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RESUMO

O curaud (Ananas erectifolius) € uma planta fibrosa proveniente da Amazobnia
brasileira, pertencente a familia Bromeliaceae e ao género Ananas. A bromelina é uma
protease de origem vegetal, obtida de diversas espécies da familia Bromeliaceae. A
bromelina tem utilizacdo bastante difundida em processos industriais nas areas
alimenticia e farmacéutica. Efeitos antiinflamatérios da enzima, como também, o seu
uso no tratamento da angina, na indigestao entre outros, estdo documentados na
literatura cientifica. Estudos de métodos para purificagdo de biomoléculas que
viabilizem a sua obtencdo em larga escala com custo reduzido sdo importantes areas
de pesquisa na biotecnologia. A extracao liquido-liquido através de sistemas bifasicos
aquosos (SBA) pode ser usada como técnica de pré-purificacao de bioprodutos. Estes
sistemas formam duas fases aquosas imisciveis ou parcialmente misciveis entre si.
Podem ser formados a partir da mistura de dois polimeros ou de um polimero e um sal,
a exemplo do sistema PEG (polietilenoglicol)/fosfato de potassio. Foi estudada a enzima
bromelina derivada das folhas de ambas as variedades: curaud branco e curaud roxo.
Pesquisou-se também a recuperacdo da enzima por extracdo liquido-liquido em
sistemas de duas fases aquosas PEG/fosfato. Realizou-se ensaios em batelada para a
extracdo e recuperagao da enzima, utilizando como indicador o coeficiente de partigao.
Obteve-se fatores de purificagdo da enzima bromelina para o sistema fosfato de
potassio e polietileno glicol 4000 e 6000, nos pH de 7,0; 8,0 € 9,0 a 25 °C. Estudou-se a
particdo em trés diferentes “tie-lines”. Analisou-se a influéncia do pH e do comprimento
das linhas de amarracdo no coeficiente de particdo da enzima. Na purificacdo da
bromelina derivada das folhas do curaud branco, observou-se os melhores resultados
no sistema bifasico aquoso PEG 4000/Fosfato em pH 7,0. Observou-se que o sistema
PEG 6000/Fosfato em pH 7,0 apresentou os melhores resultados em relacdo a
purificagdo da enzima bromelina derivada das folhas do curaué roxo.
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ABSTRACT

The curaua (Ananas erectifolius) is a fibrous plant from brazilian Amazon,
belonging to the Bromeliaceae family and Ananas genus. Bromelain is a protease from
vegetable origin, obtained from several species of this family. The bromelain has
widespread use in industries process, such as in food and pharmaceutical areas. Anti-
inflammatory effects enzyme and also it uses in angina treatment, indigestion among
others are documented in scientific literature. Methods’ studies to purification of
biomolecules that allow their achievement in large scale with low cost are important
research’s areas in biotechnology. The liquid-liquid extraction through aqueous two-
phase system (ATPS) can be used as technical of pre-purification of bioproduct. These
systems form aqueous two-phase immiscible or partially miscible within themselves.
They can be obtained by the addition of two polymers or one polymer and a salt, such
as the PEG - poly(ethyleneglycol) - and potassium phosphate salt system. In the
present report we characterized the bromelain enzyme that comes from the leaves of
white curaua and purple curaud, and also investigated the recuperation of the enzyme
by liquid-liquid extraction in aqueous two-phases PEG-phosphate systems (ATPS). The
assays to extraction and recovery of the enzyme were carried out in batch mode, using
the partition coefficient as indicator. Getting to factors purification of the enzyme
bromelin to PEG 4000 and 6000 and potassium phosphate salt in ATPS, at pH 7.0, 8.0
and 9.0 at 25 °C. We studied the partition through three different tie-lines. The influences
of pH and tie-line length in partition coefficient of enzyme were analyzed. In the
purification of bromelain derived from the leaves of white curaua, we observed the best
results in PEG 4000/phosphate ATPS at pH 7.0. Furthermore, the system PEG
6000/phosphate at pH 7.0 showed the best results in relation to the purification of the
enzyme bromelain derived from the leaves of purple curaua.
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INTRODUCAO

Capitulo 1 — INTRODUCAO

1.1 — Introducéao

Uma das condi¢des fundamentais para a vida é a capacidade que os organismos
vivos apresentam de catalisar reagdes quimicas de forma eficiente e seletiva.
Catalisadores sdo compostos capazes de aumentar a velocidade da reagdo sem alterar
a proporgcao entre reagentes e produtos encontrada no final da reacdo e sem serem
efetivamente consumidos durante o processo (BORZANI, 2001). Sem a catalise, as
reacbes quimicas nao poderiam ocorrer em uma escala de tempo conveniente
(LEHNINGER, 2007).

As enzimas estdo no centro de todos 0s processos bioquimicos, pois possuem
um grande poder catalitico, superior ao apresentado pelos catalisadores sintéticos e
inorganicos. Possuem um elevado grau de especificidade com respeito ao substrato,
acelerando reagdes quimicas especificas e atuam em solugdes aquosas em condi¢coes
suaves de temperatura e pH. De modo que as enzimas tem se convertido em
ferramentas importantes, ndo apenas na medicina como também na industria quimica,
alimenticia e na agricultura (LEHNINGER, 2007).

7

O curaua (Ananas erectifolius) é uma planta fibrosa, pertencente a familia
Bromeliaceae e ao género Ananas. Encontrada nos estados do Para, Acre, Mato
Grosso, Goias, Amapa e Amazonas. Ha dois tipos distintos de curaua: um de folhas
verde-claro, chamado de curaua branco e outro de folhas roxo avermelhadas,
conhecido como curaua roxo (LEDO, 1967).

Dentre as proteases de utilizagdo industrial destaca-se a bromelina; conjunto de
enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae. A bromelina é
utilizada na industria farmacéutica, alimenticia e téxtil em diversos processos tais como:
a fabricagcédo de queijos, 0 amaciamento de carnes, o processo de tratamento do couro,

a clarificagdo de cervejas, o tratamento da 1a e da seda, no tratamento de disturbios
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digestivos, feridas e inflamagdes, preparo de colageno hidrolisado, entre outros.
(BORRACINI, 2006).

A dosagem de enzimas é feita através da medida de sua atividade, que é
avaliada pela velocidade da reacdo que a enzima catalisa. Dada a especificidade das
enzimas, essa medida é possivel, mesmo na presenca de outras enzimas (BORZANI,
2001). O pH e a temperatura sdo fatores que influenciam a acdo enzimatica. As
enzimas possuem grupos quimicos ionizaveis (carboxila —COOH; amino —NH;) nas
cadeias laterais de seus aminoacidos. De acordo com o pH do meio, estes grupos

podem apresentar carga elétrica positiva, negativa ou neutra.

A conformacao das proteinas depende, em parte, de suas cargas elétricas, de
modo que ha um pH no qual a conformagéao da enzima sera a mais adequada para a
obtencdo da atividade catalitica (KIELING, 2002), este valor é conhecido como pH
6timo. Em principio, aumentos de temperatura levam a aumentos de velocidade da
reacdo, por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do sistema.
Temperaturas mais altas, no entanto, levam a desnaturagcdo da enzima, ou seja, a
perda de sua estrutura tridimensional catalitica. A temperatura que provoca
desnaturagdo varia para cada enzima, mas geralmente, encontra-se pouco acima de
sua temperatura 6tima (BORZANI, 2001).

Biomoléculas podem ser separadas e purificadas através da particdo entre duas
fases de polimeros imisciveis. Através com este método as macromoléculas podem ser
separadas de acordo com as suas propriedades de superficie. A separagdo pode ser

baseada no tamanho, carga elétrica e caracteristicas hidrofilicas (ASENJO, 1990).

Sistemas de duas fases aquosas podem ser formados, quando dois polimeros
sao dissolvidos juntos acima de certas concentracées. A mais importante caracteristica
destes sistemas é que ambas as fases sao aquosas (de 85 a 99% de agua), permitindo
a separagao de biomoléculas de diversas origens, em um ambiente ndo desnaturante.
Varios pares de polimeros podem ser utilizados para formar o sistema aquoso de duas
fases: PEG (polietilenoglicol) e dextrana (ALBERTSSON, 1986); PEG e hidroxipropil
amido (TJERNELD et al., 1986). Muitos polimeros formam sistemas de duas fases

aquosas combinados com sais apropriados; tais como fosfato e sulfato de potassio
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(ALBERTSSON, 1986). Devido ao seu baixo custo, sistemas de PEG/sal tém sido
utilizados na extragéo de enzimas (KULA et al., 1982).

O processo de separacao depende de muitos fatores, como o tipo de polimero
utilizado, seu peso molecular, a composicao idnica e caracteristicas da substancia a ser
extraida: tamanho, carga, propriedades hidrofébicas na sua superficie, entre outras
(ASENJO, 1990).

Utilizou-se como matéria-prima neste trabalho, o extrato proveniente das folhas

de curaud, variedades branca e roxa, para extracao e purificacdo da bromelina.
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1.2 — Objetivos

Geral:

- Purificar a enzima bromelina derivada das folhas do curaua (roxo e branco) através de

sistema bifasico aquoso PEG/Fosfato.

Especificos:

- Determinar pH e temperatura étimos e parametros cinéticos da enzima bromelina;

- Testar diferentes condicbes para extracdo da bromelina; alterando as seguintes

variaveis: valores de pH; massa molar do polimero e concentragéo entre as fases;

- Determinar o coeficiente de particao por meio de ensaios em batelada em sistemas de
duas fases aquosas.
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Capitulo 02 — REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1 — Enzimas.

As enzimas sado catalisadores seletivos bioldgicos extraordinariamente eficientes.
As células vivas apresentam centenas de enzimas que catalisam reagbes essenciais a
vida. Muitas reagdes bioquimicas esséncias a manutencado da vida nao ocorreriam
numa velocidade significante na auséncia de enzimas especificas. A fungéo primordial
das enzimas é aumentar a taxa destas reacOes. Reagdes catalisadas por enzimas
ocorrem em uma velocidade mais rapida que a correspondente reagdo nao catalisada.
Um catalisador ndo modifica a posicdo de equilibrio de uma dada reacao (isto €, néo
torna uma reacao desfavoravel em uma reacdo favoravel), no entanto, diminui o

montante de energia necessaria para que a reagao ocorra (HORTON, 2002).

