conhecimentos tedricos aliado a modelagem e a
simulacdo podem ajudar a escolher os sistemas que apresentem melhores valores de particao.
Diante disto, o objetivo deste trabalho é propor um modelo para predi¢do dos coeficientes de
particdo de biomoléculas em sistemas aquosos bifasicos, utilizando o modelo UNIFAC
(Universal Functional Activity Coefficient). Visto isso, primeiramenteforam obtidos dados de
equilibrio de sistemas compostos por polietilenoglicol (PEG 4000 g.mot: e PEG 6000 g.mol-),
sal (K:HPO./H3PO,) e agua em diferentes temperaturas T = (20, 25, 30 e 35) °C, totalizando 20
diagramas de fases, para cada PEG. Posteriormente foi realizado a particdo da lectina
recombinante obtida a partir de extrato de Canavalia Bonariensis. A eletroforese SDS-PAGE
foi realizada para acompanhar o estudo de particdo dessa proteina. O modelo UNIFAC
apresentou um ajuste satisfatorio dos sistemas analisados. A Cromatografia de excluséo
molecular com uma coluna SRT-C SEC foi utilizada para quantificacdo de proteina das fases
e interface coletada ap0s o processo de particdo. A rCaBo migriou preferencialmente paraa
interface e fase inferior na maioria dos sistemas. A particdo da proteina foi entropicamente
dirigida até a temperatura de 30°C, passando a ser entalpicamente dirigida de acordo com o
aumento da temperatura. O sistema em que foi encontrado maior concentracdo de lectina em
uma das fases foi a interface do ponto global 5, composto por PEG 4000 g.mol* +

K2HPO4/H3PO4 a 25°C, obtendo um valor de 86,052 %.

Palavras-chave: Particdo; proteinas recombinantes; Unifac; lectinas.

*QOrientadora (a): Renata Cristina Ferreira Bonomo, DSc., UESB. Co-orientadores: DSc.
Vanessa Santos Sampaio, DSc. Kyria Santiago do Nascimento.



JARDIM, M. F. Modeling and thermodynamic simulation of a two-phase aqueous
potassium phosphate + PEG system for pre-purification of rcabo recombinant lectins.
Itapetinga — BA: UESB, 2022. 65 p. Dissertation. (Master in Food Engineering and Science;
Area of Concentration in Food Engineering) *

SUMMARY

In order to improve the application of aqueous two-phase systems (ATPS) in the purification
process, it is necessary to know the interactions that occur in the process of transferring the
protein in the phases. Theoretical knowledge combined with modeling and simulation can
help to choose the systems that present the best partition values. Therefore, the objective of
this work is to propose a model to predict the partition coefficients of biomolecules in two-
phase aqueous systems, using the UNIFAC (Universal Functional Activity Coefficient)
model. Given this, firstly, equilibrium data were obtained from systems composed of
polyethylene glycol (PEG 4000 g.mol? and PEG 6000 g.mol?), salt (K2HPO4/H3sPO,) and
water at different temperatures T = (20, 25, 30 and 35) °C, totaling 20 phase diagrams, for
each PEG. Subsequently, the partition of the recombinant lectin obtained from Canavalia
Bonariensis extract was carried out. SDS-PAGE electrophoresis was performed to accompany
the partition study of this protein. The UNIFAC model presented a satisfactory fit of the
analyzed systems. Molecular exclusion chromatography with an SRT-C SEC column was
used for protein quantification of the phases and interface collected after the partitioning
process. rCaBo migrated preferentially to the interface and lower phase in most systems. The
protein partition was entropically directed until the temperature of 30°C, becoming
enthalpically directed with increasing temperature. The system in which the highest
concentration of lectin was found in one of the phases was the interface of the global point 5,
composed of PEG 4000 g.mol-1 + KaHPO4/H3PO4 at 25°C, obtaining a value of 86.052%.

Keywords: Partition; recombinant proteins; Unifac; lectins.

*Advisor (a): Renata Cristina Ferreira Bonomo, DSc., UESB. Co-advisors: DSc. Vanessa
Santos Sampaio, DSc. Kyria Santiago do Nascimento.



1. Introducéo

E denominado de sistema aquoso bifasico, os sistemas que contém duas ou mais
fases liquidas em equilibrio termodinamico, sendo muito Gtil para aplicagdes em extracdo e/ou
purificacdo de alguns compostos presentes em processos tecnoldgicos. O potencial dos
processos de extracdo liquido-liquido em sistemas aquosos bifasicos é alto, pois ambas as
fases sdo aquosas devido a predominancia de dgua na sua constituicdo, e por isso, tornam-se
um ambiente favordvel para biomoléculas (SILVA, 2020).

A aplicacdo do SAB para particdo de proteinas bem como para particdo de
biomoléculas no geral é amplamente difundida no meio cientifico por ser uma tecnologia
menos agressiva frente a outras existentes, o que € muito requerido, levando em conta a
sensibilidade destas em relagdo a temperaturas elevadas e solventes organicos toxicos
(NASCIMENTO, 2019). Séo diversos os fatores que afetam o equilibrio de fases em um
SAB, entre estes, por exemplo, temos a temperatura, a composic¢do global, o pH, a massa
molar dos constituintes e adi¢éo de eletrolitos (JUNQUEIRA, 2019).

O equilibrio liquido-liquido de um SAB ¢é representado por meio de diagramas de
fases ou de equilibrio. Esses diagramas séo Unicos e exclusivos para cada SAB em condicdes
pré estabelecidas de composicao, pH e temperatura e podem ser obtidos experimentalmente
ou por meio de modelos, empiricos ou tedricos, os quais fornecem informacdes a respeito das
composicBes de equilibrio das fases e das interacdes entre os componentes formadores da
mistura (MUNIZ, 2021).

Diversos modelos matematicos propostos para correlacionar dados de equilibrio de
fase e determinar coeficientes de atividade sdo encontrados na literatura. Um modelo
termodinamico que tem sido usado para prever dados de equilibrio liquido- liquido usando
métodos de contribuicdo de grupo € o modelo Universal Functional Activity Coefficient
(UNIFAC). Para implementar o modelo UNIFAC, é necessario realizar correlagdes dos dados
de atividade obtidos experimentalmente para obter parametros que caracterizem as interacdes
entre pares de grupos estruturais nos sistemas. Posteriormente, esses parametros podem ser
usados para prever coeficientesde atividades em outros sistemas que ndo foram estudados
experimentalmente, mas que conttm a mesma funcdo dos grupos tradicionais (DO
NASCIMENTO, 2018). A proposta deste modelo é calcular o coeficiente de atividade dos
componentes presents no sistema a partir da combinagédo de um termo residual, que quantifica
a contribuicdo entalpica dos componentes do sistema, com um termo combinatorial, que leva
em consideracdo a contribuicdo entropica (MUNIZ, 2021). Visando a predicdo do
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comportamento de particdo da lectina em sistemas envolvendo PEG + sal, em que existem
muito grupos de contribuicdo, 0 modelo matematico proposto pode ser adequado.

As lectinas sdo denominadas como proteinas ou glicoproteinas que apresenta como
caracteristica principal, o reconhecimento e a manutencdo de ligacdes especificas e
reversiveis a um mono ou oligossacarideo e quaisquer outras substancias que contenham
acucares, mantendo a estrutura covalente desses ligantes glicosidicos. Ainda, possui
capacidade de precipitar células, glicoconjugados e polissacarideos de fontes animais,
vegetais, virus e bactérias. No entanto as lectinas derivadas de plantas, que sdo empregadas
para todos os fins, tém algumas limitacdes, a comecar pela sua heterogeneidade genética da
fonte da planta, essas proteinas sdo misturas de varias isoformas o que limita seu uso em
métodos analiticos onde a especificidade € extremamente necessaria. Outro fator
enfrentado por elas é sua escalabilidade, seu rendimento é baixo e sofre de variagdes sazonais
e de lote a lote substanciais. Esses desafios limitam seu uso, pois o desempenho por lote varia,
aléem de outro problema que é ameaca a extincdo que algumas espécies sofrem como a
Canavalia bonariensis (KEOGH, 2014).

A producdo de lectinas por meio da tecnologia de DNA recombinante surge entdo,
como uma 6tima alternativa para superar todas essas dificuldades. A expressao dessa proteina
partir de uma unica sequéncia e a auséncia de modificacdo pds-traducao permite a expressao
de apenas uma unica lectina especifica com a oportunidade de amplia-la para a producédo
industrial (FERNANDEZ-POZA, 2021)

A lectina de sementes de Canavalia bonariensis (denominada CaBo) é especifica de
manose/glicose, € uma espécie nativa da regido Sul do pais, e € umas das que estd em fase de
extingcdo, fato este que dificulta uma melhor avaliacdo do potencial biotecnolégico da mesma
na sua forma selvagem. A capacidade de expressar e purificar uma proteina na sua forma
recombinante permite a obtencdo da proteina homogénea emgrande quantidade possibilitando
sua caracterizacdo estrutural, caracterizacdo bioldgica, e também seu uso como possivel
ferramenta biotecnolégica em escala laboratorial ou mesmo industrial (ROSANO;
CECCARELLI, 2014). A rCaBo é expressa em Escherichia coli e as caracteristicas de
especificidade a carboidrato da CaBo selvagem sdo preservadas. Nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo o estudo de equilibrio de fases de sistemas aquosos formados

por polietilenoglicol 4000 ou 6000 g'mol™ e sal fosfato de potassio K:HPO4 e da aplicacio

destes na pré-purificacdo da lectina recombinanterCaBo.
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2. Revisdo bibliografica
2.1.Sistemas aquosos bifésicos

A extragdo liquido-liquido trata-se de uma operacdo unitaria em que um composto
presente em uma fase liquida é transferido para um solvente de extracdo, resultando em duas
fases, uma enriquecida com o componente a ser separado e outra pobre. Para obter uma
extracdo eficiente, é preciso avaliar uma série de fatores que influenciam esse processo. Na
escolha do solvente é importante considerar alguns aspectos como a seletividade,
miscibilidade, densidade, viscosidade, estabilidade térmica e quimica. Um sistema aquoso
bifasico (SAB) é uma extracdo liquido-liquido, sendo formada quando dois componentes
hidrossollveis sdo misturados acima de determinadas concentrag@es criticas, resultando em
duas fases imisciveis em equilibrio termodindmico. As variaveis do processo também
interferem na particdo, e é importanteconsiderar a escolha dos constituintes do sistema e suas
concentragdes (SILVA, 2020), (MAGALHAES, 2021).

A aplicacdo do SAB para particio de proteinas bem como para particdo de
biomoléculas no geral é amplamente difundida no meio cientifico por ser uma tecnologia
menos agressiva frente a outras existentes, o que € muito requerido, levando em conta
sensibilidade destas em relacdo a temperaturas elevadas e solventes organicos toxicos
(NASCIMENTO, 2019). O custo da técnica € relativamente baixo e sua composicdo €
majoritariamente agua, tornando a sua utilizacdo mais reportada emestudos e publicacdes,
devido suas inumeras vantagens expostas. Nascimento (2019) utilizou o SAB para extragédo
de lipases de interesse bioldgico, Pignatta (2016) particionou a Albumina de Soro Bovino
através de SAB (PEG+ NazSOs + 4gua), Clementino (2019) fez a purificacdo apos a producéo
integrada de protease fibrinolitica de Mucor subtilissimus, também utilizando PEG+ Na2SO4

+ agua.

2.2.Tipos de sistemas

Os sistemas aquosos bifasicos podem ser formados por polimero-polimero,
polimero-sal, alcool-sal, liquido iénico-sal, sal-surfactante, polimero-surfactante, liquido
idnico-surfactante, surfactante-surfactante, dentre outras possiveis combina¢fes (BARRETO
et al., 2019; PIMENTEL et al., 2017; DIMITRIJEVIC et al., 2020;SALABAT et al., 2010;
LIU et al., 2016; ESCUDERO et al., 2019; DAI et al., 2015).

A aplicabilidade dos sistemas citados sdo comumente presentes em trabalhos de
particdo, alguns estudos apresentam modificagdes e trazem novos sistemas para 0 processo de
extracdo por SAB, seja com o objetivo de aperfeigoar o processo ou desenvolver um novo

método com potencial de aplicabilidade especifico. Junqueira (2019) verificou a formagdo de
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novos SAB’s a partir de surfactantes como agentes moduladores da particdo, com objetivo de
conseguir diagramas de fases de sistemas aquosos bifasicos micelares inéditos, Li (2013)
utilizou um sistema aquoso bifasico de n-propanol e citrato de potassio com intuito de
otimizar a extracdo de cloranfenicol em carnes, Michel e colaboradores (2015) utilizou
liquidos ibnicos na particdo de proteinas de soro de leite, Souza (2015) utilizou SAB baseado
em Tetrahidrofurano na parti¢cdo de Diuron, Veloso (2018) utilizou novos componentes mais
seguros ambientalmente no SAB para determinagdo de corantes sintéticos em amostras
alimenticias. E perceptivel que a utilizacio do processo é abrangente e novas tecnologias vém
sendo estudadas a cada dia para torna-la ainda mais eficiente e usual.

O polietilenoglicol (PEG), polimero de utilizagdo comum nesse tipo de sistema, é
um polimero sintético obtido da reacdo de polimerizacdo de éxido de etileno. Este pode ser
encontrado na forma liquida ou na forma solida, dependendo da sua massa molar.Estes s&o
comumente utilizados por serem facilmente encontrados a baixo custo, possuirem elevada
capacidade de formacdo de fases com outros polimeros neutros, bem como sais,
principalmente devido aos grupos hidroxila terminais nas cadeias poliméricas que sdo
responsaveis por sua hidrofilicidade. Alem disso, solu¢cdes de PEG de massa molar menor
apresentam baixa viscosidade e tensdo interfacial (SILVA, 2020; BLATKIEWICZ et al.,
2018).

