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RESUMO

Tendo em vista a falta de dados experimentals na
literatura, para sistemas aquosos bifasicos compostos por um
polimero e um sal e, com © intuito de fornecer um suporie maior
ao estudo da particio de Dbiomoléculas nestes sistemas,
apresentamos neste trabalho dados de equilibrio para os sistemas
polietileno glicol 8000/fosfato de potéssio/agua e polietileno
glicol 1000/fosfato de potassio/égua a diferentes valores de
temperatura e pH. Os métodos analiticos utilizados foram:
titulagdo potenciométrica para a determinacdo da concentragdo do
sal e umidade em estufa a vacuo a 60°C por 24h para 2
determinacdo da concentragdo da dgua; a concentragéo do polimero
obtida por diferenga. O pH, variado em funcdo da eguacgio de
Henderson Hasselbach e a temperatura mantida no interior da
célula por um banho termostatico garantinde uma variagdo naoc
superior a 0,19C. 0s resultados cbtidos permitem observar (ue um
aumento na regido de separacldo & causado com a elevagdo da
temperatura e do pH, obtendo—-se deste modo uma malor diferenga
na concentracdo do polimero entre as duas fases. Deve-se
destacar que o coeficlente de particido de biomoléculas &
‘significativamente dependente desta diferenca de concentragsao
(comprimento da "tie line™).

Verificou-se gue a temperatura influencia o equilibrio
de fases de duas formas, nudando a inclinacdo das linhas de
amarracdo e desleocando a linha binodal, aumentando ou diminuindo
a regifio de separagdo. Se a temperatura & aumentada, aumenta
também a regido de separagdo e as linhas de amarragdc tendem a
ter um grau de inclinagdo maior se diminuida o efeito & inverso.
No caso de particio de proteinas a temperatura & de fundamental
importéncia, pois seu manuseis (variacgdo) pode causar desde
mudancas de estrutura a desnaturacidc. Além disso, verificou-se
também que o efeito da temperatura & maior na regido entre 4°C e
250¢c, do gque de 259C. para 400C, apesar do gradiente ser

praticamente O mesmo.



com respeito ao pH, observa-se que a medida que ele
sumenta, aumenta também a regifio de separagdo € varia a
inclinacdo das linhas de amarrag¢do, como & temperatura. Porém ©
afeito de inclinagao nas linhas de amarragac & maior. Nos
experimentos, ohservou~se que em temperaturas menores 2
separagap se torna mais dificil e se o pH for diminuido causa a
formaciao de trés fases. Pouco se conhece na literatura sobhre ©
comportamento desta variavel.



SUMMARY

This work presents experimental equilibrium data for
two-phase polymer-salt aqueous systems. This 1is an important
contribution to the study of partition of biomolecules. It is
important to remind the lack of such data in the literature. The
systems studied covers polyethilene glycol 8000 and 1000 plus
potassium phosphate in water at a range of temperature and pH.
Methods of analysis were: potentiometric tritation for salt
concentration and water content in a vacuum oven at 60° during
24 hours. Eguation of Henderson~Haselbach was used for pH while
temperature was maintained within & G,1 °C, Reszsults indicate an
increase in the separation region caused by elevation of
temperature and pH thus giving an highex difference in polymer
concentration between phases. IT must be enphasized that
bicmolecules partition coefficient is highly dependent on this
concentration difference {tie line lenght). It was demonstrated
rhat temperature affects phase equilibrium by changing the
gradient of tie lines and moving the Dbinodal curve thus
affecting the separation region. the elevation of temperature
increases the separation region and tie lines tend to higher
- gradients; the opposite 1is alspo verified. For proteins
gseparation temperature is of paramount importance due Lo
structure changes and denaturation. it was seen that temperature
importance is higher in the 40c - 250 ¢ region as compared TO
550¢ - 40°C. Increasing the pH it was observed an increase both
in the separation region and gradient of tile lines but little is
known or reported in the {iterature about this topic. It was
observed that at lower values of both temperature and pH a third
phase {(a solid one) was produced.

il



TNTRODUGAO

Nas Gltimas décadas, com O crescente desenvolvimento
da area biotecnolégica, rornou~se necessario O conhecimento de
novas técnicas de separaGic e purificagac de compostos obtides

em balxas concentracghes nestes Processos.

Devido a grande sensibilidade e fragilidade destes
compostos, torna-se necessario a escolha de um método gue nao
os agrida, mantendo suas propriedades Fisicas e quimicas

intactas

Dos varios métodos existentes na literatura, &
extragio liquidowliquidm vem gaphando destague por atender
aguelas exigéncias pasicas e sua aplicagao industrial ser
viavel. Os sistemas de duas fases adquosas, poden ser obtidos
com 0S8 slistemas de extracgao constituidos por duas fases
imiscivels, formadas pela adicéc en meic aguosc de dois
polimeros {como polietilenc glicol/dextrama}, ou de um destes
com um sal {como polietileno glicolffosfato de potassio). Além
de utilizar OS conhecimentos € equipamentos da extragao
liquidOMliquido tradicicnal, estes sistemas Sa0 compostos &l
grande parte por agua, propiciande agsim um ambiente Favoréavel
as proteinas. outra vantagem, & gue 0S5 gistemas adquosos
pifasicos saco compativelis com praticamente todas as proteinas
conhecidas, sendo assim uma alternativa pastante atrativa para

os processcs J& citados.

Apesar da importancia atribuida a8 téonicas
extrativas nestes sistemas, ndo existem trabalhos suficientes
para a predicgao do caeficiente de partigéo de proteinas, Kp -
que & definido como a razéo entre a concentragéo do soluto na
fase superior sobre a concentracao do soluto na fase inferior.
Fle depende de varios fatores, entre OF quais phE & temperatura
do sistema, tipo e concentracéo do sal e polimero utilizados.



Para um melhor conhecimento da influéneia destas
varidveis gsobre o coeficiente de partigic de proteinas, &
necessario um estude preliminar do equilibrio de fases nestes
slstemas.

Bpregentaremos aguil um estudo sitemadtico scohre o
equllibric em sistemas agquosos pelietileno glicol 1000/fosfato
de potassio e polietileno glicnl B8000/fosfato de potéassic a
‘diferentes valores de pH & temperatura, e a influécia destas

variadveis no ceeficiente de particio da proteina Albumina.

b3



OBJETIVOS

Este trabalho, tem como objetivo Eornecer um maior
nimero de dados de equilibrio para sistemas polimero/sal, e
relacionar a influéncia de aslgumas varidveils no comportamento
de particso de proteinas e no eguilibrio de fases destes
sistemas. Estes objetivos foram realizados em duas etapas

1.Determinacado de dados de equilibrio para os sistemas
polietileno glicol 1000/fosfato de potédssic/édgua e polietileno
glicel 8000/fosfato de potassio/dgua a diferentes valores de
pH e temperatura.

2.Determinagde da influéncia da temperatura, pH e peso
molecular do polimero no equilibrio de fases e no coeficiente
de particao, Kor da proteina albumina BSA.



CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.8istemas Aquosos Bifasicos

Sistemas AQquUOSsS0s com duas fases formam-se
espontdneamente quando uma solugdo de dois compostos
hidrofilos sie misturados e uma certa concentracdo dos mMesmos
é excedida {(KULA, 1990).

0 fendémeno de separacdo de fases em sistemas
agquosos, fol observado pela primeira vez em 1896 pelo
microbicologista holandés Beljerinck (DIAMOND et alii, 1989). A
partir dal uma variedade destes fendmenos tem sido cobservada
gquando um ou mals polimeros gio dissplvidos em 4gua, na
presenca ou auséncia de um soluto com baixo peso molecular.

ALBFRTSSON (1960}, anos mais tarde, descreveu
sistemas aquosos e investigou suas propriesdades. Neste sentido
muitos trabalhos de diagramas de fases foram determinados

experimentalmente para estes sistemas.

Por se constituirem em grande parte por adgua, estes
sistemas formam um ambiente Zfavoravel a células, organelas
celulares e proteinas biclogicamente ativas. A distribuigdo de
tais particulas e componentes entre as duas fases dos mesmos,
pode entdo ser explorada com objetivos de purificagac e

separagdo.

somente dois dos muitos tipos de sistemas de fases
formados sdo geralmente aplicados na distribuicdo de materiails
biolégicos: os compostos por dois polimercs e os compostos por

wm polimerc e um sal.

Na separagdc de proteinas, a pressio osmdtica do
sistema ndoc precisa ser considerada. Neste caso, 08 sistemas

compostos por um polimero e um sal s&o0 mais adequades, Ja que



apresentam maior seletividade e menor custo em relagdo aos
formados por dois polimercs (KULA, 1990}.

Muitos autores, que no inicio da década de 70
utilizavam e estudavam métodeos de separagiio e purifircagdo de
enzimas intracelulares, diziam ser a ampliagdo de escala
("scale up"”) o maior problema. HUSTEDT et alii {1878}, ao
utilizarem sistemas aquosos Dbifésicos para este fim, nao
encontraram dificuldades no "scale up”, obtende ainda bons

resultados.

A extracio nestes sistemas oferece vanbagens Ssen
igqual para processos em grande escala, como alto rendimento de
extracio, forte aproximagdo do equilibrio, facil "scale up" e
emprego em processos continuos. além disso, permite o uso de
equipamentos desenvolvidos para a extracido ligquido-liquido
tradicional.

A base para a separagdo de substdncias com ¢ smpregoe
de sistemas de duas Iases aguosas estd na distribuigdo
seletiva dos mesmos entre as fases formadas. O dado relevante
neste caso é& o coeficiente de distribuigao da substéncia de

interesse, definido por:

K = 5. (1)

onde C; e C; 880 as céncentragées da substancia em mel/l nas
fases superior e inferior respectivamente (RASKIR et alili,
1088) .

0 coeficiente de distribuicéo da substancia de
interesse & dependente principalmente do sistema de fases
escolhido (do seu diagrama de equilibrioc), da concentragdo da



substancia, da temperatura e do pH, sendo a selecdo do sistema
de fases o passo chave do trabalho de particdco. Também depende
fortemente das propriedades de superficie da substincia a ser
particionada (carga elétrica, hidrofobicidade, pesoc molecular,
sitio ativo).

Num sistema bifésico em equilibrio, o potencial
guimico () de cada componente & igual nas duas fases. O
problema de modelagem destes sistemas & justamente relacionar
o potencial quimice com © conjunte de fatores que interferem
no equilibrioc. Apesar do progresso significativo que tem sido
feito modelando termodinamicamente & distribuicio de proteinas
nestes sistemas, ainda faltam estudos fundamentais da particéo
da biomolécula entre as duas fases. E, em alguns casos, falta
uma modelagem mais aproprilada mesmo para QS dados de

equilibrio do préprio sistema empregado.

gistemas aquosos bifédsicos diferem do tradicional
sistema de extragido liquido-liquide porque ambas as fases
contém uma alta porcentagem de agua (70 - a5%) (KING et alili,
1988). Em concentragtes &0 altas de agua, todos os sals e
grupcs ionizavels presentes nas proteinas sao digsocilados em

funcdo do pH, dificultando ainda mais a modelagemn.

Para facilitar o uso de tais sistemas ¢ fornecer uma
pase para a predigdo quando os dades ndo sdo disponivelis, uma
metodologia & necessaria para 2 correlacdo da partigac da
bionolécula em funcio da composigio das duas fases (DIAMOND et
alii, 1989).