Os aumentos de velocidades nas reagbes proporcionados pelas enzimas sao da
ordem de 10° a 10". As enzimas sdo também muito especificas, reconhecendo
facilmente entre substratos com estruturas muito similares. Entre os substratos e os
grupos funcionais das enzimas ocorrem reagdes quimicas variadas. Os grupos
funcionais cataliticos das enzimas podem formar ligacbes covalentes transitérias com
um substrato, ativando-o para uma determinada reacdo, ou entdo pode transferir
transitoriamente um grupo funcional do substrato para a enzima. Na maioria dos casos,
estas reagdes apenas ocorrem no sitio ativo das enzimas. A interacao covalente entre
enzimas e substratos reduz a energia de ativacdo (portanto, acelerando a reacéo),
proporcionando uma via alternativa, com menor dispéndio de energia (LEHNINGER,
2007).
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2.2. Curaua: cultivo, mercado e subprodutos

O cultivo do curaua teve inicio no Lago Grande de Curuai, no municipio de
Santarém - PA e vem se expandindo para outras regides do estado. De cada colheita
séo retiradas aproximadamente 24 folhas maduras/planta, que pesam em média dois
quilos. A comercializagdo pode ser atraves da folha madura, fibra, mucilagem e mudas
(CORDEIRO, 2008).

Pesquisas demonstraram que a fibra do curaua apresenta excelente qualidade,
sendo comparavel a fibra de vidro, devido a sua resisténcia, maciez e peso reduzido
(LEAO et al., 1998; FROLLINI et al., 2000).

O curaua produz uma fibra de alta resisténcia que, quando misturada com
polimeros, pode produzir um produto final com uma menor densidade, podendo ter
grandes aplicagdes. Devido ao fato de ser reciclavel e biodegradavel a fibra do curaua é
considerada como uma das mais promissoras entre aquelas produzidas na Amazénia
brasileira (BELEM, 2002).

Portanto o curaua apresenta-se como uma importante fonte de matéria prima
para diversos setores industriais tais como: industrias téxteis e automobilisticas,
industrias de celulose, farmacéutica, nautica, industrias de plasticos além da construgao
civil, racao animal dentre outras (OLIVEIRA et al., 1991).

Na industria automobilistica vem sendo usado para fabricacdo de para-séis de
caminhdo (MOTHE, 2003).

No ano de 2003, a demanda por fibras de curaud a partir da industria
automobilistica e téxtil girava em torno de 500 ton/més para uma oferta de 8 ton/més
(LAMEIRA, 20083).

Em 2006, o estado do Para apresentava uma capacidade produtiva em torno de
20 ton/més para uma demanda de 1000 ton/més, tornando a cultura do curaua uma das
mais promissoras culturas em termos de alternativas em curto prazo. Porém, estando
limitado a expanséao da cultura, devido a escassez de mudas (LAMEIRA, 2006).
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Na area farmacéutica, testes microbiolégicos demonstraram que o curaua
apresenta propriedade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus aureus
(FUJIHASHI, 2002).

2.3. Bromelina: breve histérico de pesquisas e aplicagdes.

Bromelina é o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae. A bromelina é uma glicoproteina,
tendo um residuo oligossacarideo por molécula, que esta covalentemente ligado a
cadeia peptidica.

A bromelina é uma enzima sulfidrica e como caracteristica das enzimas
pertencentes a esse grupo, requer grupamentos sulfidricos livres para sua atividade
catalitica (BALDINI et al., 1993). Agentes redutores como a cisteina, sulfetos, sulfitos, e
também cianetos atuam como ativadores da acao enzimatica, de acordo com diversos

autores citados em seu trabalho.

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica,
como nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Pode-se mencionar sua utilizacdo no
amaciamento de carnes, na clarificagcdo de cervejas, na fabricacdo de queijos, no
preparo de alimentos infantis e dietéticos, no pré-tratamento de soja, no tratamento do
couro, na industria téxtil, no tratamento da |a e da seda, no tratamento de disturbios

digestivos, feridas e inflamacoes, preparo de colageno hidrolisado, etc.

A bromelina foi reconhecida como agente medicinal em 1957 e, desde entao,
mais de 200 documentos integraram a literatura medicinal. Pesquisas laboratoriais
demonstraram que animais tratados somente com bromelinas reagiam da mesma
forma, em se tratando de inibicdo de edemas e inflamacédo, que os tratados com
antibiéticos, mas que, quando ministrados em conjunto (bromelinas e antibioticos) a
resposta era melhor (NEUBAUER, 1961)
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Demonstrou-se que em condi¢gdes iguais de dosagem, as bromelinas séo
superiores aos outros agentes antiinflamatérios, tais como a papaina, proteases de
fungos, tripsina, etc (MARTIN et al., 1962).

A bromelina pode modificar a permeabilidade de 6rgdos e tecidos a diferentes
drogas. A bromelina prolongou o tempo de sono em camundongos que receberam
administracdo de pentobarbital e aumentaram os niveis de penicilina e gentamicina em
ratos (MOSS, 1963).

Comprovou-se que a bromelina, além de ser um o6timo anti-inflamatério,
apresenta ainda as qualidade de ser facil de administrar, barato, abundante e de facil
obtencao (SELTZER, 1964).

Ao diminuir o edema h4a, consequentemente, uma diminuicdo da dor, devido a
menor compressao das terminagcdes nervosas, mas a bromelina age, ainda,

antagonizando a capacidade da bradicinina em provocar a dor (BODI, 1966).

A primeira evidéncia conclusiva de que a bromelina previne a agregacao
sanguinea foi reportada em 1972. A bromelina foi administrada por via oral a 20
voluntarios com histérico de ataque cardiaco ou com altos niveis de agregacao
plaquetéaria. A bromelina reduziu a agregacao plaquetaria em 17 dos voluntarios e
normalizou os valores em 8 dos 9 que previamente apresentavam altos niveis de

agregacao plaquetaria (HEINICKE, 1972).

Em 1972 foi reportado o uso de bromelina em pacientes com cancer. A
administracao diaria de 600mg de bromelina em mulheres portadoras de céancer de
mama e ovario demonstrou redug@o de metastases nas pacientes (GERARD, 1972).

Doses de bromelina superiores a 1000mg diarias foram combinadas com
agentes quimioterapicos tais como vincristina resultando em regressdao tumoral
(GERARD, 1972; NIEPER, 1974).

A atividade fibrinolitica da bromelina foi atribuida ao aumento da conversédo do
plasminogénio em plasmina, o qual limita o processo de coagulagdo (DE-GIULLE,
1978).
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A administragdo concomitante de bromelina ocasionou niveis mais elevados no
sangue e em tecidos para tetraciclina e amoxicilina (TINOZZI, 1978).

Estudos “in vitro” demonstraram que a bromelina inibe a agregacao plaquetaria
estimulada por epinefrina, como também por precursores de prostaglandinas (MORITA,
1979).

A bromelina também foi analisada quanto as suas propriedades mucoliticas
(LIVIO, 1978), digestivas (DE-GIULI, 1978), acao fibrinolitica (TAUSSIG, 1979), como
adjuvante na absorcdo de drogas (MORITA et al., 1979); e sua agdo anti-tumoral
(JEUNG, 1980).

A bromelina demonstrou ser a mais potente entre nove substancias
antiinflamatérias testadas em edemas induzidos em ratos (UHILG, 1981). A atividade
antiinflamatéria da bromelina foi comparada a de outras enzimas de origem vegetal -
escina e papaina. Investigou-se a atividade reparadora em ratos submetidos a
intervengdes cirargicas no osso mandibular. Observou-se que os animais tratados com
bromelina apresentaram recuperacao 6éssea mais rapida do que aqueles tratados com
os demais antiinflamatérios de origem vegetal e do que o grupo controle (ARAUZ,
1982). A prednisona e a bromelina apresentaram resultados comparaveis em relacao as
suas atividades antiinflamatérias em ratos (VELLINI, 1986). Em humanos, a
administracdo de bromelina propiciou 0 aumento dos niveis de antibiéticos no sangue e
urina (TAUSSIG, 1988). Estudou-se ainda a sua atuacdo de modulacdo sobre
citocininas e sobre o sistema imune (WHITE, 1988). A bromelina foi avaliada quanto a
sua acao antiinflamatéria (HARRACH et al., 1995).

Apesar de todos os seus mecanismos de agdo ainda nao estarem totalmente
esclarecidos, foi demonstrado que € um seguro e efetivo suplemento. A bromelina
parece ter tanto acao direta quanto indireta, envolvendo outros sistemas enzimaticos,

ao exercer seus efeitos antiinflamatérios (MATTOS, 2005).

A bromelina é também usada em forma de solucdo para preparacao de
suspensdo de hemacias a ser utilizada na tipagem sanguinea.
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Em relagdo a bromelina derivada do abacaxi (Ananas comosus), verificou-se que
a enzima do fruto tem uma atividade proteolitica maior que a bromelina do talo em
diversos substratos protéicos. A atividade proteolitica da bromelina derivada do fruto
mostrou-se maxima em pH 8,0 e a temperatura de 70°C, enquanto que a bromelina do
talo apresentou atividade méaxima a 60°C e pH 7,0 (ROWAN et. al., 1990).

Diferentes partes da planta podem ser usadas como matéria-prima para a
obtencdo da bromelina: folhas, talos, polpa da fruta, cascas e residuos industriais do
processamento do fruto (CESAR, 2005). As preparagdes de bromelina sdo impuras, e
geralmente as principais enzimas contaminantes sao outras enzimas proteoliticas e
enzimas n&o proteoliticas, tais como: fosfatases, peroxidases, celulases e outras
glicosidases (MURACHI, 1976).

Rowan et. al. (1990) descrevem a presenca de quatro proteases principais
presentes em abacaxis (Ananas comosus): bromelina do fruto, bromelina do talo,
ananaina e comosaina. Murachi (1976) purificou a bromelina do talo de abacaxi por
cromatografia de gel-filtracdo, e determinou que a massa molar da fragdo pura era de
28 kDa, por SDS-PAGE.

A extragdo da bromelina utilizando sistema bifasico formados por PEG/sal
(fosfato de potassio) foi realizada apresentando resultados favoraveis e promissores
(Cesar, 2000).

