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RESUMO

Os sistemas bifasicos aquosos tém sido largamente utilizados na pesquisa bioquimica para
a separagio e purificagdo de macromoléculas, células e particulas celulares. Nos ultimos anos, os
sistemas bifasicos também t€m encontrado aplicagbes em diferentes areas da biotecnologia,
especialmente no que se refere a utilizag3o de sistemas alternativos de baixo custo, como o
sistema constituido por polissacarideo da goma de cajueiro (POLICAJU) e polietileno glicol
(PEG). O exsudato de Anacardium occidentale 1. consiste em um polissacarideo acido
largamente encontrado no Nordeste brasileiro, onde € empregado como substituto da goma
arabica para uso farmacéutico. A goma bruta foi coletada como exsudato natural de arvores
cultivadas no estado de Pernambuco. Nodulos livres de cascas foram selecionados para o processo
de isolamento da goma via precipitagdo por etanol. Foram estabelecidos diagramas de fases para o
sistema polissacarideo da goma do cajueiro e polietileno glicol 1500, 4000 e 8000 nos pH’s 6,0,
7,0 e 8,0 para temperaturas de 25°C e 40°C. Observou-se um deslocamento da binodal no sentido
de maiores concentragdes de polimeros com a diminui¢do do peso molecuiar do polietileno glicol.
A faixa de pH estudada, assim como as temperaturas, ndo acarretaram alteragdes significativas na
binodal. Diferentes "tie-lines” foram analisadas para a determinagio do coeficiente de partigao de
uma proteina modelo, a tripsina. A proteina se particionou predominantemente na fase inferior rica
em goma nas condigles experimentais testadas. O aumento do comprimento da "tie-lne” e do
peso molecular do polietileno glicol provocou, de modo geral, a redugdo do coeficiente de
parti¢do da tripsina O coeficiente de partigdo n3o apresentou uma comportamento regular com a
variagio da faixa de pH estudada. temperaturas e adi¢do de NaCl.. O custo do sistema bifésico
PEG/Goma do cajueiro estudado foi comparado com outros sistemas descritos na literatura.
Observou-se que o sistema PEG/POLICAJU apresentou um baixo custo, 0 que o torna bastante

atrativo para aphcacdes em larga escala.



ABSTRACT

Aqueous two-phase systems have found widespread use in biochemical research for
separation and purification of macromolecules, cells and cell particles. In recent years the aqueous
two-phase systems have also found applications in various areas of biotechnology, specially when
utilising low-cost biphasic systems. as the new aqueous two-phase system based on cashew-nut
tree gum (POLICAIJU) and poly{ethylene glycol) (PEG). The exsudate gum from Anacardium
occidentale L. is a branched acidic heteropolysaccharide found in Brazilian north-western. It’s
empioyed locally as a substitute for arabic gum in pharmaceutical uses. Crude gum was collected
as natural exsudate from cultivated trees in Pernambuco state. Clear nodules free of bark were
selected to be isolated via ethanol precipitation. Phase diagrams were provided for cashew-nut
tree gum and PEG molecular weight of 1500, 4000 and 8000 at pH 6.0, 7.0 and 8.0, for 25°C and
40°C. It was observed a displacement of the binodal for higher polymer concentrations when
polyethylene glycol molecular weights decreased.. The pH range studied. as the temperatures did
not promote significant alterations on the binodal. Different tie-lines were analysed for partition
coefficient determination of a model protein. trypsin. The protein partiticned almost in the bottom
gum-rich phase for the experimental conditions tested. The increase of the tie-line length promoted
and PEG molecular weight variation, in general, a decreased of the protein partition coetficient.
The partition coefficient did not show a regular tendency with the pH range studied, temperatures
and NaCl addition. The cost of the PEG/Cashew nut tree gum system studied was compared to
other systems described in the literature. It could be seen that the PEG/Cashew nut tree gum

system showed a low cost which makes it highly attractive for large scale applications.



Luciana A Oliveira Introducdo

I- INTRODUCAOQO

No impeto do desenvolvimento da pesquisa no campo da bioseparagdo, processos
alternativos tém sido estudados devido a dificuildade e complexidade no processo de
"downstream” de produtos farmacéuticos e biologicos. De fato, 50% a 90% dos custos da
producdo para um produto biolégico reside na estratégia de purificacdo. Existe uma necessidade
de teécnicas efetivas, econdmicas e eficientes de bioseparagio em grande escala que alcancem
altos niveis de pureza e recuperagio. mantendo a atividade biologica da molécula. Uma técnica
de purificacdo que reuna estes critérios envolvidos na partigdo de biomoléculas entre duas ou
mais fases imisciveis, pode ser alcangado com a utilizagio de um sistema bifasico aquoso
(DIAMOND & HSU, 1992).

O sistema aquoso multifasico tem sido um topico de bastante interesse nos ultimos anos e
foi primeiro reportado na literatura por BEIJERINCK em 1896, observando o fendmeno que
surgia quando solugdes de gelatina e agar ou gelatina e amido eram misturadas, havia a formagio
de uma mistura tirbida que se separava em duas camadas liquidas, sendo a camada inferior rica
em agar (ou amido) e a superior rica em gelatina (BEITJERINCK, 1896, 1910).

Nesta investigagio sistematica DOBRY & BOYER-KAWENOKI (1947) estudaram a
miscibilidade de um grande numero de pares de diferentes polimeros soliiveis em solventes
orgdnicos. Experimentos com polimeros soluvels em agua indicaram o mesmo fendmeno da
separacdo de fases (DOBRY, 1948).

Nas décadas de 40 e 50, CRAIG & CRAIG (1956) foram os pioneiros no uso de um
sistema bifasico aquoso/orgdnico para purificagdo de proteina usando distribui¢do contra-
corrente. Entretanto, foi em 1955 que Per-Aka Albertsson descobriu que polietileno glicol (PEG),
fosfato de potassio e agua e PEG. dextran e agua formavam duas fases (ALBERTSSON, 1985).
Os sistemas PEG/Dextran e PEG/sal tem sido, desde entdo, os sistemas bifésicos aquosos mais
frequentemente investigados e utilizados para purificacio de biomoléculas.

Sistemas bifasicos aquosos oferecem diferentes ambientes, fisico e quimicamente, que
permitem a partic3o de solutos tais como proteinas, células, particulas celulares e acidos
nucléicos. As diferencas nas fases sdo pequenas, o que exclui o tratamento severo oferecido pelo
sistema de extragdo tradicional. Por exemplo, as fases do sistema PEG/Dextran contém entre 80%

a 99% de 4gua por peso, possui tensdo interfacial extremamente baixa (da ordem de 107N/cm), e
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tem mostrado que proporciona um ambiente favordvel para materiais biologic

N

(ALBERTSSON, 1986). Estes sistemas sic muito mais apropriades do gue os sistem

primeiramente utihzados (solvente/agua, etanol/agua) por CRAIG & CRAIG (1956). T

sistemas tem alta tens3c intertacial {da ordem de 10”";\T/cm} e fases grgdnicas contendo somer
40 a 50% de agua. Essas condigbes acarretam sérios problemas, incluindo precipitagio
desnaturacdo de proteinas ¢ concentragio de mateniais bioldgicos exclusivamente na fase aquo
Esses efeitos deletérios podem ser evitados através do uso de sistema bifasico aquc
polimero/polimero ou pelimero/sal (DIAMOND & HSU . 1992).

Sisternas bifasicos aquosos com polimeros sio extremamente Uteis para a separagic
anglise de biomoleculas. Nas tltimas décadas. muitos pesquisadores tém aplicado esses sisten
para separago em escala laboratorial de proteinas, celulas, organelas celulares, virus, fragmen
de membrana celular e outros materiais biolégicos. Varios pesquisadores tém utilizade es
sistemas como um melo para determinar as propriedades superticiais das biomoléculas, tais co
carga ¢ hidrofobicidade (ZASLAVSKY, 1995)

Com o objetivo de aplicar esses sistemas para purificaciio de biomoléculas em esc
industrial. € necessario a caracterizagdc ¢ a selegdo de sistemas bifasicos aguosos m
competitivos economicamente.

O objetivo deste trabalho f{oi caracterizar um nove  sistema  bifasico aqu
PEG/Polissacarideo da goma do cajueiro (POLICAJU), e estudar sua utilizacdo na partigdo
urna proteina modelo. a tripsina. Estes estudos tiveram como finalidade o desenvolvimento de
novo sisterna bifasico aquoso, utilizande um polimerc de baixo custo, o qual re
significativamente o custo total do processe de purificagio. A goma do cajueiro se apresenta ¢
grande potencial para este fim, uma vez que sendo um polissacaridec abundante na reg
nordeste do Brasil, € de facil processamento ¢ ndo produz efluente que cause impacto ambien

nor ser um produto biodegradavel.
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2- OBJETIVOS
2.1- GERAL

Caracterizar o sistema bifasico aquoso Polietileno glicol/Polissacarideo da goma do

cajueiro.

2.1- ESPECIFICOS

Determinar os diagramas de fases do sistema bifasico aquoso Polietileno

glicol/Polissacarideo da goma do cajueiro:

- utilizando polietileno glicol de diferentes massas moleculares (1500, 4000 e 8000);
- em diferentes pH's (6,0, 7.0 ¢ 8,0);

- em diferentes temperaturas (27 e 40°C).

Estudar a particio de uma proteina modelo, tripsina, no sistema bifasico aquoso

Polietileno glicol/Polissacarideo da goma do cajueiro, em diferentes condi¢des:

- utilizando polietileno glicol de diferentes massas moleculares (1500, 4000 e 8000),
- em diferentes pH's (6,0, 7,0 e 8,0);
- em diferentes temperaturas (27 e 40°C);

- em presenca de NaCl (0,1 e 1,0 M).
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3- REVISAO DA LITERATURA

3.1- EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

A maioria das técnicas de separag@o utilizadas no processo bioquimico industrial para a
recuperagdo e isolamento de enzimas, tais como filtragio e centrifugagdo s3o altamente
dependentes do tamanho da particula. Os processos de separagdo solido-liquido sdo, portanto,
limitados quando células de bactérias ou residuos celulares s@o processadas. Por outro lado, a
crescente importdncia das proteinas. da tecnologia do DNA recombinante de células procanoticas
e eucarioticas, tem levado ao desenvolvimento de novos e mais eficientes métodos de separagéo e
purificagdo. Técnicas de recuperagdo de proteinas tém sido desenvolvidas baseadas na partigdo
liquido-liquido (KULA et al.. 1982; CASTRO & CABRAL, 1988). A extracdo liquido-liquido €
um procedimento bem estabelecido em processos quimicos industniais, incluindo algumas
aplicacbes nas industrias de fermentagdo tradicional, com por exemplo, a de antibidticos
(HATTON, 1985). Entretanto. o uso de uma fase organica tem tido uma aplicagdo limitada no
processamento de bioprodutos sensiveis, como proteinas, acidos nucleicos e células, devido sua
baixa solubilidade em solvente orginico e o efeito desnaturante deste. Micelas reversas tém sido
usadas na tentativa de superar este problema da solubilizagdo em &gua e seu conteudo na fase
organica usando surfactantes. Entretanto, a separagio de fases também pode ocorrer quando
polimeros sdo adicionados em uma solugdo aquosa, como um resultado da incompatibilidade entre
os mesmos (ALBERTSSON, 1986). Quando as concentragdes dos polimeros excedem um certo
valor, duas fases aquosas sdo formadas, as quais sdo biocompativeis com as células e preservam a

funcido biologica de proteinas e acidos nicleicos com acentuada estabiidade.

3.2- SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Quando pares de polimeros soliveils em agua ou um polimero soluvel e um sal sdo
misturados com agua acima de concentragdes criticas, um sistema bifasico aquoso (SBA) ¢

formado. Uma extensa lista destes sistemas foi desenvolvida por ALBERTSSON (1986) e pode
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ser analisada na TABELA 01. Os sistemas mais comumente usados sdo Polietileno glicol/Dextran

e Polietileno glicol/sais.

TABELA 01- Sistemas bifasicos aquosos € seus componentes

Sistema Polimero/Polimero
Polimero Polimero
Polipropileno glicol Metoxipolietileno glicol
Polietino glicol
Alcool polivinilico
Polivinilpirrohidina
Hidroxipropi dextran
Polietino glicol Alcool polivinilico
Polivinilpirrolidina
Dextran
Ficoll
Metilcelulose Hidroxipropil dextran
Dextran
Etilhidroxaetilcelulose Dextran
Hidroxipropil dextran Dextran
Ficoll Dextran
Sistema Polimero/Soluto de Baixo Peso Molecular
Polimero Soluto de Baixo Peso Molecular
Polipropileno glicol Fosfato de potassio
Glicose
Glicerol
Polietino glicol Fosfato de potassio
Metoxipolietileno glicol Fosfato de potassio
Polivinilpirrolidina Fosfato de potassio
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Cada SBA pode ser caracterizado por um udnico diagrama de fases, que contém a
composicdo das fases em equilibrio para o sistema. Os dados fundamentais para qualquer tipo de
processo de extragdo liquido-liquido s3o as composigdes de equilibrio das fases. No caso do SBA,
um diagrama de fases ¢ necessario para auxiliar o desenvoivimento de modelos termodinamicos

para sua predicdo (DIAMOND & HSU, 1992).

3.2.1- Diagramas de Fases

Numa mistura de dois polimeros e agua, um sistema de duas fases se formara somente
quando os constituintes estdo presentes em uma certa faixa de concentragdes. A composi¢do dos
constituintes em cada fase separada pode ser representada por um diagrama de fases. A FIGURA
01 mostra um diagrama para um sistema polimero P/polimero Q. A concentra¢io do polimero P e
plotada na abscissa e a concentracdo do polimero Q na ordenada; as concentragfes s3o expressas
como percentagem (massa/massa). A linha curva separando as duas dreas € chamada binodal.
Todas as misturas que tem composi¢des representadas pelos pontos acima da lnha sdo pontos de

duas fases e os pontos abaixo representam uma solu¢do homogénea (ZASLAVSKY, 1995).