Varias teorias tem sido propostas para propriedades
termodinamicas e correlagdes de dados de equilibrio. No
entanto, muitas destas teorias s6 se aplicam para sistemas
simples, ndo polares, com interacdes ndo especificas, tais
como pontes de hidrogémiﬁ IKING et alii, 1988).



BAMBERGER et alii (1984) estudaram a particdo dos
sais fosfato e clorete de sodio en sistemas Polietileno
Glicol/Dextrana e verificaram gque dnions polivalentes
distribuem~se preferencialmente na fase rica em dextrana,
provocando uma diferenca de potencial eletrostéatico
significativa entre as £fases. Observaram também, que 1880
deslocava o ponto criticeo ("plat point®) do sistena.

com base nestas informac®es BASKIR et alii (1988)
estudaran a particio de proteinas nestes gsistemas e observaram
que varios aspectos afetam a particao { tamanho da proteina,
peso nmolecular dos polimercs, concentragaoc do sal utilizado,
etc.), e empregando alguns modelos, correlacionaram estas
variaveis com a partigdo. Concluiram dgue ainda faltam dados e

conhecimentos mais especificos para a modelagem.

KING et alil {1988) testaram varios modelos
termodindmicos para a separacdc de bicmoléculas em sistemas
polietileno glicol/dextrana. Concluiram gue para desenvolver
necanismos e teorias de partigdo em sistemas aguosSos bifasicos
é essencial estabelecer conjuntos de dados sobre interagdes
proteina-proteina, polimero-polimerc, = sopre a influéncia do
pH e de diferentes solugbes de sais, obtiveram com isso, bons
resultados com a modelagem de sistemas PEG/dextrana. Tails
dados para slistemas polimero/sal sdo ainda muito escassos.

DIAMOND et alii (1989) no estudo da particdo em
sistemas polietilenc glicol/dextrana, propuseram ull modelo
simples para correlacionar a particido da biomelécula, com base
na Teoria de Flory Huggins, mas a correlacdo obtida sd se

aplica a solutos e proteinas de baixo peso molecular.

Fstes resultados apresentados na literatura indicam
j4 um razodvel progressc na modelagen de sistemas aquosos
compostos por deis poliméﬁos, gque contenham baixa concentragdo
de ions. Um exemplo diste & a modelagem de sistemas
PEG/dextrana baseada na equagdo de estado UNIQUAC (KING el



alii, 1888}, (O mesmp ndo pede ser dite com relagdo aos

sistemas polimero/sal.

Em fungéo disto, o estégico atual de pesquisa com
sistemas polimero/sal se concentra ainda na obtencdo de dadoes
de equilibrioc e na quantificaglc da influéncia das principais

varidvels no mesmo.

1.2.8istemas Polietileno Glicol (PEG)/Dextrana

Entre a variedade de =sistemas aguosos bifésicos
existentes, o sistema PEG/dextrana ¢ o mals estudado para a
particdc de proteinas, em contraste com os sistemas PEG/sal
(FRANCO, 1992). Em consequéncia disso, tomaremos como base as
informacdes para ©0s sistemas PEG/dextrana, utilizando-as como
parametros de comparacdo para os resultados obtidos em nosso

sistema,

0 estudo do coeficiente de partigdo de proteinas
nestes sistemas, depende de conhecimentos fundamentails e do
efeito de algumas varidveis (temperatura, pH, pesc molecular

do polimero, etc.) no equilibrio.

1.2.1.Efeito do Peso Molecular do Polimero

Segundo ALBERTSSON {1260) para sistemas
PEG/dextrana, gquanto mailor o peso molecular dos polimeros
utilizados menor é a conceniragdo necessaria para que ocorra a
separacic de fases e quanto maiecr a diferenga de tamanho entre
eles, mais assimétrica & a curva binodal.

0 peso molecular do polimero afeta diretamente a
particido do biomaterial, alterando o diagrama de fases e
mudando o nimero de interag¢des polimerc-proteina.



Em geral, se o peso molecular de um dos polimeros
for aumentado, a concentracéc da bicmolécula serd maior na
fase oposta, ou seja, a proteina é fortemente atralda por
polimeros menores e repelida por polimeros maiores. Esse
comportamento s& se observa se todos os outros fatores, como
pH, temperatura, concentracgdc dos polimeros e composigdc dos
sals forem mantidos constantes (BASKIR et alii 1988).

A magnitude deste efeito decresce com o aumento do
comprimente da cadeia deo polimero e depende da proteina
utilizada., Para algumas proteinas o ceeficiente de partigdo
definide como a razdc de concentragdc da proteina na fase
superior (rica em PEG) e inferior (rica em dextrana)
respectivamente, aumenta com © aumentec do peso molecular de
dextrana, sob condicgdes constantes {(para proteinas com baixo
DPESO molecular este efeito é pequeno, nao muito
significativo). J& para polietileno glicel, o coeficiente de
particdo diminui com o aumento de seu peso molecular (FRANCO,
1992). Em sistemas PEG/dextrana, este efeito €& mais
pronunciade devido a diferenga de potencial eletrostatico
entre as fases, causada pela adicdo de sals, que se distribuem
preferencialmente na fase rica em dextrana (BAMBERGER et aliil
1884) .

1.2.2.Efeito da Temperatura

Em sistemas PEG/dextrana hd formagidc de fases mesmo
a bhaixas concentracGes e baixas temperaturas. A sensibilidade
do sistema & temperatura €& mals pronunciada nas concenfragdes
proximas ao ponto critico {("plat point”™) da bincdal
(ALBERTSSON, 1860) . Chamamos de ponte critico o ponto que
divide a regido monofésica da bifasica, onde, uma pequena
mudanca de composicdo pode deslocar ¢ sistema para um dos dois
lados.



Na particBo da biomolécula © efeito da temperatura
geralmente é indireto e se manifesta através de mnudangas na
forma da curva bincdal (diagrama de fases), de alterac¢bes na
estrutura da proteina ou através de sua desnaturagdo, fatores
gque interferem na partigio da mesma (BASKIR et alii 1588).
Quando o coeficiente de partigéo da proteina é menor que 1,
ele aumenta com o aumento da temperatura.

0 efeito da temperatura nestes sistemas & nais
pronunciado do que efeito do peso molecular do polimero. O
aumento da temperatura acarreta wudangas na linha binodal com
reducdc do comprimento das "tie-lines"™, gue sdo obtidas pela
diferenca de concentragdo de PEG, na fase rica em PEG, somadas
a diferenca de concentra¢do de sal, na fase rica em sal. Este
efeito desloca a regido de separagdo pare valores iniciais de
concentracdo menores, aumentando esta regifo (FORCINITI et alii
1991).

1.2.3.Efeito do pH

0 estudo do pH é de Ffundamental importéncia para ©
conhecimento do comportamento de partigdo, pols sua variagdo
acarreta mudancas complexas e ainda desconhecidas na estrutura
e na carga da proteina. Apesar disso,existem poucos trabalhos

neste aspecto,

PORCINITI et alii ({(1992) estudaram a influéncia
simultanea do pH e do pesc molecular do polimerc na partigdo
das proteinas lizozima, gquimotripsinogénio A, albumina e

catalase. Observaram Jue:

—para a lizozima o coeficiente de particdo é mals afetado
pelas mudangas de pH em altas concentragbes dos polimeros.
Seu valor & mais sensivel ao pH em pesos moleculares malores,

tanto para PEG como dexfrana.
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-Para chimotripsinogem A © coeficiente de particido € mais
afetado pelas mnudangas de pH em altas concentracdes de
polimercs e mais sensivel ao pH somente em altos pesos
mnoleculares de PEG.

~Para a albumina o coeficiente de partigdo € mals afetado
pelas mudangas de pH enm paixas concentracdes de polimercs. Ela
& mais sensivel ao pH em balxos pesos moleculares de PEG e
para tedos 05 Pesos moleculares de dextrana.

-Para a catalase o coeficiente de partigdoc ¢é mails afetado
pelas mudangas de pH em haixas concentracdes de polimeros e
mais sensivel ao pH em baixos pesos moleculares de PEG.

Os autores observaram Jue & influéncia do pH no
coeficiente de particao aas proteinas, varia
significativamente de proteina para proteina e depende de
outros fatores como forma estrutural, ponto isoelétrico, etd,
nio permitindo ainda conclusdes generalizadoras.

1 3 gsistemas Polietileno Glicol (PEG)/sal

Mesmo tendo sido descobertos ha varias décadas,
poucos estudos fundamentais existem para sistemas polietilenc
glicol/sal.

Recentemente, devido a suas vanfagens em comparagdo
ans sistemas PEG/dextrana, sua aplicagdc em grande egcala para
processos de separagdo vem crescendo. Além do menor custo e
maior seletividade, a separagdc nestes sistemas ocorre mais
rapidamente devido a grande diferenga de densidade e de
viscosidade entre as fases, agilizando © precesso el

extratores continuos.

0s gistemas PEG/sal SA0 formados  por sals
inorganicos como: sulfato de magnésic, sulfato de s6dio,

1



carbonato de sédio, sulfate de amdnia e fosfate de potassio,

entre outros.

GREVE et alii {(1990) estudaram uma forma de reciclar
gstes sais ne Processo de separagao de proteinas
extracelulares, e observaram gue este processo € técnica e
economicamente viavel em eguipamentos continuos. A reciclagen
destes sais é importante ndc s¢ economicamente, como também em

funcdo de sua carga poluidora.

LEE et alii (1990} estudaram o comportamento do
equilibrio em sistemas aquosos bifasicos PEG/fosfato de
potassic a 4°C e pH 7 para varios pesos moleculares do
polimers, e a influéncia do pH no sistema PEG 3400/ fosfato de
potéssio. Concluiram que com o aumentc do peso molecular do
polimeroc, a curva binodal se desloca para concentragdes
menores de PEG e fosfato de potassio. Quanto ac pH, observaram

gue o mesmo acontece a medida gue o pH aumenta.

VERNAU et alii (1990) estudaram a extragldo de
proteinas em sistemas PEG/citrato, Jue causam menos problemas
ao ambiente, pois o citrato & bicdegradavel e menos toxico. O
fator de purificacio( grau de pureza do componente obtido ao
fim do processco de separag@o)para proteinas nestes sistemas,
foi menor do que os cbservados para 0s sistemas PEG/fosfato de

potéassio.

CHEN (1991) estudou a partigdo e a separagao de o
lactoalbumina e f-lactoglobulina em sistemas PEG/fosfato de
potassio, determinaram a influéncia das varidvels temperatura,
concentracdo de sal, concentragdo de polimero, peso molecular
do polimerc e pH sobre © comprimento das linhas de amarracgaoc
("tie line™) e o coeficiente de partigdo das proteinas. A
separacdc destas proteinas, c-lactoalbumina e B~lactoglobulina
em sistemas PEG/fosfato de potassio, também fol estudada
utilizando extratores do tipe Graesser em processo continuo,
por COIMBRA et alii (1992}, com bons resultados.
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WANG et adlii (1991), estudaram a extracio de
desidrogenases em sistemas aquosos bifédsicos utilizando
substéncias coloridas  como  ligantes, para facilitar a
determinagio do coeficiente de particic das proteinas.

CHELUGET et ealil (19294) estudaram o eguilibrio
ligquido~liguide em misturas agquosas de paliproplilenc
glicol/cloreto de sédio e determinaram as regides de separagio
do sistema (monofdsica, bifasica e sdlido-liquida).

Os dades de equilibrio e de coeficiente de partic3o de
proteinas em sistemas PEG/sal ainda s#o insuficientes e, en
particular, a influéncia simultdnea do pH 2 temperatura ainda

ndc Ifol estudada com a devida extensio.