Na industria alimenticia o uso de proteases na quebra do material fibroso de
carnes promovendo o amaciamento j4 esta bem estabelecido. O tratamento da carne é
realizado pela injecdo de enzimas proteoliticas nas carcagcas de animais. Foi
desenvolvido um processo no qual a enzima é injetada antes da morte do animal, tendo

a vantagem de circular por todo sistema vascular uniformemente (FREIMAN, 2001).

Na fabricacdo de paes e biscoitos a adicdo de proteases na farinha de trigo, tem
mostrando-se bastante eficiente. Essas enzimas proteoliticas tornam a massa mais
maleavel, e ainda retém gas, o que facilita o processo de panificagdo. Viabilizam ainda
a fabricagcao de biscoitos.
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Enzimas proteoliticas, quando adicionadas na fase final do processo de
fabricacdo de cervejas, hidrolisam certos complexos proteinas/taninos formados
durante a fermentacdo. Precipitados presentes na cerveja, tornam-se insollveis e

formam turvacdes quando submetida a refrigeracao (FREIMAN, 2001).

A bromelina derivada do abacaxi também tem aplicacdo no tratamento de
couros, nas industrias téxteis para o amaciamento de fibras e na produgdo de
detergentes (SANTOS, 1995).

Nas industrias farmacéuticas as enzimas proteoliticas sao aplicadas em
formulagbes tdpicas com a finalidade de reduzir a espessura da camada cérnea da
pele, por hidrolisar em pontos especificos, a queratina cutanea. E um peeling mais
suave e seguro, comparado ao tradicional peeling quimico e mais eficaz que os
métodos fisicos comumente usados em formulagées cosméticas (RACINE, 2004).

O principal foco industrial da producdo de bromelina € a industria farmacéutica,
um dos setores que mais investe em tecnologias e novos produtos. De acordo com a
Associagdo Brasileira da Industria Farmacéutica — ABIFARMA - a previsdo de
investimentos no periodo de 1997 — 2000 foi de US$ 1.300 milhdes.

2.4 Desnaturacao.

A alteracdo da estrutura tridimensional de uma enzima pode ocasionar a perda
de sua atividade funcional, fendmeno denominado de desnaturacdo. A maioria das
proteinas sofre desnaturacdo mediante o calor, a qual afeta suas frageis interacdes
moleculares, principalmente as pontes de hidrogénio, alterando suas conformagdes.
Com o aumento lento da temperatura, a conformacdo das proteinas permanece
geralmente intacta, até que, de forma abrupta, ocorra a perda de sua estrutura original e
consequentemente de sua atividade, dentro de uma estreita margem de temperatura
(LEHNINGER, 2007).

Em condigbes apropriadas, um aumento modesto na temperatura resulta em
desdobramento da estrutura natural da enzima e perda de sua estrutura secundaria e
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terciaria. Em condigdes fisiologicas, a maior parte de proteina é estavel em
temperaturas até 50°C a 60°C (HORTON, 2002).

A desnaturacao de proteinas nao ocorre apenas pela acao do calor, mas também
em faixas extremas de pH, na presenca de certos solventes organicos misciveis em
agua como alcool e acetona, na presenca de alguns solutos como uréia ou cloreto de

guanidina ou de detergentes.

Os solventes organicos, a uréia e os detergentes atuam principalmente
rompendo as interagdes hidrofébicas que formam o nucleo estavel das proteinas
globulares. As faixas extremas de pH alteram a carga da proteina, dando lugar a
aparicao de repulsdes eletrostaticas e a destruicao de algumas ligacdes de hidrogénio
(LEHNINGER, 2007).

2.5. Breve histérico de técnicas utilizadas na separacao e purificagéo de proteinas.

O processo de separagdo e purificacdo de bioprodutos, também chamado
downstream processing, é atualmente um segmento muito importante na industria, pois
pode chegar a representar de 80 a 90% do custo de producdo. Portanto, o
desenvolvimento de um processo eficiente e de baixo custo € de extrema importancia
(BELTER et al, 1988).

Muitas técnicas, sejam cromatograficas e nao cromatogréaficas, tém sido
utilizadas para a recuperacao e purificacdo de proteinas e enzimas de origem animal,
vegetal ou microbiana. Técnicas mais antigas como a precipitacdo, extracdo com
solventes e filtracdo geralmente tem alto poder de concentracdo, porém baixa
capacidade de purificacdo. Enquanto que técnicas mais modernas com a cromatografia
de afinidade, troca ib6nica ou gel-filtracdo, eletroforese, extracdo em duas fases
aquosas, extracao com micela reversa, recuperam e purificam as biomoléculas.

Técnicas como ultrafiltracdo, combinada com diafiltracdo, podem ser utilizadas
para separar proteinas a partir de uma mistura para a producao de fragdes puras
(GRANDISON, 1996).
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A cromatografia de troca ibnica pode ser usado com sucesso em muitos
processos de purificacdo de proteina nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Um
grau de alta pureza de determinada proteina isolada pode ser conseguido em um passo
unico, a partir de solugdes diluidas que contém outros materiais contaminantes. A
natureza anfotérica das moléculas de proteina permite que a separacao se dé devido a
alta afinidade pelos sitios carregados no trocador de ion, em comparagdo com outras
espécies de contaminacdo (GRANDISON, 1996). A cromatografia de troca ibnica
obteve sucesso na purificacao da proteina do ovo (PARKINSON, 1967).

A adenosina obtida pela fermentacao do Bacillus strain, foi purificada por coluna
cromatografica. O sobrenadante do caldo de fermentacao foi ajustado a pH 4,0. Logo
apdés passado através de uma coluna de carbono ativado para a adsorcdo da
adenosina. A coluna foi lavada com a agua e entdo a adenosina foi eluida com
metanol/isooctanol/amoénia/agua (50:1:2:47). A solucao foi concentrada e entado
separada por cromatografia de resina de troca ibnica e adquiriu-se uma fracdo de
adenosina pura (KOMATSU, 1973).

A técnica foi utilizada no processo de recuperacao de proteina com alta pureza
derivada do soro do leite de queijo (JONES, 1976; PALMER, 1977).

As resinas de troca idnica foram usadas na separagao de materiais protéicos em
faixas determinadas de pH. A proteina foi adsorvida nas resinas em pH 4.5. Depois da
adsorcao da mistura de proteinas, as fragées de proteinas individuais, foram retiradas
da coluna pelo aumento controlado do pH do eluente (SASAKI, 1979).

A técnica de cromatografia de afinidade foi utilizada para a purificagdo em larga
escala de antitrombina Il a partir de plasma humano (WICKERHAUSER, 1979).

A cromatografia de troca idnica foi utilizada para purificar a gliadina da farinha de
trigo (CHARBONNIER, 1980), além de proteinas da soja e do amendoim
(SATYANARAYANA et al., 1981).

Lewis (1982) utilizou a ultrafiltracao para promover a separacao de trés proteinas
de peso moleculares diferentes, presentes em igual concentragdo numa mistura.

Kato et al., (1982) examinaram o efeito da variagdo no gradiente do eluente,
comprimento de coluna e quantidade de amostra, na retencao e purificacdo da

ovoalbumina comercial.
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Marshall (1982) usou uma adaptacdo da cromatografia em coluna para a
separagdo em escala industrial de um tipo especifico de glucoamilase utilizado na
producao de bebidas alcodlicas. O procedimento proposto por ele permitiu a purificagcao
de a-amilase, a-glucosidase, glucoamilase e um tipo especial de enzima glucoamilase,
com alta capacidade de degradar polissacarideo.

As enzimas malato desidrogenase e 3-hidroxibutirato desidrogenase foram
purificados a partir de extratos de Rhodopseudomonas spheroides usando-se colunas
de cromatografia de afinidade (SCAWEN, 1982).

Outra vantagem da recuperacdo da proteina do soro do leite através de
cromatografia de troca i6nica € o aumento da estabilidade térmica do leite (KELLY,
1982). Diversas proteinas foram purificadas através da cromatografia de troca i6nica de
alta performance (REGNIER, 1983).

A cromatografia de troca i6nica obteve sucesso na purificacdo da globulina
derivada de ervilha (GUEGUEN et al., 1984). Fisher et. al., em 1984 desenvolveram um
procedimento que combinava a eluicao da adenosina kinase a partir de uma coluna de
filtracdo em gel e posterior adsor¢cao da enzima através de cromatografia de afinidade.

Varias B-lactamases foram purificadas através da cromatografia de afinidade
(CARTWRIGHT, 1984). A purificagdo cromatografica de proteinas recombinantes foi
realizada com efeito minimo na sua estrutura terciaria e nenhum efeito em sua atividade
biolégica (SASSENFELD, 1984).

Diversas pesquisas demonstraram a purificagdo em larga escala de varias
enzimas. Por exemplo, a-amilase recuperada a partir de Aspergillus awamori (BHELLA,
1985) ou L-leucina desidrogenase do Bacillus cereus (SCHUETTE et al., 1985), ambas
através da troca ibnica.

McGregor (1986) examinou uma larga variedade de membranas para a
ultrafiltracdo de proteinas a partir de uma mistura complexa. Kelley et al., (1986)
examinaram o uso do cromatografia em gel para a purificacao industrial de proteinas.

A purificacdo com até 99% de pureza de proteinas derivadas do plasma seminal
de touro foi demonstrada pela cromatografia de afinidade (COMTE, 1986).

A técnica também se mostrou compativel com a extragdo e recuperacao da
caseina (NG-KWAI-HANG, 1989).
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A cromatografia de afinidade foi originalmente inventada para isolar e purificar
proteinas. O método de purificacdo baseia-se em ligantes especificos para cada
proteina (FREDERICK, 1989).

Porter et al. (1991) descreveram a purificacdo em larga escala de f-
galactosidase derivada da soja a partir da cromatografia de troca idnica.

A imunoglobulina G foi enriquecida de 8 % a 20 % no soro de leite de queijo
através da ultrafiltracao (THOMAS et al., 1992).