Polimero Q % (p/p)

Polimero P % (p/p)

FIGURA 01- Diagrama de tases Polimero Q/Polimero P

Para descrever o SBA com mais detalhes, calcula-se as composi¢des das duas fases que

estdo em equilibrio. A composi¢io das fases inferior e superior obtidas neste sistema sera entio
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representada pelos pontos B e C, respectivamente. Ao mesmo tempo, 0 ponto A representa a
composi¢do total do sistema B e C. Pares de pontos como B e C sdo chamados nés e a linha que
os une € conhecida como linha de amarragio ("tie-line"), sendo o ponto critico (X), o ponto na
binodal em que os volumes e as composigbes das duas fases teoricamente tornam-se iguais

(ZASLAVSKY, 1995).

ALBERTSSON (1986) deduziu a expressdo para a razdo entre os volumes das fases

superior (s) e inferior (i)

[=W

Vi=d; * AC
V: di AB
No entanto, as densidades das duas fases n3o s3o muito diferentes da densidade da agua,

portanto, a razdo de volumes entre as duas fases pode ser obtida aproximadamente a partir das

distancias AB e AC da "tie-line".

3.2.2- Diagrama Termodinimico das Fases

Existem dois pontos de vista importantes na forga motriz da separagio de fases do sistema
bifasico aquoso polimero/polimero. De um lado tem sido utilizada a teoria desenvolvida por
FLORY (1941) e HUGGINS (1941) para descrever a termodindmica que leva a separagio das
fases. O caminho mais simples para discutir suas hipoteses € primeiro apresentado na expressao

geral da energia livre de Gibbs de mistura a pressdo e a temperatura constante:
AG, = AH,, - TAS,

onde AGn, AH,, AS: e T referem-se a energia livre de Gibbs de mistura, a entalpia de mistura,
entropia de mistura e temperatura, respectivamente. Se AG,, € negativo, quando os dois polimeros
sio misturados com agua, uma solugdo resultara sem separacdo de fases. Se AGs, € posttivo, a

separacdo das fases ocorrera. A teoria de Flory-Huggins sugere que se as concentragdes das
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solugdes de polimeros sio baixas, existird apenas um pequeno ganho na entropia na mistura dos
polimeros em agua. Entretanto, desde que a cadeia do polimero tem uma area superficial muito
maior do que os compostos de baixo peso molecular, as interagdes entre os segmentos das duas
moléculas de polimeros, que s@o geralmente desfavoraveis, levara a um AH, positivo que
dominara o AGy, da expressio (FLORY, 1953). O AGy, positivo resultara na separagdo das fases.
Portanto, pode-se concluir que pelo uso da teoria de Flory-Huggins, a agua ndo possui um papel
importante na separagio das fases, e sitn apenas as interagdes dos polimeros.

Por outro lado, ZASLAVSKY e colaboradores (1989) tém defendido que a estrutura da
agua também deve ser considerada quando discutida a separagdo das fases. Suas razdes sdo
baseadas nas propriedades fisico-quimicas da agua (tempo de relaxamento dielétrico, constante
dielétrica, afinidade relativa da agua para o grupo CH; e polaridade total) nas fases dos sistemas,
as quais foram diferentes. Além disso, eles basearam-se no fato de que alterando diferentes fatores
(temperatura, solventes organicos, sais inorganicos) efeitos similares sdo produzidos no

comportamento do diagrama do SBA. O unico ponto que esses fatores tém em comum ¢ afetar a

estrutura da agua.

3.2.3- Fatores que Influenciam o Comportamento das Fases

O diagrama de fases pode ser influenciado por muitos fatores incluindo peso molecular do
polimero, temperatura, sal ¢ pH, embora os efeitos e mecanismos pelo qual estes influenciam a

separacdo das fases ndo estejam completamente elucidados (DIAMOND & HSU, 1992).

3.2.3.1- Peso Molecular dos Polimeros

Na FIGURA 02 o eferto do peso molecular do dextran no diagrama de fases PEG/Dextran
¢ mostrado. Com o aumento do peso molecular do dextran, necessita-se de uma menor
concentragdo deste polimero para ocorrer a separagdo das fases. Em geral, o aumento do peso

molecular diminui a concentrago de polimero necessaria para separagdo das fases, e quanto maior
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a diferenca no peso molecular entre os dois polimeros mais assimétrica ¢ a binodal

(ZASLAVSKY, 1995).

Polietileno glicol % (p/p)

Dextran %(p/p)

FIGURA 02- Efeito do peso molecular do dextran no diagrama de fases PEG 6000/Dextran
1 D5 (PM = 3.400); 2 D17 (PM = 30.600); 3 D24 (PM = 40.500); 4 D37 (PM = 179.000); 5 D48 (PM = 460.000);
6 D68 ( PM= 2.200.000)

3.2.3.2- Hidrofobicidade do Polimero

Organizando-se as solucdes de polimeros em uma escala de hidrofobicidade,
ALBERTSSON (1986) obteve a seguinte sequéncia: sulfato de dextran < carboximetildextran <
dextran < hidroxipropildextran < metilcelulose < alcool polivinilico < polietileno glicol <
polipropileno glicol. Se todas essa solugGes contém principalmente agua, elas deverdo cair em uma
faixa estreita desta escala. O ponto principal é que temos um namero de liquidos imisciveis que
estdo todos muito proximos uns dos outros. Isto significa que as fases dos sistemas formados por
estes solventes devem ser seletivas em separar substincias que estejam proximas a elas na escala,
com o mesmo contetido de dgua como solvente, como por exemplo, biomdleculas.

Um sistema bastante analisado para a diferenga da hidrofobicidade entre dois polimeros € o
polietileno glicol/hidroxipropildextran. Foram testados trés hidroxipropildextranos de diferentes
graus de substitui¢do, nimero de grupos hidroxipropil, com o peso molecular da mesma ordem de
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grandeza. O polietileno glicol forma duas fases com dextran ou com o hidroxipropildextrano com
o menor grau de substituigdo, mas ndo com os outros dois hidroxipropildextrano com maiores
contendos de hidroxipropil. Assim, quanto maior o numero de grupos hidrofobicos na estrutura do
dextran, mais compativel sera o polimero com o PEG. Usualmente pode-se correlacionar uma
certa diferenga na hidrofobicidade entre dois polimeros com suas tendéncias para separagdo das
fases, ou seja, quanto maior € a diferenca de hidrofobicidade entre dois polimeros, menor a

concentragdo de polimeros necessaria para separagio das fases (ALBERTSSON, 1986).

32.3.3- Temperatura

O diagrama de fases do sistema depende da temperatura. Entretanto, o efeito da
temperatura € muito diferente dependendo do tipo de polimero usado. Por exemplo, um sistema
PEG/fosfato de potassio (PEG/sal) formara duas fases em temperaturas mais altas mais facilmente,
ou seja, uma menor concentragio de polimero ou sal sera necessaria para separagdo das fases.
Pelo contrario, o sistema PEG/Dextran (polimero/polimero) forma fases mais facimente a
temperaturas mais baixas, enquanto o sistema metilcelulose/Dextran ndo ¢ muito afetado pela

temperatura (DIAMOND & HSU, 1992; ZASLAVSKY, 1995).

3.2.3.4- Adigdo de Sais.

3.2.3.4.1- Sistema Polimero/Polimero

Os sisternas contendo polimeros n3o idnicos, como o polietileno glicol e o dextran,
praticamente ndo sdo afetados pela adigdo de baixas concentragdes de NaCl (0,1-1,0 M). Apenas
para elevadas concentragdes de sal € que se observa algum efeito no diagrama de fases. Pelo
contrario, a separagio das fases em misturas contendo um polimero carregado (polieletrolito)

depende fortemente da forga i6nica e do tipo dos ions presentes (ZASLAVSKY, 1995).

26



Luciana A. Oliveira Revisdo da Literatura

Aparentemente, polieletrolitos permitem a constru¢do de um grande nimero de SBA com
propriedades bem diferentes, o que favorece o aumento da possibilidade de mudangas desejaveis
nas fases dos sistemas para o proposito do fracionamento. Isto deve ser limitado, pois os
polieletrdlitos usualmente interagem mais fortemente com o material bioldgico do que o polimero
ndo idnico. Assimn, existe uma maior chance de se obter complexos de formacio irreversivels entre
a proteina ou parte da célula e o polimero quando um polieletrolito € usado no lugar do polimero

ndo idnico, embora, estas interagdes, geralmente sejam imbidas a elevadas concentragdes de sal

(ZASLAVSKY, 1995).

3.2.3.4.2- Sistema Polimero/Sal

Solugdes salinas com polietileno glicol acima de concentragdes criticas formam sistemas
bifasicos aquosos. Quanto maior a carga do anion mais baixa a concentragio de sal necessaria para
que ocorra a separacdo das fases. Assim, os sais de &nions multivalentes, como o fosfato, sdo mais
eficazes para formar sistemas de duas fases aquosas do que os sais de dnions monovalentes, como
a hidroxila (PQ,~ > citrato > SO~ > OH). Relativamente aos cations, a tendéncia para formar
duas fases segue a ordem Na,SO,; > MgSQ, > ZnSO, > Li,50,. Contudo, a contnbuigdo do dmon
para a eficacia de um determinado sal em promover a separacio das fases € muito mais importante
do que a contribuicdo do cation, isto €, a altera¢do do cation do sal tem menos influéncia no
diagrama de fases do que a alterac3o do dnion (ANANTHAPADMANABHAN & GODDARD,
1986).

Os modelos para correlacionar e predizer o equilibrio liquido-liquido em sistemas bifasicos
aquosos sdo importantes para fundamentar a engenharia de tais processos de extragdo. Entretanto,
desenvolver tais modelos requer informagdo quantitativa das fases em equilibrio em sistemas bem
definidos. Todavia, resultados experimentais para o equilibrio de fases em sistemas modelos bem
definidos s#o ainda raramente avaliados na literatura. Portanto, a modelagem para correlacionar e
predizer a particdo de biomateriais esta longe de ser adequada para aplicagdes industriats
(GROBMANN et al., 1998),
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Os trabalhos para modelagem de soluto (proteinas, pequenos peptideos e aminoacidos) em

sistemas de duas fases aquosas, polimero-polimero. estdo divididos em duas classes:

1- teonas de Flory-Huggins (BASKIR, 1988; DIAMOND & HSU, 1989; GROBMANN et al ,
1998; GROBMANN et al, 1997, TINTINGER et al., 1997 e ZASLAVSKY, 1995)

2- expansdes do virial (FORCINITI & HALL, 1990; SEBASTIAQ et al., 1997 e ZASLAVSKY,
1995).

3.2.3.5- Tempo de Separacio das Fases

O tempo requerido para que as fases separarem-se varia consideravelmente para diferentes
sistemas. [sto depende da diferenca na densidade entre as duas fases e suas viscosidades, mas
também do tempo necessario para, pequenas goticulas, formadas durante a agitagio, coalescam
em gotas maiores. Perto do ponto crtico a diferenca da densidade € pequena e o tempo de
separacio ¢ grande. Longe do ponto critico, a concentragdo de polimeros ¢ a viscosidade sdo
altas, o que torna o tempo de separagdo também longo para estes sistemas. Assim, para
composigdes intermedianas, o tempo de separac¢do € menor (ALBERTSSON, 1986).

Em um dado sistema, o tempo de separagdo também depende da relagdo dos volumes das
duas fases se estes tém viscosidades diferentes. Se a fase mais viscosa é maior em volume do que a
outra fase, 0 tempo de separacdo ¢ maior do que se a fase mais viscosa tem um volume
semelhante ou menor do que a outra fase. Os sistemas PEG/sal ¢ PEG/Dextran tém um tempo de
separagdo pequeno (5-30 minutos) enquanto os sistemas Ficoll/Dextran ou Metilcelulose/Dextran
usualmente tém um tempo de separacdo maior (1-6 horas). Esses tempos dados sdo os necessarios
para o volume principal das fases separar, ou seja, até que uma interface honizontal tenha sido
formada. Usualmente pequenas gotas das fases permanecem por um longo tempo, mesmo depois

que a interface horizontal é evidenciada (ALBERTSSON, 1986).
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3.2.4- Propriedades Fisico-Quimicas das Fases

O comportamento do SBA depende das propriedades fisico-quimicas das fases.

3.2.4.1- Viscosidade

O aumento do peso molecular dos polimeros aumenta a viscosidade, porém, menores
concentragoes de polimeros com peso molecular maiores sdo requeridas para separacdo das fases.
Como a viscosidade da solugdo de polimero € fortemente dependente da concentragio, a
viscosidade de uma das fases pode ser reduzida pelo uso de uma frago de maior peso molecular.
As fases formadas ndo sdo sempre liquidas. Dependendo do tipo do polimero usado, uma fase
pode ser mais ou menos solida ou formar um gel. Dextran forma sistemas com fase liquida com
PEG com peso molecular acima de 1000. Quando PEG's de peso molecular menores sio

utilizados, o dextran forma uma fase sélida ou gel (ALBERTSSON, 1986).

3.2.4.2- Densidade das Fases

Devido ao alto conteudo em agua, a densidade das fases é proxima a 1. A diferenca de
densidade entre as fases neste sistema € também pequena, sendo no entanto maior em sistemas

PEG/fosfato (0,04 - 0,1) do que em sistemas PEG/Dextran (0,02 - 0,07) (KULA, 1985).

3.2.4.3- Tensdo Interfacial

A tensdo interfacial entre as duas fases ¢ muito pequena. Na menor concentracdo dos
polimeros, que € a composi¢io proxima do ponto critico, a tensdo interfacial € menor. Esta baixa
tensdo interfacial minimiza a desnaturagdo de biomoléculas que ficam na interface, preservando a
sua atividade biologica. A tensdo interfacial € mais elevada em sistemas PEG/sal do que em
sistema PEG/Dextran (KULA, 1985).
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3.2.4.4- Pressdo Osmotica

A pressdo osmotica das fases é pequena devido aos elevados pesos molecuiares dos
polimeros formadores das fases. Quando as fases estdo em equilibrio, a pressdo osmotica € a
mesma para ambas. Em elevadas concentragbes dos polimeros, a pressio osmotica €

independente do peso molecular (ALBERTSSON, 1986).