Blatkiewicz et al. (2018), ainda fala que solucdes de sais de fosfato, a exemplo do
fosfato de potassio, em valores de pH igual ou superior a 7,0 mantém a estabilidade de
biomoléculas que apresentam maior atividade em meios alcalinos. Tais caracteristicas
explicam o motivo pelo qual a literatura reporta tantos estudos de dados de equilibrio liquido-
liguido de sistemas formados PEG/fosfato bem como a utilizacdo desses sistemas em
processos de particdo de biomoléculas (KHAYATI e GHOLITABAR, 2016; YAN et al.,
2018).

2.3. Diagrama de Fases
O diagrama de fases mostra a representacdo da composicdo quimica das duasfases

gue se encontram em equilibrio:
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Figura 1. Diagrama de fases de coordenadas retangulares
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Fonte: PINTO, 2016.

Nos estudos de particdo, utiliza-se esta representacdo grafica como uma ferramenta
primordial para iniciar o processo de extracdo, pois a partir dele, conseguimos dizer com
quais gradientes de concentracfes, os sistemas de duas fases sdo formados. O eixo das
abscissas representa a concentracdo do componente 1 em porcentagem massica % (m/m), bem
como o eixo das ordenadas a concentragcdo do componente 2, também em porcentagem
massica. O diagrama informa em quais composicGes globais o sistema é homogéneo ou
heterogéneo (LEITE, 2010),(LAUGHLIN; MASSALKI, 2021).

A Linha Binodal (LB) separa essas duas regifes, uma monofasica e outra bifasica.
Na regido abaixo dessa linha o sistema é monofasico ja na regido acima o sistema € bifasico.
Também compde o diagrama, as linhas de amarracdo (LA), elas nos mostram a concentracao
dos solutos nas duas fases em equilibrio (fase superior e inferior) para uma determinada
composicao global (A) do sistema.

Recentemente, dois parametros tém sido freqlientemente avaliados a fim de se
estender a compreensao a respeito do processo de formacdo do SAB. Séo eles o efeito salting-
out e o volume efetivo de exclusdo (EEV). O efeito salting-out é um fendmeno induzido pela
presenca de ions em um determinado meio. Segundo Fu et al. (2019), a quantificacdo do
efeito salting-out em um SAB pode refletir a tendéncia de um eletrolito inorganico induzir a
segregacdo de uma pequena molécula organica de uma fase para outra. A escolha de um sal
com habilidade salting-out elevada influencia de maneira significante a formacdo de um
sistema aquoso bifasico. Isso porque entende-se que quanto maior o efeito salting-out de um
sal/ion, menor a sua quantidade minima necessaria para ocasionar a formacao de duas fases
(PIMENTEL et al., 2017). Alguns estudos confirmam esse fato, mostrando que quanto maior
a habilidade salting-out do sal sob os dados de equilibrio, maior a regido bifasica para os
sistemas estudados (FU etal., 2019; KHAYATI et al., 2016.
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O conhecimento dos dados de equilibrio é fundamental para a utilizacdo do SAB no
processo de extracdo/purificacdo. Partindo desse fato, para utilizacdo dos SAB em processos
de particdo, ha necessidade do estudo dos diagramas de equilibrio de fasesuma vez que estes
sdo utilizados como ponto inicial para o desenvolvimento de um processo de separagdo de
biomoléculas eficiente (LAUGHLIN; MASSALKI, 2021); (MUNIZ, 2021).

O coeficiente de particdo (Kp) € um pardmetro também muito importante a ser
avaliado, pois é definido como a razdo entre a concentragdo do componente de interesse na
fase superior e inferior, respectivamente, no momento em que o sistema entra em equilibrio. E
sempre desejado em uma separagdo utilizando SAB, que as fases tenham valores distintos,
para que a separacdo se realize de forma integral ou préximo a issopara uma das duas fases
(BARROS, 2016).

2.4.Influéncias na formacédo de um SAB

Quando é formado um sistema aquoso bifasico, se inicia um complexo equilibrio
liquido-liquido e 0 que coordena esse equilibrio sdo principalmente os aspectos relacionados
aos efeitos entropicos e entalpicos em relacdo a hidratacdo dos componentes que formam o
sistema. Sdo diversos os fatores que afetam o equilibrio de fases em um SAB, entre estes, por
exemplo, temos a temperatura, a composicéo global, o pH, a massa molar dos constituintes e
forca idnica das solucdes salinas (JUNQUEIRA, 2019).

Um fatores mais importantes a ser estudado é a temperatura, pois ela pode afetar
diretamente a distribuicdo dos constituintes entre as fases em equilibrio do sistema, levando
até a um deslocamento da curva binodal dependendo do sistema e isso interfere no
comprimento da linha de amarracdo e o tamanho da regido bifasica (RENGIFO, 2015).

Outro fator importante ¢ a massa molar do polimero, pois 0 aumento da mesma
promovera variacdes na regido bifasica. Mais precisamente, quanto maior for a massa molar
do polimero no sistema, para uma determinada composicdo de fases, menor sera a
concentracdo necessaria, desse mesmo polimero, para que ocorra separacdo de fases
(RENGIFO, 2015), menor sera a particdo de material biologico para a fase rica em polimero e
menor serd o volume de solvent disponivel, o que implica em uma diminuicdo de solubilidade
das biomoléculas na fase rica em polimero e assim, uma diminuicdo do coeficiente de particao
(DA COSTA, 2010). Estudos de Pinto (2016) e Carvalho (2017) verificaram que a utilizacdo
do polietileno glicol (PEG) em massas moleculares menores (400 g.mol™) obtiveram um
resultado melhor na purificacdo de lectina ConBol e extracdo de &cido monometilarsdnico,

respectivamente. Em contra partida Carvalho (2004) observou que a adigdo de um polimero
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com maior massa molar levou a um aumento da regido bifasica do sistema. Isso indica que o
analito, assim comoo tipo e concentracdo de sal tem grande efeito na formagao de um sistema
aquoso bifasico eficiente.

A adicdo do sal no equilibrio liquido-liquido introduz forcas idnicas que afetamo
equilibrio. Quando os ions sofrem hidratacdo, uma parte das moléculas de agua torna- se
indisponivel para realizar outros tipos de intera¢cdes. Ananthapadmanabhan e Goddard (1987)
postularam ap6s seus estudos, que anions com uma maior valéncia sdo melhores agentes
salting-out do que anions com valéncia mais baixa, porque o &nion torna-se mais hidratado e
assim diminui a quantidade disponivel para hidratar o PEG. Quando confrontamos ions com
diferentes raios e, consequentemente diferentes densidades de carga, o ion de menor raio (e
maior densidade de carga) ird interagir com o PEG em maior proporcdo, favorecendo a
interacdo entre PEG/sal, necessitando entdo de uma maior quantidade de sal para saturacao da
cadeia do polimero e na diminuicdo da regido bifasica (CARVALHO, 2004).

Em relacdo ao pH, mudangas neste podem promover uma alteracdo nas cargas da
superficie da proteina e assim, modifica tambem seu coeficiente de particdo, além de sua
reducdo causar um deslocamento da curva de equilibrio para a direita, resultando na
necessidade de concentracdes do componentes mais elevadas para a formacao das duas fases
liguidas. Tambem pode acontecer do pH induzir mudangas conformacionais nas estruturas das
biomoléculas, provocando a alteracdo no comportamento de separagdo da mesma (DA
COSTA, 2010).

O mecanismo molecular por trés da separacdo de fase &€ governado pelo equilibrio
termodindmico do sistema, de acordo com o tipo e a natureza quimica dos componentes
formadores de fase. Desta forma, a formacéo das duas fases dos sistemas aquosos bifasicos
dependera das interacdes intermoleculares entre os constituintes formadores do sistema. O
conhecimento e entendimento da formacédo das fases é imprescindivel para o desenvolvimento

de modelos que possam predizer o equilibrio de fases.

3. Modelagem termodinamica
A separacdo de fases durante um processo de mistura de solugbes aquosas é
significativamente influenciado pelas interacdes intermoleculares entre 0s constituintes
formadores do sistema e das contribui¢bes entropicas resultantes do processo de mistura,
expressa em termos de energia livre de mistura (AmixG) (LAUGHLIN; LOH, 2006). A forca
motriz para transferéncia de massa e quantificacdo dos componentes das fases de um sistema
sdo as relagdes de equlibrio. De modo geral, o equilibrio de fases é representado pela
contribuicdo da isofugacidade (RODRIGUES e GONCALVES, 2016). Isto é, para um
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sistema de multiplas fases em equilibrio termodindmico, as fugacidades de cada um dos

componentes em cada uma das fases séo iguais, como mostra a Eq. (1):
fe= fP=r=f"
onde: £ £P e f™ sho as fugacidades do componente i nas fases @, B e m,
respectivamente.
As fugacidades sdo geralmente representadas pelo coeficiente de fugacidade, quando
ha uma fase vapor envolvida, ou pelo coeficiente de atividade, quando ha fase liquida

envolvida (y). No equilibrio liquido-liquido, as fugacidades sdo representadas pelo coeficiente
de atividade, através da Eq. (2).

— BB
(v =x7y; (2)
Em que: x{ e x; sdo as fracbes molares do componente i nas fases a e p,

respectivamente; e y{ e y; e o coeficiente de atividade do componente i nas fases a e £,
respectivamente.

Esse coeficiente de atividade ird dimensionar a quantidade em que uma solucéo se
afasta de um comportamento que seria o ideal. Tal pardmetro termodinamico esta associado
aos possiveis arranjos moleculares de um ou mais componentes em solucéo e com a formacéo
ou quebra de ligacdes intermoleculares no processo de mistura. (MUNIZ, 2021). Sendo assim,
para uma analise termodinamica correta do equiblibrio de fases, sdo necessarias expressoes
analiticas confiaveis para os coeficientes de fugacidade ou de atividade, que permitam uma
descricdo confiavel da dependéncia de concentragdo, temperatura e pressdo dessas
propriedades para sistemas binarios, ternarios ou multicomponente (GMEHLING et al.,
2015). As relacGes a seguir correlacionam o coeficiente de atividade com a energia livre de
Gibbs molar de excesso (GE) (SMITH et al., 2007).

aGE
RTIny; = (W) TPy (3)

GE
Iny; = —(4)

Em que: R € a constante dos gases ideais (J.mol*K™); T é a temperatura (K); GE ¢ a
energia livre de Gibbs molar de excesso; yi € o coeficiente de atividade.

Diversas propriedades de mistura podem ser determinadas por meio do uso de
relagbes termodindmicas com base no conhecimento do comportamento da energia livre de
Gibbs molar de excesso (GE), entdo, o comportamento do equilibrio de fases de um sistema

pode ser determinado medindo um nimero relativamente pequeno de dados de equilibrio. Isso
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é possivel considerando as relagdes de energia de Gibbs com outras propriedades
termodindmicas como propriedades parciais molares, coeficientes de atividade e outras
propriedades de excesso (DANIELSKI e STRAGEVITCH, 2019). Na literatura sao
encontrados diversos modelos matematicos propostos para correlacionar dados de equilibrio
de fase e determinar coeficientes de atividade (DANIELSKI e STRAGEVITCH, 2019). Esses
modelos podem ser classificados, de acordo com o referencial termodinamico teorico, em
semi-empiricos, como por exemplo, o0 modelo de Margules, Ridlich Kister e van Laar; 0s
modelos tedricos baseados no conceito de composicdo local, como o modelo de Wilson,
NRTL e UNIQUAC e os modelos de contribuicdo de grupos, destacando se os modelos
UNIFAC E ASOG (MUNIZ, 2021).

Esses modelos tedricos que se baseiam no conceito de composi¢do local estudam o
comportamento molecular de solugdes liquidas. Tal conceito deixa a entender que a
composicdo local seja diferente da composicdo global da solugcdo devido as forcas de
interacdo intermolecular. Ou seja, dentro destas solucdes, as diferencas no tamanho molecular
e das forcas intermoleculares dos componentes sdo supostamente resultantes das orientagdes
moleculares de curto alcance e ndo aleatorias das composicoes locais e ndo da composicao
global de mistura (GMEHLING et al., 2015). O primeiro modelo para o comportamento de
solugdes foi proposto por G. M. Wilson (1964), conhecido como equacdo de Wilson. Esta
equacdo foi a base para outros modelos como a equacdo NRTL (Non-RandomTwo-Liquid) de
Renon e Prausnitz (RENON E PRAUSNITZ, 1968) e a equacdo de Abrams e Prausnitz
(1975), UNIQUAC (UNIlversal QUAsi-Chemical), da qual se originou posteriormente o
modelo UNIFAC, que determina os coeficientes de atividade a partir da contribuicdo de
grupos que compdem as moléculas do sistema. Os modelos de contribuicdo de grupos
também sdo conhecidos como métodos aditivos e assumem que as moléculas sdo divididas em
grupos que podem ser atomos individuais ou conjunto de atomos. A contribuicdo de cada
grupo é representada por parametros de interacdo binaria e o somatorio das contribuicbes de
varios pares de grupos representa a interacao entre um par de moléculas (KHALIFA e LUE,
2017; GANI, 2019). A suposicdo fundamental admitida pelo método de contribuicdo de
grupos é que o logaritmo do coeficiente de atividade possui uma parte combinatorial e outra
residual. A primeira diz respeito a contribuicdo entropica, isto é, aos diferentes tamanhos e
formas que as moléculas podem assumir. O segundo termo esta relacionado com a energia
associada as interacdes no meio, representando a contribuicdo entalpica (FREDENSLUND et
al., 1977; ROBLES et al., 2016).