2.6 Extracao liquido-liquido.

Métodos cromatograficos de alta purificacdo sao limitados pela escala de
operacoes e pelo custo das resinas. A extracdo liquido-liquido vem despertando
interesse a fim de ser utilizada como uma etapa intermediaria de separacao, que
substitui métodos de separacdo mais caros ou diminui o nimero de etapas de
separagcao necessarias ao processo (RABELO, 1999). A purificacdo e separacao de
proteinas baseadas nos principios de particdo em sistemas de duas fases aquosas tém
sido muito desenvolvidas nos ultimos anos. Esta técnica de extracdo parece ser
especialmente adequada para as primeiras etapas dos procedimentos de separagao,
mas pode substituir etapas cromatograficas ou ser aplicada antes da cromatografia
(HUSTEDT et al., 1985).

A extragcdo liquido-liquido € utilizada na industria de antibidticos ha vérias
décadas. E um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois liquidos
imisciveis. Na extracao liquido-liquido, a separacao de um componente de uma solugao
liguida homogénea ocorre pela adicdo de um constituinte liquido, insolavel ou
parcialmente solluvel, o solvente, no qual o componente a ser extraido da solugéo, o
soluto, é preferencialmente solavel. O soluto difunde-se no solvente com uma
velocidade caracteristica até atingir as concentracdes de equilibrio em cada uma das
fases formadas. Atualmente ha varias linhas de estudo destacando a sua utilizacao
como um passo de separacdao potencialmente Uutil em recuperagdo de proteina e
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separacado. Em particular pela facilidade do aumento de escala e pela possibilidade de
funcionamento em modo continuo. Este processo de separacdo é baseado na
distribuicdo do soluto entre as fases e a miscibilidade parcial dos liquidos (RABELO,
1999).

Os fatores fisico-quimicos das proteinas que determinam a sua particdo durante
o processo comecam a se melhor entendidos. O processo ainda oferece alta
capacidade produtiva e boa seletividade quanto a proteina a ser purificada. Contudo, a
baixa solubilidade das grandes moléculas de proteina em solventes organicos tipicos e
a necessidade de garantir meio inerte, restringe a variedade de solventes disponiveis
para o uso em tal processo de separacao (GRANDISON, 1996).

Duas classes de sistemas que oferecerem vantagens na separagcdo e
recuperacao de proteinas. Sao eles o sistema bifasico aquoso polimero/sal (em alguns
casos também polimero/polimero) e sistemas de micelas.

Em ambos os casos, duas fases sdo formadas e a separagdo ocorre pela
diferenca na particdo da proteina entre as mesmas. Nos sistemas de separagdo de
polimero/sal aquosos a divisdo em compartimentos da proteina ocorre entre duas fases
aquosas imisciveis; um rico em um polimero (normalmente polietilenoglicol) e outro em
um sal (por exemplo fosfato ou sulfato). Esses sistemas mostram-se como um ambiente
nao desnaturante, com pequena resisténcia interfacial a transferéncia de massa e alta
seletividade (GRANDISON, 1996).

As micelas reversas, micro-emulsdes 6leo em 4agua, sdo constituidas de
agregados de moléculas surfactantes. Constituem-se de um ndcleo polar e uma
camada interna formada pela por¢ao hidrofilica do surfactante. O processo de extracao
liguido-liquido através de micelas reversas pode ser realizado em uma ou duas etapas.
O procedimento formado por um Unico estagio consiste simplesmente da etapa de
extracdo, onde os contaminantes sao transferidos de uma solugdo aquosa para a fase
organica micelar, levando a purificacdo das biomoléculas alvo. O processo em duas
fases, por sua vez € composto por uma etapa pré-liminar de extracdao e uma etapa
posterior na qual as biomoléculas sao liberadas das micelas reversas e recuperadas em
uma nova fase aquosa (MAZZOLA et al., 2008).
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2.7 Extragdo em duas fases aquosas.

O bioquimico Sueco P. A. Albertsson foi o primeiro a perceber o potencial de
utilizacdo dos sistemas bifasicos aquosos polimero/polimero e polimero/sal para
separagdes de células, particulados celulares e de proteinas (ALBERTSSON, 1956;
ALBERTSSON, 1958; ALBERTSSON, 1959).

Os sistemas bifasicos aquosos sao de facil aplicacdo, envolvendo duas
operagdes: equilibrio e separacao de fase. O equilibrio € rapido, implicando na mistura
dos componentes que constituem o sistema com o material que se deseja purificar, e
posterior dispersdao das fases, obtendo-se assim o equilibrio na composicdo das
mesmas e por fim a particao. A separacao de fase sob a forga da gravidade nao é tao
rapida como em sistemas agua/solventes organicos, variando entre alguns minutos até
algumas horas, por causa da pequena diferenca de densidade entre as duas fases
(aproximadamente 0.05-0.15 g/cm3) (HUSTEDT, 1985), de suas viscosidades e
também devido ao tempo de coalescimento entre as pequenas goticulas, formadas
durante o processo de mistura (WALTER, 1985).

Ambos o0s sistemas bifdsicos aquosos (polimero-polimero, sal-polimero),
apresentam vantagens em relacdo a extracdo convencional que usa solventes
orgéanicos. Desde o fato de que ambas as fases compéem-se de agua, proporcionando
assim um ambiente ameno para biomoléculas. A tensdo interfacial € extremamente
baixa, entre 0.0001 e 0.1 dine/cm comparadas com 1 - 20 dine/cm apresentados pelos
sistemas solventes organicos de agua, criando uma alta area de contato interfacial das
fases dispersadas e assim uma transferéncia de massa eficiente. Além disso, sabe-se
que polimeros ajudam a estabilizar e manter as atividades de biomoléculas
(ALBERTSSON, 1986).

O método também nado apresenta algumas das desvantagens tipicas da
centrifugacao e da filtracdo que surgem devido a alta viscosidade e a distribuicao
heterogénea do tamanho das particulas. Além disso, se adequadamente implementado
o SBA pode fornecer a integracao entre os processos de clarificagdo, de concentracao
e de purificacao parcial da biomolécula em estudo. Influenciando diretamente a reducao
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do numero de passos do downstream processing, ocasionando a melhoria dos
rendimentos e reduzindo o preco final do processo de recuperacao.

Desta forma, o sistema permite que uma terceira substancia introduzida no
sistema fosse coletada, preferencialmente, numa das fases por ajuste de parametros
fisico-quimicos. Devido a esta particularidade os sistemas de duas fases aquosas sao
empregados no isolamento e purificacdo de biomoléculas de importancia comercial, tais
como, proteinas, virus, fragmentos de membranas e organelas celulares
(ALBERTSSON, 1986).

Particdo em sistema bifasico aquoso (SBA) pode ser usada para a separacao de
proteinas a partir de fragmentos celulares bem como para a sua purificacao a partir de
outras proteinas. A separagcado pode ocorrer em um passo Unico ou COMO Um Processo
composto por varios estagios. Grandes diferencas entre os coeficientes de particao em
um mistura de proteinas, podem fazer com que um Unico passo seja suficiente para a
extracdo (GRANDISON, 1996).

Algumas caracteristicas importantes para sistemas aplicados a purificacao de
biomoléculas podem ser citadas: 0 meio nao deve ser tdxico ao sistema bioldégico nem
ao homem; a recuperacao do bioproduto a partir do meio extrator deve ser facil; deve
ter baixo custo e estar disponivel comercialmente em grande quantidade; ser possivel
de esterilizar; ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solu¢des aquosas; ndo deve
apresentar tendéncias de formacao de emulsdes estaveis com materiais biologicos e
nao ser inflamavel (PORTO, 1998).

A fase mais leve é rica em polietilenoglicol enquanto a fase mais pesada é
enriquecida com dextrana ou sais. Os polimeros e o0s sais sdo sollveis em agua e se
separam em duas fases. A particdo em um sistema bifasico aquoso € a distribuicao
seletiva de substancias entre as duas fases. Geralmente, moléculas menores
apresentam distribuicdo mais uniforme entre as fases; a particdo de macromoléculas,
entretanto € extremamente variavel, podendo direcionar-se praticamente a apenas uma
das fases. Esta distribuicdo é governada por um grande nimero de parametros que se
relacionam com as propriedades do sistema de fase e a substancia, bem como as
interacoes entre os dois (ALBERTSSON, 1986). Este grande elenco de influencias torna
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a previsao do comportamento da particao em sistemas bifasicos aquosos, em particular
referentes a grandes moléculas, uma tarefa dificil.

Na area da biotecnologia a escolha de meios adequados para a extracdo € um
fator importante para a manutencéo da atividade das biomoléculas. Varios critérios
devem ser considerados, ja que nesta area alguns parametros tais como solubilidade e
estabilidade dos compostos sdo importantes e ndo podem ser desprezados. Assim nos
processos biotecnologicos, existe um nimero muito limitado de solventes adequados a
serem usados. A introducdo dos sistemas de duas fases aquosas em processos
biotecnolégicos € uma alternativa que possibilita o emprego da extracdo liquido —
liquido nestes processos, ja que estes sistemas caracterizam-se por ajustar-se aos
critérios requeridos pelos processos de bioseparacdes (MATIASSON et al, 1987).

Os sistemas bifasicos aquosos tem se tornado um instrumento poderoso de
separacgao e purificacdo de uma grande variedade de biomoléculas, inclusive de células
derivadas de plantas e animais, microrganismos, fungos e 0s seus esporos, Vvirus,
cloroplastos, mitocdndrias, proteina e acidos nucléicos. Os sistemas de duas fases
aquosas formados por PEG/dextrana e PEG/sal tém sido, nos ultimos anos, os mais
freqlientemente estudados e utilizados para purificagdo de um grande numero de
biomoléculas (DIAMOND et al., 1992).

O SBA mostra-se ainda como uma promessa para a isolamento rapido do DNA.
Utilizando-se novos sistemas aquosos bifasicos PEG/sal contendo agentes caotropicos
e detergentes, obteve-se a particdo de acidos nucléicos com altos rendimentos na fase
salina, ao passo que as demais proteinas e os materiais celulares sdo concentrados em
outra fase ou precipitam-se na interface (COLE,1991).