3.3- PARTICAO DE BIOMOLECULAS EM SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

A distribui¢@o das substincias soldveis como proteinas e acidos niicleicos entre as fases
do sistema bifasico aquoso € caracterizada pelo coeficiente de partigio, que € definido pela
equacdo

K=C,
Ci

Onde C, e C; sdo as concentragdes de equilibrio dos compostos particionados nas fases superior e
inferior, respectivamente. O coeficiente de particio das enzimas ¢ constante para um dado
sistema em uma estreita faixa de concentragio, n3o contemplando a associagdo ou dissociacdo de
proteinas oligomericas presentes em uma das fases (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

Formalmente, pode-se escrever o logaritimo do coeficiente de particdo em varios fatores

separadamente:

In K=1nK®+ In K + In Kugop + 10 Kbiogp + 1n Kiagnanne + 10 Koons
onde el, hfob, biosp, tamanho e conf significam as contribui¢des eletroquimica, hidrofobica,
bioespecifica, tamanho e conformacional para o coeficiente de particio, das propriedades

estruturais e condi¢des ambientais do sistema e In de K° inclui outros fatores. Portanto, o

coeficiente de particdo da proteina pode também ser expresso como (DIAMOND & HSU, 1992):

IHK=ian§m+¥nKmnm
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A reprodutibilidade do K € normalmente na faixa de +5% para qualquer volume analisado
(KULA et al., 1982).

Devido a capacidade da interface adsorver mateniais biologicos, ela pode desempenhar um
papel importante na particdo entre as duas fases do sistema. No estudo da partigdo de particulas
em suspensdo, como ceélulas e organelas ceiulares, tem que ser consideradas trés regides de
particdo: a fase superior, a interface e a fase inferior, pois a interface adsorve quantidades
significativas do biomatenial. O mesmo, normaimente, n3o ocorre para a particio de substdncias
soluveis (ALBERTSSON, 1986).

A partigdo entre as duas fases depende de muitos fatores. Isto € esperado desde que as
interagdes entre a substancia particionada e os componentes de cada fase ¢ um fendmeno
complexo involvendo pontes de hidrogénio, interacdo de carga, forga de van der Waals,
interagoes hidrofobicas e efeitos estéricos. Deste modo, a partigdo depende do peso molecular e
propriedades quimicas das moleculas ou particulas particionadas. Para particulas, principalmente
os grupos expostos da superficie que ficam em contato com os componentes das fases. A partigdo
de particulas ¢ um fendmeno dependente da superficie. Qualquer molécula acumulara na fase
onde ¢ namero maximo de interagdes sdo possiveis, aonde um conteido minimo de energia do
sistema ¢ alcangado (KULA et al | 1982).

Os diferentes fatores que determinam a parti¢do podem ser explorados separadamente ou
em combinagdo para alcangar uma separagio efetiva. Pode-se também ampliar alguns desses
fatores que dominam o comportamento da particdo. Com respeito as substincias particionadas

varios tipos de fatores que interferem na particdo podem ser distinguidos (ALBERTSSON,
1986):

1. Partigdo dependente do tamanho; tamanho da molécula ou da area da superficie das particulas

é o fator dominante.

2. Eletroguimico: o potencial elétrico entre as fases € usado para separar moléculas ou particulas

de acordo com suas cargas.

[F8]

Afinidade hidrofobica: propriedades hidrofobicas das fases do sistema € usada para separagio

de acordo com a hidrofobicidade das moléculas ou particulas.
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4. Afinidade bioespecifica: a afinidade entre sitios nas moléculas ou particulas e ligantes ligados

aos polimeros das fases € usado para separacéo.

5. Dependéncia conformacional: comformagdo das moléculas e particulas € o fator

determinante.
6. Quiral: formas enancioméricas sdo separadas.

Os fatores que determinam a parti¢do podem ser estudados pela diferenga na partigdo, ou
seja, a particdo pode ser comparada para dois sistemas bifasicos aquosos que difiram em apenas
um pardmetro. O primeiro sisterna (sistema de referéncia) dara um certo coeficiente de particio
K. O segundo SBA ¢ idéntico ao sistema de referéncia, exceto por um pardmetro, por exemplo, o
potencial elétrico interfacial, nimero dos grupos hidrofobicos ou ligantes bioespecificos. O
coeficiente de partigdo nesta fase sera K;. A diferenca (A log K = log K; —~ log K;) deve refletir o
efeito do parametro na partigdo. Assim, se a composigio idnica ¢ alterada, e entdo o potencial
elétrico, 0 A log K dara a informagdo na carga superficial do biomaterial se a mudanga no

potencial for conhecida. Por este método pode-se compreender as propriedades da superficie das
particulas ou moléculas (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1- Fatores que Afetam a Particio de Biomoléculas

3.3.1.1- Concentracdo dos Polimeros -

Proximo ao ponto critico do sistema, moléculas como proteinas se particionam quase
igualmente entre as fases. Se a concentragio do polimero € aumentada, ou seja, a composi¢do das
fases do sistemna desvia mais do ponto critico, a parti¢io da proteina tera preferéncia por uma das
fases. Existe excegdes a esta regra, como por exemplo, o coeficiente de particdo pode primeiro

aumentar com o aumento da concentragdo do polimero, passar por um maximo, € entdo diminuir
(DIAMOND & HSU, 1992).
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No caso de particulas celulares, isto favorecera completamente a fase superior ou inferior
quando o sistema esta proximo ao pPonto critico, ou seja, ndo existe adsor¢do na interface. Quando
a concentragdo de polimero € aumentada as particulas tendem a ser mais absorvidas na interface.
Assim, se as particulas estdo na fase superior proximo ao ponto critico, elas serdo removidas
desta fase para interface e as vezes da fase inferior quando a concentracdo do polimero €
aumentada. Dependendo das propriedades da superficie das particulas elas serio removidas

seletivamente para fase de cima. Quanto mais distante do ponto critico, maior a concentragdo dos

polimeros € maior a tensdo interfacial (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.2- Peso Molecular do Polimero

A particdo sera favorecida pela fase contendo o polimero com menor peso molecular, ou
seja, a substincia particionada sera mais atraida pelo polimero de menor molécula e mais repelida
pelo polimero de maior peso molecular, desde que todos os outros fatores como, concentragio do
polimero, composi¢do dos sais, temperatura e assim por diante, sejam mantidos constantes.
Pequenas moléculas tal como aminoacidos ou pequenas proteinas n3o sio muito afetadas como

moléculas de proteinas maiores (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

3.3.1.3- Peso Molecular da Substidncia Particionada

Quanto maior o tamanho da molécula, maior € a superficie exposta que pode interagir
com os componentes das fases. A equacio de Brjnsted descreve qualitativamente a particdo da
molécula em fungdio de sua massa molecular e o fator A, que ¢ um valor desconhecido.

(BRHNSTED, 1931; BRONSTED & WARMING, 1931):

K = ¢ *MAD

onde A é um parimetro que caracteriza as fases do sistema ¢ as interagdes com o composto de

interesse; M € a massa molecular; k a constantes de Boltzmann e T a temperatura absoluta.
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Geralmente, para substincias de baixo peso molecular, tal como sais inorgénicos,
agucares, aminoacidos e nucleotideos, a partigdo € quase igual entre as duas fases, ou seja, o valor
do coeficiente de parti¢do € aproximadamente 1. Entretanto, o valor do coeficiente de parti¢do de
algumas destas substancias pode-se desviar consideravelmente de 1, como mostrado pelo estudo
de JOHANSSON (1970).

Sulfatos e fosfatos possuem valores de K significativamente menores do que 1. Acidos
polibasicos, tais como, fosférico, citrico e oxalico, tém K maiores que 1, enquanto seus sais tém
K menor do que 1. No caso do fosfato, o K diminui com o aumento da carga do ion fosfato. Entre
os compostos aromaticos, a piridina tem um K em torno de 1, enquanto fenol e naftol tem K
muito maior do que 1, E claro que, embora, a maioria das substéncias de baixo peso molecular
distribuam-se praticamente igualmente entre as fases, existemn muitas excegdes que ndo
obedecem esta regra (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.4- Efeitos Eletroguimicos
3.3.1.4.1- Sistemas Polimero/Polimero
3.3.1.4.1.1- ConcentracOes Baixas de Sal

A adi¢io de sais em SBA pode ser usada efetivamente para alterar o coeficiente de
parti¢do das proteinas. Pequenas alteragSes na composicdo do sistema podem transferir 0 DNA,
por exemplo, quase completamente de uma fase para a outra. A particio de biopolimeros ¢
determinada principaimente pelo tipo de ions presentes e pela relagdo entre estes ions diferentes.
Isto pode ser explicado pelo potencial elétrico entre as fases, criado pela distribui¢do desigual dos
ions, que tém diferentes afinidades pelas fases (ZASLAVSKY, 1995).

A partic3o de proteinas no sistema bifasico aquoso PEG/Dextran depende da composicao
idnica, pH, tamanho da molécula de proteina e concentragdo e peso molecular dos dois polimeros
(ALBERTSSON, 1958, 1971; ALBERTSSON & NYNS, 1959, 1961).

A FIGURA 03 mostra um exemplo tipico da influéncia de diferentes ions na parti¢io da
proteina. O tampdo fosfato esta presente na concentragio de 10 mM. Os outros sais sdo
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adicionados a altas concentragdes e eles entdo prevalecem na criag@o do potencial interfacial. Os
cations diminuem o coeficiente de partigdo na ordem Li" < NHs < Na” = Cs” < K™ e anions na
ordem F < CI' < Br" < I'. Os &nions divalentes monohidrogenofosfato, suifato e citrato aumentam
o K em relagdo aos ions monovalentes. A ordem do efeito desses ions sob a partigio dada ¢
tipicamente para proteina carregada negativamente. A ordem € reversa se uma proteina carregada
positivamente € usada. O coeficiente de particio da ovalbumina carregada negativamente,

diminui, enquanto que da lisozima, carregada positivamente, aumenta com a série F, Cl, Br, I ou
Li, Na, K (ZASLAVSKY, 1995).
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FIGURA 03- Coeficiente de partigio da ficoeritrina no sistema PEG 6000 4, 4%/Dextran 500 7%
com 0,005M de KH,PO, e K;HPO, a 20°C e com diferentes eletrolitos

ALBERTSSON (1971) obteve a seguinte relagdio entre a diferenga de potencial
eletrostatico e 0 K de ions na auséncia de potencial (K. e K.):

Ay=_RT In(K./K.)
(Z+Z)F
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onde v é o potencial interfacial, R é a constante dos gases, T ¢ a temperatura absoluta Z" € Z” sdo
as cargas dos ions do sal, F € a constante de Faraday, K. e K. sdo os coeficientes de particdo dos
ions, hipoteticamente na auséncia da diferenca de potencial; K . e K. representam a afinidade
quimica dos ions para as duas fases aquosas. Esta equagio € valida em condigdes de
eletroneutralidade das fases e na presenca de excesso de sal relativamente a biomolécula.

A partir desta relagdo descrita anteriormente, desenvolveu-se uma relagio geral entre o

coeficiente de parti¢do da biomolécula carregada e a diferenca de potencial eletrostatico:

InK = In K, + FZAy
RT

onde K, € o coeficiente de particdo da biomolécula quando Ay=0 ou Z=0, ou seja, na auséncia de

potencial ou no ponto isoelétrico da biomolécula.

3.3.1.4.1.2- Concentragdes Altas de Sal

A forgas iOnicas mais elevadas (>1,0 M) a parti¢io de proteinas ¢ fortemente influenciada
pela concentragdo do sal. Parece ocorrer um fendmeno geral, em que as proteinas sdo mais
particionadas para a fase superior quando cloreto de sodio € aumentado na faixa de 1-5 M no
sistema PEG/Dextran. O log K aumenta quase linearmente com a concentragdo de cloreto de
sodio nesta faixa (ALBERTSSON, 1986).

A influéncia da carga liquida da proteina na sua partigdo pode ser estudada pela medida
do coeficiente de particio a diferentes pH's. Para superar a influéncia dos diferentes ions do
tampdo no potencial elétrico entre as fases, um sal neutro tal como o cloreto de sédio ou suifato
de sadio ¢ adicionado em excesso. Se o coeficiente de parti¢do K ¢ plotado versus o pH, uma
curva ¢ obtida para o NaCl e uma outra diferente para o Na;SQs, desde que os sais dados
aumentem a diferenca do potencial elétrico interfacial. As duas curvas cruzardo no ponto
isoelétrico (ALBERTSSON, 1970; ALBERTSSON et al., 1970) e o ponto de cruzamento pode
ser usado para a determinacdo do ponto isoelétrico de proteinas (SASAKAWA & WALTER,
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1972; WALTER & SASAKAWA,K 1971; WALTER et al, 1972) e também de outras
macromoiéculas ou particulas,

Nas concentragdes de cloreto de sodio acima de IM a maioria das proteinas tendem a it
para a fase superior, rica em PEG. Provavelmente, isto ¢ resultado também das interagdes
hidrofébicas com o PEG ou o fendmeno relacionado com o "salting out". Embora o PEG seja
fracamente hidrofobico, suas interagdes com regides hidrofobicas nas proteinas podem aumentar
em altas concentracGes de sal. Entretanto, este efeito € observado principaimente para cloreto de
sodio em sistema PEG/Dextran. Se o fosfato € aumentado a altas concentragdes, muitas proteinas
vdo para fase inferior (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.4.2- Sistemas Polimero/Sal

Em sistemas bifasicos constituidos por um polimero e um sal, a partigdo do matenal
biologico ¢ fortemente influenciada pela concentragdo do sal, o que pode ser atribuido aos efeitos
do "salting-out" (KULA et al., 1982). Em sistemas PEG/sal, um aumento no comprimento da
"tie-line" promove a transferéncia das proteinas da fase rica em sal para a fase rica em PEG e, se
a solubilidade das proteinas nesta fase ndo for suficientemente elevada, ocorrera a precipitagdo
destas na interface. O tipo de sal ¢ um fator muito importante uma vez que a constante de

"salting-out” depende do tipo de sal (KIM, 1986).