1.4.Caracteristicas Gerais dos Reagentes

Sistema escolhido: Polietileno Glicol/Fosfato de Potassio

Proteina escelhida; Albumina de sore bhovine {(BSA)

1.4.1.Polietileno Glicol

Polietileno gliceol, HO(CHRCH,), H, €& um material de
grande importancia comercial e vcomo tal, €& ©produzido
mundialmente em grande gquantidade e em vVArios pesos
moleculares. Arbitrariamente, a designagdo PEG € usada para
materials com Dbaixos pesos moleculares (abalxe de 20000),
facilmente determinado pelos grupos hidroxilas, enguanto a
designagdoc PEQ, oOxide de polietilenc, ¢é frequentemente
restrita para materiais com altos pesos moleculares (maior que
1060000} que ndo evidenciam a funcionalidade da hidroxila.
Ambos grupos de pesco melecular podem  ser chamados de
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pelioxietilenos. ©Os materiais com alto e Dbaixo pesos
moleculares se distinguem pelo método de preparo ; PEG &
feito da polimerizagic de 6xido de etileno com um catalisador
acidoe ou basico, enguanto FEQ emprega catalisadores
heterogéneos., K dificil preparar PEG com pese molecular acima
de 10000 pela fécil desidratag@o do terminal hidroxietileno,
produzindo um algueno na polimerizacdo.

Os polietileno glicdis com peso molecular acima de
10000, sdo fregquentemente obtidos pela ligacdo de cadeias de
baixo peso molecular. Este processo de ligac#o pode introduzir
uma ramificagdo ou um sitic hidrofébico numa molécula, gque
pode afetar certamente suas propriedades moleculares.
Polietileno glicédis sdo altamente higroscépicos e absorvem uma
quantidade significativa de &dgua se expostos a altas umidades.

¢ comportamento de solubiiidade do PEG &
interessante: & soltvel em &gua, benzeno, dicloro metano e
tetracadofurance; com um pegueno aquecimento, € solivel em
metanol, acetona, etanol e Lolueno; & insclivel em hexano e

éter etilico.

Os polietilenc glicdis sdo nmeoléculas relativamente
estavels e atdéxicas. S&c muito utilizados na inddstria
alimenticea, cosmética e farmacéutica. S#c bastante estaveis
na forma de solugdo, pd seco ou flocos, como geralmente 5380
vendidos {em baixos pesos moleculares tem a forma liguida ou
de pasta) {(WALTER et alii, 1985).

1.4.1.1.Formas de Analise

As formas de anadlise de PEG vio desde a simples
determinagdo do ponto de fusdo a complexa espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear (NRM). Mais recentemente vem
crescendo o uso de técnicas como indice de refracdo e
cromatografia liguida (HPLC).

14



1.4.1.2 Nomes Comerciais

Dependendo do fabricante polietileno glicel pode ser
conhecido como: Poliglicol E, Carbowax = Pluracol E,

1.4.2.A1lbumnina de Soro Bovino

De acordo com sua estrutura e composicgio quimica,
albuminas s#c proteinas soluvels em 4gua e sgolugdes salinas
diluidas. Desnaturam e precipitam facilmente com o calor.

0 fendmeno de scolubilidade de uma proteina deve ser
vizualizado como a capacidade de um numero substancial de
grupcs polares localizados na superficie da mesma, se solvatar
na agua através de pontes de hidrogénio.

Mudangas de pH no meio, desde gue nd¢ sejam extremas
(1 ou 1,5 unidades) em torno do pH natural, causam
desnaturacgao reversivel nas estruturas terciadrias da maioria
das proteinas {FARFAN, 18S0}).

A albumina guando em pH entrse 5 e B tem sua Fforma
nativa (N}, em pH 8 ha uma transicdo da forma N para a forma
B, gue ceorresponde a um leve decréscimo em sua hélice. Acima
de pH 9% e a baixas temperaturas, possul forma A (proteina
desnaturada). Em pHs acidos ela agrega, forma E; 4 a 4,5 (abre
parcialmente), abaixo de 4 (forma coldide). O coeficiente de
partigdo da albumina (IP = 4,6} tem um valor minimo a pH 5,6
{FORCINITI et alii, 1991}.

1.4.3.Fosfato de Potassio Monobasico e

Dibasico
Fosfatos 580 sais inorganicos, amplamente
conhecidos. S&o0 utilizados em sistemas polimero/sal por

15



organizarem a estrutura da &gua e, portanto formarem duas
fases na presenga do polimero (PEG). Além do menor custo em
relagdo a dextrana e maior facilidade de utilizacado
industrial.

0 fosfato de potéssio monobasico ou também chamado
de fosfate diacido de potédssio, tem peso molecular 136,09 e
sua formula meolecular & KH,PO4 (anidro). Em solucido a 5% e
temperatura de 25°C seu pH fica entre 4,1-4,5,.

0 fosfato de potédssio dibasico anidro, tem peso

molecular 174,18 e sua formula molecular & K,HPO,. Em solucgdo
a 5% e temperatura de 25°C seu pH fica entre 8,5-9,6.
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CAPITULO 2: MATERIATS E METODOS

Neste capitulc falaremos sobre o35 materiais e
metodos utilizados no desenvolvimento  experimental de nosso
trabalho, realizado no Laboratdric de SeparacgdHes Fisicas
{LASEFYI) deste departamento.

2.1 Materiais

2.1.1.Reagentes

Polietileno Glicol (PEG} 1000 Sigma
Polietileno Glicel (PEG) 8000 Sigma
Fosfato de Potéssic mono-basico Merck
Fosfato de Potéssio di-basico Merck
Hidréxido de Potédssio PLA. Merck
Acideo cloridrice fumegante (37%) Merck

2.1.2.Proteina

Albumina bovina (BSA) Sigma

17



2.1.3.Equipamentos

NCME MCODELQO MARCA
Agitador magnético AMA 18 PEMEM
Agitador magnético 2211 QUIMIS
Balanca analitica eletrdnica AZ0QS SARTCRIUS
Banhe termostatice analdgico TEOB4 TECNAL
Bomba a vacuo 1399 WELCH
Célula de sguilibrico liquido-liquido - SUPRILARB
Espectrofotdmetro UV visivel  —=——- VARIAN
Estufa a véacuo EIV EDG
Estufa de secagem e esterilizagdo 3208E FANEM
HPLC { 5 mddulos)

Auto samplern 89085 VARIAN
Bomba dosadora 8010 VARIAN
Detector indice de refragdo RI4 VARIAN
Forno para aquecimento de colunas SPHSS SPARK-HOLLAND
Integrador 4400 VARIAN
Coluna PW{300 ¥ 7, bmm} TSK G1l000
Potencidmetro pH300 ANALYSER
Termémetre padri3o (precisdo 0,1°C} ~30/+30°C INCOTERM
Uitrassom “““““““““ VARTIAN

A seguir, faremos um breve comentédric scbre a célula
de eguilibrio liquido-liquido, por ser ela nosso equipamento
chave no trabalho experimental.

2.1.4.Célula de Equilibrio Liquido-liquido

A célula de equilibrio liquido-liguido fol baseada
inicialmente no modelo de BUENO (1980) e STRANGEVITCH (1992},
mas algumas modifica¢bes foram necessarias devido 4 natureza

dos componentes dos sistemas aquosos bifésicos.
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Ela ¢ feita de vidro pyrex para permitir a
visualizacdo da separacgdc de fases, seu volume interno é de 60
ml e dispde de uma entrada superior onde s&o alimentados os
componentes que formam ¢ sistema. £ encamisada, com saida e
entrada para conexdo do banho fermostético. Vedada com relha
de teflon esmerilhada, com  abertura para encaixe do
termdmetro. A ¢élula foi fabricada pela firma Suprilab, A
figura 1 mostra um esquema da célula de egquilibric

2.2.Métodos

Com base nos dados de SNYDER et alii (1892}, para o©
sistema polietileno glicol/fosfatc de potassio a 25°C e pH 8,
foram preparados sistemas para testes preliminares. Observou-
se que mesmo ubtilizando uma metodologla de andlise diferente
para a determinacdo das concentragdes das fases, obteve-se un
bom resultade, com uma beoa reprodutibilidade destes dados
apresentados na literatura.

A partir disto, adotou-se as concentragdes massicas
globails dos sistemas apresentados pelos autores COmO
referéncia para nossos experimentos. Com base nestes dados fol
peossivel estimar o volume das fases, com o objetivoe de
garantir que a interface ficasse aproximadamente na metade da
célula, facilitando a retirada das amostras, sem perturbagbes

apreciavels as fases em equilibrio.

Quando 34 se conhece algqumas linhas de amarragdo,
mesmo em condicdes diferentes das de interesse, torna-se mais
facil estimar ¢ volume de cada fase a partir destas
composigdes de equilibrio.
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Quantidades pré-calculadas ds cada componente (por
exenplo: polietileno glicol 8000, fosfato de potéssio
monobésico, fosfate de potdssio dibédsico,agua) foram pesadas
{(massa/massa) em balanga analitica e introduzidas no interior
da célula que 3j& estava conectada a0 banho termostéatico.
Varias combinag¢des de polietileno glicol, pH e temperatura
foram utilizados nos experimentos, & estdc apresentados na
tabela 1.

TABELA 1 - Sistemas utilizados experimentalmente

SISTEMA* pH TEMPERATURA (OC)
PSFA 7 4
PBFA 9 4
PSFA 6 25
P8FA 7 25
PSFA 9 25
P8FA 6 40
PEFA 7 40
PBEFA 9 40
PLlFA 7 4
P1FA 9 4
P1FA 7 25
P1FA 9 25
PLFA 7 40
P1FA 9 40

*PBFA - Polietileno Glicol 8000/fosfato de potéssio/agua
*PIFA - Polietileno Glicel 1000/fosfato de potéssio/édgua

Fez~se a agitagao da mistura com agitador magnético
por 15 min ou até completa sclubilizagadc. O tempe necessario
para alcance do eguilibrio, foi estimado c¢com base en
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experimentos preliminares de equilibrio. Adotou-se um tempo
inicial minimo de 2 horas de repouso.

A separacdo de fases ocorre em dois estigicos: o
primeiro {(rapido} acontece logo apds o términe da agitagdo; o
segqundo {lento) ogorre quando gotas residuais de uma £fase,
ainda dispersas na outra fase, coalescem. O sistema & ditc em
equilibrio quando as duas fases formadas estdo limpidas e
transparentes com uma interface bem definida, isto e, quando
suas concentracbes ndo variam mails, a uma temperatura

constante do sistema.

Dos testes preliminares concluiu-se que em 4 horas o
equilibrio era alcangade. O tempo fol contado a partir da hora
em que a temperatura no interior da célula fosse a desejada e
se mantivesse constante nesse periode, com uma variagio nao
superior a *0,1°9C, medida com termbmetro padréo.

Alcancado o equilibrio, retirava-se em torno de 8ml
de amostras da fase superior e inferior com auxilio de
seringas plésticas de 10 ml, para a analise.