Os sistemas bifasicos aquosos também apresentam potencialidade quanto a
extracdo de bioprodutos com baixo peso molecular tais como aminoacidos. Em um
sistema de duas fases excepcional obtido em altas temperaturas que usam PEG e
cloreto de sédio, os aminoacidos sao eficientemente extraidos na fase polimérica
(SIKDAR, 1991). O produto é entao recuperado em uma solucao limpida precipitando o
PEG através de resfriamento.
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Além de enzimas intracelulares derivadas de células microbianas, proteinas de
matérias-primas mais complexas tais como; tecido animais e mucilagens vegetais
(JORDAN, 1991), foram convenientemente purificados pela extracdo em SBA.

O isolamento de proteina através de SBA ¢é projetado para ajustar-se ao sistema
em estudo. Dois passos de extracdo sdo comumente utilizados. No primeiro passo, o
material celular, os acidos nucléicos, os polissacarideos e as proteinas contaminantes
sdo coletados na fase mais densa e inferior do sistema, ao passo que a particao da
proteina de interesse ocorre na fase superior. Um segundo passo de extracao pode ser
aplicado para transferir a proteina de interesse para uma nova fase inferior. O
procedimento de extracdo em duas etapas pode ser conduzido de modo continuo e
automatizado. A proteina pode ser alternativamente recuperada diretamente da fase
rica em PEG por ultrafiltracdo (VEIDE, 1989) ou a fase pode ser conectada diretamente
a um processo cromatografico (FREJ, 1986).

2.7.1 Aplicagao analitica do SBA.

A sensibilidade da particdo por sistemas bifdsicos aquosos as propriedades
superficiais e conformacionais, seja de material soluvel ou particulado, tornou a técnica
um instrumento analitico muito utili em varias areas de aplicacbes. Além da
sensibilidade e rapidez, o método ainda permite andlises em macromoléculas e
estruturas celulares.

Uma das aplicagées mais importantes do SBA é a sua capacidade de fracionar
células em fracoes, investigar suas cargas e propriedades hidrofébicas de superficie e
tracar alteracdes ocorridas na superficie celular em consequiéncia de processos in vivo,
tais como; diferenciacdo, maturagéo e envelhecimento celular, bem como derivadas de
tratamentos in vitro (WALTER, 1985; WALTER, 1994). As informacdes obtidas através
do SBA mostraram-se inestimaveis para a pesquisa em bioquimica e biomedicina.

A particdo em SBA em condi¢cdes variaveis de pH e tipos de sais utilizados foi Util
na estimativa das cargas superficiais e dos pontos isoelétricos das proteinas em estudo.
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A determinacdo da hidrofobicidade e modificacbes conformacionais sofridas pelas
proteinas foram possiveis utilizando-se SBA na presenca respectivamente, de ligantes
hidrofdbicos e ligantes de afinidade (WALTER, 1994).

A particdo entre fases foi usada para descobrir e quantificar interacoes
biomoleculares, com base na alteragdo da particdo das substancias em analise,
causada pelo aumento ou diminuicdo das interacées (WALTER, 1985). A modificagao
na particdo de um dos compostos como uma fungdo da concentracdo crescente do
outro pode ser usada para o calculo de constantes de dissociacdo. Este conceito foi
explorado por Mattiasson et al., (1983) para desenvolver um imuno ensaio com SBA,
conhecido como “ensaio de particio com ligantes de afinidade”, destinado a
quantificacdo rapida de antigenos.

Em comparagdo com o0s ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e o
radioimunoensaio (RIA), a separacao do antigeno livre ou ligado ocorre através da
particdo em fases diferentes. Se necessario, pode-se realizar a modificacdo quimica
com um grupo apropriado para propiciar a particdo de um dos componentes na fase
desejada (LING, 1983).

2.7.2 SBA e a recuperagao de produtos biotecnologicos.

Tradicionalmente a purificagdo de proteina é executada em etapas distintas que
implicam na clarificacao, por técnicas de separacao solido-liquido, na concentracao em
pequenos volumes, seguida por fim, pelo fracionamento através de técnicas
cromatograficas de alta resolugdo. Um dos principais problemas apresentados € que
este elevado numero de etapas acaba por resultar numa maior perda do produto.

O sistema bifasico aquoso mostra-se como um método relativamente simples do
ponto de vista técnico, apresenta facilidade no aumento de escala, mostra-se
energeticamente eficiente e ainda propicio a recuperacao de produtos biotecnolégicos.

A grande maioria dos produtos biotecnologicos, moléculas soluveis e
particulados sao obtidos a partir de solugcées muito diluidas. De modo que geralmente o
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primeiro passo a ser seguido para a sua recuperacao é a concentracdo. Em condigcdes
adequadas o SBA € capaz de executar tal concentragdo, de modo que a maior parte da
substancia desejada seja transferida a uma determinada fase que apresente um
pequeno volume em comparagao com a solucao original (ALBERTSSON, 1986).

Diferentes procedimentos sdo utilizados para recuperagdo do PEG tais como;
desproteinizagdo, dessalinizagdo por ultrafiltracdo e extragdo do PEG com solvente
organico seguido de evaporacao.

As particulas também podem ser concentradas na interface. Um processo com
uma unica etapa ou composto por multiplos passos, pode ser aplicado dependendo da
particdo do produto e dos contaminantes existentes. A particio em SBA é bastante
utilizada na concentracao e purificagéo de virus. O aumento do uso da técnica pode ser
previsto para a preparacao de diferentes tipos celulares com grande diversidade de
aplicacodes.

O uso crescente da tecnologia de DNA recombinante na produgado de proteina
tem aumentado o foco sobre o downstream processing e suas operagcbes de

recuperacao de biomoléculas.

2.7.3 Outras aplicacées do SBA.

As aplicacbes do SBA abrangem-se além da biotecnologia incluindo outras
separagdes industriais. O crescimento microbiano em fluidos de corte a base de agua,
usados como lubrificantes em diversos processos industriais, é dificil de ser evitado e
criam riscos operacionais. O uso de SBA na retirada em larga escala de
microrganismos e particulas inorganicas dos fluidos de corte demonstrou ser superior a
técnicas alternativas, inclusive tratamentos biocidas, irradiagdes, entre outras (STROM,
1994).

Os residuos industriais € 0 seu impacto ambiental tornam necessario o

aprimoramento do seu descarte. A eliminacdo de compostos organicos téxicos e
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volateis, como solventes provenientes de processos extrativos da industria, deve ter o
seu impacto poluente minimizado e se possivel, aumentado seus niveis de seguranca.

Os sistemas bifasicos aquosos tém a vantagem de serem atdxicos e néo
inflamaveis. Foram desenvolvidos diversos sistemas bifasicos aquosos destinados a
separagdo e recuperacdo de corantes e particulas (HUDDLESTON, 1998). Alguns
exemplos interessantes de desenvolvimento nesta area incluem a remog¢ao de tinturas a
partir de efluentes das industrias téxteis, remogao de ions metélicos do meio ambiente e
compostos aromaticos derivados do 6leo cru.

2.7.4 Aplicacdes do SBA em larga escala.

Muitas das técnicas usuais de separagao apresentam dificuldades quando ha
necessidade de ser implementado o aumento da escala laboratorial para uma producao
industrial. A extragdo em BSA em muitos casos mostra-se como a melhor alternativa
nas primeiras etapas de separacao de proteinas em largar escala.

Algumas das vantagens do processamento em larga escala do SBA s&o: o
elevado rendimento, a faixa de trabalho proxima do equilibrio, a facil ampliagdo de
escala (scale up) e 0 uso em processos continuos. Com isto, o interesse na aplicacao
de sistemas de duas fases aquosas deixou de se restringir a biologia celular para
concentrar-se na analise dos fundamentos da separacédo de fases e da particdo de
proteinas, na reducao dos custos do processamento, no aumento da seletividade da
extracao (por exemplo, pela adicdo de ligantes), na pesquisa de novos componentes
formadores das fases, especialmente para substituir a dextrana, que € um componente
de elevado custo, e na operagdo em multiplos estagios (COIMBRA, 1995).

Em processos de purificagdo em larga escala, multiplas etapas podem ser
demandadas até a obtencdo do produto na especificacdo desejada. O processo
normalmente consiste de 4 a 6 etapas que podem ser divididas em dois grupos. O
primeiro € formado pelos processos de recuperacao da proteina: separacao e ruptura
de células, separacao dos fragmentos e concentracao da proteina. No segundo grupo o
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objetivo é purificar a proteina, utilizando-se das etapas de pré-tratamento ou isolamento
primario, purificacdo de alta resolugdo e refinamento final (ASENJO, 1994). Aumento
dos custos de produgdo inviabilizando muitas vezes, a aplicacdo industrial de
determinados processos de purificacdo enzimatica.

A aplicagdo de SBA que atraiu a maior parte de interesse na biotecnologia é o
Seu uso como uma operagao primaria de separagao e recuperagao de proteinas a partir
de uma matriz. Atualmente o método € empregado em escala no processo de
recuperacao protéica por algumas industrias.

A particao de proteinas em larga escala através de sistemas bifasicos tem sido
demonstrada, nos ultimos anos, através da utilizagdo de centrifugas e extratores
(DIAMOND, 1992; WALTER et al, 1991).

A facilidade em se obter o0 scale up pode ser demonstrada pela independéncia do
coeficiente de particdo com relacao ao volume dos sistemas. A literatura menciona
aumentos de escala com 6timos resultados. No entanto, faz-se necessaria a adequada
caracterizacao do sistema bifasico para a particdo de uma determinada proteina e a
correlacao deste com o coeficiente de particao da biomolécula (DIAMOND, 1992).

A facilidade de execucdo do SBA em qualquer escala técnica deve-se
principalmente a rapidez com que ocorre o equilibrio das fases permitindo um
coeficiente de particdo constante devido a baixa tensao interfacial destes sistemas, a
simplicidade das unidades de operacao e a disponibilidade comercial dos equipamentos
necessarios (CABRAL, 1993).

Para obter-se as condicdes ideais € fundamental otimizar o rendimento e a
particdo versus o restante dos componentes da mistura, isto é, tornar maximo o fator de
purificacao.

A grande vantagem é que os componentes que podem prejudicar os passos de
purificacdo sdo removidos sem a necessidade da utilizacdo de centrifugacdes e
filtracdes por membranas. A particado espontanea de proteinas reside no fato de que o
material contaminante é facilmente removido em um sé passo. Sob condigdes
favoraveis, é possivel atingir-se um elevado fator de purificagdo no primeiro passo de
extracao (MATIASSON, 1987).
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A purificagdo em um Unico passo da proteina taumatina com PEG 6000/ fosfato
na presenca de NaCl, a partir de extrato bruto livre de fragmentos de células, propiciou
valores de rendimento e fator de purificagdo de 90-95% e 20, respectivamente
(CASCONE et al., 1991).