3.3.1.5- Interagdes Hidrofobicas

O efeito elétrico pode ser anulado a partir da escolha de uma composi¢io de sal desejavel
para o SBA, de modo que. a diferenca do potencial elétrico entre as fases torne-se zero.
Consequentemente, outros fatores determinantes da partigdo tornam-se mais Importantes, tais
como propriedades hidrofobicas-hidrofilicas das superficies das particulas (ZASLAVSKY,
1995).

O efeito hidrofobico pode ser aumentado por ligagdes covalentes de grupos hidrofdbicos a

um dos polimeros, dependendo do tamanho do grupo hidrofobico ligado ao polimero e do
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nimero e forga das ligacSes das regiGes hidrofébicas da molécula da proteina. (SHANBHAG &
JOHANSSON, 1974; SHANBHAG & AXELSSON, 1975). Se a proteina, por exemplo, contém
superficie ou regides com grupos ligantes hidrofobicos, seu coeficiente de partigio sera alterado.
Assim, a chamada particdo por afinidade hidrofobica pode ser usada para caracterizar as
propriedades das proteinas ou particulas de células e também para a separagido de moléculas ou

particulas de diferentes hidrofobicidade (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.6- Afinidade Bioespecifica

A partigdo por afinidade bioespecifica foi introduzida por SHANBHAG & JOHNSSON
(1974), que demonstraram que a albumina de soro humana pode ser seletivamente extraida do
plasma pelo PEG/palmitato, no sistema PEG/Dextran. Ligantes bioespecificos aclopados a um
dos polimeros podem influenciar fortemente a particdo de moléculas ou particulas que tenham
afinidade pelo ligante. Esta influéncia varia com o nimero de sitios presentes nas moléculas e

particulas que possam ser ligados e do nimero de ligantes acoplados ao polimero.

3.3.1.7- Conformacdo da Biomolécula

Sistemnas bifasicos aquosos com potencial interfacial zero podem ser obtidos pela escolha
de um sal desejavel ou mistura de sais. A partigio de proteinas em tais sistemas seria
independente da carga liquida da proteina, ou seja, independente do pH. Algumas proteinas
também apresentam um coeficiente de partigio constante sob uma grande faixa de pH no SBA
com potencial interfacial zero (JOHANSSON & HARTMAN, 1974). QOutras proteinas
apresentam mudangas em certos intervalos de pH. Em alguns casos, isto ocorre quando a proteina
sofre uma alteragdo conformacional, tal como no caso da albumina sérica em pH baixo, ou
quando moléculas de proteinas formam dimeros, como com a lisozima. Para tais proteinas, o K°
ndo ¢ independente do pH e a particdo em sistemas com potencial interfacial zero seria entdo

usada para detectar mudan¢as na conformagio, quando, por exemplo, grupos previamentes
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escondidos sio expostos na superficie da proteina, ou no estudo do fendmeno associagdo-
dissociagdo entre as proteinas (ALBERTSSON, 1986).

3.3.1.8- Quiralidade da Biomolécula

Formas enancioméricas de moléculas devem se particionar diferentemente em um SBA
contendo componentes opticamente ativos. Os polimeros Dextran, Ficoll, amido e celulose sdo
todos opticamente ativos e devem distinguir as formas D e L das moléculas. Também, uma
proteina ligada que possa selecionar as formas D ou L e ser enriquecida em uma das fases pode

ser usada para particdo quiral. D e L triptofano foi separado pelo SBA contendo albumina de soro
(EKBERG et al., 1985).

3.3.1.9- Temperatura

A temperatura € um fator importante na particio. O diagrama de fases depende da
temperatura, particularmente proximo do ponto critico, onde uma pequena aiteragdo na
temperatura tera uma influéncia consideravel na composi¢do dos polimeros ¢ também na partigdo
da substancia no SBA. A temperatura tem menor influéncia na partigfo a valores mais distantes
do ponto critico (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

3.4- APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Uma das caracteristicas atrativas da extragio liquido-liquido € a facilidade de "scale-up”.
Isto deve-se ao fato que o coeficiente de partigdo para substincias soliveis em muitos casos €
independente do volume total das fases do sistema, da razio de volume e da concentragio da
substincia a ser particionada para uma larga faixa de concentragdo. O comportamento da parti¢do

em larga escala para © SBA pode entdo ser pré-definido com grande exatiddo de experimentos
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laboratoriais em pequenos tubos testes. Desta forma, a mistura e o rapido equilibrio de fases sdo

facilmente alcangados, requerendo relativamente pouca energia (ALBERTSSON, 1986).

3.4.1- Concentracio

Muitas substancias de interesse biotecnologico estdio disponiveis em solugdes diluidas ou
em suspensdes, como culturas liquidas de bactérias, algas ou virus ou um extrato enzimatico. O
inicio do processo de isolamento e purificagdo, nestes casos, € realizado a partir de grandes
volumes, sendo necessario um primeiro passo de concentragdo do material que pode ser obtido a
partir da utilizagdo de um SBA. Um SBA pode levar a uma concentragio efetiva desde que possa
ser selecionado de tal maneira que a maioria das substincias desejadas sejam transferidas para a
fase com menor volume, quando comparada a solugdo original. No entanto, varias impurezas
podem estar presentes juntamente com o produto desejado, o que ndo € adequado. Por outro lado,
varios passos de purificagdo podem ser realizados a fim de se obter o produto desejado livre de

contaminantes (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993).

3.4.2- Purificaciio de Biomoléculas em Larga Escala

A parti¢do pelo Sistema bifasico aquoso tem as seguintes vantagens para a purificagio de
biomoléculas em larga escala (ALBERTSON, 1986):

1. O "scale-up” pode facilmente e seguramente ser alcancado a partir de pequenos experimentos
de laboratorio.

2. Rapida transferéncia de massa e equilibrio sdo alcancgados, através de uma pequena
quantidade de energia na forma de mistura mecénica. Geralmente, o equilibrio entre as fases ¢
alcangado rapidamente, em segundos, pela agitacdo do SBA. Provavelmente devido a baixa
tensdo interfacial, que permite uma disperszo muito fina de uma fase na outra, mesmo com

agitacdo suave.
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3. Pode ser desenvoivido como um processo continuo

4. Os polimeros estabilizam as enzimas. Nenhum sinal de desnaturagdo ou perda na atividade
biolégica, tal como atividade enzimatica, tem sido observado depois do experimento de
parti¢do em SBA polimero/polimero, quando a parti¢io ¢ realizada em pH e concentragio de

sal adequados. Os polimeros usados s@o polissacarideos ou polidis que sdo conhecidos por

estabilizar certas enzimas.
S. A separagido pode ser seletiva e rapida

6. A rapida separacdo permite a utilizacio da temperatura ambiente, ao invés de baixas

temperaturas, tendo um menor custo de investimento.

7. E mais econdmico do que outros métodos de purificagio.

3.4.3- Bioconversiao

Sistemas bifasicos aquosos podem ser usados para a produgdo e purificago simultinea de
bioprodutos usando enzimas ou microrganismos. O biocatalisador (enzima ou suspensdo celular)
é confinado em uma das fases junto com o substrato enquanto o produto se particiona para a outra
fase. O produto pode ser removido por repetidos passos de partigdo ou pelo procedimento de
extracio continua (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). Além de sistemas utilizando céiulas
animais, como cé€lulas de hibridoma de rato para produgiic de antibidtico em sistema
PEG/Dextran (ZIJLSTRA et al, 1996), células vegetais, como de células de raizes de Tagetes
patula também foram usadas para produgdo de metabolitos secundarios (BUITELAAR et al,
1992).

A extragdo pode ser usada para remover o produto da enzima e substrato, favorecendo a
purificagio, e também com o proposito de aumentar a velocidade de reacdo se a enzima for

inibida pelo produto, como frequentemente acontece (CABRAL & AIRES-BARROS, 1993). Na
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TABELA 02 encontram-se alguns exemplos de bioconversdo utilizando enzimas e

MICTOTZAanismos.

TABELA 02- Bioconversdo extrativa utilizando enzimas € microrganismos como catalisadores

em sistemas bifasicos aquosos

Enzima Converséo Sistema Referéncia

Penicilina G acilase  D(-) PG metil éster — PEG/Dextran  HERNANDEZ-JUSTIZ et

cefalexin (antibiotico) PEG/(NH4),50; al., 1998
a-amilase Hidrodlise do amido PEG/Dextran KONDOQO et al., 1994
papaina ¢ hemoglobina

a-quimotripsina € Protedlise da caseina PEG/Dextran  MUKATAKA et al,, 1992

tripsina
B-galactosidases Lactose — glicose PEG/Reppal PES  CHEN & WANG, 1991
PEG/sais
-galactosidase Lactose — glicose PEG/pullulan NGUYEN et al , 1988
Microrganismo Producéo Sistema Referéncia

Escherichia coli Produgio das proteinas PEG/Dextran UMAKOSHI et al., 1996

termoresistentes
Serratia marcescens Quitinase PEG/Dextran CHEN & LEE, 1995
Bacillus o-amilase PEG/Dextran PARK & WANG, 1991
amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis Protease alcalina PEG/Dextran LEE & CHANG, 1990

3.5- SISTEMAS BIFASICOS ALTERNATIVOS

Um amplo espectro de polimeros tem sido testado para a obtengdo de sistemas bifasicos
aquosos. Para 0 campo da pesquisa, a maioria dos sistemas s3o aceitos, mas quando sdo

extrapolados para a escala industrial, outros criténios devem ser avaliados. O custo do polimero, o
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tempo da separagdo das fases, a quantidade necessaria para formagido do sistema bifisico, € a
possibilidade do reciclo do polimero, s3o fatores de grande importincia (MATTIASSON &
LING, 1987).

Apesar do sistema PEG/Dextran ser classico, o dextran ¢ extremamente caro para ser
utilizado industnialmente devido ao seu elevado custo de purificagio (NILSSON et al., 1987),
exceto para alguns casos raros, quando produzem-se compostos de alto valor agregado. Como
alternativa tem-se proposto o uso do dextran néo purificado. Com este recurso pretende-se manter
as propriedades de partigdo do sistema reduzindo substancialmente o custo associado a aplicagéo
em grande escala. No entanto, estes sistemas possuem alta viscosidade e consequentemente uma
tenta separagio (KRONER et al . 1982).

Em muitos casos, a eficiéncia do uso de sais como componentes da fase inferior tem sido
testada. O sistema PEG/ suifato de potassio foi usado para o isolamento de enzimas em larga
escala (HUSTEDT et al, 1983). Os sistemas PEG/sais possuem a vantagem dos componentes
serem relativamente baratos, embora nio sejam adequados para a parti¢do por afinidade, devido a
sua elevada forga iGnica ¢ pela possibilidade de desnaturagio de materiais com atividade
biologica. Além destes sistemas apresentarem o© inconveniente de adicionarem elevadas
concentraches de sais, como fostfatos e sulfatos, nos efluentes industriais.

De acordo com a analise econdémica da primeira etapa da separagdo de celulas mortas, por
exemplo, o custo desta etapa de extragdo com SBA foi estimnado por ser trés quartos do prego dos
componentes das fases: PEG e sal (DATAR, 1986). O custo total foi, na melhor das hipoteses,
semelhante ac da microfiltragdo de fluxo tangencial. Esta analise mostra que ¢ prego do polimero
¢ aproximadamente o pardmetro que determina a viabilidade econdomica do metodo de extragao.
Um outro exemplo foi a avaliagdo do custo de extragio de enzimas intracelulares, em torno de
metade a dois tergos do custo da primeira etapa da recuperagdo (MATTIASSON & LING, 1987).

Diferentes polimeros, tais como o dextran bruto (KRONER et al., 1982) denivados de
amido (TJERNELD et al, 1986 ¢ VENANCIO & TEIXEIRA, 1993), alcool polivinilico
(TJERNELD, 1989), maltodexirina (SZLAG & GUILIANO, 1988), derivados de celulose
(SKUSE et al., 1992), derivados de goma de guar (VENANCIO et al, 1995) e arabinogalactana
(CHRISTIAN et al., 1998), tém sido testados indicando que estes devem ser considerados como

alternativas ao Dextran fracionado.
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A utilizag@o do hidroxipropilamido, denominado comerciaimente como Aguaphase PPT,
foi reportado por TJERNELD (1986} como alternativa ao dextran, ja que apresentou um deécimo
do prego. Sua utilizac¢io comparada ao sistema tradicional reduziu em sete vezes o custo do SBA.
O Reppal PES, nome comercial de um derivado do hidroxipropilamido semelhante a0 Aquaphase
PPT, tem sido aplicado com sucesso como substituto do dextran em bioconversdes extrativas
(JOHANSSON & JOELSSON, 1985). Estes derivados do amido foram especialmente
desenvolvidos para separagOes em duas fases aquosas, porém ainda sdo economicamente
inviaveis, embora sejam mais baratos que o dextran fracionado.

SKUSE e colaboradores (1992), estudaram um sistema formado por Pluronic P105, um
copolimero constituido por blocos intercalados de oxido de polipropileno e 6xido de polietileno,
¢ por Klucel L, um hidroxipropil celulose. Este sistema possui diagramas de fases similares aos
obtidos para o sistema PEG/Dextran, mas com o inconveniente da elevada viscosidade resultante
da presenca de polimero de celulose. VENANCIO & TEIXEIRA (1993) reportaram o uso de um
derivado do hidroxipropilamido, com o prego de um décimo do Reppal PES, embora este
polimero comercial possua uma grande quantidade de material insoiGvel, que pode ser
responsavel pelo valor elevado da viscosidade da fase inferior, que foi de cinco a seis vezes maior
do que o sistema PEG/Dextran correspondente e dez vezes maior do que o PEG/Aquaphase PPT.