A determinacdo experimental de dados de equilibrio e dos parametros
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termodinamicos requerem tempo e investimentos financeiros. Estes fatores tém incentivado
cada vez mais os pesquisadores a desenvolverem modelos e abordagens teoricas para estima-
los de maneira rapida e eficiente. Dessa forma, a utilizacdo de modelagens termodindmicas
como mecanismo de aprimorar o conhecimento a respeito do equilibrio de fases em SAB tem

crescido progressivamente.

Os modelo termodinadmicos e sua utilizacdo para predicdo de dados de equilibrio de
sistemas aquosos bifasicos se constitui uma boa ferramenta de otimizacdo dessa técnica em
processos de recuperagdo de compostos, uma vez que a ocorréncia de baixos desvios entre
composicdes de equilibrio experimentais e estimadas possibilita a utilizacdo dos mesmos para
predicdo de novos dados sem que haja a necessidade de determinacdo experimental. Segundo
alguns autores, uma das melhores abordagem é o modelo UNIFAC, constituindo-se uma
ferramenta promissora o projeto, otimizacéo e operacdo de processos (LETYANINA et al.,
2016; SANTIAGO et al., 2010).

3.1. Meétodo UNIquac Functional-group Activity Coefficient (UNIFAC)

O modelo UNIFAC (Functional-group activity coefficient), proposto por
Fredenslund, Jones e Prausnitz (1975), foi desenvolvido incialmente com o intuito de
solucionar problemas relacionados a necessidade de predicdo de dados de equilibrio vapor-
liquido (EVL) (DANIELSKI e STRAGEVITCH, 2019). Entretanto devido a sua flexibilidade
e confiabilidade, o modelo foi extendido, sendo aplicavel para predizer tanto dados de
equilibrio de fases quanto de propriedades termoquimicas dos mais variados sistemas
(LETYANINA et al., 2016). Por esta razdo, o0 modelo UNIFAC é um dos mais utilizados
dentre os métodos de contribuicdo de grupos em SAB (BARRETO et al, 2019;
NASCIMENTO et al., 2018; PIMENTEL et al., 2017).

A proposta do modelo UNIFAC (Functional-group activity coefficient) € combinar o
conceito de solucdo de grupos para a parte residual (yiR) com o modelo UNIQUAC
(Universal Quasi-Chemical) para a parte combinatoérial (yiC), como mostra a Eq. (5).

Iny; = Inyf + InyR (5)

Em que: Inyf e InyR séo a parte combinatorial e residual do coeficiente de atividade
do componente i, respectivamente.

A parte combinatorial (InyS) do modelo leva em consideracdo a contribuicdo da
entropia configuracional, isto é, a influéncia do tamanho e da forma das moléculas em
solucBes ndo ideais. Cada grupo funcional é caracterizado por dois parametros de estrutura:
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um em relacdo ao volume de van der Waals (ri) e outro com a &rea superficial de van der

Waals (qi). A Eg. (6) demonstra como termo combinatorial do modelo UNIFAC é calculado:

_ GE @i z 0i . @i
lny,f = E_ ;4‘ E qilna+ li — ; Zijlj (6)
Em que:
TiXj
=5 S rl)

Em que: z é o numero de coordenacdo, geralmente adotado igual a 10; ¢i é a fracdo
de volume da molécula i; 6i é a fragdo de superficie da molécula i.
Os parametros 77e ¢/ sdo calculados como a soma dos parametros de area e volume
dos grupos:
1= 2k VK(i) Rk(8)
= Zk VK(i) Qx(9)
Que, por sua vez, sdo calculados a partir da area superficial e volume dos grupos de
van der Waals, dados por Bondi (1968):

= 2 (10)

15.17
Qx = 2::1k09( 1)

Onde: Vi € 0 volume de van der Waals do grupo k na molécula i; Awr é a area
superficial de van der Waals do grupo k na molécula i. Os fatores de normalizacdo 15.17 e
2.5x10° foram determinados por Abrams e Prausnitz (1975), correspondendo ao volume e a
area superficial externa de uma unidade CH> em polietileno. A parte residual leva em
consideracdo a soma das contribuicBes individuais de cada grupo do soluto presentes na
solugcdo menos a soma das contribuicdes individuais dos mesmos grupos no componente puro
(FREDENSLUND et al., 1975). Este termo constitui a chamada “solu¢do por grupo”, no qual
as contribuicdes individuais de cada grupo sdo funcBGes da concentracdo e da temperatura
(WILSON e DEAL, 1962). O termo residual quantifica as interaces intermoleculares dos

grupos dos componentes, refere-se a contribuicdo entalpica.
GE j
iy = & = Svd (i, — L") (12)

Em que 'k é o coeficiente de atividade da parte residual do grupo k na solugéo; Fk(i) é
o coeficiente de atividade residual do grupo k numa solucdo referéncia contendo unicamente
moléculas do tipoie k =1, 2, ...n, sendo n o nimero de diferentes grupos na mistura.

Os coeficientes de atividade residuais, I', sao dados pela Eq. (13):

A e O (£

nlpnm
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Em que 6 é a fragdo de area do grupo m, que pode ser calculada pela Eq. (14).

_ OmXm
Om = 5 auy 1)

Xm € a fracdo molar do grupo m na mistura, conforme mostra a Eq. (15).

_ ZiMVrg)Xi
Xm = ZiMZiNVj(i)Xi (19)
Os termos do tipo ¥mk, que aparecem na Eq. (13) sdo os parametros de interacéo

energética entre os grupos i e j, dados pela Eq. (16).
Yn = €Xp [— @] = exp (— %)(16)

Os parametros energéticos de interacdo entre 0s grupos i e j é representado por w;; € 0
seu valor corresponde ao somatério de todos 0s grupos presentes na mistura. Os parametros
de interacdo de grupo a; podem ser avaliados a partir dos dados experimentais de equilibrio
de fase.

Apesar da imensa aplicacdo, o0 modelo UNIFAC possui algumas limitacbes como
incapacidade de distinguir alguns tipos de is6émeros, negligenciamento dos efeitos
deproximidade molecular, dentre outros (DANIELSKI e STRAGEVITCH, 2019). Em vista
das limitacGes, algumas modificacfes no modelo UNIFAC original foram sugeridas ao longo
dos anos. As modificacdes realizadas acrescentam algum termo a equacdo de forma a levar
em consideragdo alguns efeitos ignorados ou mal estimados, como por exemplo interacdes
eletrostaticas. Kikic et al. (1991) sugeriram a adicdo de um termo referente as interacdes de
longo alcance (forcas colombianas) no coeficiente de atividade representada pela teoria de
Debey-Huckel. Nessa abordagem o sal € considerado como um grupo de cation e anion.

Sendo assim, o coeficiente de atividade yn pode ser calculado pela seguinte equacao:
Iny, = Iny2™ + Iyt + InyR

Mesmo diante de uma vasta gama de trabalhos abordando a obtencdo de dados
experimentais de equilibrio liquido-liquido e as variaveis que afetam o comportamento dos
diagramas de fases, a continuidade de estudos voltados para a modelagem termodindmica dos
SAB é relevante uma vez que ainda ndo sao encontrados na literatura estudos que abordem
uma avaliacdo mais detalhada a respeito de como as energias de interacdo existentes entre 0s
grupos pertencentes as moléculas que constituem o sistema interferem no processo de particao

dos componentes entre as fases do sistema.

4. Lectinas

As Lectinas sdo denominadas como proteinas ou glicoproteinas que apresenta como
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caracteristica principal, o reconhecimento e a manutencdo de ligacdes especificas e
reversiveis a um mono ou oligossacarideo e quaisquer outras substancias que contenham
acucares, mantendo a estrutura covalente desses ligantes glicosidicos. Ainda, possui
capacidade de precipitar células, glicoconjugados e polissacarideos de fontes animais,
vegetais, virus e bactérias (GAJBHIYE; GONG, 2013; HE et al., 2015; DA SILVA, 2018).
As interacdes hidrofobicas, forcas de Van der Waals e as ligacGes de hidrogénio sdo as
forcas que fornecem a estabilidade para essas ligacGes reversiveis, que ocorrera no dominio
de reconhecimento de carboidratos da lectina (BARROS et al.,2020).

A ligacdo das lectinas com agUcares € atribuida a um Dominio de Reconhecimento
de Carboidratos (DRC) dentro de sua estrutura de polipeptidios. Sua interacdo com
determinados carboidratos podem ser tdo especifica como uma interacdo entre substrato e
enzima ou antigeno e anticorpo. (JUAN et al., 2017; GAJBHIYE; DA SILVA, 2018).

Em estudos iniciais com esse tipo de proteina, foi constatado que apresentavamcerto
nivel de toxicidade, entretanto com o avanco das pesquisas, as lectinas passaram a ser
instrumento essencial em diagndsticos de doengas, identificacdo de cepas de micro-

organismos e estudos relacionados a tipos sanguineos (GONDIM et al., 2017).
4.1.Classificacdo

Existem diversas maneiras de como esse tipo de proteina pode ser classificada, por
exemplo, através do seu tamanho, sua estrutura, sua organizagdo molecular, a similaridade na
sequéncia de aminoacidos e seus sitios de ligacbes a acucares, em outras palavras sua
especificidade a diferentes tipos de carboidratos (BELLANDE et al., 2017).

A classificacdo estrutural é uma forma de divisdo bastante usual e foi proposta por
Van Damme e colaboradores (1998) e ampliada por Monteiro-Moreira (2002). De acordo com
essa classificacdo, esse tipo de proteina € agrupada de acordo com a quantidade e
caracteristicas dos sitios de interacdo a carboidratos. Grupos que apresentam apenas um sitio
de ligacdo a carboidratos sdo classificadas como merolectinas; os que apresentam dois ou
mais sitios de ligacdo, recebem o nome de hololectinas; e existem também as quimerolectinas,
que além dos dominios de ligacdo a carboidratos, apresentam dominios ndo-lectinicos,
geralmente cataliticos. Ja as superlectinas sdo um grupo especifico que apresenta pelo menos
dois dominios distintos de ligacdo a carboidratos (ITAKURA et al., 2017), (LACERDA,

2015). Uma representacdo desses grupos esta na figura 2.

Figura 2. Classificagéo estrutural das lectinas
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MEROLECTINA HOLOLECTINA
@@ simos ecrinicos
QUIMEROLECTINA SUPERLECTINA

Fonte: Autor proprio, adaptado de Monteiro-Moreira (2002).

Outra forma de classificagcdo conveniente, surgindo da necessidade de identificar e
agrupar lectinas pela compreensdo dos mecanismos de reconhecimento Lectina-Carboidrato,
seria a classificacdo de acordo com as caracteristicas topolégicas do sitio ligante glicidico. Tal
localizagdo torna-se importante, uma vez que 0S espagos presentes definem a categoria de
atividade da lectina, uma vez que a acessibilidade do ligante ao sitio de reconhecimento
determina mecanismos de reconhecimentos distintos. Logo, existem dois grupos em que estas
proteinas se classificardo (Elgavish e Shaanan, 1997):

Grupo I: As lectinas de transporte, tais como as proteinas tranportadoras bacterianas
e as enzimas, em que os sitios ligantes glicidicos das mesmas estardo mais internamente
alocados e vao apresentar padrdes de reconhecimento que sao proprios.

Grupo Il: As lectinas que apresentam um sitio ligante glicidico mais externo e
topologicamente mais perto da superficie. Grande parte das lectinas que sdo conhecidas,
atualmente, esta neste grupo, subdivididas em familias de acordo com sua procedéncia ou
especificidades glicidicas.

De acordo com a classificacdo quanto a especificidade ao carboidrato, as lectinas

podem ser agrupadas nos seguintes grupos (LACERDA, 2015):

e Ligantes de Fucose;

e Ligantes de Galactose/N-acetilgalactosamina (Ex: Soybean agglutinin);
e Ligantes de N-acetil-D-glicosamina (Ex: Wheat germ agglutinin);

e Ligantes de Manose (Ex: Concanavalin A);

e Ligantes de Acido Sialico (Ex: Lectina de Limax flavus);

¢ Ligantes de Glicanos Complexos (Ex: Phaseolus Vulgaris) I.

As lectinas estdo presentes em todos os seres como virus, bactérias, protozoarios,
fungos, plantas e animais onde esse tipo de proteina desempenha atividades e fungdes vitais
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para oS mesmos.

4.2.Caracterizagao

Quando se trata de proteinas que existem diversos tipos e classes e cada variante com
uma especificidade Unica como as lectinas, torna-se fundamental as técnicas de caracterizagéo
das mesmas, visando levantar o maior nimero de caracteristicas possiveis daquela em estudo,
seja de sua estrutura, funcionalidade ou especificidade a carboidrato.

Algumas propriedades fisico-quimicas sdo avaliadas para a caracterizacdo de lectinas
puras, sdo elas o ensaio de hemaglutinacdo, utilizado para a detecgdo é Util para caracteriza-
las quanto & especificidade dentro do sistema ABO ou entre eritrocitos de animais. Testes de
atividade hemaglutinante (AH) e inibicdo, fazendo uso de monossacarideos simples ou
complexos, glicoproteinas, glicoconjugados e polissacarideos sdo frequentes na caracterizagdo
de lectinas, pois é um critério eficiente para classificar as lectinas em grupos de acordo com
sua estrutura, a exemplo da facil identificacdo de merolectinas, que ndo sdo capazes de
aglutinar celulas, pois esse grupo possui apenas um sitio de ligacdo a carboidratos (MOURA,
2020). Esta interacdo das lectinas contribui para a escolha da matriz de afinidade ideal para a
purificacdo das mesmas.