Com base na equaglc 2 de Henderson-Hasselbach
(BACCAN et alii, 1979), determinou-se a razdo My (KyHPQg)/ My
(KH,POg) & ser utilizada em cada experimento para se obter o
pH desejado. As proporgdes de M;/M, em fungdo do pH estdc na
tabela 2. O pH final do sistema foi medido posteriormente nas

amostras que foram retiradas para andlise.

pH;pKa+logﬁi (2)
My
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TABELA 2. Proporg¢des de Mi/Mp utilizadas nos experimentos

pH Razio M1/M2
6 0,1807
7 1,807
9 180,71

2.3.AnAlises

Geralmente em sistemas aquoscs bifdsicos, quando se
analisa sua composicgdo, determina~se a concentracio de apenas
dois dos componentes., A tercelra concentragdco obltem-se por
diferenca. Na maioria dos casos apresentados na literatura,
para sistemas polimero/sal, determina-se a concentracgic de sal
e a de polinmero, obtendo-se a de &gua por diferenca. A escolha
dos componentes para andlise das concentragdes deve levar em
centa alguns fatores como, método utilizade, disponibilidade
de egquipamentos, tempo de analise e qualidade dos resultades
obtidos . A partir disto, adotamos também a determinacgdo de

dols componentes; detalhadas a seguir.

2.3.1.Concentragéo de Sal

A cgoncentracgdo de sal fol determinada de acordoe com
GREVE (19290}, Num bequer vazio de 10ml, pesou-se de 1 - 1,5 g
da amostra contida na seringa e completou-se para 20g com agua
destilada. Mediu~se o0 pH da solugio. Em segquida, adicionou-se
de 1 a 5 ml dependendo da fase (superior ou inferior) de uma
solugéo 10% de acido cloridriceo , até pH proximo de 2, para a
transformacde de fosfatos, garantinde assim gque todos os
fosfatos existentes na solugdo sejam tranzaformados em acido
fosférico. A equacdo a seguir mostra esta transformacio:
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K,HPO, +KH,PO, +3HCl——s 2H,PO, +3KCl (3)

Titula-se esta solugdo (titulaclo potenciométrica)
com hidrésxido de potassio 0,1M. E conhecido que o Aacido
fosférice & um acido forte, triprdético e que possul scmente
dois hidrogénios ionizavels, © primeiro a pH proximo de 4 € ©
segundo a pH préxime de 9. Com os dados cobtidos na titulagho,
& possivel construir a curva de titulagio (pH ¥ wvol KGH) ¢
determinar o volume real titulado, que & cobtido pela diferencga
de volume dos dois pontos de inflexdo da curva (hidrogénics

ionizados), comp mostra a figura 2.

Fazendo a derivada primeira (OpH/OVol} destes
pontes em relacgdc ao volume, obtém-se com melhor precisido este

valor. A figura 3 mostra um resultado tiplco.

Transformamos este volume em concentracio de fosfato
utilizando as equagdes abaixe {(GREVE, 189%0):

po 3 (4)

nmol‘ 4

VeouNkou =

m I

MPO, P =t @ (5)
4 174,18 136,09

-3 _ -3
anlPO4 =——MPO4 {6)

Para pH = 6

- -3
Mtotalf"14ﬂh8451quoé {7}
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FIGURA 2. Curva de tituladdo {pH X Veol. KCOH) obtida para a
fase inferior do sistema PEG 1000/fosfato de
potassic, T=40, pH=9,
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Derivada primeira (O8pH/8Vel) do sistema

1000/ fosfate de potéssio,
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Para pH = 7
Mioray = 158, 7302. MPO, - (8)
Para pH = 9
Meotay = 175, 4386. MPO, ™ (9)
%Csal = Meotal / Mamostra- 100 (10)

0 mesmo procedimento fol realizado para as amostras
da outra fase. Todas as analises foram feitas em duplicata
para garantia da reprodutibilidade.

2.3.2.Escolha do segundo componente

A escolha do segunde componente para analise de
concentracio trouxe alguns problemas do ponte de vista
experimental. A priori, optamos por adotar o métode de SNYDER
(et alii, 1892) para a determinacglo da concentragdo de PEG.
Varios testes preliminares foram realizades para otimizacgde do
método com sclucbes padrdes compostas s pelo polimero, onde
os resultados obtidos foram bastante favorévels.

A aplicacéo do método HPLC ("high-performance liguid
chromatographic”} para a separagdo de macromoléculas & um
desenvolvimento bastante recente. Antes de iniciar o trabalhe

experimental ¢ necessério ¢ conhecimento de algumas regras
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basicas de funcionamento do equipamento, tais como: todas as
solucdes e amostras a serem injetadas no cromatdgrafo devem
ser preparadas com agua milli ¢, degaseificadas (ultrassom} e
filtradas; o equipamento deve ser mantido ligado por um
periodo minimo de 24 horas, para sua estabilizagéo, antes de
iniciar o trabalho de injec8c das amostras, a temperatura
ambiente deve se manter constante durante todo o processo.

0 método escolhido para a construgéo da curva padrio
foi o do padrdoc internc. Ele é assim chamado pois utiliza-se
uma solucdo de concentragdo conhecida de um composto com
caracteristicas semelhantes ao padric, mas com tempo de
retencdo diferente, para que o comportamente da curva padréo
seda reproduzido nas amostras das fases.

A curva padrdoc fol construida da seguinte maneira:

1.80lucdes padrdo de PEG 8000 com concentragdes de 1, 5, 10,
15, 20, 30, 40, 50, 70, 90 e 100mg/ml foram preparadas segundo
os critérios ja citados anteriormente;

2.2 solucgdc do padrio interno, PEG 10000, com concentragéo de
25mg/ml também fol preparada;

3.Adotou~se como base a proporcdo 2:1 para a construgdc da
curva padrao, isto é para cada 10 ml de solugdo de PEG 8000
utilizou~se 5 ml de solugdo de PEG 10000;

4.Uma aliquota de 1 ml desta solucdo 2:1, foil utilizada para
injecio e construgdo da curva padrac.

rcada corrida cromatografica durou em torno de 20
min., O detector utilizade fol o de indice de refraglo, a fase
moével Na,HPO; 6,3 mM, a vazdo de 1 wl/min, temperatura da
coluna de 40°C, temperatura ambiente de 20°C, a coluna TSK
G1000 PW{300 X 7,5 mm}) e injecdc automdtica {auto sampler).
Todas as injegdes foram feitas em duplicata.
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Pe posse da curva padrdo, iniciou-se a injegdo das
amostras das fases dos sistemas preparados, seguindo 0s mesmos
critérios adotados na construgfo da curva padrio e nos testes
preliminares com solugdes compostas sd com o polimero.

Os resultados, no  entanto, indicaram gque a
concentragdc obtida nas amostras ndo reproduzria os wvalores de
concentracdo esperados. A concentragidp de sal contida nas
amostras das fases interferia decisivamente nos resultados,
chegando inclusive a aproximar o tempo de retengdc dos
diferentes polimeros, o PEG 8000 das amostras a serem
analisadas & o PEG 10000, empregado como padrido interno.

Noves testes foram reallzados, agora com uma etapa
de "purificaclc' das amostras por didlise antes da injecgdo.
Bons resultades foram cobtidos, mas © tempo necessario para a
didlise, de no minimo 24 horas, dificultaria & realizagdo de
um grande numero de experimentos.

Como os métodos de andlise de concentragdoc de sal e
de agua & estavam otimizados, com bons resultados, e como ©
método de andlise para PEG mostrou ser bastante complexo, e
necessitava de um tempo bastante grande para sua realizagdo,
optamos por obter a concentragldo do PEG por difersanga.

A concentracdo de &gua pode ser determinada por
métodos convencionalis em estufa com circulacgde de ar. No caso
de scoluces poliméricas, a redugdo do teor de umidade eleva
sua viscosidade e dd origem a uma pelicula na superficie da
amostra que impossibilita & salda da &gua ainda presente. A
técnica sugerida na literatura para sistemas polimero/polimero
¢ polimero/sal & normalmente a liofilizacdc (FORCINITI et
alii, 1992). No entantoc, este tipo de problema na secagem de
fluidos vwiscosos é encontrado na determinacdo de umidade em
diversos alimentos, sendo sugerido o emprego de microesferas
de vidro para evitar a formacdo desta pelicula.
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Uma comparacdo fol realizada entre as duas técnicas
citadas, para uma mesma solugdo aquosa do polimero resultando
em uma diferenga nas concentragdes medidas de 0,1%. Neste
caso, utilizamos a técnica de determinacdo de umidade para
gsubstancias viscosas (geléias) sugerida pela AQDAC devido ao
menor custo e disponibilidade de equipamento, descrita a

seguir,

2.3.3.Concentracio de Agua

A concentracldo de agua fol obtida com base no nétodo
da AOQAC, sugerida para a determinacgdo de umidade em geléias e
alimentos wviscoses. ©Os materials ({vidros e microesferas)
previamente secos em estufa com circulagdo de ar a 40°C por
uma hora, eram introduzidos no dessecador, onde ficavam por
aproximadamente 45 min para esfriar. Apds esse tempo, fazia-se
a pesagem em balanga analitica das amostras.

Para facilitar o trabalho expsrimental utilizamos
una tabela que continha os materials a serem pesados Cono

segue:
FPases Placa Micro Amostra Bastdo Pesgo
| esferas Total
Superior 1
Superior 2
Inferior 1
Inferiecr 2

Fez-se a pesagem das amostras. A esse conjunte
chamou~-se massa umida (Mwﬁd%). Apés cada pesagem anotou-se ©
valor na tabela e tarou-se a balanga. A placa utilizada era de
vidro com didmetro de +5 cm, a granulometria das micro esferas
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de 42 mesh e o bastdo de vidro com 5 mm de espessura por 10 ¢m

de comprimento.

Procedeu~se da mesma forma para todas as outras
amostras. Todas as analises foram feitas em duplicata. Ao
final da pesagem, colocou-se os conjuntes na estufa a vacuo a
60°C, 0 tempo utilizado foi  determinado por  testes

preliminares.

Segundo o método adotado o tempo ideal & dado
guande, depois de no minimo trés pesagens consecutivas o peso
permaneca constante (ndc varie mals pelo menos até a terceira
casa decimal). Em nossos experimentos a variagdo méxima
admitida nos experimentos foi 2 x 107%y ., Com base nesta
informacdo o tempo utilizado fol de 24 horas.

Passado as 24 horas retirou-se as amostras da estufa
colocando-as no dessecador onde ficaram por mais 45 min.
Procedeu~se a pesagem novamente . A este conjunto chamou-se de
massa  seca (Mgaea) . Com estes valores calculou-se a

concentracdo de agua pela equagdo 11.

M, .. —M
sH.0=--dmida _seca j10p (11)

2

Mamostra

2.3.4.Concentragio de Proteina

A determinaciio do ceeficiente de partigdo da
albumina no sistema PEG/sal fol realizada para algumas
condigdes experimentals. Utilizou-se a linha de amarracdo H
{composicdo bruta em fraglo méssica : 17.%0% PEG 8000, 10.80%
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sal , 71.30%, Aagua), pHs 6,7,8 & 8 e temperaturas de 4,25 e
40°C, Estes experimentos ndo foram realizados na célula de
equilibric. Adotou-se o procedimento sugerido por FORCINITI
et alii (1%%2). Sistemas com massa global final de 20g foram
preparados em tubos de ensaio de 25ml, sendo gque a cada
sistema adicionou-se 5g de uma solugic de proteina com
concentragd de Img/ml, incorporada juntamente com a quantidade
de agua calculada para o sistema. Isto &, se para um dado
sistema a quantidade necessaria de &gua calculada é 15g,
adiciona-se 10g de &dgua e 5¢g da solugdo de proteina. Agitou-se
vagarosamente o sistema para que ndo ocorresse desnaturacdo da
proteina { por isso a nd3o utilizacgdo da célula de equilibrio).
0s tubos foram imersos en um  bpanho termostatice, com
temperatura constante por 4 horas. Com auxilio de seringas de
ml e agulhas especiais {(10cm de comprimento por 1mm de
didmetre), retirou-se culdadosamente amostras da fase superior
e inferior. Na literatura geralmente retira-~se as fases com
auxilio de pipetas descartande a interface, ewm nosso sistema
isso causava grandes perturbaces nc equilibrio do sistema.
Fez-se a leitura das fases em espectrofotdmetro UV visivel a
280 nm.