O sistema PEG/Derivado de goma de guar (VENANCIO et al., 1995), possui a vantagem
de pecessitar baixas concentragdes de polimeros para formagdo das fases. O custo deste sistema
testado foi semelthante aos de outros sistemas usando um polimero bruto e significativamente
mais barato do que outros sistemas referidos na literatura. A utiliza¢io de uma arabinogalactana,
extraida do tronco de plantas do género Larix, disponivel comercialmente em grau ultra-filtrado
{AG-UF) e alimentar (AG-FG), forma com PEG um SBA que possui baixa viscosidade e exibiu
comportamento para a separacao de proteinas semelhante ao dextran fracionado, possuindo um

grande potencial como alternativa ao dextran (CHRISTIAN et al, 1998).
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'3.6- UTILIZACAO DE GOMAS COMO POLIMERO PARA SISTEMAS BIFASICOS
ALTERNATIVOS

As gomas podem ser definidas genericamente como substincias poliméricas que, em
solvente ou agente de inchamento apropriado e mesmo a baixas concentragdes, sdo capazes de
formar dispersdes ou solugdes altamente viscosas ou até mesmo geis. Com esta defini¢do, o
termo aplica-se a uma vasta variedade de substdncias, incluindo hidrocarbonetos de alto peso
molecular, borrachas, proteinas, polissacarideos e seus derivados, além de alguns polimeros
sintéticos (MILLER, 1987).

TABELA 03- Classifica¢do das gomas industriais quanto a fonte de onde sdo obtidas

Gomas Naturais Gomas Modificadas
Exsudado de Plantas Carboximetilcelulose

Goma arabica Hidroximetilcelulose

Goma caraia Hidroxietilcelulose

Goma tragacanto Carboximetilamido

Goma do cajueiro Acetado de amido
Extraidas de Algas Hidroxipropilamido

Agar Carboximetilguar

Alginato Alginato de propileno glicol

Carragenana

Extraidas de Sementes
Goma guar
Goma do marmeleiro
Fermentagdo
microbiologica
Dextrana

Xantana
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Industrialmmente, no entanto, o termo goma, € mais especifico, e esta associado a
polissacarideos e seus derivados. O solvente ou agente de inchamento €, neste caso, a agua. As
gomas industriais podem ser classificadas em naturais e modificadas. As naturais podem ser
obtidas de exsudados de arvore, de sementes, de algas ou por fermentagdo microbioldgica. As
modificacBes sdo as derivadas de polissacarideos nsoluveis, como por exemplo, a celulose. A
TABELA 03 apresenta exemplos de gomas industriais classificadas pela fonte e onde sdo obtidas
(MILLER, 1987).

3.7.1- Goma do Cajueiro

As gomas vegetais oriundas de arvores (ou exsudados vegetais), sdo constituidas
principalmente por heteropolissacarideos, sendo produzidas espontaneamente, apOs injuria
mecinica ou invasdo microbiana através dos troncos, galhos ou fruto, constituindo-se entdo como
parte do metabolismo normal da planta. Sua produgfio parece estar relacionada com algum
mecanismo protetor do vegetal (MARQUES & XAVIER-FILHO, 1991).

O exsudado do cajueiro, produzido pela Anacardium occidentali L., pertencente a famila
Anacardiaceae, ¢ constituida principalmente por um heteropolissacarideo ramificado
(arabinogalactana dacida), que apresenta propriedades adesivas e atividade de inseticida
(VENKAIAH, 1985), bem como propriedades emulsificantes (PONTES, 1971). O cajueiro
produz 178 - 2000 g/ano de goma, com um valor médio de 700 g/ano (BANDEIRA, 1991). A
produgdo de castanha em arvores mais velhas do que 25 anos aumenta com a extragio de goma.
Dado a importdncia da cultura de cajueiros de algumas regides de paises como o Brasii (400.000-
45.000 ha de planta) (LIMA, 1988), India, Mogambique, Tanzinia ¢ Kenya, um estudo da
utilizagdo da goma ¢ de grande importancia. Existem estudos da goma do cajueiro com arvores
provenientes da India (Madras) e Nova Guiné (Papua) (ANDERSSON et al, 1974
ANDERSSON & BELL, 1975) e também com arvores brasileiras (Pacajus — CE) (RODRIGUES
et al., 1993; PAULA & RODRIGUES, 1995). A goma do cajueiro é constituida principalmente
por unidades de galactose, arabinose, glicose, acido urbnico, manose e xilose. Entretanto, tem

sido verificado que a porcentagem dos monossacarideos varia de acordo com a regido geografica.
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A TABELA 04 mostra a composicdo da goma de Anacardium occidentale de diferentes ornigens
(ANDERSSON et al., 1974; PAULA & RODRIGUES, 1995).

TABELA 04- Composigdo da goma de Anacardium occidentale de diferentes origens

Monossacarideo

Quantidade em %

Constituinte India  Nova Guiné  Brasil
Galactose 61 63 73
Arabinose 14 15 5
Glucose 8 9 11
Ramnose 7 7 4
Manose 2 1 1
Xilose 2 - -
Acido glucurdnico 6.2 5,7 6,3

»

Estudos recentes (PAULA & RODRIGUES, 1995) sobre propriedades reologicas da

goma do cajueiro mostraram que esta ¢ uma goma de baixa viscosidade e ¢ comparavel em

muitos aspectos com a goma arabica. As viscosidades absolutas em solugdes de 1% dessas gomas

foram 1,0 mPas (goma do cajueiro) e 1,8 mPas (goma arabica). Outros polissacarideos utilizados

na indistria, como metilcelulose, carboximetilcelulose, gomas de caraia e de tragacanto

apresentam viscosidades que variam de 1100 —3400 Pas, em solu¢des a mesma concentracao.
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4- MATERIAS E METODOS

4.1- MATERIAIS

4.1.1- Reagentes

Na TABEL A 05 encontram-se os reagentes utilizados a0 longo deste trabalho.

TABELA 05- Reagentes utilizados nas dosagens dos polimeros e proteina

Utilizagdo Reagente Pureza Fornecedor
Formagido do Goma do Cajueiro Amarelo —— Cajueiro amarelo
sistema bifasico Polietileno Glicol 1500  ———mm- Allkimia
aquoso Polietileno Glicol 4000 - Chemco
Polietileno Glicol 8000 e Sigma
Hidrogenofosfato de potassio 99 % Nuclear

Di-hidrogenofosfato de potassic 99 % Kanto Chemical Co

Hidrolise do Acido sulfarico concentrado  95-97 % Merck

polissacarideo Hidroxido de sédio 97 % Vetec

Dosagem de Acido 3,5 dinitro salicilico Sigma

agucares Tartarato de sodio e potassio 99 % Vetec

redutores Glicose PA Sigma
Dosagem do " Acido perclorico 60 % Kanto Chemical Co
Polietileno glicol Cloreto de bario 99.9 % Reagen Quimibras
lodo 999%  Kanto Chemical Co

Proteina Tripsina - Difco

Dosagem da Comassie e Brilhante Blue --- Eastman Kodak

proteina Acido ortofosforico 85 % Vetec

Etanol 98 % Merck

Cloreto de sodio 99 % Vetec

48



Luciana A. Oliveira Matérnais e Métodos

4.1.2- Equipamentos

Na TABELA 06 encontram-se os equipamentos utilizados para realizag@o deste trabalho.

TABELA 06- Equipamentos utilizados

Equipamento Fornecedor
Agitador magnético com aquecimento modelo RKI Tkemoto Rikakogyo Co. LTD, Japio
Agitador de toque (Vortex) modelo MT - 31 YAMATO SCIENTIFIC Co. LTD, Japdo
Balangas analiticas modelos: L 610D e R 180D SARGTORIUS Gmbh, Alemanha
Banho-maria Fisatom
Bomba de vacuo: EYELA, A-38 Tokyo Rikakikai, Co. LTD, Japio
Centrifuga de bancada modelo KN-70 KUBOTA, Japio
Estufa Marconi Equipamentos para Laboratorio
Espectrofotdmetro B442 Micronal
Potenciémetro modelo F-8L HORIBA LTD, Japao

4.2 METODOS

4.2.1 Purificacio da goma de cajueiro.

A goma do cajueiro amarelo, isenta de casca de arvore, foi purificada de acordo com o
método de RINAUDO-MILLAS (1991) modificado, como mostra o FIGURA 04. A trituracgdo da
goma foi feita utilizando grau e pistilo. A precipitagio utilizou 3 vezes o volume de etanol, em

relagdo ao volume da soluc@o, permanecendo os oligossacarideos em solugdo.

4.2.2 Preparo das solugdes tampéo

Foi utilizado o tampdo fosfato de potassio 15mM nos pH’s 6,0, 7,0 € 8,0 e o tampéo Tris-
HCI no pH 7,2, preparados de acordo com o MORITA & ASSUMPCAO (1986).
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GOMA BRUTA

TRITURACAOQ
. Solugdo 20% em H,O
DISSOLUCAO | | Temperatura ambiente

FILTRACAO | | 3¢ Tela de Serigrafia de 90 fios

v

PRECIPITACAO Ezzanol

[1" Tecida (Vual)

_RECICLO DE I

ETANOL .L
FILTRACAO Ecia de Serigrafia de 110 fios
SOBRENADANTE PRECIPITADO
v h
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; SECAGEM Efemperaluxa 34°C
DESCARTE 7
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ISOLADA

FIGURA 04- Etapas de purificagdo da goma do cajueiro de acordo com o método de RINAUDO-
MILLAS (1991} modificado

4.2.3- Preparo das solugdes de polimeros

As solugdes de polimeros foram preparadas no tamp3o fosfato de potassio 15 mM (pH’s

6,0; 7,0 e 8,0), nas concentra¢des dadas na TABELA 07.

4.2.4- Preparo da soluciio de Tripsina

A solugdo de tripsina foi preparada em agua na concentragio de 2mg/ml.
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TABELA 07- Solugdes estoques de polimeros

Solugdo % (p/p)
Polissacarideo da Goma de Cajueiro 30
Polietilenc Glicol 1500 70
Polietileno Glicol 4000 50
Polietileno Glicol 8000 50

4.2.5- Preparo dos Sistemas Bifisicos Aquosos

Para os experimento de determinagdo do diagrama de fases, foram preparados sistemas de
8 g utilizando-se as solugdes de polimeros do item 4.2.3 e tampéo fosfato de potassio 15 mM para
a construgdo dos diagramas de fases e analises das "tie-lines". Apds a pesagem, os sistemas foram
agitados em Vortex durante 2 minutos. Para os experimentos realizados a temperatura ambiente,
os sistemas foram centrifugados por 5 minutos a 500 rpm. Para os experimentos realizados a
temperatura de 40°C, apds agita¢do. os sistemas foram colocados em um banho-maria a 40°C
durante 24 horas, obtendo-se os sistemas bifasicos com concentragdo total de cada polimero
conhecida.

Os sistemas utilizados para os estudos de parti¢ao da proteina modelo, foram sistemas de
4 ¢ preparados na auséncia e presenca de cloreto de sodio, utilizando as solucdes de polimeros do
item 4.2.3 e tampao fosfato de potassio 15 mM. Apods a pesagem os sistemas foram agitados em
Vortex durante 2 minutos e adicionados de 400 ul da solugdo de tripsina (item 4.2.4). Os sistemas
foram novamente agitados por 2 minutos e centrifugados por 5 minutos a 500 rpm. Para os
sistemas a 40°C, estes foram preparados de acordo como descrito acima. Apds o sistema
permanecer 24 horas em banho-maria, adicionou-se 400 ul da solugdo de tripsina (item 4.2.4),

agitou-se 0s sistemas por 2 minutos e colocou-se novamente em banho-maria a 40°C por 2 horas.
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4.2.6- Determinaciao do diagrama de fases

A binodal foi determinada segundo método descrito por ALBERTSSON (1986), que
consiste em determinar as composigdes das fases dos sistemas. Para concentragdo em cada fase
de PEG e polissacarideo da goma do cajueiro foram feitas as analises de PEG (se¢do 4.29) e
acido 3,5-dinitrossalicilico (se¢Zo 4.2.8), a binodal foi tragada através dos pontos representativos

dessas duas fases.

4.2.7- Hidrolise do polissacarideo

Para dosagem dos monossacarideos presentes no polissacarideo da goma de cajuetro foi
realizada a hidrolise acida do polissacarideo. Pesou-se 0,5 g de fase inferior e 1,0 g da fase
superior, e adicionou-se 4,5 e 4 mi de agua destilada. Em seguida, adicionou-se 1 ml de acido
sulfiirico concentrado, agitou-se € a seguir as amostras foram aquecidas durante 1 hora em banho-
maria a 100°C, em tubo de ensaio tampado. A solugdo foi resfriada a temperatura ambiente e em
seguida neutralizada com 5 ml de hidroxido de sGdio 6M e posteriormente com hidroxido de
sodio 1M, até pH entre 6 e 7. Apos a neutralizacdo, a solugdo foi aferida a 25 mi e a concentragdo

de aglcar dosada pelo método de MILLER (secdo 4.2.8).

4.2.8- Determinacio de aciacares redutores pelo método de Miller (DNSA)

O método de MILLER (1959) para dosagem dos agucares redutores ¢ baseado na redugio
do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNSA) a acido 3-amino-3-nitrossalicilico, em solugdo alcalina,
sendo os grupos carbonilo dos agucares oxidados a carboxilo. A presenga do sal tartarato duplo
de sodio e de potassio € para proteger o reagente da a¢do do oxigénio dissolvido.

Para quantificagdo dos aglcares redutores, a 1 ml de amostra, adicionou-se 1 mil do
reagente DNSA e aqueceu-se em banho-maria a 100°C por 1 hora. A solugdo foi resfriada a
temperatura ambiente e aferida para 25 mi, em proveta graduada. Foi lida a absorbdncia a 540 nm

da solu¢do obtida, e o teor de agucares redutores totais determinado a partir da curva de
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calibragdio. A curva de calibragdo utilizou glicose como solugdo padrio na concentrago até 2

mg/ml.

4.2.8.1- Preparo do reagente DNSA

O reagente de DNSA ¢ preparado pela dissolug@o de 5 g de acido 3,5 dinitro salicilico em
100 ml de hidroxido de sodio 2N a 70°C em banho-maria. Em paralelo, 150 g de tartarato de
sodio e potassio sd0 solubilizados em 100 ml de igua destilada a 70°C em banho-maria. Em
seguida a solugdo de DNSA ¢ misturada lentamente, sob agitacdo, com a solugdo de tartarato de

sodio e potassio € a solugdo final € aferida a 500 mi com agua destilada.