A avaliacdo da AH de lectinas em diferentes temperaturas, para a determinacéo da
estabilidade é outra etapa na caracterizacdo. Algumas lectinas sdo termossensiveis, outras
termoestaveis, isso significa que tais proteinas tém sua atividade otimizada em determinadas
temperaturas e atividade ausente ou minimizada em temperaturas desfavoraveis a manutencédo
da estrutura nativa. Algumas lectinas permanecem ativas até 55 - 65 °C e a partir de entdo,
com a elevacdo da temperatura, a AH decai até tender a zero (CARRILLO et al., 2017).

Assim como a temperatura, 0 pH € um fator bastante influente na atividade das
lectinas. Testes de hemaglutinacdo com a lectina de Momordica charantia (MCJ) no trabalho
de Singh e Saxena (2013) mostraram que ela é ativa em valores de pH entre 3 e

11. A atividade hemaglutinante da MCJ aumenta com o aumento do pH e a atividade
se torna maxima na faixa de pH de 5 a 8. Com o0 aumento do pH, a atividade hemaglutinante
da MCJ diminuiu, mantendo menos de 50% de atividade de aglutinacdo em pH entre 10 e 11.
Conclui-se que valores extremos de pH alteram a carga liquida da proteina,
consequentemente, provocando a repulsao eletrostatica e rompimento de algumas ligacdes de
hidrogénio (SINGH; SAXENA 2013), estudos como o de Sun (2020) e Zhao (2019)
comprovam esse fato, os baixos valores de pH utilizado em seus estudos indicaram mudangas
estruturais em lectinas de feijdo preto (Phaseolus vulgaris L.) além de diminuicdo da sua
atividade, comprovada pelos baixos valores de AH encontrados.
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Muitos outros métodos e ensaios, tais como a imunodifusdo, a difusdo dupla, a
eletroforese bidimensional, a anélise de amino&cidos, o sequenciamento de aminoacidos, 0s
estudos de fluorescéncia, o dicroismo circular a cristalizagéo e a ressonancia plasmonal de
superficie também sdo metodologias importantes para a caracterizacdo das lectinas, que
podem ser realizadas a depender do interesse tecnoldgico em tais informagfes que essas
analises nos trazem, assim como outras analises importantes que sdo reportadas com maior
frequéncia, como a determinacdo de atividade antioxidante, hemolitica, antitumoral, gas

troprotetora e a hemaglutinante ja citada anteriormente.

Por causa da amplitude de propriedades e aplicagfes em diversas areas, bem como,
em pesquisa quimica e bioldgica, lectinas tém sido purificadas por métodos convencionais
como cromatografias ou por eletroforese que se baseiam nos aspectos gerais das proteinas que
sdo carga eletrica, tamanho e solubilidade, propriedades exibidas pelas mesmas, que variam
de uma proteina para outra (COSTA, 2018). Além dos métodos convencionais existentes,
encontram-se na literatura atualmente, diversas outras tecnologias de purificacdo, adaptagdes
ou até combinacGes de métodos sempre visando a eficiéncia da purificagdo, seja no tempo,
rendimento, custo ou aplicacdo biotecnoldgica posterior ao processo.

Estudos como o de Bellande (2020) comprovam este fato, onde o mesmo produziu
lectinas recombinantes de Arabidopsis thaliana a partir de folhas de Nicotiana benthamiana
com uma posterior purificacdo simples com base em uma precipitacdo diferencial com sulfato
de amdnio (NH4)2SO4 e apos a precipitagdo foram combinadas trés etapas cromatograficas
sendo a terceira etapa realizada por cromatografia de ion metalico imobilizado com a
finalidade de facilitar a caracterizacdo bioquimica desse tipo de lectina. J& Golotin (2019)
purificou uma nova lectina também recombinante de Mytilus trossulus em coluna de
cromatrografia por afinidade em condi¢do semi- desnaturante, e utilizou a eletroforese SDS-
PAGE para acompanhar o processo de purificacdo. Parthiban (2020) purificou a lectina
larvicida do mosquito de Annona muricata e verificou seu efeito ecotoxico. Essa lectina foi
purificada por cromatografia de troca aniénica usando uma resina de Dietilaminoetil celulose.
com uma coluna do tipo CL-4B, a purificacdo também foi acompanhada por eletroforese
SDS-PAGE, neste trabalho também foram feitas analises de Dicroismo Circular (CD) para
averiguar se houve alteracdo na estrutura e no enovelamento da proteina pds processo de
purificacdo. Singh (2020) além de utilizar a cromatografia de troca aniébnica em Q-Sefarose
para seus estudos, também utilizou a cromatografia de exclusdo em gel Sephadex G-100, onde
verificou um purificado de 84,21%. Rathnasamy (2021) fez uma quantificagdo de

cromatografia acoplada por microextragdo de fase liquida dispersiva assistida por ar para
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purificacdo de lectina terapéutica de Aloe vera verificando seu potencial estimulador da
imunidade para COVID-19, em seus estudos, obteve um indice de purificacdo de cerca de
85%, porcentagem que foi quantificada posteriormente através de cromatografia de exclusdo
por tamanho.

4.3.Purificacéo

A purificacdo de proteinas é fundamentada para os estudos das caracteristicas
fisicoquimicas, estruturais e propriedades bioldgicas, sendo estimulada pela sua potencial
utilizacdo em diversas areas como a medicina clinica, pesquisa quimica, bioquimica e
biolégica (DA SILVA, 2018). As lectinas podem ser purificadas através de métodos
convencionais como precipitacdo com sal ou acido, extracdo por sistema aquoso e separagdes
cromatograficas, como por exemplo, troca iénica e exclusdo molecular ou por afinidade (HE
et al., 2015).

4.4 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser realizada usando um gel
contendo dodecilsulfato de sodio (SDS) ou B-mercaptoetanol, que sob condi¢des redutoras
revela o grau de pureza, a composicdo e a massa molecular de subunidades (MURUGESAN;
GUNASAGARAN, 2021). A PAGE em condicdes nativas pode ser utilizada para caracterizar
a proteina em relacédo a carga liquida. Os geis podem ser corados com comassie brilliant blue
que detectam bandas polipeptidicas, ou com coloracdes especificas para glicoproteinas, como
a coloracdo de Schiff (MURUGESAN; GUNASAGARAN, 2021).

4.5.Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular € uma técnica de cromatografia liquida na
qual os analitos sdo separados de acordo com seu volume hidrodindmico. A técnica foi
inventada no inicio dos anos 1960 e, desde entdo, provou ser uma técnica ponderosa para
andlise e purificacdo de analitos de grande massa molar (PORATH, 1961). Umavez que o
tamanho das macromoléculas fornece informacdes sobre as caracteristicas quimicas, fisicas,
estruturais e bioldgicas das macromoléculas naturais e sintéticas, a SEC é uma técnica de
rotina na industria, analises clinicas e pesquisas académicas com aplicacdes nas seguintes
areas: Polimeros sintéticos: representam um grupo muito amplo de materiais como plasticos,
tecidos, revestimentos, aditivos e diversos produtos utilizados na inddstria e no meio
académico (LUBOMIRSKY, 2021)

A cromatografia por exclusdo é comumente usada como uma etapa de fracionamento
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para remover proteinas e outros materiais que sao menores ou maiores doque a proteina alvo.
Uma amostra de proteina, contendo a proteina alvo a ser purificada, € aplicada ao topo da
coluna e, em seguida, uma solucio tampao flui lentamente. A medida que uma mistura de
proteinas desce na coluna, 0s componentes da amostra se movem para baixo na coluna em
tempos diferentes, dependendo de seu tamanho. A razdo para a mobilidade diferente, é que
moléculas de diferentes tamanhos tém habilidades diferentes para se difundir nos poros e,
assim, moléculas de menor tamanho passam mais tempo na coluna, pois precisam percorrer
todos os poros da coluna cromatografica. Por outro lado, se uma proteina muito grande néo
possuir didametro suficiente para adentrar nos poros da coluna, sera "excluida™ e assim gastar

um tempo menor para percorrer, pois ela eluira apenas no que e chamado de volume vazio

(Vo), cerca de um terco do volume total da coluna (BURGUESS, 2018).

4.6.Purificacdo de lectinas utilizando SAB

Alguns trabalhos sdo encontrados na literatura que utilizam o SAB para purificacao
ou extracdo de lectinas, Rashmi (2019) realizou extracdo seletiva de uma lectina especifica de
um cultivar indiano de sementes de Pisum sativum, onde utilizou sistemas de
Polietilenoglicol/citrato, avaliando os fatores dos tipos e concentra¢fes do sal, massa molar e
concentracdo do polimero, pH e outros, verificando que a lectina foi extraida com alto
rendimento para a fase rica em polimero. Soares (2011) purificou uma lectina de Canavalia
ensiformis utilizando sistemas de PEG 8000/citrato, onde a purificacdo se direcionou para a
fase fica em sal, com um fator de purificacdo de 11,5 e sua pureza confirmada por analise de
SDS-PAGE. Nascimento (2010) fez a particdo e recuperacdo da lectina de Canavalia
brasiliensis por sistemas bifasicos aquosos usando metodologia de planejamento de
experimentos onde utilizou um delineamento composto central para uma analise
aprofundada dos fatores que influenciam a particdo da ConBr nos sistemas bifésicos e
condicBes que maximizam o rendimento de recuperacdo e o resultado final, encontrou como a
condicdo mais favoravel para recuperagdo sistemas compostos por 16,5% de peg 600 g.mol*
e 15% de tampdo fosfato de potéssio, pH 7,5. Nascimento (2013) separou e purificou
lectina do extrato brutode sementes de Cratylia mollis utilizando sistemas aquosos bifasicos
e verificou que as lectinas apresentaram maior afinidade pela fase rica em sal. O paramentro
que teve maior efeito sobre o rendimento da atividade e o fator de purificacdo de lectinas na
fase inferior, foi a concentracdo de sal (citrato de sddio). Os melhores resultados de
purificacdo obtidos foram de 13,28% em um sistema composto por 20% citrato de sodio e
22% de PEG 8000 g.mol™* a um pH de 5,0.
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5. Lectinas Recombinantes

E bem conhecido que a maioria das pesquisas relacionadas a bioprospecgdo de novas
lectinas enfatiza aquelas isoladas de fontes que sejam naturais (CAVADAet al., 2020).
Entretanto, na area biomédica e também em outras areas que envolvem sua aplicabilidade
bioldgica, 0 uso dessas proteinas vai apresentar uma série de desvantagens, a comegar pelo
seu baixo rendimento, a necessidade de grande quantidade de biomassa para o trabalho, a
presenca de isoformas, ou glicoformas e variacdo lote a lote da lectina de acordo com a fonte,
que promove uma heterogeneidade na propriedade de ligacdo da lectina a carboidratos.
(GEMEINER, 2009, OLIVEIRA, 2014). A producédo de lectinas por meio da tecnologia do
DNA recombinante €, portanto, uma forma eficiente de superar esses obstaculos.

As cepas mais comumente utilizadas para a producao de proteinas recombinantes sao
as da Escherichia coli, que tem como vantagens frente a outros sistemas de expressao, as
condicbes mais favoraveis para o crescimento e replicacdo celular, rapido acimulo de
biomassa, aléem de apresentar um procedimento simplificado de aumento de escala
(CAVADAEet al., 2020). Essas caracteristicas justificam o fato de as células bacterianas serem
0 sistema de expressdo mais comum.

Assim, conforme observado, a producao de lectinas recombinantes poderia preservar
de forma eficiente as propriedades biologicas das lectinas do tipo selvagem, garantindo a
aplicacdo dessas proteinas como ferramenta biotecnoldgica. Diversos estudos constatam a
producdo das lectinas recombinantes, Agarwal (2020) realizou a producéo de alto rendimento
de cianovirina-N recombinantea partir de uma cepa de Escherichia coli selecionada e
percebeu quea mesma mostrou atividade anti-HIV significativa, Keogh (2014) atuou na
geracdo de novas lectinas procarioticas recombinantesde Pseudomonas aeruginosa, onde o
foco do estudo foi alterar as propriedadesde ligacédo a carboidratos por meio de mutagénese da
proteina PA-IL, Nascimento (2020) realizou a producdo heteréloga de cadeia o da lectina
Dioclea sclerocarpaeconstatou uma maior versatilidade nas especificidades do acucar e
melhor eficAcia em sua atividade nos modelos bioldgicos avaliados para essa nova lectina
produzida, Chan (2018) realizou a clonagem e expressdao do gene da lectina do cogumelo
Agrocybe aegeritae verificou a atividade da lectina recombinante na resisténcia a infeccéo

pelo virus da sindrome da mancha branca do camardo, que mostrou atividade antiviral.