Estudos comparativos entre os processos de purificacdo em larga escala
utilizando os sistemas de duas fases aquosas e um processo convencional constituido
essencialmente por precipitacdo seguida por dois passos cromatograficos mostraram
que o método de extracao liquido-liquido apresentou melhores resultados (KRONER et
al., 1992).

De modo geral, algumas vantagens da aplicacdo do SBA em processos de
separagdo e recuperacdo de biomoléculas em larga escala podem ser elencadas
(ALBERTSSON, 1986; WALTER et al., 1991):

+ Facilidade no aumento de escala;

* Rapida transferéncia de massa;

» Equilibrio alcangado com recurso a baixas energias na forma de mistura
mecanica;

 Possibilidade de operacdo em sistema continuo e possibilidade de operacao
em temperatura ambiente sendo mais econdmico que outros processos de separagao.

Contudo, apesar de suas vantagens técnicas, as aplicagbes ainda sao limitadas
devido ao fato dos mecanismos que determinam a particdo ndo serem completamente
compreendidos. O que torna o desenvolvimento metodoldgico e sua adaptacédo a cada
processo, uma tarefa empirica. Sdo estudados pontos criticos, como o tipo de
seletividade necessaria durante a extragcdo de determinada proteina, o preco dos
componentes que formardo o sistema bifasico e o tratamento das &guas residuais.
Esses topicos formam o foco principal do desenvolvimento da tecnologia dos sistemas

bifasicos aquosos.
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2.7.5 Seletividade da extracao por SBA.

Um dos focos de estudos sobre 0 SBA é tentativa de aumentar a sua seletividade
da particdo de proteinas a fim de tornar a extracdo mais previsivel. Também se deseja
atingir altos niveis de purificacdo de modo que passos subsequientes do downstream
processing sejam descartados, ou pelo menos que sejam reduzidos no numero de
etapas.

Uma abordagem estudada durante um longo tempo foi a incorporagdo de
ligantes de afinidade, capazes de se interagirem especifica e reversivelmente com a
proteina de objetivo, em uma das fases do sistema.

Normalmente este tipo de incorporagcdo implica a ligacdo covalente do agente
ligante com o polimero do sistema. Assim, para aplicacbes em larga escala, é
fundamental a reciclagem eficiente dos agentes ligantes. O tamanho e as propriedades
do polimero ao qual os agentes ligantes unem-se podem ser variados, modificando
conseqglentemente o comportamento da particdo. A interacdo dos agentes ligantes com
polimeros de alto peso molecular geralmente cria um sistema mais previsivel em
comparagdo quando a ligacdo ocorre com um polimero soluvel com baixo peso
molecular. O emprego de componentes que permitam uma particdo adequada do
agente ligante também foi objeto de estudo (SIKDAR, 1991).

O uso de agentes ligantes e componentes mais baratos torna a extracao
economicamente viavel e produz um produto substancialmente mais valorizado (KULA,
1990). Outra abordagem estuda o aumento da seletividade da extracao de proteinas
geneticamente modificadas acrescentando determinados aminodcidos, visando

direcionar a particado numa fase predeterminada (ENFORS, 1990).
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2.7.6 Aspectos econGmicos do SBA.

O grau de pureza exigido para uma proteina depende diretamente da utilizagéo
da mesma. Proteinas destinadas a terapéutica ou uso direto em humanos requerem
alto grau de pureza e geralmente demandam maior custo de producdo. Exigéncia que
geralmente ndo se aplica aquelas proteinas destinadas a operagdes industriais e
unitarias.

O custo dos compostos quimicos é fator predominante na recuperagdo em larga
escala de proteinas a partir de matriz celular. Deste modo a utilizacdo de componentes
de custo reduzido e sua posterior reciclagem s&o consideradas essenciais para
viabilidade do processo. Isto tem favorecido a escolha de sistemas de PEG/sal no uso
industrial. Estes sistemas também apresentam a vantagem que as fases tém uma
viscosidade mais baixa, tornando a separagao de fase mais rapida.

Uma andlise econémica da recuperacgao e purificagdo da enzima desidrogenase
a partir de Candida biondii demonstrou que o uso de sistemas bifasicos aquosos possui
vantagens econdémicas quando comparado a outros métodos. O tempo de operacao
reduzido, que influencia diretamente nos custos de energia, constitui o maior fator do
baixo custo operacional da particdo com sistemas bifasicos aquosos (CABRAL, 1993).

A possibilidade de reutilizagdo dos constituintes das fases deve ser considerada
ao se efetuar o scale up, pois os custos dos componentes das fases aumentam
linearmente com a escala de producao (KRONER et al., 1992).

A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada ao processo, chegando a
niveis de recuperacao em torno de 90 a 95% (HUSTEDT et al., 1988).

As técnicas de recuperacao de PEG mais usadas sao a ultrafiltragdo e a extracao
com solvente organico seguida de evaporacao (COIMBRA, 1995).

O descarte de sais € geralmente mais problematico. Em sistemas contendo
células, acido nucléico, proteinas sollveis e insollveis, a separacao de sais da fase
primaria por técnicas de separacdo mecanica, tais como a centrifugacdo ou

ultrafiltracado € muito dificil de ser conduzida eficientemente. A eletrodialise é
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considerada um método geral para reciclagem de sais e para dessalinizagdo da fase
rica em PEG (HUSTEDT et al., 1988).

Sais também podem ser recuperados usando uma mistura alcool
aliftico/sal/agua. Especificamente para separacdo de fosfato de potdssio, um
resfriamento abaixo de 6°C provoca a precipitacdo do sal, possibilitando a sua
reutilizacao (PAPAMICHAEL et al., 1992; COIMBRA, 1995).

Greve et. al., (1991) recentemente estudaram maneiras de reciclar a fase fosfato
desses sistemas para minimizar a poluicdo ambiental. A reciclagem de fase fosfato foi
obtida pela sua separacéo através do uso de alcoois. O PEG da fase do topo rica em
PEG pode também ser reciclado.

Os sais, como fosfatos ou sulfato, também devem ser reciclados, auxiliando
desta maneira no tratamento dos residuos de esgoto. A reciclagem dos sais mostrou-se
possivel; no entanto, ndo resultou em economia quando comparados aqueles em que
nao ocorre a reciclagem salina (Greve, 1991). Isto motivou o uso de sais que sao
facilmente degradados durante o tratamento de esgoto, como por exemplo; citratos
(VERNAU, 1990) ou sais volateis, tais como o carbamato de aménio (VAN BERLO,
1998).

Novos sistemas formados por PEG/FeSO, e PEG/Na,SO,4 apresentam vantagens
em relacao aos sistemas com sais de fosfato e citrato, como, por exemplo, o baixo nivel
de PEG na fase salina, que reduz as perdas do PEG e facilita a purificagdo das
biomoléculas e a reciclagem do PEG. Nesse tipo de sistema foi observado que a
concentracdo de sal na fase PEG e a concentracdo na fase salina tendem a diminuir
com o aumento da temperatura (PATHAK et al., 1991).

Muitos estudos foram realizados visando substituir a dextrana por outros
polimeros mais baratos como amidos, maltodextrinas e polissacarideos naturais como o
pululan. Tem-se recorrido também ao hidroxipropilamido, composto similar a dextrana,
porém mais econémico. As substituicdes reduzem o custo do processo de purificacao
por sistemas bifasicos aquosos (HUSTEDT,1985; SIKDAR, 1991; NGUYEN, 1988).

O sistema PEG/dextrana possui caracteristicas importantes como a
biodegradabilidade, além de reunir uma elevada gama de informacdes sobre a particao
de varios compostos ao longo dos anos. O uso pratico da dextrana apenas seria
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justificado em casos raros, como na producao de produtos especiais (MATIASSON,
1987).

A técnica de extracao por SBA mostrou-se competitiva com outras técnicas como
a centrifugacao, filtracdo com tambor e filtragdo com membranas. Apesar do elevado
consumo de reagentes, cerca de 53% do custo total, os custos foram compensados
pelo baixo custo observado para o consumo energético e para o investimento em
equipamento (KRONER et al., 1992).

O PEG, no entanto apresenta baixo custo e forma sistema bifasico aquoso com
outros polimeros neutros e com sais. Nos ultimos anos, o uso de polimeros com
capacidade de uma pronta recuperacdo modificando-se apenas alguma das condigdes
do meio, como temperatura ou pH é uma area da pesquisa intensa (PATRICKIOS,
1992).

O custo operacional esta intimamente ligado ao tipo e concentracdo dos
polimeros necessarios para a formacao das fases do sistema e sua capacidade.

Realizou-se uma analise econbémica comparativa entre dois processos de
purificagdo; um utilizando os sistemas de duas fases aquosas e outro constituido
essencialmente por precipitagdo seguida por dois passos cromatograficos. O estudo
envolvendo custo de pessoal, material e operacdo, revelou que uma unidade de
atividade enzimatica produzida pelo protocolo classico tinha um custo de cerca de 40
vezes superior ao de uma unidade de enzima resultante das extra¢des seqlenciais em
sistemas de duas fases aquosas (KRONER et al., 1992).

Apesar da grande variedade de sistemas de duas fases aquosas, a quantidade
de sistemas realmente aplicaveis para extracdo liquido/liquido fica reduzida
basicamente aos formados por PEG/sal (fosfato/citrato/sulfato) e PEG/dextrana, quando
se levam em consideracao fatores importantes do ponto de vista industrial, como custo
e possibilidade de reciclagem dos reagentes, tempo de separagdo das fases,
possibilidade de esterilizagdo, atoxicidade e faixa de aplicagdo. Devido a tais fatores, os
estudos mais recentes tendem a concentrar-se mais nesses dois sistemas, sendo o
sistema PEG/sal o mais estudado devido ao seu baixo custo e menor tempo de
separacao das fases em relagao ao sistema PEG/dextrana (COIMBRA, 1995).
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O SBA é um método simples e eficaz de separacao de biomoléculas. Porém sua
utilizacdo é limitada pela complexidade de predizer a particdo de bioprodutos. Os
aspectos de engenharia da extracado por SBA ndo apresentam nenhum obstaculo e o

método € bem adaptado para o uso com os equipamentos comercialmente disponiveis.