4.2.9- Determinacio do polietileno glicol

A determinac¢do do polietileno glicol foi feita segundo o método de SKOOG (1979). Para
quantificagdo do PEG, pesou-se 0.2 g da fase inferior ¢ 1,0 g da fase superior e aferiu-se a 50 ml
com agua destilada. A 1 ml da solug¢do anterior adicionou-se 4 ml de acido perclorico 0,5M e
homogeneizou-se; a 2 ml desta solug@o adicionou-se 0,5 mi de cloreto de bario 5%, 0,5 ml de
solugio de iodo 0.01 M e 0.5 ml de acido perclorico 0,5 M. Apds 15 minutos de reacdo, a
absorbancia foi lida a 535 nm. A quantificagdo de PEG foi feita a partir da curva de calibragio,

para os PEGs de diferentes massas moleculares (1500, 4000 e 8000) na concentragdo ate¢ 0,08

mg/mi.

4.2.10- Determinacio do conteiido protéico

A determminacdo da tripsina na fase superior foi feita de acordo com o meétodo de
BRADFORD (1976) modificado. Devido a viscosidade da fase inferior, a concentra¢do da
proteina nesta fase foi calculada atraves do balango de massa. O principio do método de Bradford

¢ baseado no fato que o corante Coomassie Brithant Blue coexiste em duas formas de cor
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diferentes: a cor vermelha e a azul. A forma de cor vermeiha ¢ rapidamente convertida na outra
forma, por ligagdo da parte cromofora do corante a proteina. A 400 i da fase superior adicionou-
se 2 ml do reagente de Bradford e a absorbancia foi lida a 595 nm antes de 15 minutos. O
aparelho foi zerado com a fase superior de um sistema com a mesma composicao do sistemna sem
proteina, nas mesmas condigdes descritas para as amostras. A quantifica¢do da tripsina foi feita a

partir da curva de calibragio, na concentragdo até 200 ug de tripsina/mi.
4.2.10.1- Preparagdo do reagente de Bradford
O reagente de Bradford ¢ preparado pela dissolugio de 100 mg de Coomassie Brithant

Blue em 50 ml de etanol 95%, 100 ml de acido ortofosforico e aferido a 1 litro com agua

destilada. A solugdo ¢ agitada por 1 hora e entdo filtrada. A solucdo ¢ preparada na auséncia de

luz.

4.2.11- Calculo do coeficiente de particio
O calculo do coeficiente de partigdo foi feito utilizando-se a formuia descrita abaixo:

K = Concentracdo de Tripsina na Fase Superior

Concentragdo de Tripsina na Fase Inferior
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1- DETERMINACAO DOS DIAGRAMAS DE FASES

A primeira etapa do trabalho foi realizada a fim de se determinar a uniformidade entre a
matéria-prima obtida em diferentes localidades no estado de Pernambuco.

De fato, lotes isolados da goma demonstraram caracteristicas particulares em relagdo a
viscosidade, coloragdo e solubilidade, destacando-se a importincia em se utilizar uma amostra
padronizada.

Os resultados das analises referentes as caracteristicas da goma em estudo podem ser
observados nos graficos apresentados abaixo (FIGURAS 05 e 06), onde se demonstram as
binodais de uma amostragem unica de goma e de um lote contendo gomas de diferentes
localidades do estado de Pernambuco. Vale ressaltar emtretanto que, apesar de cada lote
apresentar caracteristicas particulares como descrito acima, o sistema estudado forma fases com
altas concentragdes dos polimeros para ambas as gomas.

A utilizagdo de polietileno glicol de peso molecular 550 ndo foi favoravel, pois a fase
inferior do sistema formado era altamente viscosa, inviabilizando o seu uso em processos de

separa¢des biotecnologicas.

25‘

% PEG 40600 (p/p)

0 10 20 30 40 50 60
% POLICATU (p/p)

FIGURA 05- Diagrama de fases do sistema PEG 4000/POLICAJU (pH 7,0), para dois lotes de
goma (1° lote e 2° lote) a 27°C + 2°C
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% PEG 8000 (p/p)
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FIGURA 06- Diagrama de fases do sistema PEG 8000/POLICAJU (pH7,0), para dois lotes de

goma (1° lote e 2° lote) a 27°C £ 2°C

Nos estudos para obten¢do dos diagramas de fases do sistema PEG/POLICAJU,
observou-se a partir de dados coletados na revisdo bibliografica que sdo necessarios PEG’s de
peso molecular elevado para a formacdo de duas fases aquosas quando se estudam sistemas
polimero/polimero, o mesmo ndo acontecendo em sistemas PEG/sais, ja que neste caso, se
utilizam PEG’s de baixo peso molecular. Desta forma, n3o foi possivel comparar dados obtidos
para o sistema PEG 1500/POLICATU.

Para efeitos de comparagdo, os diagramas de fase dos sistemas PEG 4000/POLICAJU e
PEG 4000/Dextran 500 (FIGURA 07) e PEG 8000/POLICAJU e PEG 8000/Dextran T500
(FIGURA 08) foram plotadas graficamente. As curvas possuem perfis semelhantes, havendo
porém um deslocamento no sentido de maior concentragdo dos polimeros para ambos 0s sistemas
PEG 4000/POLICAJU e PEG 8000/POLICAJU. Este deslocamento estd relacionado ao menor
peso molecular do POLICAJU em relacio ao Dextran (ALBERTSSON, 1986). De fato, o peso
molecular do POLICAJU esta em torno de 110.000 Da (MENESTRINA et al., 1998), enquanto
que o peso molecular do Dextran 500 e Dextran T500 € de 215.000 Da (ZASLAVSKY, 1995) e
507.000 Da (ZASLAVSKY, 1995), respectivamente.

Lh
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FIGURA 07- Diagramas de fases dos sistemas PEG 4000/POLICAJU e PEG 4000/Dextran 500
(ZASLAVSKY, 1995). a 27°C + 2°C
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FIGURA 08- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000/POLICATU e PEG 8000/Dextran T500
(ZASLAVSKY, 1995) a 27°C = 2°C

5.2- EFEITO DO PESO MOLECULAR DO PEG NO DIAGRAMA DE FASES

Analisando-se os diagramas de fases para os trés PEG’s (1500, 4000, 8000), para cada
valor de pH estudado (FIGURAS 09, 10 e 11), observou-se um deslocamento das binodais no
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sentido do- PEG 8000 para o 1500, ou seja, quanto menor o peso molecular do polimero, maior a

concentracdo necessaria para a formagio de fases, estando este comportamento de acordo com
outros estudos previamente realizados (ALBERTSSON, 1986; VENANCIO et al, 1995; SZLAG
& GIULIANQ,1988; ZASLAVSKY. 1995).

30

% PEG {(p/p)

PEG 1500

= PEG 4000
~ PEG 8000

10 20 30 40 530 60
% POLICAJU (p/p)

FIGURA 09- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000/POLICAJU, PEG 4000/POLICAJU e
PEG 1500/POLICAJU no pH 6.0a 27°C +2°C
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FIGURA 10- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000/POLICAJU, PEG 4000/POLICAJTU e
PEG 1500/POLICAJU no pH 7.0 2 27°C = 2°C
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FIGURA 11- Diagramas de fases dos sistemas PEG 8000/POLICAJU, PEG 4000/POLICAJU e
PEG 1500/POLICAJU no pH 8,02 27°C £ 2°C

5.3- EFEITO DA TEMPERATURA NO DIAGRAMA DE FASES

Com relagdo a temperatura, observou-se um comportamento semethante para os sistemas
estudados utilizando pesos moleculares de PEG diferentes ao se aumentar a temperatura de 27°C
+ 2°C para 40°C * 2°C, ou seja, a binodal para os trés sistemas permaneceu praticamente
inalterada com a variagdo da temperatura (FIGURAS 12, 13 e 14). Os resultados encontrados nas
temperatura estudadas nio concordam com os dados de ALBERTSSON (1986), os quais indicam
que o aumento da temperatura provoca uma maior miscibilidade entre as fases, sendo necessarias
concentraghes mais altas dos polimeros para formagdo de um sistema bifasico. VENANCIO &
TEIXEIRA (1993) estudando o sistema bifasico PEG/hidroxipropilamido, observaram a
necessidade de maiores concentragdes dos polimeros para a formagdo das fases a0 se aumentar a
temperatura de 19°C para 50°C. FORCINITE e colaboradores (1991) estudaram o sistema
PEG/Dextran também observaram um deslocamento da binodal no sentido de maiores
concentragdes de polimeros com o aumento da temperatura de 4 para 40°C.

O estudo do deslocamento da binodal para baixas temperaturas, ndo foi considerado um

parimetro relevante, uma vez que a goma do cajueiro torna-se bastante viscosa a baixas
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temperaturas, dificultando a utilizacio deste sistema para a aplicagdo em escala industrial. Por
outro lado, varios autores tém sugerido a modificacgo quimica de polimeros, a fim de torna-los
mais adequados para a aplicagio em SBA. TJERNELD e colaboradores (1986) realizaram
estudos modificando quimicamente a moiécula de amido pela introdugdo de grupos hidroxipropil
e obtiveram um polimero mais estavel a baixas temperaturas. Segundo os autores, mesmo com 0
custo adicional da modificagdo, a aplicagio da técmica seria comercialmente vidvel A

modifica¢do da goma também pode ser considerada como sugestio para trabalhos futuros.
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FIGURA 12- Diagramas de fases do sistema PEG 8000/POLICAJU nas temperaturas 27°C £ 2°C
e 40°C £ 2°C (pH 7,0)
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FIGURA 13- Diagramas de fases do sistema PEG 4000/POLICAJU nas temperaturas 27°C + 2°C
e 40°C = 2°C (pH 7,0)
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FIGURA 14- Diagramas de fases do sistema PEG 1500/POLICAJU nas temperaturas 27°C + 2°C
e 40°C + 2°C (pH 7,0)

5.4- EFEITO DO pH NO DIAGRAMA DE FASES

Analisando-se o comportamento de cada sistema, ndo houve um deslocamento
significativo das binodais na faixa de pH estudada (FIGURAS 15, 16 e 17). Nio foram
encontrados dados relevantes a cerca da influéncia deste pardmetro sobre a binodal em sistemas

polimero/polimero descritos na literatura.

25

20 +
a —_
8 154
o ]
R
o 10 +
[« W
X 5+

0 } } } 4 :
0 10 20 30 40 50 60
% POLICAJU (p/p)

FIGURA 15- Diagrama de fases do sistema PEG 1500/POLICAJU nos pH’s 6,0, 7,0 e 8,0 a 27°C
+2°C
61



Luciana A Oliveira

Resultados e Discussio

% PEG 4000 (p/p)

25

~—— pH 6
—— pH 7
—— pH 8

10 20 30 40
% POLICANU (p/p)

50 60

FIGURA 16- Diagrama de fases do sistema PEG 4000/POLICAJU nos pH’s 6,0, 7,0 e 8,0 a 27°C
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FIGURA 17- Diagrama de fases do sistema PEG 8000/POLICAJU nos pH’s 6,0, 7,0 € 8,0 a 27°C

+2°C

Por outro lado, para sistemas PEG/sal, a variagdo do pH provoca o deslocamento da

binodal no sentido da maior concentragdo dos constituintes das fases com a diminuigdo do pH
(FRANCO, 1992; HUDDLESTON et al., 1991). Para os sistemas bifasicos PEG/ Sais de fosfato
estudados por VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994), quando o pH diminui de 8 para 7 a
proporgio de HPO,/HPO,® aumenta e devido a rejeicio do PEG por grupos (dnions)
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mulitivalentes uma maior concentragdo de sal e/ou polimero sera necessaria para obter um sistema

bifasico. Estes resultados sdo corroborados por SARMENTO e colaboradores (1994).

5.5- ESTUDOS DE PARTICAO

A purificag@o de proteinas usando sistemas bifasicos aquosos € influenciado por varios
parametros, tais como pH do sistema, tipo e concentracio de sais presentes no sistema, o peso
molecular do polimero e concentragdo e propriedades da proteina, como estrutura,
hidrofobicidade, peso molecular (ALMEIDA et al., 1998).

A particdo de moléculas entre duas fases é um fendémeno complexo devido ao
envolvimento de varios fatores nas interagdes entre o soluto e 0s componentes constituintes das
fases como as pontes de hidrogénio, interacdes entre cargas, forcas de van der Waals, intera¢des
hidrofobicas e efertos esténicos. Isto torna o peso molecular e as propriedades quimicas do
polimero, o tamanho e propriedades quimicas do soluto particionado de extrema importancia.
Uma vez que, a superficie da proteina ¢ constituida por diversos tipos de aminoacidos, as
propriedades quimicas do polimero tem papel importante na particdo das proteinas em SBA
(HACHEM et al., 1996).

Devido a compiexidade dos fendmenos de partigdo, ¢ dificil prever o comportamento da
proteina e selecionar as condigdes de separacdo para se planejar um experimento (HACHEM et
al., 1996).