5.1. Canavalia bonariensis e sua forma recombinante rCaBo
A lectina de sementes de Canavalia bonariensis (denominada CaBo) é umallectina
especifica de manose/glicose, apresenta uma cadeia denominada “’a”” com massa de 26 kDa e
duas bandas correspondetes aos fragmentos de “’B” e “y” com massa molecular aparente de
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14 e 12 kDa, contendo uma sequéncia de 237 aminoacidose com ponto isoelétrico (pl) em
torno de 5.13 (CAVADA et al., 2018). Segundo o Ministério do Meio Ambiente (DOU
02/08/1999) a Canavalia bonariensis, uma espécie nativa da regido Sul do pais, esta em fase
de extingdo desde 1999, fato este que dificulta uma melhor avaliagdo do potencial
biotecnoldgico da lectina tipo selvagem. Estudos iniciais observaram que a CaBo constitui-se
como uma mistura de cadeias intactas e fragmentos que se combinam entre si para formacao
das isolectinas (DA SILVA, 2019). A heterogeneidade de moléculas bioldgicas com a
presenca de isoformas pode influenciar diretamente no seu potencial bioldgico. Assim, diante
do potencial biotecnolégico apresentado pela lectina de Canavalia bonariensis e das
dificuldades em se trabalhar com a lectina tipo selvagem devido a escassez do material
bioldgico e da obtencdo de sementes, existe a necessidade de se produzir uma isoforma da
CaBo formada apenas pela proteina no seu estado mais ativo, de modo recombinante e
expressa em sistema heterdlogo. A capacidade de expressar e purificar uma proteina na sua
forma recombinante permite a obtencdo da proteina homogénea e em grande quantidade
possibilitando sua caracterizacdo estrutural,caracterizacdo biologica,e também como seu uso
como possivel ferramenta biotecnoldégica em escala laboratorial ou mesmo industrial
(ROSANO; CECCARELLI, 2014).A rCaBo é expressa em Escherichia coli e suas
caracteristicas como a especificidade a carboidrato da CaBo selvagem ndo sdo alteradas,
portanto ela ainda é especifica de manose/glicose e outras caracteristicas como o peso,
ponto isoelétrico e sequéncia de amino-acidos também nédo sofrem mudancas apds o

processo de expressao.

6. Aplicacdes biotecnologicas
Citando os géneros mais mencionados em estudos como detentores de um grande
potencial biotecnoldgico, temos a Canavalia e a Dioclea, que sdo géneros da subtribo
Dioclenae. O género Canavalia se diferencia dentro da tribo Diocleinae, a qualpertence, por
diversas caracteristicas morfoldgicas e essas caracteristicas permitem que sua identificacdo
seja obtida de forma mais rapida entre os demais géneros que fazem parte desta subtribo.
Dentro desse género temos a Canavalia brasiliensis (ConBr), que é uma lectina
com uma afinidade para manose/glicose, sendo isolada a partir de sementes de C.
brasiliensis, o feijdo brasileiro. Estudos dessa lectina mostram que ela pode atuar como
potencial inibidor da ativacdo do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) (PEREIRA,
2019), também pode atuar com efeitos neuroprotetores contra a excitotoxicidade do glutamato
(JACQUES, 2013). A Canavalia boliviana, outra lectina desse género, demonstrou efeito
antinociceptivo, em alguns estudos como o de Figueiredo (2009), queé o efeito que anula ou
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reduz a percepcdo e transmissdo de estimulos que causam dor, porém ndo se sabe ainda
explicar o mecanismo de como isso acontece. Teixeira (2006) mostrou a eficacia da lectina
Canavalia grandiflora para inibir a adesdo dos microrganismos Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitise e Streptococcus
oralis. Farias (2013) verificou que a lectina Canavalia maritima, apresenta propriedade anti-
inflamatoria e analgésica, inibe o crescimento de determinadas cepas de leveduras.

Dentre as inumeras espécies existentes, temos a Canavalia bonariensis Lindl.
Que é uma espécie vegetal nativa da regido sul do Brasil, presenteprincipalmente no Rio
Grande do Sul. E pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae),subfamilia Papilionoideae e
tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (DOU
02/08/1999) a Canavalia bonariensis € umaespécie nativa da regido Sul do pais e esta em fase
de extingdo desde 1999. (DA SILVA, 2015). Esta presente em estudos na sua forma
selvagem, como o de Cavada et al. (2018) que verificou o potencial antiglioma da sua forma
selvagem e os resultados sugeriram que a CaBo interage com alvos celulares glicosilados e
induz uma notavel atividade antiglioma. Entretanto, devido ao processo de extingdo que
acomete essa espécie, 0s estudos para essa forma, sdo cada vez mais escassos. Surge assim a

imediata necessidade de producdo e caracterizagdo dessas lectinas na sua forma recombinante.
7. Objetivo

7.1. Objetivo geral:
Estudo de equilibrio de fases de sistemas aquosos formados por polietilenoglicol
4000 ou 6000 g:mol™ e sal fosfato de potassio K:HPOs e da aplicagdo destes na pré-

purificacdo da lectina recombinante rCaBo.
7.2.0bjetivos especificos:

a. Predizer parametros de interacdo entre os grupos de contribuicdo presentes nos
sistemas em estudo atraves do modelo UNIFAC;

b. Determinar os parametros da particdo da lectina nos SAB;

c. Verificar qual polimero e quais concentracdes deste e do fosfato de potéassio formam
um sistema mais estavel e melhor para esse tipo de purificacao;

d. Avaliar a eficiéncia da pré-purificacdo das lectinas por meio de SAB.

8. Metodologia

8.1. Local do experimento
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Engenharia de Processos(LEP)
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus Juvino Oliveira - Itapetinga.

8.2.Modelagem termodinamica
8.2.1. Determinagéo do efeito salting-out

O efeito salting-out foi determinado utilizando a equagdo modificada de Setschenow
(Eg. (10)) que correlaciona os dados das linhas de amarragéo dos sistemas em estudo.

In (V“:—Z) = B+ k (Wh —wb) (17)

Em que: w ¢é a fragdo maéssica para 0s componentes que formam as fases dos SAB.
“1” e “2” referem-se ao PEG e sal, respectivamente, “t” e “b” caracterizam as fases superior
e inferior, respectivamente; k € o coeficiente salting-out; g é a constante relacionada ao
coeficiente de atividade. Os parametros k e f serdo calculados por analise de regressao da Eq.
(10).

8.2.2. Determinacdo da Energia de Interacéo dos grupos dos sistemas

O modelo UNIFAC modificado por Kikic et al. (1991) foi utilizado para estimar
novos parametros de interacdo binaria entre os grupos de contribuicdo que compdem as
moléculas da mistura e assim simular a formacdo do SAB a partir dos parametros obtidos. A
principio, foi realizado a divisdo dos componentes divisdo dos componentes que constituiam
os sistemas em grupos de contribuicdo. Na Tabela 1 estdo representados os parametros de

volume (Rk) e area (Qk) de cada grupo de contribuig&o.

Tabela 1. Pardmetros Rk e Qk dos grupos de contribuicdo de cada componente e quantidade de

repeticBes de cada grupo em uma mesma molécula.

Grupo k Rk Qx Referéncias
CH> 0.674 0.540 Magnussen et al. (1981)
CH.CH,O 1.593 1.320 Ninni et al. (1999)
OH" 1.000 1.200 Magnussen et al. (1981)

HPO,* 1.329 1.210 Haghtalab and Mokhtarani (2004)
K* 0.437 0.578 Haghtalab and Mokhtarani (2004)
H20 0.920 1.400 Magnussen et al. (1981)
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No modelo utilizado, considera-se que o coeficiente de atividade do componente i na
solucdo (yi) é resultado das somas das contribui¢cbes de um termo combinatorial (yiC), que
leva em consideracdo a entropia configuracional, e um termo residual (yiR), resultado da
entalpia associada as interagdes entre 0s grupos de contribuicdo presentes no sistema. Além
disso, também é levado em consideracdo alguns efeitos ndo estimados no modelo UNIFAC
original, como por exemplo interagdes eletrostaticas. Kikic et al. (1991) sugeriram a adicao
de um termo referente as interagdes de longo alcance (forgas colombianas) no coeficiente de
atividade representada pela teoria de Debey-Hickel (Eq. (17). Nessa abordagem o sal é

considerado como um grupo formado por cétion e anion.

Iny, = InyP~H + Inyf + Iny[R (18)
Sendo

GE
Iny; = — (19)

Em que: R é a constante dos gases ideais (J.mol*K™); T é a temperatura (K); GE é a
energia livre de Gibbs de excesso; p: € o coeficiente de atividade do componente i, ni é 0
nimero de moles do componente i, InyP? " é o termo de Debey-Hickel, InyS é a
contribuicdo combinatorial do modelo UNIFAC e InyR a contribuicdo residual do modelo
UNIFAC.

O termo de Debye-Hickel (Iny,2~H) é calculado a partir da Eqg. (20) como descrito
por Macédo et al. (1990).

In D—-H _ GE—H _ 2AMnds
VTL - - 3
RT b2dpn

1+ bvT- 2 ——2In(1 + bVD)| (20)

Em que M, é a massa molar do solvente n, I é o comprimento ibnico, d, é a
densidade do solvente n, enquanto a densidade da mistura do solvente ds € calculada pela Eq.
(21):

_ Ms
Yn xrlen/dn

ds (21)

Em que x’ é a fracdo molar do solvente n livre do sal e M - Y x'» M, é a massa
molar da mistura liquida.
Os parametros A e b sdo dados pelas Egs. (21) e (22) (KIKIC et al., 1991).

A = 1327757 - 105dY/%/ (eT)3/? (22)
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b = 6.359696 d./?/(eT)/? (23)

A parte combinatorial do modelo UNIFAC é calculada por meio da Eq. (24):

iy = =t 2 gin ot - 23,1, (20)
Em que:

. TriXi
—_ L 2

SREOry (25)
. qi Xi
— Ll 2

0i _Z,-q,-x,-( 6)

l; = %(Ti_ q) — 1 +1(27)

Em que: z € o numero de coordenacdo, geralmente adotado igual a 10; ¢; € a fragédo
de volume da molécula i; 6; é a fracdo de superficie da molécula i.
Os parametros 7 e ¢;sao calculadas como a soma dos parametros de area e volume

dos grupos:

r= Y VYR, (28)

0 = YV 0r (29)

que, por sua vez, sdo calculados a partir da area superficial e volume dos grupos de

Van Der Waals, dados por Bondi (1968):

— Vwk
Ry = 1517 (30)

Qx = 7245 (31)

2.5x10°

Em que: Vwk é 0 volume de Van Der Waals do grupo k na molécula i; Awx € a area
superficial de Van Der Waals do grupo k na molécula ;. Os fatores de normalizagdo 15.17 e
2.5x10° foram determinados por Abrams e Prausnitz (1975), correspondendo ao volume e a
area superficial externa de uma unidade CH2 em polietileno.

A contribuicdo da parte residual é calculada por meio da Eqg. (31):
GE - j
myf = & = ¥ v nh, — 5y (31)
Em que vk (i) € o nUmero de grupos k presente na espécie i; I'xk é o coeficiente de
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atividade da parte residual do grupo k na solugéo; Fk(i) é o coeficiente de atividade residual do
grupo k numa solucédo referéncia contendo unicamente moléculas do tipo i e k = (1, 2, ...n),
onde n € o numero de diferentes grupos na mistura. Os coeficientes de atividade residuais, I'k,
séo dados pela Eq. (32):

Il = Qi |1 = 1n(Zn O Wi = T 5| (32)
Em que 6 é a fragdo de area do grupo m, que pode ser calculada pela Eq. (33).

O = ™ (33)

XnQnXn

Xm € a fracdo molar do grupo m na mistura, conforme mostra a Eq. (34).

=MV Xi
ZiMZiNVj(l)Xi

m = (34)
Os termos do tipo ¥mi, que aparecem na Eq. (32) sdo os parametros de interacéo
energética entre os grupos i e j, dados pela Egs. (35) e (36).

= e[ 52] = e (- 24) 09

= exp[ ;u”] = exp (— %) (36)

Onde: uy; representa 0s parametros energéticos de interagdo entre os grupos i e je o
seu valor é a soma de todos 0s grupos presentes na mistura e sdo ligeiramente dependentes da
temperatura. a;; representa 0s parametros de interacdo do grupo e tem a unidade de Kelvin;
além disso, enfatiza-se que ai; # aj; e também w;; # wji. Os pardmetros de interacdo dos
grupos de contribuicdo (aij e a;) foram estimados a partir dos dados experimentais de
equilibrio liquido-liquido de cada sistema utilizando um algoritmo implementado no codigo
de Fortran TML-LLE 2.0 (AZNAR et al., 1998) que é baseado no método simplex modificado
(NELDER e MEAD, 1965) e consiste em minimizar a funcdo objetivo das composicGes (EQ.

(37)).
2
5 =TI EIH (el = xlie) + P —xle)} @1

A raiz quadrada do desvio médio (5x) foi utilizada para avaliar a precisdo do modelo
através da comparacao entre os valores preditos e experimentais de cada componente em cada
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uma das fases.

2 2
5 = 100 jﬁ Sl ]

2MN

Em que N e M sdo os nimeros dos componentes e linhas de amarracdo em cada
nimero de dados, respectivamente. Os subscritos | e Il sdo as duas fases em equilibrio,
enquanto os subscritos exp e calc referem-se aos valores experimentais e calculados da fase

liquida.
8.3.Particéo das Lectinas

8.3.1. Material

Polietilenoglicol 4000g-mol™* (CAS No. 25322-68-3), 6000 g'mol™* (CAS 25322-68-
3) foram adquiridos da Sigma. O fosfato de potassio bibasico (K2HPO4) (CAS No. 7558-79-
4) e é&cido fosforico (HsPO4) (CAS No. 7664-38-2) foram adquiridos da Synth, Brazil. A
lectina recombinante rCABO foi adquirida através de uma parceria formada com os
pesquisadores do Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab) da
Univesidade Federal do Ceara (UFC), onde as mesmas foram produzidas. Todos os reagentes
utilizados no presente trabalho foram de grau analitico e ndo foram submetidos a nenhum
método de tratamento ou purificacdo previo. Utilizou- se agua destilada em todo o

experimento.