Sistemas com composicdes i1dénticas, sem adicdo de
proteinas, também foram preparados par serem utilizades como
brancoe na leitura das amostras. Este método sé é valido quando
a concentragéo de proteina nas fases for maior gue 0,01 mg/ml

2.3.5.Determinagio do Erro Experimental

Como ndo existe teste de consisténcia para dados de
equilibrio liquido-ligquidc é necessdric recorrer a outros
procedimentos para atestar a qualidade dos dades obtidos.
Hormalmente isto & feito pela verificacdoc da compatibilidade
entre a concentragdo global do sistema & a concentracdo das
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fases em equilibrio. Isto pode ser visualmente observado em um
diagrama de egqullibric através do alinhamento dos trés pontos
gque representam as concentragdes. No entante para uma melhor
avaliag8o da qualidade dos dados pode-se proceder a um célculo
de balange de massa para cada componente como indicado abaixo.

2.3.5.1.Balan¢o de massa

Para este cédlculc & necessario dispor da massa das
duas fases em equilibrio. N&c & possivel uma determinacéo
experimental precisa da massa destas fases. Neste caso, optou-
se por determinar a massa das duas fases com base na hipdtese
gue ¢ errp para O balanco de massa da dgua € nuloc.

A escolha da concentracdo de agua se deve & malor
presenca deste componente no sistema ¢ 2 malor precisdo na
determinacgdo de sua concentragdo., A partir desta hipdtese a
massa das fases foi determinada pelas eguagfes 12 e 13 abaixo.

MT = MT, + MG (12)
MT . $HyO(py + M. $HxOp = MH O  (13)
MTl.%PEGl + MT,.$PEG, = MP (14)
MTy . $Sal; + MT,.%Sal, = MS (15)
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onde : MT, & a massa da fase 1;
MT, & a massa da fase 2;
MPEG, € a concentragdo de polimerc na fase 1:
MPEG, & a concentragdo de polimero na fase 2;
MSal, & a concentragdo de sal na fase 1;
MSal, € a concentracgdo de sal na fase 2;

MH,O0 ¢y € a cencentragde de agua na fase 1;
MH,O () € a concentragdo de agua na fase Z2;
MP & a massa total de polimero no sistema;
MS é a massa total de sal no sistema;
MH,O é a massa total de &dgua no sistema;

a

MT & massa tohtal do sistema.

Sabende os - valores de MT; e MT, (obtidos no
programal € os valores de concentragico de todos o©s reagentes
nas duas fases(PEG, sal e &gua} , obtém-se o erro relativo
experimental de cada componente {(equacdc 14 para PEG & equagao
15 para sal) segundo a seguinte equagdo:

A8
ERRO= B (16)

08 resultados obtidos para sestes erros comparados
aos observados na literatura, mostraram-se bastante préximos.
Das cingienta linhas de amarragfc calculadas experimentalmente
neste trabalho, 60% delas apresentou erre no balango de massa
entre 2 que 5%, 10% apresentou erro entre 7 e 9% e 30% menor
que 2%. Para avaliar o significado destes resultados realizou-
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se o mesmo calculo para dados de equilibrio de sistemas

similares apresentados por ocutros autores.

Estes erros como se observa na figura 4 para os
principais dados completos para sitemas PEG/sal, apresentam
erros numa mesma faixa e distribuigdc razcavelmente similar.
Obviamente este tipo de erro ndo deve ser syuperestimado, a
medida que se parte de uma premissa de grro nuleo no balango de
massa para agua, como de fato essa hipdtese ndo & verdadeira,
0 erro nos outros balances deve ser menor do gque o determinado

por noés.
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FIGURA.4. Grafico comparative do erro experimental/literatura
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitule objetiva detalhar e comparar os
resultados obtidos experimentalments com os apresentados na
literatura. Lembrandce que, em alguns casos, faremos usoe dos
resultades apresentados na literatura para sistemas
PEG/dextrana, por falta de pardmetros de comparagdc para
sistemas PEG/sal.

Antes de apresentarmos os resultados obtidos, &
conveniente esclarecer alguns conceitos e representagdes
gréficas normalmente empregadas no casce de sistemas aguosos
bifasicos, diferenciando-os dos correspondentes noe equilibrio
liguido~liquido tradicicnal.

3.1.Diagrama de Equilibrio

Chamamos de diagrama de equilibrio a representagdo
utilizada para expressar as concentragdes do sistema ternario.
Existem duas formas mais comumente utilizadas, a forma
tridngular, que" expressa a concentragio dos trés
componentes {figura 5a), e a forma de eixos cartesianos, que
expressa apenas duas das concentracgdes do sistema (figura 5b).
Esta dltima representagdo & freglientemente empregada em
sistemas aquosos bifédsicos, para o5 quais a regido de
interesse se concentra na parte do diagrama com elevada
concentracgdo de agua.
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FIGURA ba. Diagrama de equilibioc sistema acido latico/dlcoool
iso-amilico/dgua em coordenadas tridngulares.
Fonte: COIMBRA, (1991)
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FIGURA 5b, Diagrama de equilibrio sistema PEG 8000/fosfato
de potédssio a 25°C , pH 7 em cordenadas
cartesianas.

37




Os diagramas de equilibrio sdo compostos por: linhas de
amarracdo e curva binodal. A curva Dbinodal e as linhas de
amarracdo s&o contruidas simultdneamente através de anadlise

quimica do sistema.

1.Linhas de amarragéoc {linhas continuas), 530
formadas atraveés da unido das concentragbes obtidas
experimentalmente dos componentes nas fases superior e
inferior, passando pela concentragdc massica glcobal do
sistema. E importante salientar que a linearidade dos pontos
obtidos, & prova de bons resultados (vide iltem 2.3.5). Estas
linhas também sio conhecidas como "tie~lines".

2 .Linha binodal (linha tracejada), separa o diagrama
de equilibric em duas reglbes, regidc monofésica e ragido
bifasica . E obtida pela uniio dos pontos extremos das linhas
de amarracido. Através de métodos empiricos para os dados de
equilibrio pode-se estimar o ponto critico ("PLAIT POINT™},

gue delimita as regi®es, para cada sistema .

A diferenca das concentracbes de polimerc e sal
entre as duas fases tem uma grande influéncia no coeficlente
de particiéc das proteinas nestes sistemas. Na literatura
emprega-se para representar esta diferenga de concentragdo o
conceito de comprimente das linhas de amarraglo, procurando
relaciona~-lo com diferentes variadvels como pH, temperatura,
pesc molecular do polimero, etc. A equagao 17 apresenta a
forma de célculo para o comprimento das linhas de amarragao
("TIE LINE LENGHT - TLL).

L

2 |

tL=|(pEG, ~PEG,) +(saL, -sa1,)’] (17)
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onde os sub indices 1 e 2 representam a fase 1 {rica em PEG])

e 2 (rica em sal) respectivamente.

3.2.Comparacdo dos Dados Experimentais com a
Literatura

Cs resultados preliminares, obtides
experimentalmente para o sistema FEG 8000/ fosfato de potassioc
a 25 °C e pH 8, estdc apresentados na figqura 6 juntamente com
os dados de SNYDER et alii (1892). BApesar de utilizarmos
nétodos de anélise diferentes e determinarmos a concentragdo
de outros componentes {sal e &gua), observa-se que a linha de
amarragido obtida experimentalmente e 2 da literatura ,
praticamente se sobrepbem, © que demonstra uma grande
aproximagdo dos resultados. Na tabela 3 estd3c apresentados os
valores de concentragio (em fragio méssica) dos componentes,
obtidos experimentalmente e pox SNYDER et alii (19852)

respectivanente.

TABELA 3. Comparacac de dados do sistema FPEG 8000/ fosfato de
potassio/égua a 25°C , pH 8.

Sistema | Composig@o total Fase superior Fase inferior

TLG* sar, | pEc | ®,0 | saL | PEG | Hp0 | SAL | PEG | H;O

SNYDER | 10.0 § 16.1 1 73.9 2.6 34,6 | 62.9§ 16.3 1.6 82.1

expER. | 10.0 ] 16.2 1 73.9) 3.1 | 34.8162.1]16.94 0.2 |82.9

*TLG ~ "Tie-Line" obtida para o experimento G.

Para os dois principais componentes em cada fase 08
dois métodos fornecem resultados sem divida muito préximos.
Mas as pequenas diferengas al observadas sd3o suficientes para
tornay significativa a diferenga na concentracdo do componente
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presente em menor gquantidade. Nao & possivel tirar conclusses
definitivas, a partir desta comparagdo, quanto a melhor
qualidade de um ou outro destes dois métodos. A diferenga nos
valores de concentragdo pode ser consequéncia ndc somente da
metodologia empregada. Isto porque PEGs com peso molecular
préximes a 10000, quando preparados, podem apresentar pequenas
diferencas estruturais ja& gque sio Fformados por varias cadelas
de polimeros menores (WALTER et alii, 1985; KANG e SANDLER,
1988) o que certamente pode interferir na distribuicdo dos
varios componentes no sistema

Considerando estes aspectos e a boa
reprodutibilidade dos dados para as duas principais
concentracdes rescolvemos adotar este métode como base para
todo o desenvolvimento experimental.

% DE PEG {P/P)
40

a5 \
30 - \

25+ BN

20+
18¢

10F \\\

0 8 10 15 20

% DE SAL (P/P)
—i— LITERATURA  —¥ EXPERIMENTAL

FICURA 6. Grafico comparativo do sistema PEG 8000/ fosfato de
potéassio/agua & 25°C, pH B.
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3.3.Apresentagdo e Analise de Dados

Varios diagramas de equilibrico foram determinados
experimentalmente para o sistema PEG 8000/fosfato de potéssio
e PEG 1000/fosfato de potassio a diferentes valores de pH e
temperatura. 0Os sistemas foram preparados como citado
anteriocrmente, quatro linhas de amarragio foram medidas para o
sistema PEG 8000 e trés para ¢ sistema PEG 1000. Os resultados
obtidos serdc apresentados de duas formas: diagramas de
equilibric e comprimento das "tie lines” wversus pH e

temperatura.

Os diagramas de equilibric serdo apresentados sob a
forma de eixos cartesianos com suas respectivas tabelas
contendo as concentragdes globails e de cada componente nas
duas fases, superior e inferior {(em fraclo méssica). As linhas
de amarragdo codificadas como F,G, H e J para o sistema PEG
8000/ fosfatec e B, C e D para o sistema PEG 1000/fosfato
representam diferentes composighes globais de cada
exparimento,.

3.3.1.Influéncia do pH

A discussdo da influéncia do pHE serd feita baseada
nc sistema PEG 8000/fosfatc de potédssic. Determinamos um
conjunto de oito diagramas de fases para este sistema
combinando trés valores de temperatura e trés valores de pH. A
nomenclatura utilizada fol padronizada de acorde com a
composicdo do sistema. Isto significa que todos oS
experimentos com mesma nomenclatura possuem a mesma composicao
global, )
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Na literatura a influéncia do pH & pouce conhecida,
08 pouces dades apresentados relaciconam a influéncia desta
variavel somente com o coeficiente de particio de biomoléculas
e ndo com ¢ sistema propriamente dito. Nos faremos usc entic
de nossos resultados experimentais, para discutirmos esse
comportamente nos sistemas e quande tratarmos da particdo de
proteinas discutiremos com maior énfase a influéncia desta

variavel.