2.7.7 Tipos de sistemas de duas fases aquosas.

Os sistemas de duas fases aquosas podem ser divididos em quatro grandes
grupos (ALBERTSSON, 1986):

1- Dois polimeros nao iénicos.
Exemplos: PEG/ ficoll, PEG/dextrana, PEG/polivinil &lcool, polipropileno
glicol/dextrana, metilcelulose/hidroxipropildextrana, ficoll/dextrana;

2- Um polieletrélito e um polimero n&o idnico.
Exemplos: sulfato dextrana de sodio/polipropileno glicol, carboximetildextrana de

s6dio/PEG, carboximetilcelulose de sédio/ metil celulose;

3- Dois polieletrolitos.

Exemplos: sulfato dextrana de soédio/carboximetildextrana de sdédio,
carbometildextrana de sodio/carboximetil celulose de sédio;

4- Um polimero n&o ibnico e um composto de baixa massa molar.

Exemplos: polipropileno glicol/fosfato de potassio, PEG/fosfato de potassio,
metoxipolietileno glicol/fosfato de potassio, polipropileno glicol/glicose, PEG/glicose,
PEG/sulfato de magnésio, PEG / citrato de sodio, entre outros.
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2.7.8 Fosfato de potassio monobasico e dibasico.

O fosfato de potassio monobasico, que também é conhecido como fosfato
diacido de potassio, tem massa molar 135,09 g/mol e sua férmula molecular € KH2PO4
(anidro). Em solugéo a 5% e temperatura de 25 °C seu pH fica entre 4,1 € 4,5. A sua
cinética de dissolucdo em agua é lenta, sendo necessario aquecer o sistema para
dissolucéo total do sal a altas concentracdes.

O fosfato de potassio dibasico anidro tem massa molar 171,18 g/mol e sua
formula molecular é K;HPO,4. Em solugcdo a 5% e temperatura de 25 °C seu pH fica
entre 8,5 a 9,6 e apresenta cinética de dissolucdo em agua mais rapida que o
monobasico.

Os fosfatos sao sais inorganicos utilizados em sistemas bifasicos aquoso do tipo
polimero/sal e, portanto, formam duas fases na presenca do polimero.

Apresentam vantagem em relacao a dextrana devido ao um menor custo e maior
facilidade de utilizacao industrial (FORCINITI et al., 1991).

2.7.9 Polietilenoglicol.

O polietilenoglicol (PEG), HO-(CH.CH,),-CH-CH.-OH, é atualmente o poliéster
mais importante do ponto de vista comercial. Sintético e neutro, apresenta cadeia linear
ou ramificada, disponivel numa grande variedade de pesos moleculares, de poucas
centenas de milhares de Daltons. O polietilenoglicol € um oligmero ou polimero de
oxido de etileno.

Solubiliza-se em agua e em diferentes solventes organicos. A sua solubilizacao
em agua é atribuida a ligacdo das moléculas de agua a muitas ou todas as moléculas
em torno da cadeia de polietileno. Essa ligacdo ocorre pelo mecanismo de pontes de
hidrogénio. Ligacdes deste tipo sado relativamente fracas e podem ser quebradas de

varias maneiras.

31



_ Cagl’tulo 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para pesos moleculares acima de 20000 daltons sdao denominados Oxidos de
polietileno, PEO. S&o fornecidos na forma de solugbes incolores estaveis ou pastas se
possuirem pesos moleculares menores que 1000 Da. Os de pesos moleculares
elevados, acima de 1000 Da, sdo encontrados na forma de p6 ou de flocos brancos.
Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4 °C a ocorréncia de oxidagao
em solugdes seja retardada. A oxidacdo do PEG, detectada pela diminuicdo do pH
devida a liberagcdo de grupos acidos, altera a coloracdo da solugdo para marrom
(COIMBRA, 1995).

Devido as suas propriedades o PEG tem uma série de aplicacdes farmacéuticas,
biolégicas e bioquimicas. Ele pode formar um composto ativado PEG/proteina que
mantém a proteina ativa e diminui consideravelmente a reagdo imune, além de
aumentar o tempo de vida de soros sanguineos.

O PEG forma uma camada protetora e segura, para ser empregada em
aparelhos de diagnodsticos, substituicdo de artérias e dispositivos relacionados a
hematologia. Esta camada pode ser usada também para evitar a adsorcao de
proteinas em anadlises bioquimicas de eletroforese por zona capilar, que é uma
importante técnica analitica empregada em bioquimica.

Além disso, o0 PEG pode ser usado com lipossomas para a liberagao controlada e
distribuicdo seletiva de medicamentos, pois os lipossomas sem o PEG podem ser
rapidamente atacados e eliminados do corpo humano, sem cumprir a sua fungéo. Por
ser soluvel em muitos solventes organicos, o PEG pode ser utilizado para solubilizar
enzimas neste meio sem desnatura-las através da formagéao de uma camada protetora.
Compostos insoluveis em agua podem tornar-se solUveis quando ligados ao PEG,

como por exemplo, substratos de enzimas, co-fatores, corantes, etc. (HARRIS, 1992).

2.8 Diagrama de fases.

O diagrama de fases delineia o comportamento de um determinado o sistema
bifasico e é Unico para cada sistema em condi¢coes determinadas de pH, temperatura e
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concentracao de sal. A formagédo das duas fases aquosas depende da concentracao
dos componentes do sistema. O diagrama de fases mostra a regiao monofasica e
bifasica de acordo com a concentragdao de cada componente expressa em % p/p.

O diagrama fornece informagdes importantes como as concentracdes
necessarias dos componentes para formar um sistema bifasico em equilibrio, as
subseqlientes concentragdes dos componentes nas fases, superior e inferior, como
também a proporgao entre os volumes das fases. A curva que separa a regiao de duas
fases da regiao de uma fase é chamada curva binodal ou curva de equilibrio. A regidao
acima da curva binodal é chamada bifasica e abaixo monofésica. A Figura 1 mostra um

exemplo esquematico de um diagrama de fases.
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Regido bifasica
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% PEG (pip)
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Regido monofasica

I 15 I 15
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Y Fosfato (p/p)

Figura 1 — Esquema de um diagrama de fases (FERREIRA, 2007)

A composicao inicial do sistema é dada pelo ponto M e a composicao final de
cada fase apéds atingir o equilibrio € dada pelos pontos T (fase superior ou de topo) e F
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(fase inferior ou de fundo). O segmento TMF é chamado de ‘tie-line” ou linha de
amarracdo, e todos os sistemas cuja composicao inicial esta contida nessa linha
possuem a mesma composicdo de fases apds o equilibrio, porém com diferentes
razbes de volumes entre as fases, superior e inferior. Ja a linha de amarracao
determinada pelo ponto N define uma nova linha de amarracdo (FERREIRA, 2007).

A tie-line por sua vez, conecta os pontos que indicam a concentragao final dos
componentes do sistema nas fases, superior e inferior. Os sistemas que se encontram
ao longo de uma mesma ‘tie-line” apresentam diferentes composi¢cdes totais e
diferentes proporgcdes volumétricas entre fases, no entanto apresentam a mesma
concentracao final dos componentes nas fases, superior e inferior. A curva binodal
apresenta também um ponto critico; onde a composi¢ao e o volume de ambas as fases
sao praticamente iguais (RAJNI, 1999)

Os fatores que influenciam no sistema de fases e conseqgliientemente determinam
o diagrama de fases sdo: concentracdo dos componentes do sistema, massa molar do
polimero, pH e temperatura.

A concentragdo dos componentes do sistema pode afetar a viscosidade e a
densidade do sistema, causando diferencas no tempo de separacdo das fases e na
razdo de volumes (CESAR, 2005).

A concentragao dos polimeros ainda afeta o comprimento da linha de amarragéo,
que tende a aumentar com o0 aumento das concentracdes dos polimeros (FORCINITI et
al., 1991).

De modo geral quanto maior a massa molar do polimero, menor a concentragao
necesséria para a formacao de duas fases. A curva binodal desloca-se no sentido da
regiao monofasica a medida que a massa molar do polimero aumenta.

Em sistemas polimero-polimero, como por exemplo; PEG/dextrana, a curva
binodal torna-se cada vez mais assimétrica a medida que a diferenga entre os pesos
moleculares dos polimeros aumenta.

A massa molar do polimero atua também sobre o tempo de separagao das fases,
sendo por vezes necessaria a utilizacado de centrifugacdo apds a mistura de fases
(ALBERTSSON et al., 1994).
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O valor de pH influencia no diagrama de fases, como também o tipo de cation em
solugdo. De modo geral diminuindo-se o valor do pH, as concentragdes necessarias de
polimero e sal de um sistema PEG/sal aumentam, deslocando a curva binodal para a
direita. Esta tendéncia pode ser explicada pelo aumento da razdo H,PO,/HPO4* para o
caso do fosfato, com a diminuicdo do pH, pois como o anion monovalente é menos
efetivo no efeito “salting out” do PEG (fenbmeno de expulsdo devido ao tamanho do
PEG), serd necessaria uma concentracdo maior dos componentes para formar o
sistema bifasico.

Em relacdo ao tipo de cation, a substituicdo de fosfato de potassio desloca a
curva binodal para a direita e, portanto a concentragdo dos componentes necessaria
para a formacao do sistema de duas fases aumenta, sugerindo que o céation sédio é
mais eficiente que o cation potassio para o efeito do “salting in” do PEG (CESAR, 2005).

A temperatura altera a composicao das fases no equilibrio, desloca a curva
binodal e modifica também o comprimento da linha de amarracéo.

O comprimento da linha de amarracao geralmente diminui com o aumento de
temperatura. O efeito, no entanto varia de acordo com o tipo de sistema. No caso de
sistemas PEG/dextrana, a formacdo das fases é facilitada em temperaturas baixas
(menores que a ambiente) e para os sistemas PEG/fosfato, a situacado € oposta, pois
temperaturas mais altas e préximas do ambiente facilitam a separacao entre as fases.

Quando o sistema esta préximo ao ponto critico, ele € mais instavel devido ao
deslocamento da curva binodal, podendo atingir mais facilmente a regido monofésica.