Neste trabalho caracterizou-se o sistema Polietileno glicol/POLICAJU e estudou-se sua
aplicagdo através da particio de uma proteina modelo, a tripsina. A influéncia de diversos
parametros como pH, peso molecular do PEG, comprimento da “tie-line", temperatura e adi¢o
de sal na parti¢do da proteina foram estudados. A composi¢iio total dos sistemas assim como a
composigio das "tie-lines” estudadas nos experimentos de parti¢do estdo apresentadas nas tabelas

a seguir;
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TABELA 08- Diagrama de fases e composigao das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU a
27°C £2°C, pH 6,0

Composigio Total do Composigdo da Fase Composigdo da Fase
PEG 1500 Sistema (% p/p) Superior (% p/p) Inferior (% p/p)
"Tie-line” Goma PEG H,0 Goma PEG H;0O Goma PEG HO
1 21 13 66 6,22 1845 7533 3697 7,15 5588
2 22,5 13,8 63,7 3,31 19,82 76,87 4042 7,97 51,61
3 23 11,7 65,3 7,00 2462 6838 3725 8,13 54,62

TABELA 09 -Diagrama de fases e composigio das fases do sistema PEG 4000/POLICATU a
27°C + 2°C, pH 6,0

Composigdo Total do Composigiao da Fase Composicdo da Fase

PEG 4000 gicrema (% pip) Superior (%p/p) nferior (%p/p)

"Tieline" Goma PEG  H,0 Goma PEG M0 Goma PEG H0
1 18 9 73 552 1354 8094 3635 237 6128
2 20 11 69 166 1923 7911 4322 063 56,15
3 22 13 65 059 2024 79,17 47.84 1,68 5048

TABELA 10- Diagrama de fases e composi¢io das fases do sisterna PEG 8000/POLICAJU a

27°C £ 2°C,pH 6,0
Composigdo Total do Composigio Composigdo
PEG 8000 Sistema (% p/p) da Fase Superior(%p/p) da Fase Inferior (% p/p)
"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H0 Goma PEG H;O
1 16 9 75 364 13,33 8303 3915 086 5999
2 18 11 71 1,33 1939 79,28 4388 0,85 53527
20 13 67 0,35 21,56 78,09 4737 099 51,64
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TABELA 11~ Diagrama de fases e composigio das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU a

27°C £2°C,pH 7,0
Composigédo Total do Composigio da Fase Composicio da Fase
PEG 1300 Sistema (% p/p) Superior (% p/p) Inferior (% p/p)
"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H;0 Goma PEG H;O
1 21 13 66 873 1691 7436 3920 700 53,80
2 225 13,8 63,7 575 1989 7436 4515 573 49,12
3 23 11,7 653 11,35 16,52 72,13 3602 645 57,53

TABELA 12- Diagrama de fases e composi¢io das fases do sistema PEG 4000/POLICAJU a
27°C +2°C, pH 7,0

Composicio Total do Composigdo da Fase Composicao da Fase

PEG 4000 Sistema (% p/p) Superior (%p/p) Inferior (%p/p)

"TieTme" Goma PEG H,0 Goma PEG M0 Goma PEG H;0
1 18 9 73 1093 1025 7882 3147 464 63,89
2 20 11 69 412 1658 7930 4843 098  50.59
3 22 13 65 129 2132 7739 5027 154 4819

TABELA 13- Diagrama de fases e composi¢do das fases do sistema PEG 8000/POLICAJU a
27°C +2°C,pH 7,0

Composigdo Total do Composicgio da Fase Composicdo da Fase

PEG 8000 Sistema (% p/p) Superior(%p/p) Inferior (% p/p)
"Tie-line" Goma PEG H,0O Goma PEG Hy0 Goma PEG HO
16 9 75 269 1369 8362 4037 059 59,04
2 18 11 71 080 1785 8135 4878 1,03 50,19
20 13 67 024 2013 79,63 5243 125 4632
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TABELA 14- Diagrama de fases e composi¢do das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU a

27°C£2°C,pH 8,0
Composi¢ao Total do Composi¢do da Fase Composi¢do da Fase
PEG 1500 Sistema (% p/p) Superior (% p/p) Inferior (% p/p)
"Tie-line" Goma PEG H;0 Goma PEG Hy0 Goma PEG HO
1 21 13 66 11,91 16,86 71,23 35,08 745 5747
2 22,5 13,8 63,7 860 1980 71,60 38,72 6,69 54,59
3 23 11,7 653 14,70 16,57 68,73 27,18 934 63,48

TABELA 15- Diagrama de fases e composigdo das fases do sistema PEG 4000/POLICAJTU a
27°C £2°C, pH 8,0

Composigdo Total do Composiggo da Fase Composicdo da Fase

PEG 4000 Sistema (% p/p) Superior (Yop/p) Inferior (%op/p)

"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H;0 Goma PEG H0
I 18 9 73 11,75 11,56 76,69 3449 236 63,15
2 20 11 69 400 17,59 7841 4255 174 5551
3 22 13 65 203 19,14 7883 4971 437 4592

TABELA 16- Diagrama de fases e composicdo das fases do sistema PEG 8000/POLICAJU a

27°C +2°C, pH 8,0
Composigdo Total do Composigio da Fase Composicio da Fase
PEG 8000 Sistema (% p/p) Superior(%op/p) Inferior (%6 p/p)
"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H;0 Goma PEG H;O
1 16 9 75 559 1264 8177 3899 097 60,04
2 18 11 71 2,32 16,86 80,82 4376 141 54383
3 20 13 67 1,63 2218 76,19 4437 0,81 34,82
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TABELA 17- Diagrama de fases e composigdo das fases do sistema PEG 1500/POLICAJU a
40°C + 2°C, pH 7,0

Composigio Total do Composigdo da Fase Composigio da Fase
PEG 1500

Sistema (% p/p) Superior (% p/p) Inferior (% p/p)
"Tie-line" Goma PEG H;O0 Goma PEG H,0 Goma PEG H;0
1 21 13 66 9,74 1629 7397 4058 726 52,16
2 22,5 13,8 63,7 6,76 1886 7438 5348 367 42,85
3 23 11,7 65,3 12,50 16,55 7095 36,43 551 58,06

TABELA 18- Diagrama de fases e composigdo das fases do sistema PEG 4000/POLICAJU a
40°C + 2°C, pH 7,0

Composicdo Total do Composigio da Fase Composicdo da Fase
PEG 4000

Sistema (% p/p) Superior (%p/p) Inferior (%%p/p)
"Tie-line" Goma PEG H,0 Goma PEG H;0 Goma PEG H;O
1 18 9 73 10,00 11,78 78722 3775 2,16 60,09
2 20 11 69 3,00 17,7 79,25 54,07 1,11 53,82
22 13 65 2,00 20,73 7727 4944 1,80 4876

TABELA 19~ Diagrama de fases e composicio das fases do sistema PEG 8000/POLICAJU a
40°C +2°C, pH 7,0

Composi¢io Total do Composic¢ido da Fase Composi¢do da Fase

PEG 8000 Sistema (% p/p) Superior(%op/p) Inferior (% p/p)
"Tie-line" Goma PEG Hy0 Goma PEG H;0 Goma PEG H;O
1 16 9 75 422 1528 80,50 3084 121 67,95
2 18 11 71 2,08 1724 80,68 43,84 1,08 5508
20 13 67 0,79 21,25 7796 4746 125 51,29
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5.6- INFLUENCIA DO PESO MOLECULAR DO PEG NA PARTICAO DE TRIPSINA

As FIGURAS 18, 19 e 20 demonstram a influéncia do peso molecular do PEG no
coeficiente de partic3o da proteina. De modo geral, com o aumento da massa molecular do
polimero houve uma diminuicio do coeficiente de partigdo (K) em todas as condigOes testadas.
Ao se adicionar a proteina no sistema PEG 1500 13%/POLICAJU 21%, pH 8,0, ndo houve a
formacao de fases.
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OG21% P13% |
WG225% P13.8% |
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FIGURA 18- Influéncia do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de parti¢do da

tripsina em sisterna PEG 1500/ POLICAJU a 27°C £ 2°C
*G- POLICATU. P- PEG
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FIGURA 19- Influéncia do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de particio da

tripsina em sistema PEG 4000/ POLICAJU a 27°C £2°C
*G- POLICAJU, P- PEG
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FIGURA 20- Influéncia do comprimento da "tie-line" e do pH no coeficiente de parti¢éo da
tripsina em sistema PEG 8000/ POLICAJU a 27°C £2°C
*G- POLICATU. P- PEG

O PEG € um polimero composto por grupos —~CH,;~CH,~ ligados entre st por uma ligaco
éter. A solubilidade das proteinas em solu¢do deste polimero tem sido interpretada por varios
autores em termos dos efeitos do volume excluido do polimero (ATHA et al |, 1981; POLSON et
al, 1964). Segundo a teoria desenvolvida por estes autores, as proteinas s3o excluidas
estericamente de zonas do solvente ocupadas pelo polimero, sendo as solubilidades proporcionais
ao volume de solvente disponivel (solvente sem PEG). Assim, quanto maior for o volume
excluido do polietileno glicol menor € o volume de solvente disponivel, o que implicam uma
diminui¢do de sotubilidade das proteinas na fase rica em polimero e consequentemente uma
diminui¢do do coeficiente de partigio (ALBERTSSON, 1986). Sendo o PEG um polimero que
possul um grupo hidroxila (~OH) ligado a cada um dos grupos —CH;~CH,— terminais, € de se
esperar que, para cada uma determinada concentragdo, a sua hidrofobicidade diminua com a
diminuigio da massa molecular, uma vez que aumenta a representagio d;queles grupos
hidrofilicos terminais (KULA. 1985).

Estudos realizados para a particio de cutinase em sistemas PEG/Hidroxipropilamido com
polietileno glicol de pesos moleculares 1000, 4000 e 8000 indicaram que particio foi pouco
influenciada pelo peso molecular do PEG, uma vez que os coeficientes de particdo ndo
demonstraram uma tendéncia regular. Devido ao efeito do volume excluido, a tendéncia
geralmente esperada seria uma aumento nos coeficientes de particio com a diminui¢do do peso

molecular do PEG. Contudo, € importante considerar que a alteragdo do peso molecular do
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polimero torna necessario alterar a concentragdo do mesmo, o que influencia o coeficiente de
parti¢do no sentido contrano (ALMEIDA et al., 1998).

A importdncia do peso molecular da proteina também deve ser considerada, uma vez que
o efeito da massa molecular do polimero esta muito relacionado com a massa molecular do
biomaterial. De fato, a partigdo de aminoacidos ou proteinas de baixa massa molecular ndo é
muito influenciada por variagdes da massa molecular dos polimeros, nd3o acontecendo o mesmo
com proteinas de maior massa molecular (ALBERTSSON, 1986). Pode-se ter, como exemplo, o
coeficiente de parti¢do do citocromo C e [-galactosidase no sistema Dextran 40 (0,18 e 0,24,
respectivamente) com o correspondente valor no sistema Dextran 500 (0,17 e 1,59,
respectivamente) (ALBERTSSON, 1986).

Em estudos realizados para a purficagio de cutinase em  sistemas
PEG/Hidroxipopilamido (ALMEIDA et al, 1998) ja descrito acima, os autores tambeém
observaram a importdncia do peso molecular proteina e do polimero, uma vez que a cutinase
apresenta baixa massa molecular (22000 Daltons) e que a parti¢do torna-se mais sensivel ao peso
molecular do polimero para proteinas com peso molecular maior do que 50.000 Daltons
(TJERNELD, 1992). Este comportamento da cutinase poderia ser comparado ac comportamento
da tripsina nos sistemas estudados, pois seu peso molecular é de 25.000 Daltons.

Estudos de partigdo do citocromo b5 (13.600 Da) em sistemas PEG/fosfatos demostraram
um aumento no coeficiente de particdo com a diminui¢io do peso molecular do PEG (8000,
3350, 1000 e 400) (SARMENTQ et al, 1994). HUDDLESTON e colaboradores {1991}
estudaram o coeficiente de particio de proteinas de Saccharomyces cerevisiae (levedura do pdo)
em sistemas PEG/fosfatos, observando para PEG 400 e 1000 uma preferéncia das proteinas pela
fase superior. Para o PEG 3350, no entanto, a maioria das proteinas se concentrou na fase
inferior, mostrando o efeito pronunciado do peso molecular do PEG no coeficiente de partigdo.
Estudos de particdo de albumina de soro bovina (BSA) realizados por CHRISTIAN e
colaboradores (1998), demonstraram que a altera¢do do peso molecular do PEG ndo teve um
efeito significativo na variagdo do coeficiente de partigio para o sistema PEG/Arabinogalactana.

A parti¢do de acido clavuldnico no sistema PEG/fosfato de potassio € muito influenciada
pela variagdo no peso molecular do PEG. Para PEG’s de baixo peso molecular, particdes
semelhantes foram observadas para PEG 1000 e 400 numa mesma "tie-line", para pH 7 e 8. Para

PEG de maior massa molecular, 6000 e 4000, uma diminuigdo no coeficiente de partigio com ©

~
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aumento da massa molecular foi observado. O efeito do peso molecular do polimero pode ser
atribuido ao aumento do numero dos grupos hidrofilicos terminais em PEG de cadeia pequena, o
qual diminui a hidrofobicidade total, e também ao efeito do volume excluido, que aumenta com o
aumento da massa molecular do polimero. Como o 4cido clavulanico é uma molécula pequena,
ela € provavelmente menos influenciada pelos efeitos do volume excluido (VIDEIRA & AIRES-
BARROS, 1994).

Estudos realizados por SCHIMIDT e colaboradores (1994) sobre a correlagdo entre o
efeito da concentragdo de proteina total e o comportamento da particdo das proteinas
(amiloglucosidase, subtilisina e inibidor de tripsina) em sistemas PEG 4000/ sais de fosfato
demonstraram que a solubilidade das proteinas em solugio de PEG ¢é governada pelo efeito de
exclusio estérico e pela interagdo hidrofobica entre proteina e o grupo etileno do PEG, o qual ¢
provavelmente responsavel pela alta solubilidade na fase nca em PEG de muitas proteinas
hidrofébicas. O PEG, sendo de natureza hidrofobica, tende a interagir fortemente com as regides

ndo-polares das proteinas (boa afinidade por residuos de aminoacidos apolares).

5.7- INFLUENCIA DO COMPRIMENTO DA "TIE-LINE" NA PARTICAO DE
TRIPSINA

Analisando-se a influéncia do comprimento da "tie-line” no coeficiente de particdo da
tripsina, observou-se de modo geral, que a parti¢3o diminui com o aumento da "tie-line" para os
trés valores de pH's testados (FIGURAS 18, 19 e 20). A proteina se concentrou na fase inferior
em todas as condi¢Oes experimentais testadas.

Estudos realizados com a cutinase em sistema PEG 8000/hidroxipropilamido bruto
demostraram um leve decréscimo do coeficiente de particdo com o aumento da "tie-line”. Esta
diminui¢do da particdo se deve ao aumento da concentragdo de PEG que causa a exclusdo
molecular da proteina da fase superior, conforme discutido anteriormente (ALMEIDA et al,
1998). O estudo da partigio da o-lactoalbumina e P-lactoglobulina em sistemas
PEG/hidroxipropilamido demonstrou que o aumento da "tie-line" provocou uma maior afinidade
das proteinas para fase inferior diminuindo o K (ORTIN et al, 1991). STURESSON ¢
colaboradores {1990) estudaram o efeito da concentrag2o do polimero na parti¢do da glicose 6-P-
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desidrogenase e lactatodesidrogenase em sistemas PEG8000/Aquaphase PPT. Os resultados
obtidos demonstraram que as enzimas se concentraram preferencialmente na fase inferior com o
aumento da "tie-line", semeihante ao sistema PEG/Dextran. Estudos recentes realizados por
CHRISTIAN e colaboradores (1998), também demonstraram a diminui¢do do K com o aumento
de "tie-line" em um novo sistema PEG/Arabinogalactana.