Nas figuras 7,8 e 9, e tabelas 4, 5 e 6, encontram-
se representados os dados de equilibrio para © sistema PEG
8000/ fosfato de potédssic em combinacdes de pH e temperatura
utilizados e suas composigdes respectivamente. HNota-se en
geral um bom alinhamento dos pontes que representam a
concentragdo global e a concentracdo das fases, e uma
dispersfo um pouco malor para aqueles casoes cuja concentracdo
global estd mais distante do "PLAIT POINTY.

Fol justamente nestes casos que o errc experimental
apresentou valores maiores gue 7%. 0s dados de egquilibrio na
forma de tabelas e graficos para as outras combinacgdes de pH e
temperatura, encontram-se no apéndice 1 e as observagdes a

segulr sdoc extensivas acs WMesSmOS
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TABELA 4. Composigdo das fases do sistema PEG 8000/ fosfato de
potéssio/&gua a 4°C, pH 9,

Composigdo total do

Composicgdo fase

Composicdo fase

sistema (%) superior (%) inferior (%}
% SAL | % PEG | % H,0 | % SAL | % PEG| %H,0 | % SAL{ % PEG | % H,0
7.70 13.90 ] 76.48 3.71 20.92 } 75.37 { 12.61 2,74 84,65
5.59 16.10 | 73.91 2.45 31,061 66,49 | 16.45 2.23 B81.32
10.78 1 17.87 | 71.35 2.02 33,58 ] 64.40 § 18.35 2.48 79.17
12.30 F 21.89 ] 65.81 1.50 41,22 | 57,28 § 23.77 3.49 7.4
T=4/pH=0
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TABELA 5. Composicdo das fases para ¢ sistema PEG 8000/fosfato
de potassioc/adgua & 25°C, pH 7.

Composigdo total do

Composicgdo fase

Composicgdo fase

sistema (%) superior (%) inferior (%)
% SAL | % PEG} % H-O} % SAL | % PEG FHoO % SAL 1 % PEG ] % H.0
7.69 13.87 { 78.42 3.77 22.45 ) 73.78 | 12.67 1.61 85.82
9.99 116,10 | 73.91 1 2.49 { 32.04165.47 1 16.301% 1.58 | 82.12
10,72 117,89 171,321 2.18 | 37,76 | 60,05} 18.43 1 1.62 | 79.95
12,301 21.89 165,81 % 1.60 | 44,46 ] 53,941 23.00§ 2,12 | 74.88
T=20/pH =7
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FIGURA 8. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 8000/fosfato

de potéssio & 25°C , pH 7.
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TABELA 6. Composigdc das fases do sistema PEG 8000/fosfato de
potassio/agua & 40°C , pH 6.

Composicado total do Composicdo fase Composicéo fase
sistema (%) superior (%) infericr (%}

o

SAL {3 PEG ] % H 0l % SAL ] % PRG | % Hon 1 % SAL | % PEG % H.0

9.89 [ 16.09 | 73.92 1 3.42 | 28.89 | 66.69 | 16.50{ 2.56 | 80.84

10.81 1 17.89 3 71.30] 2.92 | 34.75 )1 62.33 118,83 2.96 | 79.21

11.60 § 20.00{ 68,41 | 3,02 | 37.92 | 59,06 ¢ 19.87 | 3.62 | 77.51

T=40/pH =86
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FIGURA 8. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 8000/fosfato
de potéssio & 40°C , pH 6.
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A discussfc sobre a influéncia do pH serd mais
elucidativa se nos basearmos nos graficos apresentados na
figura 10. As curvas apresentadas indicam que a medida gue o
pH aumenta & c¢urva bincdal se desloca para concentraches
menores do polimero e do sal, isto &, aumenta a reglic de
separagdo de fases para o sistema

% PEG
B0 .
+
40 +
Hee
#
fctol o
.
20
10
I I
“ | , + Lt +
e & 10 5 20 258
% SAL

+ pHY %k pHp

FIGURA ,10.Influéncia do pH no comportamento da linha hinodal

Os diagramas antericres (7, 8 e 9) apresentam uma
fronteira superior na qual ha inicico da formagio de uma
terceira fase 30lida composta pelo sal. O efeito da diminuicao
do pH sobre a curva binodal é reduzir a regido de interesse
composta somente por duas fases aqguosas. Tendo constatado a
freqliente ocorréncia de uma fase sélida para pH 6 e
temperatura de 4°C, os experimentos a esta temperatura se

limitaram 3 apenas dols valores de pH,.
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A influéncia do pH se verifica nio sé® sobre a curva
binodal mas também sobre as linhas de amarracdo podendo
alterar sua inclinagdo e seu comprimento. £ o gue se nota nas
figuras 11, 12 e 13. O aumento do pH diminuil a inclinacdo das
linhas de amarracio e aumenta ¢ comprimento das "Tie Lines",
indicande uma diferenga maiocr de concentracgic entre os
componentes, bastante interessante para o case de separacido de
proteinas. Este compertamento fol observade em geral nas
figuras 12 e 13 onde o efeifo & mals acentuado na regifdc entre
pPH 6 e 7. Para a temperatura de 4°C, come dito antericrmente,
scmente dois valores de pH foram determinados ¢ que ndc nos
permite fazer tal afirmagio.

COMP. DA TIE LINE

e
—
40 - G
.
* T
30 LI
201 : — -~
10r
0 | i | ] i 1
8 8.5 7 7.5 8 8.5 g
pH
—— EXPF -+ EXP.G ¥ EXPH B EXPJ
T=4C

FIGURA.11, Influéncia do pH no sistema PEG B8000/fosfato de
potassio a3 49C
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0 COMP. DA TIE LINE
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FIGURA .12.Influéncia do pH no sistema PEG 8000/fosfato de
potassio a 25°9C.
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FIGURA.13.Influéncia do pH no sistema PEG B8000/fosfate de
potéassioc & 40°C,
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3.3.2.Influéncia da Temperatura

A discussdo da influéncia da temperatura serd feita
com base nos dados obtidos para PEG 1000/fosfato de potéssio.
de equilibrio foram determinados para este
sistema. 15 e 16 e tabelas 7,

representados os dados obtidos para algumas combina¢des de pH

Sels diagramas

Nas figuras 14, B & 9 estio

e temperatura e suas respectivas composigles A nomenclatura

das linhas de amarracdo também fol padronizada para efeito de
comparacac dos sistemas estudados. As observacgles antetiores,
para PEG 8000/fosfato de potéssio quanto ao erro experimental,
sdo extensivas aos dados apresentades para ¢ sistema PEG
1000/ fosfato de potéssico. Os outros dados de equilibric para
este sistema encontram—se no apéndice 1, Jjuntamente com o0s

dados para os sistemas com PEG 8000

TABELA 7. Composiciio das fases do sistema PEG 1000/fosfato de
potassio/édgua & 4°C , pH 9.

Composigdo total do Composicdoc fase Composicdo fase

' gsistema (%) superior {%) inferiocr (%}

% SAL | % PEG| % HO0O | % SAL| % PEG] % H-0 1% SAL 1 % PEG| % HO
10.49 1 17.82 p 71.62 ] 4.84 | 26.86 168,30 19.49§ 5.19 | 75.32
11.40 1 20.00 |} 68.60 | 3.30 | 32.73 ] 63.87 122,28 3.76 | 73,96
12,301 22.00 ) 65,70} 2,90 | 37,101 59,91 124.65 ) 2.91 | 72.44

TABELA 8.

Composicido das fases do sistema

potéssio/égaa & 25°C , pH 9.

PEG 1000/fosfato de

Composigido total do Composicéce fase Compesicgdo fase
sistema (%) superior (%) inferior (%)

$ SAL§ % PEG| % HO | % SAL | % PEG | % H,0 1 % SAL§ % PEG | % H50

10,50 } 17.82 171,61 ] 5,02-129,19 165,79 § 18.29¢1 3,62 | 78,09

11,40} 20,00 68.60 | 3,47 | 35,68 | 60,85 |} 21,67} 2,27 | 76,06

12.30 {22,001 65.70 | 3,13 | 38.70{ 57.17 122,921 2.33 } 75,75
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FIGURA 14. Diagrama de equilibrio do sistema PEG

1000/ fosfatode potdssioc & 4°C , pH 9.
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FIGURA 15. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 1000/fosfato
de potéssio & 25°C , pH 2.
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TABELA 9. Composicdo das fases do sistema

potéssio/agua a 40°C , pH 7.

PEG 1000/fosfato de

Composicgdo total do Composigdo fase Composicdo fase
sistema (%) supericr (%) inferior (%)
% SAL | %5 PEG} % HO | % SAL | % PEG | % H-O § % SAL | % PEG | % H,0O
7,70 113,901 78.40 ) 3.38 126,70] 69,821 12,411 1.50 § 86,09
9,92 116,10 | 73,91} 2.64 | 35.34 1 62.02 §16.251 1.42 | 82.33
10,74 § 17.80 1 71.46 1 2.22 | 38,62 ] 59,16 4§ 17.83§ 1.08 | 80.99
12.30121.89165.,81 ] 1.64 | 45,93 }152.431§22,93) 1.62 | 75.45
20
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FIGURA 16. Diagrama de equilibrio do sistema PEG

1000/ fosfatode potassio & 40°C , pH 7.
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Nestes sistemas a determinagdc a pH 6 naoc fol
possivel, devido a freqliente formacdc de duas fases liguidas e
uma terceira sélida, composta pelo sal, em todos os valores de
temperatura.

Da mesma forma que representamos a influéncia do pH
nas curvas binodais faremos agui., A figura 17 apresenta as
curvas bincodals obtidas para os sistemas c¢itadeos nas figuras
anteriores onde percebe-se um comportamento semelhante ao
observado para o pH, em valores malores de temperatura a curva
binodal & deslocada para concentraghes menores dos
compenentes, aumentando a regléo de separacio. U
comportamento oposto ao normalmente encontrade nos sistemas
liguido-liquido tradicicnais. O aumentc da temperatura tambén
facilita a dispersdo das fases formadas e acelera sua
coalescéncia com a interrupgéo da agitacéo, duas
caracteristicas importantes para o bom desempenho da extragio
liguido-liguide.

% PEG
40[
*
W
30
i #
201
tar
*# w %
0 ; £ i 1 s‘
4] & 10 HS 20 ) 30

% GAL
TEMP, 4 # TEME. 40

FIGURA 17. Influéncia da temperatura no comportamento da linha
binedal
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Este comportamento também & o¢bservado em sistemas
PEG/dextrana por varios autores, o aumento de temperatura
aumenta a regiido de sgeparagfo, um fator interessante no caso
de sistemas aquosos bifédsicos (FCRCINITI et alifi,19%1),

Relacionando agora, o© comprimento das linhas de
amarragdo com a temperatura podemos observar qual a regido
mais afetada por esta varidvel, As figuras 18 e 12 apresentam
este comportamento,

COMP. DA TIE LINE

] — —
/’M—MEH
40 Bﬂ/ e - *
[
/ W“‘—#ﬂ’rﬂ{w
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2ok . /
10 ' 4 I :

o 10 20 3G 40

TEMPERATURA (C)
—EXPF ~HEXP.G S EXPH -5 EXPJ
: pH«7

FIGURA 18 Influéncia da temperatura no sistemna PEG
1000/ fosfato de potéssic a pH 7
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COMP. DA TIE LINE
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FIGURA 19, Influénecia da  temperatura no sistema  PEG
1000/ fosfato de potéssio a pH 9

Nota-se de acorde com as figuras acima que a
temperatura tem uma influéncia importante no comprimento da
"Tie Line"™, aumentando seu valor & portanto a diferenga nas
concentragdes de polimero e sal entre as fases. Esta
influénecia & mais pronunciada na regifio entre 49C e 25 ©C.