8.3.2. Caracteristicas rCaBo

A partir da lectina nativa, com todos as suas informac6es expostas, nos foi enviado
através da parceria com pesquisadores do BioMol-Lab, da Universidade Federal do Ceara
uma lectina recombinante obtida a partir de uma expressao em Escherichia coli, que apresenta
uma construcdo complexa. A chamada rCabo, teve sua construcdo através de uma ligacao
com sequéncia de 6 amino-acidos de histidida, juntamente com uma proteina chamada
NusA.tag (proteina de bactéria expressa em E.coli), um sitio de enteroquinase e o gene da
cadeia alfa da lectina Canavalia bonariensis selvagem. A histidina, também conhecida como
“’calda de purificacdo’’ ¢é utilizada para a purificagdo da rCaBo em matriz de “’Histrap’’,
contendo niquel em sua composicéo (ligante).

A proteina de bactéria NusA.tag participa da construcdo, uma vez que a rCabo, se
expressa sozinha na Escherichia coli, iria ser formado um agregado hidrofobico, umas vez

gue a mesma ndo detém de muitos amino-acidos hidrofilicos em sua estrutura. Apés a proteina
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ser expressa, utiliza-se uma enzima (Enterokinase) para fazer a clivagem das ligagdes para
obtencdo da Nusa + histidida e a rCaBo, que logo apds é purificada e obtida a proteina
recombinante de Canavalia bonariensis, Ap6s todo o processo, é originado a lectina do
presente estudo, com pl em torno de 4,68 e peso de 81,79kDa.

8.3.3. Montagem dos sistemas aquosos bifasicos

Os SAB’s utilizados na particdo da lectina rCABO foram formados por PEG(4000
e 6000) + fosfato de potéssio + dgua em diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35) °C, pH 7,0
e pressdo atmosférica. Os pontos globais para particdo foram selecionados apartir dos estudos
de Muniz (2021) e estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2. Composicédo global dos sistemas formado por PEG (4000 e 6000) + K2HPO4/H3PO4 +agua
e alcool + K2HPO4/H3PO4 + agua, expressas em fracdo massica, para as temperaturas de 20, 25, 30 e
35°C.

Ponto global PEG Sal
1 0,130 0,090
2 0,130 0,100
3 0,150 0,100
4 0,150 0,110
5 0,170 0,120

Foram pesadas quantidades apropriadas dos componentes até uma massa final de 40
g, em tubos graduados de 50 mL. Foram preparadas solucdes estoque do sal (K2HPO4/
H3PO4) 23 % (m/m) e de PEG 50 % (m/m). Os sistemas foram formados com quantidades
adequadas de PEG + solucdo salina + agua para uma massa total de 40 g. Todos o0s
componentes foram pesados em balanca analitica (Modelo M254A, BEL ENGINEERING,
Brasil) com uma precisdo de + 0,0001 g. Os tubos contendo os sistemas foram agitados
vigorosamente em vortex (Modelo AP-56, PHOENIX, Brasil) por 10 minutos e entdo
centrifugados (Modelo SP701, SP LABOR, Brasil) a 3500 g por 10 minutos, para acelerar a
separacdo de fases. Os tubos foram mantidos em repouso, durante 24 horas em estufa B.O.D
(Modelo LG340 FT220, LONGEN SCIENTIFC, Brasil) nas respectivas temperaturas de
estudo para se assegurar o equilibrio das fases fosse atingido e que houvesse a formacéo de 2
fases bem definidas.

Apos as fases se separarem pela diferenca de densidade, foram coletadas com auxilio

de seringas estéreis, para posterior formacdo de novos sistemas com quantidade menor das
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solucBes estoque, estes ja para o processo de particdo. O pH da solugéo salina de fosfato de
potassio foi ajustado para 7,0 antes da montagem dos sistemas de particdo, com &cido
fosforico e conferido em pHmetro de bancada (Modelo Q400MT, QUIMIS, Brasil).

8.3.4. Cromatografia de Exclusdo molecular

Os experimentos cromatograficos foram realizados em um cromatégrafo HPLC,
marca Shimadzu (Kyoto, Japan), modelo SPD-20A, equipado com detector UV-DA ede
injecdo automatica. O controle do instrumento, aquisicdo de dados e analise de dados foram
realizados usando o software Shimadzu LCsolution Analysis Report.

A coluna de exclusdo utilizada foi SRT-C SEC (5 um, 150 A, SN: 7A13071, LN:
BS023) que foi adquirida daSepax Technologies (Newark, USA). A dimenséo da coluna é de
4,6mm x 300mm. Seis proteinas padréo foram escolhidas para este estudo. As seis moléculas
foram BSA (MM: 66,4 kDa), Quimiosina (MM: 35,6 kDa), pB-caseina (MM: 24 kDa), B-
Lactoalbumina(MM: 18,4 kDa), Lisozima (MM: 14,8 kDa), a- Lactoalbumina (MM: 14,2
kDa).O comprimentos de onda que foram utilizados para detectar a proteina foram de 215 e
280nm. O sistema foi operado em um modo de eluicdo isocratica de solvente e bomba Unica,

em tampao de fosfato de sodio 0,02M (pH 7) e taxa de fluxo de 0,2 mL / min.

8.3.5. Particdo da lectina

Apos ter atingido o equilibrio, as fases foram coletadas com seringas, pesadas e
armazenadas em recipientes com tampa sob refrigeracdo até que todas as andlises de
determinacdo de teor de proteina fossem realizadas. Para montagem dos sistemas de particédo,
foi preparado uma solucdo da lectina rCaBo em &gua destilada com uma concentracéo
conhecida de modo que, em cada tubo graduado de 15 mL contivesse 1mg de proteina. Em
seguida, adicionou-se 2,0 mL de fase superior e 2,0 mL de fase inferior. Os sistemas foram
submetidos a agitacdo e, entdo, centrifugados a 3500g por 10 minutos. Os tubos foram
mantidos em repouso, em estufa B.O.D. por aproximadamente 24 horas nas temperaturas de
estudo pré-determinadas. Posteriormente, as fases foram coletadas com seringas, deixando
uma camada de fina espessura acima e abaixo da interface, sendo a mesma também coletada
com seringas se atentando a coletar o minimo de fases possivel, garantindo a retirada de toda
a proteina suspensa na regido. A interface foi re-suspensa com agua destilada para um peso de

1,5¢. Entdo, determinou-se o teor de proteina nas fases e na interface re-suspendida.

8.3.6. Determinacdo do teor de proteina
A concentracdo de proteina nas fases e na interface foi determinada por

cromatografia de exclusdo molecular com uma coluna SRT-C SEC, onde as amostras apds a
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particdo foram coletadas e filtradas em filtros de Seringa (Filtrilo 0,45um) em Nylon. Apos a
filtragem, as amostras das fases superior, fase inferior e interface, de todas as linhas de
amarragdo e temperaturas, foram acomodadas em Vials limpos e secos, em seguida
submetidos ao banho ultrasdnico por um periodo de 15 minutos a temperatura ambiente. Foi
utilizada a lectina em solugdo tampao fosfato de potéssio 0,02M em diferentes concentracfes
como padrdo. Em seguida, os Vials contendos as amostras filtradas e sonicadas foram
submetidas cromatografia. A Leitura foi realizada auma faixa de absorvancia de 215nm e
280nm. As areas dos picos no tempo de retencdo caracteristico da lectina foram observadas
para determinacdo dos parametros de particéo.

8.4.Determinacéo dos parametros de particio

8.4.1. Coeficiente de particdo de proteina
O coeficiente de particdo das proteinas (Kp) é a razdo de entre a concentracdo de

equilibrio (mg-mL™) na fase superior (C¢) e inferior (C») e foi determinado como descrito pela
(Eq. (39)).

K _ G 39
p—Cb( )

8.4.2. Recuperacao teorica
A recuperacdo teorica (%Y) é uma variavel que avalia a eficiéncia da particdo de
acordo com a quantidade de proteina presente na fase preferencial, ou seja, o rendimento da

extracdo utilizando SAB, %Y foi determinada de acordo a (Eq.(40)).

1
1+1/RKp

%Y = (40)

Em que: R corresponde a razdo entre os volumes da fase superior e inferior e K, ao

coeficiente de particdo da proteina.

8.4.3. Avaliacdo dos parametros termodinamicos de transferéncia
A variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia, definida como a mudanca de
energia livre de Gibbs molar associada ao processo de transferéncia da biomolécula entre as
fases do SAB, foi calculada de acordo com a (Eq.(41)):
AvG = —RTInK, (41)

Onde: T é a temperatura absoluta de estudo da particdo; R é a constante dos gases
ideais; Kp € o coeficiente de particdo de proteinas totais.

Foi estudada a particdo da BSA em quatro temperaturas. A partir dos valores dos
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coeficientes de particdo de proteinas totais (Kp) obtidos para cada linha de amarracdo nas
diferentes temperaturas, foi aplicada uma aproximacdo da equacdo de Van’t Hoff, a qual

relaciona o InA,com 1/T através de uma expresséo polinomial, representada pela (Eq. (42)):

ik = a5 () e () 0
Em que: a, b e ¢ sdo os parametros de ajuste da equacdo polinomial do gréfico 1/T
versus InKp; e InKp é o valor do logaritmo natural da constante de particdo. Assim, é possivel
determinar a variacdo de entalpia de transferéncia (AwH) associada ao processo de particdo
por meio da (Eq. (43)):

AeH = =R - [b+2c.(2)+] (43)
A variacdo da entropia de transferéncia (A ».5) foi determinada por diferenca utilizando
a Equacéo geral da energia livre de Gibbs (Eq. (44)):

8.4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

O comportamento da lectina e a estimativa da massa molecular aparente das
subunidades da lectina foram observadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE), de acordo com o protocolo estabelecido por Laemmli (1970)
com algumas adaptacdes. O gel de corrida foi montado a uma concentracdo de 12,0%
preparado em tampdo Tris-HCI 0,1 mol/L pH 8,8, contendo SDS 1%, persulfato de amdnio
0,1%, TEMED 0,04%. O gel superior ou de empilhamento foi preparado a 5% usando
acrilamida em tampédo Tris-HCI 0,1 mol/L pH 6,8, SDS 1%, persulfato de aménio 0,1% e
TEMED 0,04%. O extrato protéico bacteriano total foi solubilizado em solugédo desnaturante a
uma proporc¢édo 1:2 e 1:4, de proteina:solucdo, em tampao de amostra contendo Tris-HCI 1mol
pH 6,8, 5% de glicerol, 1% de azul de bromofenol e 10% de SDS. Foram aplicados 30 pl da
solucdo de proteina em cada pogo. A corrida eletroforética foi realizada em sistema Mini-
PROTEAN®vertical (BioRad; Mildo, Italia) com a voltagem de 100 V, a 4°C por um tempo
de cerca de 240 min. Os marcadores de massa molecular utilizados foram: Miosina (200,0
kDa), 3-galactosidase (116,2 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), albumina de soro bovino (66,2
kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (31,0 kDa), inibidor de tripsina(21,5 kDa),
lisozima (14,5 kDa, mas com peso molecular aparente de 15,5 kDa), e aprotinina (6,5 kDa)
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Apos a corrida, as proteinas foram coradas usando 0,1% (p /

v) de Coomassie Blue G-250 (Vetec) e a retirada do excesso do corante (descoramento) foi
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feita com solugdo descorante de 30% (v / v) de etanol (Vetec) e Acido acético a 7,5% (V/v)

(Vetec) contendo 40% de metanol e 20% de &cido acético.

9. Resultados

9.1.Linhas de amarracao

Nas Tabelas 3 e 4 sdo mostradas as composicdes de equilibrio (em fragcdo massica)

dos sistemas compostos por PEG (4000 ou 6000) + K2HPO4/H3PO4 para as 4 temperaturas de

estudo, preditas pelo modelo UNIFAC, que foram obtidas a partir da utilizacdo de dados de

entrada, das curvas binodais determinadas experimentalmente por Muniz (2021).

Tabela 3. Dados das linhas de amarracdo, em unidade de fracdo massica, das fases dos SAB
PEG 4000 [w1] + KoHPO4/H3PO4 [w2] + H20, para 20, 25, 30 e 35 °C, pH 7.0 e p = 0.1 MPa.

Composicdo glogal

Fase superior

Fase inferior

LA
Wy W2 W1 W2 Wy W>

20°C

1 0,1300 0,0900 0,2450 0,0417 0,0101 0,1404

2 0,1300 0,1000 0,2884 0,0332 0,0053 0,1526

3 0,1500 0,1000 0,3054 0,0303 0,0024 0,1662

4 0,1500 0,1100 0,3546 0,0231 0,0016 0,1730

5 0,1700 0,1200 0,3951 0,0186 0,0003 0,1964
25°C

1 0,1300 0,0900 0,2408 0,0438 0,0075 0,1411

2 0,1300 0,1000 0,2736 0,0370 0,0031 0,1556

3 0,1500 0,1000 0,3106 0,0303 0,0017 0,1643

4 0,1500 0,1100 0,3427 0,0254 0,0008 0,1755

5 0,1700 0,1200 0,3668 0,0223 0,0001 0,2044
30°C

1 0,1300 0,0900 0,2600 0,0348 0,0048 0,1432

2 0,1300 0,1000 0,3033 0,0270 0,0025 0,1537

3 0,1500 0,1000 0,3228 0,0240 0,0012 0,1655

4 0,1500 0,1100 0,3631 0,0187 0,0006 0,1740

5 0,1700 0,1200 0,3969 0,0151 0,0001 0,1986
35°C

1 0,1300 0,0900 0,26940 0,0312 0,004 0,143
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g B~ W N

0,1300
0,1500
0,1500
0,1700

0,1000
0,1000
0,1100
0,1200

0,3177
0,3252
0,3435
0,3978

0,0242
0,0232
0,0208
0,0146

0,0027
0,0012
0,0005
0,0001

0,1514
0,1652
0,1789
0,1986

Tabela 4. Dados das linhas de amarracdo, em unidade de fracdo massica, das fases dos SAB
PEG 6000 [w1] + KoHPO4/H3PO4 [w2] + H20, para 20, 25, 30 e 35 °C, pH 7.0 e p = 0.1 MPa.