Analisando os sistemas polimero/sais observa-se, um efeito contrario frente aos sistemas
polimero/polimero. Estudos de particdo do citocromo b5 em sistemas PEG/sais fosfato
demostraram um aumento da particBo com o aumento do comprimento da "tie-line"
(SARMENTO, 1994). VIDEIRA & AIRES-BARROS (1994) estudando a partigio de acido
clavuldnico em sistemas PEG/Sais de fosfato tambeém observaram o aumento do coeficiente de
partigdo com 0 comprimento da "tie-line" para todos os PEG’s testados.

O efeito do comprimento da "tie-line" no volume livre em sistemas de PEG/Sais de
fosfato foi investigado por HUDDLESTON e colaboradores (1991). Abaixo do ponto critico o
volume livre da mistura PEG/Fosfatos ¢ aproximadamente igual a soma dos volumes livres das
solugdes individuais daqueles componentes. Acima do ponto critico, o volume livre da fase de
cima, rica em polietileno glicol, permanece relativamente constante, enquanto que o volume livre
da fase de baixo, rica em fosfatos, diminui rapidamente em resposta ao aumento da concentragio
dos componentes do sistema. Comparando estes resultados com os obtidos para as solugdes
individuais de polietileno glicol e de fosfatos pode se concluir que o aumento do comprimento da
"tie-line" promove um aumento da concentragdo de fosfatos na fase rica em sal, enquanto que na
fase rica em polietileno glicol esta permanece relativamente constante e igual ao seu limite de
solubilidade em solugdes daquele polimero. Na pratica, isto resuita no “salting-out” das proteinas
da fase rica em sal para a fase rica em polietileno glicol e consequentemente num aumento do
coeficiente de partigdo até que os seus limites de solubilidade das proteinas na fase rica em sal,
motivada pelo aumento da concentragdo de fosfatos, da origem a transferéncia daquelas da fase
rica em sal para a fase rica em polimero, aumentando o coeficiente de partigdo. O coeficiente de

particdo de proteinas € pois um pardmetro que depende das suas solubilidades relativas em cada

uma das fases.
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5.8- INFLUENCIA DO pH NA PARTICAO DE TRIPSINA

O pH é um fator importante no comportamento da partigdo de uma dada proteina e deve
estar sempre relacionado com o ponto isoelétrico da mesma.

Analisando-se os diferentes pH's (6,0, 7,0 e 8,0), ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo da parti¢do da tripsina com o aumento do pH em todos os sistemas estudados (1500,
4000, 8000). Para todos os pH's testados a tripsina particionou-se na fase inferior, rica em goma
(FIGURAS 18, 19 ¢ 20).

VENANCIO e colaboradores (1995) realizaram estudos de particdo de BSA em sistemas
PEG/Goma de guar, em condigOes semelhantes as descritas neste trabalho, para dois PEG’s (4000
e 8000) nos pH’s 6,0, 6.8 e 8,0. Os resultados demonstraram um leve aumento no coeficiente de
parti¢do com ¢ aumento do pH em todos os sistemas testados.

Para o sistema PEG/Hidroxipropilamido bruto estudado por ALMEIDA e colaboradores
(1998), em diferentes pH’s (4.0, 6,0, 8,0, 9,0), o coeficiente de particdo da cutinase (pI=7,8)
demonstrou pouca alteragdo com a variagdo do pH, embora um leve aumento deste pardmetro foi
detectado com o aumento do pH de 4.0 para 8,0, porém em pH 9,0 o K foi menor do que em pH
8,0. Isto pode ser explicado com base nas propriedades hidrofobicas do PEG, que pode se ligar
aos residuos hidrofobicos da proteina. FORCINITI e colaboradores (1992), reportaram que as
interagBes hidrofobicas sdo maiores no pH perto do ponto isoelétrico da proteina e no nosso caso
a faixa de pH estudada encontra-se afastada do ponto isoelétrico da tripsina ( pI = 9.2 ),

explicando assim o perfil de particio semelhante desta proteina nos diferentes pH’s.

5.9- INFLUENCIA DA ADICAO DE NaCl NA PARTICAO DE TRIPSINA

As interagOes eletrostaticas s3o importantes em SBA e o efeito da adi¢@o de sais nestes
sistemas devem ser estudados.

Embora a distribui¢do dos ions entre as fases seja baixa, é bastante significante devido a
diferenca de potencial criada. que afeta a distribuigdo de particulas carregadas, como as proteinas.

Por causa do grande numero de cargas nestas macromoléculas, seu comportamento de parti¢do ¢
afetado (QUEIROZ et al., 1995).
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FIGURA 22- Influéncia da adi¢do de NaCl no coeficiente de partigio da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 23- Influéncia da adigio de NaCl no coeficiente de parti¢io da tripsina em sistema PEG

1500/POLICAJU (pH 8,0)
*G- POLICATU, P- PEG
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FIGURA 24- Influéncia da adigdo de NaCl no coeficiente de partigdo da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 25- Influéncia da adigiio de NaCl no coeficiente de parti¢do da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 26- Influéncia da adig¢do de NaCl no coeficiente de parti¢do da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 27- Influéncia da adigdo de NaCl no coeficiente de particdo da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 28- Influéncia da adi¢do de NaCl no coeficiente de parti¢@o da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 29- Influé€ncia da adi¢do de NaCl no coeficiente de particio da tnipsina em sistema PEG
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Os resultados obtidos para a adicio de NaCl nas concentragdes de 0,1M e 1M no K da
tripsina ndo demonstraram um comportamento uniforme de particdo. Analisando-se o efeito da
auséncia e presenga do sal em cada concentragdo separadamente, observou-se, em geral, que na
presenga de sal para os PEG’s 4000 e 8000, ha um aumento do K da proteina, enquanto que para
o PEG 1500, uma tendéncia contrana foi observada.

Assim como normalmente observado em certos sistemas, especialmente para o sistema
PEG/Dextran (ALBERTSSON, 1986) espera-se que os sais ndo se distribuam de modo uniforme
entre as fases, e que haja uma pequena predominancia do ion cloreto na fase superior.
Consequentemente, a fase superior torna-se negativamente carregada, atraindo as moléculas
positivas para esta fase. Como na faixa de pH testado, a trpsina encontra-se carregada
positivamente, ¢ adi¢do do NaCl provocou, de modo geral um aumento no K. Por outro lado, tal
comportamento ndo foi observado para o PEG 1500. Provavelmente, outros fatores, que ndo a
carga, devem estar influenciado a partigio de modo oposto ao esperado. Muitos pardmetros estdo
envolvidas na determinacio do comportamento de particdo de uma molécula, de modo que os

mecanismos de a¢@o destas variaveis ndo estdo completamente elucidados (ZASLAVSKY,
1995).

5.10- INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA PARTICAO DE TRIPSINA

O efeito da temperatura no coeficiente de partigdo da tripsina foi estudado nas
temperaturas 27+2°C e 40£2°C, como mostrado nas FIGURAS (30, 31 e 32). Para o sistema PEG
1500/POLICAJU observou-se um pequeno aumento do K com o aumento -da temperatura,
enquanto para o sistema PEG 8000/POLICAJU observou-se o inverno. Para o sistema PEG
4000/POLICAJU, com excegdo da primeira "tie-line", 0 aumento da temperatura provocou uma
pequena reducio no K.

De modo geral, a variagdo do K para a tripsina foi pequena, concordando com as
observagées de FORCINITI e colaboradores (1991), que afirma que o K de proteinas pequenas e
hidrofilicas como a lisozima e o quimiotripsigénio ¢ apenas levemente afetado pela variagio da

temperatura para sistemas PEG/Dextran, nas temperaturas 4, 25 e 40°C.
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FIGURA 30- Influéncia da temperatura no coeficiente de particdo da tripsina em sistema PEG
1500/ POLICAJU (pH 7.0)
*G- POLICAJU, P- PEG

03

0 Gi8% P9%
mG20% P11%
oG22% P13%

e

FIGURA 31- Influéncia da temperatura no coeficiente de particdo da tripsina em sistema PEG
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FIGURA 32- Influéncia da temperatura no coeficiente de parti¢io da tripsina em sistema PEG
8000/ POLICAJU (pH 7.0)
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5.11- ANALISE ECONOMICA DO SISTEMA

Diversos estudos tem sido realizados com a finalidade de se avaliar o impacto econémico
da utilizagdo da partigio bifasica aquosa em processos em grande escala de biomoiéculas
(KRONER et al., 1984; DATAR, 1986, CORDES & KULA, 1986; TJERNELD et al., 1987). A
maioria das aplicagdes em larga escala do sistema bifasico aquoso utiliza os sistemas PEG/Sais,
que podem desnaturar as proteinas. Apesar do custo associado a estes sistema, KRONER e
colaboradores (1984) verificaram que a extragdo utilizando sistema bifasico aquoso PEG /Sais €
competitiva quando comparada com outras técnicas, como a centrifugacio, filtragdo com tambor
e filtragdo com membranas anisotropicas. Apesar de obter um elevado consumo de reagentes,
cerca de 53% do custo total, que ¢ compensado pelo baixo custo com ¢ consumo energetico €
com o investimento em equipamentos.

Para viabilizar a utilizag3o do sistema bifasico, € necessario reduzir o custo do sistema
polimero-polimero, pelo recurso de novos reagentes mais econdmicos e pela implementagio do
reciclo dos polimeros, além da preocupagio de utilizacdo de tecnologias limpas ¢ que n3o causem
impacto ambiental.

O custo da goma do cajueiro purificada foi de 18 U$/Kg, o que gerou uma redugio em
torno de 48 vezes em relagdo ao Dextran (Dextran T500 ¢ de 870 U$/Kg). Na TABELA 20
encontram-se os pregos de alguns sistemas bifasicos (CHRISTIAN et al,, 1998) ¢ os sistemas
estudados PEG/POLICAJU, sendo mostradas as composigdes € os custos de 1 Kg de cada SBA.
Para o calculo dos custos dos sistemas, contactou-se varias empresas e selecionou-se o methor
prego dos reagentes necessarios a formagdo do SBA.

A analise dos resuitados apresentados ao longo deste item, mostram que o sistema
PEG/POLICAJU ¢ viavel para ser utilizado em larga escala. Pela analise econdmica obteve-se
que o sistemna PEG 8000 9% / Poli caju 16% foi o mais barato, sendo este sisterna ideal tanto do

ponto de vista econdmico como tecnicamente, comparando este sistema com os demais
estudados.
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TABELA 20- Custo de 1 Kg de diferentes sistemnas bifasicos aguosos

Sistema Custo (U$/Kg)

7% Dextran T500 - 5% PEG 8000 35

7% Dextran bruto - 5% PEG 8000 5,7

14 Hidroxipropilamido- 5% PEG 8000 8,4
16% Arabinogalactana - 5% PEG 8000 12

16% Poli caju - 9% PEG 8000 5,92
18% Poli caju - 11% PEG 8000 6,94
20% Poli caju - 13% PEG 8000 7,97
18% Poli caju - 9% PEG 4000 6,01
20% Poli caju - 11% PEG 4000 6,97
22% Poli caju - 13% PEG 4000 7,93
22% Poli caju - 13% PEG 1500 7,36
22,5% Poli caju - 13,8% PEG 1500 7,65
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Conciusdes

6- CONCLUSOES

Os estudos visando a caracterizagdo do sistema bifasico aquoso PEG/POLICAJU

permitiram as seguintes conclusdes:

Y/

‘Jr

\/

v

Y

Y

O POLICAJU demonstrou caracteristicas diferentes de lotes isolados, entretanto apesar de

cada lote apresentar caracteristicas particulares, o comportamento das binodais dos diferentes

lotes foram semelhantes.

O aumento do peso molecular do PEG acarretou um deslocamento da binodal, sendo

necessaria uma menor concentragdo dos polimeros.

A binodal permaneceu praticamente inalterada com o aumento da temperatura de 27 para

40°C, nos trés sistemas estudados.

Na faixa de pH estudada, ndo ocorreu um deslocamento significativo das binodais dos

sistemas.

Na maioria das condi¢fes testadas, quanto a variagdo de pH, diferentes "tie-lines" e diferentes

massas moleculares do PEG, a tripsina se concentrou na fase inferior.

O coefiente de particdo da proteina diminuiu com o aumento do peso molecular dos

polimeros e com o aumento da "tie-line", de uma forma geral.

A tripsina ndo demostrou um comportamento uniforme com o aumento da concentragdo de
NaCl. Mas a analise da auséncia e presenga do sal em cada concentragdo separadamente,
demonstra que, a presenga de sal para os sistemas com PEG 4000 e 8000, ocorre um aumento

do coeficiente de parti¢do, enquanto que para o PEG 1500 foi observado uma tendéncia

contrana.
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~» O efeito do aumento da temperatura acarretou um aumento do K para os sistemas com PEG
1500 e o inverso para os sistemas com PEG 8000. Com o PEG 4000, com excecdo da

primeira "tie-line" ocorreu uma diminuig¢io do K.

» O sistema PEG/ POLICAJU é viavel, comparando com os dermais estudados, sendo o sistema
PEG 8000 9% / POLICAJU 16 % o de menor custo.
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7- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O sistema PEG/POLICAJU mostrou-se bastante viavel tanto economicamente como
tecnicamente, para a purificagdo da proteina modelo escolhida. A possibilidade de estudar o
comportamento de outras biomoléculas neste sistema, bem como aprofundar o conhecimento das
variaveis envolvidas na particdo destas proteinas ¢ bastante interessante. Existindo também a

possibilidade da aplicagdo deste sistema no processo continuo ¢ sua utiliza¢do em larga escala.

A modifica¢do quimica do polissacaridec da goma do cajueiro, com ligantes especificos

para biomoléculas € um outro campo possivel de estudo.
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