A influéncia da temperatura em sistemas aguosos
bifdsicos ¢ pouco conhecida do ponto de vista experimental. A
maioria dos autores estuda o equilibric nestes sistemas a

temperatura ambiente
Os resultados obtidos experimentalmente confirmam as

espectativas do ponto de vista da influéncia das variavels
sobre © sistema. O efeito do aumento do pH e da temperatura
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nos sistemas PEG/dextrana apresentades na literatura, sdo
reproduzidos agqui. Tanto para os sistemas PEG./dextrana como
para PEG/sal a influéncia destas varidveis atua positivamente
no deslocamento da regifio de separagio.

3.3.3. Influéncia do peso molecular do
polimero

A influéncia desta varid+vel nos sistemas PEG/sal ja
¢ um pouco mails estudada e os resultados apresentados na
literatura {ALBERTSSON, 1960 ; LEE et alii, 1990) concordam
com nossas observagdes,

Em nosso trabalho utilizamos dols pesos meleculares
do polimero, 1000 e 8000. Se compararmos dols sistemas, um PEG
8000 e outro PEG 1000 num mesmo valor de pH e temperatura,
observaremos gue a linha bincodal mails préxima aos eixos
cartesiancs pertence ao polimero com peso molecular mailor.
Isto quer dizer gue o aumento do peso molecular do polimero
aumenta a regifo de separagdce do sistema. A figura 20 indica

aste efeito. 50 = PEG

a0F 4

3Q~ +

201

10
e
N +

O | i i i

0 8 10 16 20 25

% SAL
* PEG BOOO + PEG 1600

FIGURA 20,Influéncia do peso molecular do polimero na curva
binodal.
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3.3.4.Correlagdo empirica para as linhas de
amarragao

Existem diferentes métodeos emplricos para interpelar
¢ extrapolar linhas de amarracgdc a partir de um conjunto
limitadeo de dados experimentals. Na auséncia de modelos
termodindmicos apropriados tals métodos podem representar um
recurso Util para a simulagdo de processes de extragdo. 08
principais métodos emplricos para correlacionar dados de
equilibric foram sugeridos por Hand, Othmer &Tobias e Bachman
¢ foram obtides com base em dados de equilibrio ligquido-

liguido para sistemas tradicionais

Estes métodos serdo apresentados a segulr, para isto
utilizaremos a seguinte nomenclatura adaptada a0 nosseo

sistema:

A: PEG §: Sal C: Agua
onde:

Zan = concentra¢dc de PEG na fase polimerica

Xgg = concentracdo de sal na fase salina
Xen = concentrag@o de agua na fase polimérica
Xrg = concentragdo de Agua na fase salina

As equagdes utilizadas para testar cada método estéoc

apresentadas abaixo:

Método de HAND (1930)

Método de Othmer e Toblas {1842
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1—X 1-X
log( S)znlmg[ m) (19)
XSS XAA

Métode de Bachman {1940)

XAA
X, =ah’ {20)

a8

A seguir apresentamos nas figuras 21,22 e 23 s
resultados obtidos para os testes de escolha de cada método.

Xaa
8
ir w/
x/
6" /"/
e

5_
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0 i o I ; ] ;
O 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.6

A8/ Xs8
= Series 1

FIGURA 21 Teste do métode de Othmer e Tobias para os sistemas
PEG 8000/fosfateo de potdssic a pHs 7, 7 e 9 e
temperaturas 25, 40 e 259C respectivamente.
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FIGURA 22 Teste do método de Bachman para para o sistema PEG
8000/ fosfato de potéssio a pH 7, temperatura 259C.
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FIGURA 23 Teste do métode de Hand para para o sistema PEG
8000/ fosfato de potédssio a pH 7, temperatura 25°C.
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Dos métodos empiricos analisados observamos gue o
que mais se adequou aos sistemas PEG/sal fol o de HAND (1930},
que apresentou para o conjunto dos dados experimentais
coeficientes de correlacio bastante elevados. ¢ restante dos
graficos obtidos por este método se encontram no apéncice 2.

Na tabela 10 s3c apresentados os parémetros e 08
coeficientes de correlacfo cobtidos para cada sistema de acordo
com © método de Hand.

TABELA 10, Constantes obtidas pelo método de HAND para os
sistemas PEG/sal

STISTEMA TEMP/pH A B CORRELACAQ
PEG 8000 2576 0.67372 2.56528 0,9944
PEG 8000 2577 0.7107 2.9719 0.9899
PEG 8000 25/9 0.8673 2,9738 0.99060
PEGC 8000 40/6 0.4942 3.30579 0.99799
_PEG 8000 40/7 0.8881 3.0144 0,9955
PEG 8000 40/9 0.8881 3,0144 0,9955
PEG 8000 477 0.91017 2.09489 0.67193
PEG 8000 4/9 0.8096 2.,4797 0.9827
PEG 1000 4/7 0.72642 1,81938 0.99296
PEG 1000 4/9 0.5955 2.2201 0.99955
PEG 1000 25/7 0.52104 2.32692 0.9915
PEG 1000 25/9 ¢.59020 2.62405 0.9894
PEG 1000 40/7 0.75794 2.07074 0.98239
PEG 1000 40/9 0.72207 2.35246 0.92135
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3.3.5. Coeficiente de particédo

O estudo da partigdo de proteinas teve .origent na
década de 50. Albertsson fez a primeira publicaclo em 1958 da
partigédo de 17 proteinas com diferentes pesos moleculares no
sistema PEG/metilcelulose.

Quande a concentracdo de pelimercos & diminuida o
valor do coeficiente de particgdo da proteina se aproxima de 1.
Em sistemas PEG/dextrana a particioc & fortemente influenciada
pelo peso molecular dos polimeros. O valor de Ky, depende da
composigdo idnica, do sistema de fase empregado, do pH, da
concentracac de polimercs e da temperatura. Em geral, K?
desvia mals da unidade em concentra¢des maiores de polimercos e
valores de carga maior. Seu valor aumenta guanto mails distante
ele estiver do ponto critico.

A hidrofobicidade da proteina é um fator importante
no caso da partigdo, pols as superficies que interagem com as
solugées (sistemas) diferem consideravelmente umas das outras.
Por exenplo, proteinas globulares s80 compostas por
aminodcidos polares e apolares in natura, nas conformacdes
nativas a maioria dos grupos polares reside no interior da
molécula, ndo tendo contato com a solucdo.

3.3.5.1.1.Influéncia do pH

A partigic da proteina geralmente depende do pH do
sistema. A wvariacdo do valor de Kp num sistema especifico e
sob um dado valeor de pH, & influenciado pelo comprimento
idnico da proteina. A mudanga de pH, muda a carga da proteina,
em pHs maiores a carga & negativa e em pHs menores a carga &
positiva. Quandoc o pH torma as cargas positivas iguais as
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negativas, encontra-se o chamado ponto isoelétrico. O pH afeta
a particdo de diferentes formas, dependendo da proteina.

3.3.5.1.2.Influéncia da temperatura

HA em geral uma tendéncia no valor de Ky de
proteinas em sistemas PEG/dextrana, quando nencor gue 1 aumenta
com a temperatura. Isto pode ocorrer devido a mudanga na
composicdc das fases e a relativa solvatacdo das proteinas. As
proteifnas sdo bem mais resistentes a desnaturagioc na presenga
de polimeros. Isto faz com gue a particdo de proteinas em
altas temperaturas seja possivel. ¢ efeitc da temperatura
ainda néc fol estudado sistematicamente e a particdo de
proteinas abalxo de 09C ainda ¢ desconhscida.

Determinamos unm conjunto de nove experimentos para a
proteina Albumina {BSA) a diferentes valores de pH e
temperatura, apresentados na Tabela 11. A sequir
apresentaremos nas figuras 24, 25, 26 = 27 os dados obtidos
para © coeficiente de particlo da proteina, comparando nossos

resultados com os apresentados na literatura.

Deve-se, em primeiro lugar, destacar que 05 valores
de Kp obtidos indicam gue a BSA se concentra na fase salina.
CHEN {1992} observou ¢ mesmo comportamentc para a Dbeta
lactoglobulina em sistemas PEG/fosfato, e ¢ comportameno
exatamente oposto para alfa lactoalbumina. Neste ultimo caso o
autor sugere gque o efeito de Tsalting out”“predomina na
determinacdo do coeficiente de particio da proteina. J4 para
beta lactoglobulina o efeito de exclusdo de volume causado
pelo polimerc predomina, tendendo a concentrar a proteina na
fase salina. £ o que se observa também em nROSsSO Caso para a
BSA,
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TABELA 1l.Coeficientes de particlc obtidos experimentalmente
rara a proteina albumina (BSA} no sigtema PEG

8000/ fosfato.

Temperatura pH Coef. de Particido (1072)
4 7 11,87
4 8 7.086
4 9 2.15
25 6 .37
25 7 5.00
25 9 1.43
35 & 5.17
35 7 2.94
35 9 0.71

Na figura 24 pode-se visualizar a influéncia do pH
no comportamento de particdo da albumina. Nota-se que a medida
gque a pH €& aumentado, diminui ¢ valor do coeficiente de
particéo. Estaz influéncia é mals pronunciada na regido de pH
entre 7 e 9. . A 49C, como j& citado antericormente, nfdo ocorre
formacac de duas fases a pH &. Por issg utilizamos valores de

pH 7, B & G,

Deve—-se ressaltar que cobservamos nos varios dados de
equilibric determinados experimentalmente na parte anterior
deste trabalho, um efeito do aumento do pH que conduz ao
aumento da regido de separacido e 3 diminuicdo da inclinagdo
dag linhas de amarracéo.
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FIGURA 24 Influéncia do pH no coeficiente de particgdo da
proteina

Em conseqiiéncia deste efeito, a diferenga de
concentragio dos componentes nas duas fases aumenia, em
particular a diferenga da concentragdo de sal. Este efeito &
bem representado através do comprimente das linhas de

amarragdo, gque aumenta com ¢ pH.

Neste caso pode~se concluir gue um dos efeitos do pH
sobre a particdc de proteinas se efetiva através do seu efeito
sobre a concentracdo dos demais compeonentes no sistema. £ o
que se pode observar na figura 24, gue indica que o© Kp
apresenta uma dependéncia em relacdc ac comprimento da linha
de amarracio similar a observada com relacgfio ac pH.
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FIGURA 25.Influéncia do coeficiente de particdc da proteina
com 0 comprimento da “tie-line”.

A temperatura é um fator importante no coeficiente
de partigdo pois influencia diretamente seu comportamento ;
sua variagdo altera a estrutura conformacional da proteina,
modificando o8 valores de Kp. Em sistemas PEG/dextrana, quando
o coeficiente de partigdc ¢ menor gue 1, ele aumenta com a
temperatura (FORCINITI ef alii, 199%). Em nosso sistema
ocorreu Jjustamente o conbtrario. O aumento da temperatura
diminuiu o coeficlente de partigdc da proteina, indicando gque

64



a mesma tende a se concentrar com malor intensidade na fase

salina. A figura 26 representa estas informacbes.