Composicdo glogal

Fase superior

Fase inferior

LA
Wy W2 W1 W2 Wi W2
20°C
1 0,1300 0,0900 0,2563 0,0355 0,0047 0,1440
2 0,1300 0,1000 0,3148 0,0259 0,0031 0,1509
3 0,1500 0,1000 0,3385 0,0228 0,0016 0,1608
4 0,1500 0,1100 0,3481 0,0217 0,0005 0,1767
5 0,1700 0,1200 0,4118 0,0156 0,0001 0,1933
25°C
1 0,1300 0,0900 0,2715 0,0340 0,0037 0,1398
2 0,1300 0,1000 0,2866 0,0314 0,0010 0,1564
3 0,1500 0,1000 0,3241 0,0256 0,0005 0,1637
4 0,1500 0,1100 0,3361 0,0241 0,0001 0,1792
5 0,1700 0,1200 0,3643 0,0208 0,0000 0,2067
30°C
1 0,1300 0,0900 0,2811 0,0294 0,0050 0,1401
2 0,1300 0,1000 0,3119 0,0250 0,0025 0,1526
3 0,1500 0,1000 0,3347 0,0219 0,0014 0,1628
4 0,1500 0,1100 0,3726 0,0173 0,0008 0,1721
5 0,1700 0,1200 0,4045 0,0139 0,0002 0,1969
35°C
1 0,1300 0,0900 0,2839 0,0273 0,0009 0,1426
2 0,1300 0,1000 0,3267 0,0218 0,0004 0,1515
3 0,1500 0,1000 0,3383 0,0205 0,0002 0,1633
4 0,1500 0,1100 0,3624 0,0179 0,0000 0,1750
5 0,1700 0,1200 0,3778 0,0164 0,0000 0,2047
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9.2.Modelagem Termodinimica dos SAB’s

Os dados das linhas de amarracdo foram utilizados para estimar novos parametros de
interacdo de grupo pelo modelo UNIFAC modificado por Kikic et al (1991). Para esta
estimativa foram necessarios parametros de volume e area Rk e Qx, descritos na Tabela 1,
utilizados como parametros de entrada. Na Tabela 5 estdo apresentados os parametros de
interacdo (aij e aji) obtidos na literatura, bem como os pardmetros de interagdo estimados e
os valores da energia de interagdo (Tij e Tji) entre os grupos nas diferentes temperaturas
estudadas.

O comportamento dos diagramas de equilibrio pode ser melhor entendido por meio
dos parametros e das interagdes entre os grupos de contribuicdo dos componentes formadores
do sistema. De acordo com os valores de energia de interacdes obtidos na Tabela 5, pode-se
observar que a interagcdes dos grupos de contribuicdo do sal (KoHPOs) com a agua foram
maiores que as energias de interagdes dos grupos do PEG (CH.CH.O) com a agua. Como a
energia de interacdo dos grupos de contribuicdo do PEG com a agua € menor, a agua tende a
migrar mais facilmente para a fase inferior do sistema, podendo mostrar uma maior afinidade
dos fons com a &gua. Isso ocorre em virtude da maior interacdo dos anions que sdo moléculas
polares com a molécula de 4gua que também é uma molécula polar, enquantoque o grupo do
PEG que é fracamente polar, apresenta menor interacdo eletrostatica com a molécula de agua.
Pode-se inferir ainda, que essa maior hidratacdo dos ions resulta em maiores valores de
salting-out, o que é mostrado na Tabela 6, facilitando a separacdo de fases, resultando em
menores concentracoes de sal para formar o sistema.

A energia de interacdo entre a molécula de agua e o fon K" (9382,509; 7098,162;
6441,126; 5192,459) J.mol* para as temperaturas de 20, 25, 30 e 35°C respectivamente, foi
significativamente maior do que as energias provenientes das outras interacoes.

Conforme esse resultado é possivel deduzir que, em todos os sistemas estudados, a
habilidade salting-out do sal formador dos SAB (K:HPO4/H3PO4) € devido principalmente a
forte interacdo agua-cation, que resulta na elevada tendéncia de migracdo das moléculas de
agua para a fase inferior. Essa energia sofre pequena reducdo na medida em que a temperatura
aumenta, mostrando sensibilidade da interacdo frente a variacdo positiva de temperatura dos

sistemas.
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Tabela 5. Parametros de interacdo (aj e a;) e Energia de interacdo (T e Tj) dos grupos de contribuicdo para sistemas formados por PEG 4000 e 6000 +
KoHPO/H3PO, + H,0 & 20, 25, 30 e 35 °C.

20°C 25°C 30°C 35°C
_ _ Ti(d.mol"  Tj@@.mol" Ty(@.mol" T;(d.molY) Ty@.mol-  T;(d.mol)  Ti(J.mol  Tj(J.mol?)
Grupo i Grupo j aij (K) aji(K) ) ) ) ) )
) ) ) ) )
CH:> CH,CH,O -248.54*  1633.9* 2,453364 0,037097 2,163006 0,009416 2,217870 0,004563  2,214078 0,09048
CH:> OH 644.60° 328.20°  0,191028 0,362422 0,151095 0, 233609 0,127193  0,383703 0,12436 0,374405
CH:> HPO,-2  -0.1357* -32.503* 0,839952 1,22E-09 0,983979 2,17E-09  0,949806 1,02E-09  0,899432  3,15E-09
CH:> K* 100.47*  2211.3* 0,078846 0,022006 0,015903 0,02600  0,018595 0,002098  0,089887 0,00340
CH:> H.0 -159.82* 524.59*  0,180106 0,831010 0,027176 0,331703 0,037128 0,332097 0,047117 0,320794
CH.CH-0O OH 455.402 191.63* 0, 112513 0,252012 0,270195 0,525855 0,262234 0,153459 0,822127 0,593638
CH,CH,O  HPO,-2 -125.01* -119.65* 1,183536 0,997678 1,450319 0, 746492 1,433859 0,878687 1,332143 0,616837
CH2CH20 K* 20040* 2951.1*  3,17E-08 0,015666 6,13E-08 0,670197 6,5E-08 0,960179 8,81E-08 0,011979
CH2CH20 H20 1142.1*  -147.74*  0,40870 1,141619 0,510315 1,21115 0,085391 1,201102 0,605506  1,103821
OH HPO,-2 -876.42*  1050.7*  27,48200 0,204780 200,8329 0,470253  253,4372 0,02631 277,047 0,01279
OH K* 68.675*  2335.1* 0,106111 0,070457 0,140071 0,050022 0, 811943 0,500091 0,112234  0,060067
OH H20 28.730>  -122.40° 0,964050 1,851283 0,819036 1,765019 0,99581 1,744945 0,99108 1,467867
HPO,-2 K* -212.99° -668.67° 2,079640 9,67829 2,204903 2,901412 2,918974 9,690764  1,909688  8,745784
HPO,2 H20 1411.0*  2999.9* 0,042467 0,235143 0,460643  0,05027  0,904062 0,042662 0,052151  0,052826
K* H20 -497.84*  -790.19* 0,137746 9382,509 0,817921 7098,162 0,148072 6441,126 0,198917 5192,459

Parametros estimados; a Dados obtidos de Sampaio et al. (2019); b Dados obtidos de Yan et al. (1999); ¢ Dados obtidos de Haghtalab e Mokhtarani (2004).
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9.3.Efeito salting-out

Visando um melhor entendimento do comportamento dos sistemas aquosos e de
como os componentes afetam o processo de formacéo de fases, foi avaliado o efeito salting-
out do sal KzHPO4/H3PO4. Os parametros de ajuste (5 e k) do efeito salting-out (Eq.17) séo
apresentados na Tabela 6. De acordo com os coeficientes de determinacédo (R?) e os valores de
desvio padrdo (sd), observa-se que as equacOes foram ajustadas satisfatoriamente aos dados

experimentais.

Tabela 6. Parametros de ajuste (# e k) do efeito salting-out para os SAB PEG (4000 ou
6000) + K,HPO./HsPO, + H,0, a 20, 25, 30 e 35°C, pH 7.0 e p = 0.1 MPa.

20°C

PEG k B R? saP

4000 49,216 -1,726 0,977 0,375

6000 56,112 -3,197 0,991 0,565
25°C

4000 56,771 -2,005 0,990 0,393

6000 61,441 -4,4637 0,994 0,337
30°C

4000 48, 953 -1,4912 0,998 0,075

6000 80,985 -2,353 0,994 0,369
35°C

4000 53,909 -2,401 0,990 0,420

6000 137,31 -11,116 0,983 1,114

Através do célculo da habilidade salting-out dos sistemas conseguimos avaliar a
afinidade entre os componentes formadores dos sistemas PEG/sal. (MUNIZ, 2021). Foi
observado que estes sistemas apresentaram valores elevados coeficiente salting-out (k), em
comparacdo com trabalhos que utilizam outros tipos sais, como o citrato de sodio, de acordo
com Nascimento (2018), por exemplo, queestudou o equilibrio termodinamico da particdo da
a-amilase em sistemas aquosos bifasicos.

Esse resultado pode ser associado ao tipo de interagGes presentes nas moléculas de
PEG e do fosfato de potassio K:HPO4/ HsPO4, uma vez que o efeito salting-out desse tipo de
sal é bastante significativo. Herbst e Pott (2019) avaliou o efeito salting-out de sais de tartaro
de sodio e potassio em sistemas formados por PEG 6000, 8000 e 10000 onde observou que 0s

valores de salting-out (k) aumentam proporcionalmente ao aumento da massa molar do
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polimero estudado, pois PEG’s com maior massa molecular tendem a apresentar maiores
valores de volume efetivo de exclusdo, possuindo mais interacBes polimero-polimero, se
tornando menos disponiveis para interagir com as moléculas de agua presentes no meio, com
isso o efeito salting-out aumenta pois a agua expulsa pelo PEG fica disponivel para realizacéo
de mais interacBes sal-agua, e assim a proteina realiza menos interacbes proteina-sal no
sistema. Em relacdo ao efeito da temperatura na variacdo do parametro, também foram
observadas correlacbes de aumento destes pardmetros na medida em que se aumenta a
temperatura. Na medida em que ha variacdo positiva de temperatura, espera-se que haja
exatamente o comportamento observado o parametro salting-out, pois quanto maior a energia
do sistema, mais interacdes ion-agua estardo acontecendo e por consequéncia, maiores valores
do pardmetro serdo alcangados. A maior hidrofobicidade do PEG 6000 diminui a
disponibilidade deste polimero para interacdes com as moléculas de agua

A Figura 3 ilustra as linhas de amarracdo obtidas por Muniz (2021), confrontadas
com as obtidas através dos calculos pelo modelo UNIFAC. Na Tabela 7 estdo presentes 0s
valores de desvios médios de cada sistema, assim como também os desvios médios globais
para cara PEG. O modelo UNIFAC apresentou um ajuste satisfatorio dos sistemas analisados,
fato esse que € mostrado pelas linhas continuas (determinadas experimentalmente) e
pontilhadas (determinadas pelo modelo) e os baixos desvios alcancados tanto para o PEG
4000 quanto para 0 6000. Ndo foi observado diferenca nos desvios médios para uma variagcdo
de temperatura.lsso indica que 0s novos parametros de interacdo estimados no presente
trabalho podem ser utilizados para predizer dados de equilibrio liquido-liquido confiaveis para

sistemas formados PEG 4000 e 6000 + KoHPO,4 + H2O para todas as temperaturas estudadas.
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Figura 3. Linhas de amarragdo obtidas experimentalmente (—) e preditas pelo modelo
UNIFAC (- - -) expressas em unidade de fragdo massica, PEG 4000 g-mol?® [wi1] +
Ko:HPO4/H3PO, [w2] + &gua em (A) 20°C, (B) 25°C,(C) 30°C, (D) 35°C e PEG 6000
g'mol? [wl] + K:HPO4 HsPO, [w,] + dguaem (E) 20°C, (F) 25°C,(G) 30°C, (H) 35°C,
pH7.0ep=0,1MPa.
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Tabela 7. Desvios nas composi¢fes dos sistemas formados por PEG 4000 e PEG

6000 +K:HPOJ/H3PO.+ H,0, em diferentes temperaturas pelo modelo UNIFAC.

Temperatura SAB 6x(%0)
20°C 1,4863
25°C 1,2699
30°C PEG4000 + K:HPO./Hs;PO, 1,5453
35°C 1,4529
20°C 1,9678
25°C 1,6532
30°C PEG6000 + K:HPO./Hs;PO, 1,3537
35°C 0,9705

1,4875

Desvio médio global (%)

9.4 Eletroforese SDS-PAGE

Figura 4. Andlise SDS-PAGE da lectina recombinante rCabo em solucdo tampdo, gel de
acrilamida em 12%. Pogo 1: marcador de peso molecular; pogos 2 e 3: amostra do extrato de
lectina rCaBo em 1:4 e 1:2 respectivamente; pocos 4 e 7: fase superior (PEG 4000 e 6000);
pocos 5 e 8: fase inferior (K:HPO4/H3sPO,) e pocos 6 e 9: interface dos sistemas resuspensa

em agua.
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As imagens SDS-PAGE mostradas na Figura 4 ilustram o comportamento da
proteina rCaBo em seu extrato bacteriano e particionada no sistema aquoso bifasico, ao lado
do marcador de peso molecular e conseguimos visualizar bandas bem definidas no gel
onde se encontra a lectina em extrato e nas bandas onde ela esta presente nas fases inferior,
superior e interface, levando a deducdo de que essa proteina se encontra em um nivel de
pureza ja consideravel. A mesma apresenta uma banda com forte trago entre os marcadores de
97,4 kDa (fosforilase b) e 66,2 kDa (albumina de soro bovino), o que é condizente com as
caracteristicas de peso da lectina rCaBo estudada (81,79 kDa).