LOG K

RLt:]

o & 10 W 20 25 30 3% A0
TEMPERATURA

e pH e —HopHe?  Fpkieg

FIGURA 2Z6.Influéncia da temperatura no coeficiente de particic
da proteina

0 efeito da temperatura pode também ser analisado
por melo de sua influéncia na compesicgdo das  fases em
equilibrio. Come  visto anteriocrmente, a elevacgio da
temperatura aumenta ¢ comprimento das “tie-lines, elevando
principalmente a diferenca de concentracio de sal entre as
fases.

neste caso, a variacdo do ceceficliente de particido da
proteina deve ser bem explicado pelas alteragdes do
comprimento das “tie lines”. A figura 27 indica que este
comportamento fol observado. De forma anadloga ao pH, © aumento
da temperatura aumenta o comprimento das “tie-lines“e reduz o
Kp. Por fim, deve~se destacar gque tanto ¢ aumento da
temperatura quanto o do pH facilitam a recuperagdo de BSA na
fase salina, com concentracdes cada wvezr maior da proteina
nesta fase.
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FIGURA 27.Influéncia do ceeficiente de particidco da proteina

com o comprimento da “tie-line”.
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CONCLUSOES

0 resultados obtides neste trabalho nos permitem

formalizar as seguintes conclusdes:

A metodologia eanalitica empregada nostrou serx
adequada e de facil realizacgdo, com uma boa reprodutibilidade
de resultados. A determinagdo da concentragdo de sal, por
titulagdo e de é&gua (ocu polimero) por unidade em estufa 2
vacuo s8o  técnicas simples e disponivels em  gualquer
laboratério. Deste mode €& uma boa alternativa &s técnicas
analiticas sugeridas na literatura gue envolvem HPLC,
liofilizacdo, etc.

Os resultados preliminares obtidos sdo prdiximos aos
apresentados na literatura para PEG 8000/fosfato de potassio a
pH 8 e temperatura de 259C. Os erros experimentails
determinados de acordc com ¢ procedimento utilizado (2.3.5) se
encontram numa faixa de valores aos observados para outros
sistemas PEG/sal apresentados na literatura.

0 pH influéncia a curva binedal, desleocando-a para
concentractes menores de polimero e sal, auwmentando a regido
de separacdo. Atua tambén no comprimento das "tie linesg”
mudando sua inclinagde e conseqlientemente aumentando seu

comprimento.

A  temperatura tem  uma influéncia  maior no
deslocamento da curva binodal, a mnedida gue ela aumenta,
aumenta também a regido de separacgdo. Além disso seu aumento
favorece a dispersic e coalescéncia do sistema guando
preparado.

Quanto ao coeficiente de particdc, observamos gue

seu valor em todos os experimentos fol menor que 1, indicando
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a preferéncia da particgdo pela fase salina. Apesar diste, ele
diminuiuv com © aumentto da temperatura. Um compoertamento
oposto a0 encontrado para sistemas PEG/dextrana

A influéncia do pH no coeficiente de particidoc da BSA
€& bastante forte, na regido entre pH 7 e 9 esta infludncia é
mais pronunciada.

A temperatura afeta nfo sé6 a particio como hanmbém a

estrutura molecular da proteina, temperaturas elevadas podem
causar sua desnaturacgédo.
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APENDICE 1

TABELA 1., Composigdo das fases do sistema PEG B8000/fosfato de
potassio/agua a 4°C -, pH 7.

Composigao total do Composigdo fase Composicéo fase
sistema (%) superior (%) inferior (%)

% SAL| % PEG $H-01 % SALJ % PEG $H-O} % SALI % PEG| % H.0D

7,70 13.82) 78.41 3,684 20,87 75.45¢ 12.89 4,43] 82,68

9,991 16,081 73.822 2.2241 29.571 68,211 16,63 2,921 80.45

10.781 17.881 71.33 2.01] 33.06) 64,93} 18.54 4.101 77,06

12.291 21.894¢ 65,82 1.78 | 38.28§ 59.94 ] 24,36 4,83 70,81
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PIGURA 1. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 8000/fosfato
de potéssio a 4°C , pH 7.
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TABELA 2. Composigdc das fases do sitema PEG 8000/fosfato de
potdssio/agua & 25°C, pH 6.

Conposicdo total do Composicdo fase Composicgéo fase
sigstema (%) superior (%) inferior (%)

% SAL | % PEG] % H,O01 % SAL | % PEG| % H-O | % SAL | % PEG | % Hy0

9.39 | 16.03 ] 74.58 3.31 | 26.84 ] 69,851 16.60 ] 2.82 80.58

10.52 V17,82 1 71.56 1 2.42 { 31.66 | 65.92 1 18.43§ 2.83 | 78,74

11.60 1 20,00 1 68.40 ] 1.97 | 35.47 | 62.5%6 1 20.56 | 2.88 ] 76.56

T=25/pH =28
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FIGURA 2. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 8000/fosfato
de potéssic a 25°C , pH 6.
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TABELA 3. Composicgio das fases para o sistema PEG 8000/fosfato
de potassiofédgua a 25°C, pH 9.

Composicdo total do Composicido fase Composigdo fase
sistema (%) superior (%) inferior (%)

s sal | s pEcls mols san s prcl s moo % saL s PEG| ¥ B0

7.68 | 13.87 {78.45 ] 3.98 | 25.97 | 70.05 1 12.45| 1.88 | 85,67

10.13116.07173.80 ) 2.65 | 35.68 1 61.67§16.47 4§ 2.31 | 81.22

10,79 ¢ 17.88 | 71,33 } 2,22 38,59 1 52,19} 18,04 1.44 80.52

12,27 § 21.85 § 6€5.88 } 1.59 | 44.02 1 54,394 22,354 0.98 | 76.867

T=25/pH =9

Z O PEB (P/PD

" B il 15 20 s
X Uk &AL (PP

FIGURA 3, Diagrama de egquilibric do sistema PEG 8000/fosfato
de potéssic & 25°C , pH 5.

75




TABELA 4. Composiclio das fases para ¢ sistema PEG 8000/ fosfato
de potéassic/adgua & 40°C, pH 7.

Composigdco total do Composicdc fase Composicéo fase
sistema (%) superior (%) inferior (%)

% SAL | % PEG | % HyO sanL | % PEG | % H,0 | % S2L | % PEG [ BH,O

7.70 13.90 178.40 .38 26.70 | 69.92 | 12.41 .50 86.09

9.99 16,10 | 73.91 .64 35.34 §62.02 [16.25 .42 82.33

S RV Buv R RETI B-.

1
1
10.74 {17.80 §71.4¢ L2 38.62 {59.15 §17.93 {1.08 80.95
12.30 }21.89 |65.81 .64 45,93 | 52,43 122.93 1.62 75.45

B B 888 &8
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Q B g il Y 20 25
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PICURA 4. Diagrama de eguilibrio do sistema PEG 8000/fosfato
de potéssio & 40°C , pH 7.
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TARELA 5. Composigdo das fases para o sistema PEG 8000/fosfato

de potéssic/agua a 40°C , pH 8.

Composigdo total do

Composicdo fase

Composicéo fase

sistema (%) superior (%) inferior (%)
% SAL | $ PEG | % HO | % SAL{ % PEG| % Ho,O0 {1 % SAL | % PEG | % H.O
8.38 | 15,121 76.50 | 3.43 }28.65 |} 67.92 ] 13.13 ] 3.87 | 83.00
10.00 § 16.10 | 73.90 1 2.42 | 37.07 | 60.51 {16,191 3.17 | 83.81
10.79 1 17.89 1 71.31 1 2.02 {41.92 | 56.06 (18,61 3.34 | 78.05
12.30 §21.89165.81 1 1.50 | 46.79 ] 51.71 §22.56] 2.05 | 75.39
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FIGURA 5. Diagrama de eguilibrio do sistema PEG 8000/fosfato
de potéssio a 40°C , pH 9.
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TABELA 6. Composicgio das fases do sistema PEG 1000/fosfato de
potassio/adgua & 4°C , pH 7.

Composicgdo total do Composigao fase Composicadc fase
sistema (%) superior (%) inferior (%)

% SAL | % PEG| % H,O ] % SAL | % PRG | % H-O 1 % SAL | § PEG | % Ho0

10.50 § 17.90 } 71.60 | 4.08 | 26.09 | 69.83 ] 19.47 § 7.46 | 73.07

11.39]119.99 | 68.62 | 3.25 | 32.00 | 64.75 | 22,74 6£.86 { 70.38

12.29 1 21.99 | 65.72] 2.03 | 36.01 ] 61.96125.42] 4.99 | 69.59

I BE PES (P/PD

&
L

X OE Al (PP

FIGURA 6. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 1000/fosfato
de potéssio & 4°C , pH 7.
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TABELA 7. Composicio das fases do sistema PEG 1000/fosfato de
potédssio/agua & 25°C , pH 7.

Composicdo total do Composigdo fase Composicdo fase
sistema (%) superior (%) inferior (%)

% SAL | % PEG| % H,0 | % SAL 1 % PEG | % H-0 | % SAL | % PEG % H-0

10.19 1 17.38 1 72.43 | 4.71 {25,141 70.15 1 19.30f 4.65 } 76.06

11.38 | 19,97 68.64 ] 3.31 | 32,78 | 63,91 422,10 3.32 ] 74.58

12.30 | 22.00165.70} 3.00 {37.37 | 59.63]24.18¢ 4.91 | 70.81
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FIGURA 7. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 1000/fosfato
de potéassic a 25°C , pH 7.
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TABELA 8. Composicic das fases do sistema PEG 1000/fosfato de
potédssio/dgua & 40°C, pH 9.

Composicio total do Composicdo fase Composicdo fase
sigstema (%) superior (%) inferior (%)

$ SAL | % PEG| % H,0] % SAL | % PEG | % H,0 | % SAL § % PEG % H-O

10,50 ¢ 17.89 | 71.61 |} 5.16 | 30.86| 63,98 ]18.75 ] 2.96 | 78.29

11.40 ] 19.99 } 68.61 | 3.54 | 36,73} 58.73]23.55] 6.47 | 65.97

12.29 | 21.99 ] 65.72 1 23,67 | 40,66 { 56,15 | 23.67 1 0.91 | 75.42

T=40/pH =6

2 DE PES (P/PD

0 , ! 25
¥ OE SAL (P/P)

FIGURA B. Diagrama de equilibrio do sistema PEG 1000/ fosfato
de potéassic a 40°C , pH 9.
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APENDICE 2

Graficos obtidos para o038 dados experimentais
utilizando o método de Hand.
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FIGURA 1.35istema PEG 8000/fosfato de potéssio pH 7,
temperatura 4°C.
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FIGURA 3 .Sistema PEG 8000/fosfato de

temperatura 25°9C.
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FIGURA 4.Sistema PEG 8000/fosfato de potéssio
temperatura 259C.
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FICURA 5.Sistema PEG 8000/fosfato de potassio
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FIGURA2 6 .Sistema PEG 8000/fosfato de potaéssio pH 7,
temperatura 40°C.
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FIGURA 7 .Sistema PEG 8000/fosfato de potaéassic pH 3,
temperatura 40°C.
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FIGURA 8 .Sistema PEG 1000/fosfate de potéssio pH 7,
temperatura 4°C.
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FIGURA O .Sistema PEG 1000/fosfatoc de potassio pH 9
temperatura 4°C.
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FIGURA 11 .Sistema PREG 1000/fosfato de potéssio

temperatura 25°C.
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FIGURA 12.Sistema PEG 1000/fosfate de potassio
temperatura 40°C.
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FIGURA 13.Sistema PEG 1000/fosfato de potassio
temperatura 40°C.
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