Para 0 acompanhamento do processo de sua particdo, foram utilizados nesta
eletroforese as fases ja citadas, correspondente as bandas 4 (fase superior PEG 4000); 5 (fase
inferior K:HPO4/H3sPO,) 6 (Interface do sistema PEG 4000); 7 (fase superior PEG 6000); 8
(fase inferior K:HPO4/H3sPO4) 9 (Interface do sistema PEG 6000). Percebe-se que nas bandas
correspondentes as fases inferiores temos duas marcas finas no topo, o que pode corresponder
a uma proteina mais pura do que encontrada em seu estado bruto (pogos 2 e 3). Essas bandas
sdo caracteristicas da lectina em estudo, podendo uma ser residuo da outra, a realizagdo de
uma eletroforese em condicdo nativa seria necessario para obter essa informacdo. Observando
ainda as bandas correspondentes as fases inferiores, € observado que had ainda uma mancha
desconhecida, mas bem definida na parte de baixo (cerca de 20 kDA), entretando pensando
em um processo posterior a particdo por SAB, é uma substancia que pode ser retirada
facilmente. Em relacdo ao rendimento do processo, o resultado observado no gel nao foi ainda
satisfatorio, porém também se observa o nivel de purificagcdo que se conseguiu obter com
estes sistemas. Percebe-se entdo o potencial dos mesmos na particdo de lectinas deste tipo.
Melhores niveis de rendimento e pureza podem ser alcancados atraves da otimizacdo deste

processo com utilizacdo de outros tipos de sistemas e acompanhamento por eletroforese.
9.5.Determinacédo dos parametros de particédo

Observando a Tabela 8 e considerando apenas as fases inferiores e superioresde
cada sistema, percebe-se que os valores do K, foram inferiores a 1, indicando que a lectina
rCaBo teve maior preferéncia pela fase inferior do que pela superior na maioria dos sistemas
estudados. O comprimento da linha de amarracdo é alterado na medida em que ocorre um
aumento na concentracdo de sal na fase inferior e um aumento na concentracdo do polimero
na fase superior.

O valor do Kp ndo seguiu uma tendéncia de variacdo na medida em que o CLA ou a
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temperatura aumentasse. Comportamento que foi verificado para todas as temperaturas dos
sistemas estudados.

Tabela 8. Coeficientes de particdo da Lectina rCaBo em SAB’s formados por polietilenoglicol
4000 e 6000 g/mol + K2HPO4/H3PO4 + agua em diferentes temperaturas (20 25 30 e 35°C).

Coeficiente de Particdo Kp
PEG 4000 PEG 6000

LA

20°C 25°C  30°C 35°C 20°C 25°C  30°C  35°C
1 0,0321 0,0213 0,0210 0,0607 0,1051 0,2745 0,1814 0,1716

0,0609 0,0281 0,0326  0,0617 0,0543 0,0401 0,0137 0,0207
0,0144 0,0194 0,0136  0,0099 0,0160 0,0208 0,0204 0,0222

A wWwDN

0,0011 0,0042 0,0137 0,0051 0,0363 0,0176 0,0097 0,0145
5 0,0203 0,0345 0,0349 0,0239 0,0169 0,0125 10,0104 0,0193

Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: LA: Linha de amarragdo

Esse comportamento foi diferente do encontrado por Sampaio (2019) que verificou
um aumento ou diminuicdo do valor de Kp a depender da variacdo de um destes parametros.
Gandolfi (2020) também percebeu um aumento do coeficiente de particdo para quando
houvesse um aumento das concentragdes das fases de seus sistemas.

Ja para particdo de proteinas recombinantes, comportamento semelhante foi
encontrado em estudos de Celeste (2010), onde se percebeu que o coeficiente Kp ndo variou
em funcdo do aumento de concentracdo das fases. Em seu trabalho, também foi mostrado que
as proteinas recombinantes tendiam a permanecer na interface, chegandoa valores de 70% de
recuperacao.

Tal comportamento pode ser atribuido ao volume livre da fase superior em que se
utiliza polimeros com alto peso molecular. Ainda no mesmo estudo, foram utilizados
polimeros como PEG 600 e PEG 1000 que obtiveram maior recuperacdo na fase superior € a
partir do PEG 3350, o comportamento foi totalmente direcionado a concentracdo dessas
proteinas na interface dos sistemas. Essa migracdo para a interface também foi verificada
neste trabalho que utilizou PEG’s de massa molar de 4000 ¢ 6000g.mol*, a Tabela 9 mostra

este fato.
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Tabela 9. Indice de recuperacio tedrica em %Y dos sistemas aquosos bifasicos formados por
polietilenoglicol 4000 e 6000 g.mol™ + fosfato de potassio/acido fosforico K2HPO4/H3PO4 +
agua em diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C).

PEG 4000 PEG 6000
LA Fase

20°C 25°C 30°C 35°C 20°C 25°C 30°C 35°C

FI 27,744 17,827 26,531 26,531 42,731 12,266 15,982 24,452
L1 FS 0,890 0,379 0,558 0,558 4,491 3,367 2,899 4,197
INT 70,260 77,391 69,473 69,473 48,395 77,421 74,251 67,965

FI 29,406 41,941 41,455 28,309 18,568 21,273 45,161 39,862
L2 FS 1,792 1,178 1,353 1,747 1,008 0,854 0,620 0,825
INT 64,948 55966 55,633 65856 77,324 72,260 53,234 57,993

FI 36,166 37,026 45,199 50,096 38,611 22,504 24,781 26,999
L3 FS 0,519 0,720 0,615 0,496 0,617 0,469 0,506 0,599
INT 63,158 60,951 48,396 48,5564 57,803 75,589 71,471 71,546

FI 48,172 13,610 15,946 30,634 32,582 31,138 36,070 24,191
L4 FS 0,052 0,057 0,219 0,156 1,183 0,547 0,350 0,350
INT 50,167 86,052 83,107 67,558 65,911 64,396 63,323 73,918

FI 62,198 24,453 40,308 33,833 23,227 32,582 41,033 20,328
LS FS 1,260 0,843 1,406 0,809 0,393 0,408 0,426 0,392
INT 32,081 73,220 55,631 63,197 74,058 65,536 58,360 71,739

Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: LA: Linha de amarracdo, FI: Fase Inferior, FS: Fase superior, INT: Interface.

Na tabela 9 é ilustrado o indice de recuperacdo em cada fase para os sistemas de
PEG 4000 e 6000 + fosfato de potédssio e observando os dados, na maioria destes
sistemas, as lectinas migraram preferencialmente para a interface, tendo ela auséncia, ou
pouca afinidade pela fase superior e em alguns casos foi notado que houve migracéao
consideravel para a fase inferior, com sistemas chegando a 62,198%. Tal comportamento
pode estar relacionado com a maior interagdo da rCaBocom o K;HPO4em comparagéo com a
fase polimérica. O fato da rCaBo apresentar menores valores de %Yna fase superior, pode
estar relacionado também ao fato dessa lectina apresentar um alto peso molecular (81,79kDa)
0 que necessitaria de um volume maior na fase superior para ela se alojar, isso € intensificado
quando se utiliza PEG’s com alto peso molecular, como ¢ o caso do estudo. Tal fato também ¢
reportado por Celeste (2010) que aplicou os sistemas aquosos bifasicos de PEG 8000/NasPO4
na recuperacédo de uma proteina recombinante de alfafa e Aguilar (2008)que verificou o

potencial dos sistemas aquosos bifasicos na potencial recuperacéode proteinas recombinantes
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a partir de extratos de soja (Glycine max).

Tabela 10. Parametros termodindmicos de transferéncia da Lectina rCaBo em sistema agquoso

bifasico formados por PEG 4000 e 6000 g.mol' + fosfato de potéassio /acido fosforico
K2HPO4/H3PO4 + agua em diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C).

Aw(GIKI/ Aw (H/ TAw (S/ Ar (G/ A (H/ TAw (S/
mol) kJ/mol) kJ/mol) kJ/mol) kJ/mol) kJ/mol)
PEG 4000 PEG 6000
20°C
1 8,3832 -146,11 154,49 5,4911 -162,97 168,46
2 6,8195 -94,139 100,95 7,1004 -183,17 190,27
3 10,343 -49,984 60,328 10,083 -53,609 63,693
4 16,670 -347,64 364,31 8,0819 -132,21 140,30
5 9,5032 -142,58 152,09 9,9453 -63,919 73,864
25°C
1 9,5455 -32,228 41,774 3,2046 -47,794 50,998
2 8,8562 -27,765 36,621 7,9716 -94,410 102,38
3 9,7679 -0,4228 10,190 9,5949 -18,332 27,927
4 13,569 -169,24 182,86 10,019 -80,998 91,017
5 8,3471 -49,405 57,752 10,855 -34,082 44,938
30°C
1 9,7354 77,900 -68,165 4,3024 63,587 -59,284
2 8,6259 36,419 -27,793 10,810 -8,568 19,379
3 10,830 47,504 -36,673 9,8086 15,781 -5,973
4 10,806 3,2700 7,5365 11,680 -31,466 43,146
5 8,4586 40,704 -32,246 11,515 -5,23083 16,746
35°C
1 7,180462  184,4558 -177,2753 4,515367 171,3539 -166,8385
2 7,136158  98,52087 -91,3847 9,935467 74,48677 -64,5513
3 11,82513  93,87579 -82,0507 9,755797 48,78866 -39,0329
4 1352604  170,1848 -156,6588 10,84918 16,45833 -5,6092
5 9564367  127,8907 -118,3263 10,1133 22,68489 -12,5716

A particdo de uma biomolécula qualquer entre as fases de um sistema aquoso

bifasico estd associado ao processo de transferéncia e as variag@es entalpicas e entropicas que

podem ocorrer

neste. Deste

modo, para um melhor entendimento do processo de
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migracdo da proteina nas fases foram determinadas as contribuicdes entélpicas e entropicas de
transferéncia, mostradas na Tabela 10. No caso em estudo a proteina migrou
preferencialmente para a interface e em parte consideravel para a fase inferior. Isso é
confirmado, quando avaliamos os valores da energia livre de Gibbs de transferéncia AwG da
lectina da fase inferior para a fase superior do sistema, que para todos os casos, o valor do
AwG foi positivo, evidenciando que a particdo da proteina alvo para a fase superior (rica em
polimero) é termodinamicamentedesfavoravel.

Observando apenas os valores para a variacdo de entélpia do processo, a entalpia
nesse caso tornava o processo termodinamicamente favordvel por apresentar valores
negativos para as temperaturas de 20 e 25°C, considerando que processos exotérmicos tendem
a ser favoraveis, entretanto acontece um aumento nos valores de entalpia na medida em que a
temperatura tambem cresce (30 e 35°C), com isso colocamos que o0 aumento na variacdo de
temperatura faz com que o processo ndo seja energeticamente favoravel. Todavia, o valor de
AwrG € composto pelas variagdes entélpica e entropica do processo de particéo, sabendo disso
notas-se que a transferénciada proteina entre as fases do SAB comega a ser dirigida por forcas
de natureza entrépica, uma vez que os valores em modulo de AS foram maiores, e a partirda
temperatura de 30°C o processo comeca a ser entalpicamente dirigido. Esse comportamento
foi predominante em todas as condic6es de estudo avaliadas.

Deve-se salientar que para este estudo dos parametros de particdo ndo foi

considerado o teor de proteina que migrou preferencialmente para a interface.

10. Consideracoes Finais

A partir dos dados de equilibrio de sistemas compostos por polietilenoglicol (PEG
4000 g.mol™ e PEG 6000 g.mol™) + sal (K2HPO4/H3POs) e 4gua em diferentes temperaturas
(20, 25, 30 e 35) °C, 5 linhas de amarracdo para cada sistema foram estudadas, onde o
modelo UNIFAC foi utilizado para predizer a particdo de proteinas em sistemas aquosos
bifasicos. O modelo proposto leva em consideracdo as contribuicdes entalpicas e entropicas
do processo de transferéncia de massa da proteina bem como as contribui¢cbes combinatorial e
residual dos componentes do sistema e das interagdes de longo alcance. O modelo
UNIFAC apresentou baixos desvios entre as composicdes experimentais e calculadas. A
analise SDS-PAGE foi utilizada para acompanhar os processos de purificacdo da lectina onde
se observou um nivel de pureza da proteina-alvo nas bandas da fase inferior dos sistemas. Foi
verificado que a proteina de estudo, lectina recombinante de Canavalia Bonariensis migriou

preferencialmente para a interface e fase inferior na maioria dos sistemas, com possiveis
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maiores contribuicdes de natureza entalpica. A particdo da proteina foi entropicamente
dirigida até a temperatura de 30°C, passando a ser entalpicamente dirigida de acordo com o
aumento da temperatura. Mais estudos devem ser realizados para a simulacdo do coeficiente
de particdo de proteina em SAB. Entretanto, este trabalho mostra uma perspectiva de

utilizacdo do modelo para a predicdo da particdo de proteinas em SAB.
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