O aumento da temperatura do sistema causa ainda, em um sistema PEG/sal,
aumento na concentracdo de PEG na fase polimérica e redugao da sua concentracao
na fase salina. Esse efeito € uma das razdes de se trabalhar com a temperatura do
sistema fixa (CESAR, 2005).
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2.9 Particao das proteinas.

Devido a atencdo que vem sendo dada a produgcdo de proteinas pela
bioengenharia e o desenvolvimento da tecnologia de enzimas, renovou-se o interesse
pelos processos de separacao de proteinas e suas descrigdes quantitativas que servem
de base para o scale up. Os fundamentos de particao de biomoléculas entre as duas
fases ainda n&o s&o totalmente compreendidos.

A tendéncia de separacdo de fases apresentada por dois polimeros quando
adicionados num solvente comum, ocorre porque a baixa concentracdo molar dos
polimeros na solucdo (tipicamente menor que 0,05 M) leva a um pequeno ganho de
entropia durante a mistura. Por outro lado, cadeias poliméricas tém uma area superficial
por molécula maior do que compostos de baixa massa molar, tanto que as energias de
interacdo entre dois polimeros se sobrepéem a energia de Gibbs do sistema. Estes
fatores levam a formacao de duas fases em sistemas ternarios polimero/polimero/agua,
em baixas concentragdes de polimeros (CESAR, 2005).

Se o processo de particdo protéica pudesse ser adequadamente predito, a
extracdo em SBA poderia ser otimizada através de métodos matematicos. Contudo, a
modelagem quantitativa destes processos apresenta-se como um problema
extremamente complexo devido a sua interdependéncia com uma larga gama de
fatores.

Tentativas de modelagem complementares tém sido utilizadas no estudo da
influéncia de varios mecanismos a nivel molecular sobre a particao protéica. Os
modelos desenvolvidos fornecem uma base para a tentativa de compreensdo e
posterior previsdo do processo de particao de proteinas em SBA.

Contudo, o0 modelo contempla apenas a particao protéica em polimeros com
diferentes pesos moleculares e em concentracées variadas de sais, sem tratar, porém
da influéncia de um grande numero de parametros relacionados a fenédmenos fisicos
complexos que ndo estao ainda completamente elucidados (BASKIR, 1989; ABBOT,
1990).
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A modelagem quantitativa da particao de proteinas em sistemas de duas fases
aquosas representa um complexo problema pelo fato do comportamento do sistema
depender de vérios fatores tais quais: tamanho da molécula, conformacao, estrutura da
superficie, interagcées de polimeros com as cadeias de proteinas e com diferentes sais,
interacdes polimero/polimero, sal/proteina, proteina/proteina e quando usados, as
interacdes dos ligantes com 0s outros componentes presentes.

Estudos empiricos com sistemas de duas fases aquosas mostraram que a
distribuicao da proteina é fungéo de diversos fatores (BASKIR et al., 1989).

As condicbes adequadas para a particio devem ser encontradas
experimentalmente devido a interdependéncia dos fatores abaixo:

- Tipo dos polimeros que formam as fases: massa molar média, distribuicdo da
massa molar, modificacdes quimicas poliméricas.

- Composicao das fases: comprimento da linha de amarracao, tipos de ions
presentes ou adicionados ao sistema, forga idnica.

- Biomolécula: tamanho, carga, propriedades superficiais, concentragao.

- Temperatura e pH

2.10 Coeficiente de particao

O coeficiente de particdo (K) € uma grandeza que representa a relacao de
concentracao da substancia de interesse na fase superior € inferior depois de atingido o

equilibrio do sistema:
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Onde:

C. é a concentracao da substancia de interesse na fase leve no equilibrio;

Cp é a concentragéo da substéncia de interesse na fase pesada no equilibrio.

O coeficiente de particio mede a eficiéncia do processo de separacdo da
substancia de interesse, pois mostra a sua distribuicado nas duas fases aquosas. Pode
ser calculado tanto para a substancia de interesse como para os contaminantes ou
proteinas totais presentes na amostra, podendo-se comparar estes valores.

Diversos tipos de interagdes podem ocorrer entre as substancias de interesse e
0s componentes do sistema, tais como: interacbes de cargas, interacdes entre as
pontes de hidrogénio, forca de Van der Waals e interagdes hidrofébicas. Portanto existe
uma série de fatores que podem influir na eficiéncia da particao (ALBERTSSON, 1986).

2.11 Fatores que influenciam o coeficiente de particdo:

2.11.1 Interacdes entre a proteina e os componentes do sistema

A superficie molecular de uma proteina apresenta regides carregadas
positivamente e negativamente e regides hidrofilicas e hidrofdbicas. A distribuicao
destas areas é caracteristica de cada tipo de proteina e influencia a solubilidade da
mesma quando em contato com solventes.

De modo geral o aumento de zonas hidréfobas na superficie da proteina resulta
no aumento da afinidade com solventes apolares, como é o caso do PEG, fazendo com
que esta permaneca na fase superior. De modo que a interacao hidrofébica entre a
biomolécula e o grupo etileno do PEG explica a alta tendéncia das proteinas hidr6fobas
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de se deslocarem para a fase superior rica no polimero. O polietilenoglicol interage
fortemente com as regides apolares da proteina (SCHMIDT et al., 1996).

2.11.2 Concentragdo dos componentes do sistema.

A particdo de biomoléculas em SAB é especialmente influenciada pela
concentracao dos componentes do sistema. Em sistemas proximos ao ponto critico
geralmente as proteinas apresentam uma parti¢cdo igual entre as duas fases, portanto o
valor de K é igual a 1. Procedendo-se o aumento da concentragdo dos componentes e
consequentemente o aumento no comprimento da linha de amarragao, a particdo da
biomolécula se altera. Podem ocorrer, no entanto, casos excepcionais em que
sistemas préximos ao ponto critico, apresentem mesmo assim, valores de coeficiente
de particdo diferentes da unidade. E casos, onde o aumento da concentracao dos
componentes do sistema, ocasiona o aumento de K até um valor maximo para em
seguida diminuir.

Para o caso de células ou particulados, o K € maior para os sistemas prdéximos
ao ponto critico. O efeito do comprimento da linha de amarracdo em K € maior em
proteinas com alta massa molar. Além disso, para um sistema PEG/sal, um aumento no
comprimento da linha de amarracao leva a um aumento da concentragdo de sal na fase
inferior e a um valor praticamente constante na fase superior, favorecendo o efeito do
“salting out” da fase rica em sal para a fase rica em PEG (BAMBERGER et al., 1985;
ALBERTSSON, 1986; MINAMI, 1997).
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2.11.3 Massa molecular da proteina e do polimero.

De modo geral em sistema composto por PEG/sal, a medida que se eleva a
massa molar do polimero, a particdo da proteina tende a ser mais favoravel na fase
salina. Massas molares baixas ocasionam o processo inverso, tornando a particao
favoravel na fase rica em PEG.

Em sistemas PEG/dextrana, de modo idéntico; PEG com massa molar elevada e
dextrana com massa molar baixa, a particao tende a ser favoravel a fase rica em
dextrana. O aumento do efeito do volume excluido na fase PEG parece explicar este
fendmeno. Esse efeito € menor para substancias de baixa massa molar.

Quanto maior o tamanho da proteina, teoricamente maior sera a area de contato
que interage com os componentes do sistema. Conseqlientemente de acordo com as
caracteristicas da molécula e com o tipo de interagdo, a sua particdo sera mais
favoravel a uma das fases. Esse fator € muito importante quando se deseja separar
duas substancias com pesos moleculares muito diferentes (JOHANSSON, 1994;
ALBERTSSON, 1986; YANG et al., 1994).

O coeficiente de particdo de modo geral diminui com o aumento da massa molar
da proteina. Esta influéncia é maior quando o sistema € formado por PEG de baixa
massa molar e tende a ser minimizada com PEG de alta massa molar (ALBERTSSON,
1986; FORCINITI et al., 1991).

2.11.4 Potencial hidrogenibnico.

A distribuicdo de cargas na superficie da proteina é alterada com variagdes no
valor do pH. O meio acido promove o aumento das cargas positivas, enquanto que
valores mais elevados de pH causam o aumento de cargas negativas. Deste modo,
ajustando-se o pH do meio, a valores proximos ao ponto isoelétrico (pl) da proteina -
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valor de pH onde a molécula apresenta carga elétrica liquida préxima a zero — tem-se
reduzido os efeitos que atuam sobre a particio em SBA, apenas aos efeitos do
tamanho e concentragdo do polimero e do tamanho e composi¢édo da superficie da
proteina, considerando-se apenas os efeitos eletrostaticos (FORCINITI et al., 1991).

Observou-se que na particdo da cutinase os coeficientes de particdo atingiram
maiores valores, a medida que se utilizou maiores valores de pH. Valores maiores de
pH causaram o aumento da concentracdo do anion HPO,* em relacdo ao anion H,PO4
, resultando no incremento do efeito “salting out”, aumentando por fim, a particdo da
cutinase na fase “rica” em PEG (SEBASTIAO et al., 1994).

2.12 Tempo de separacédo das fases.

De modo geral sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separacao
das fases muito menor que os sistemas PEG/dextrana devido a densidade e
viscosidade do sistema. Em sistemas dextrana/ficoll, o tempo varia de 1 a 6 horas pela
acao da gravidade, enquanto em sistemas PEG/dextrana esse valor cai para 5 a 30
minutos dependendo da concentracdo e da massa molar dos polimeros. Nos sistemas
PEG/fosfato, o tempo de separagédo entre as fases € inferior a 5 minutos (COIMBRA,
1995).

Nos sistemas prdéximos ao ponto critico, o tempo de separagcdo é maior devido a
pequena diferenca de densidade. Ja no caso dos sistemas muito distantes do ponto
critico, a viscosidade aumenta devido ao aumento da concentracdo do polimero,
tornando a separacao de fases mais lenta.

A velocidade de separagdo também é influenciada pela velocidade de
coalescéncia das pequenas bolhas que se formam durante a agitacao. Quando se agita
um sistema de fases de maneira a uniformiza-lo, inicialmente ocorre a formacao de
pequenas regides ricas em cada componente. Com o tempo, essas regides aumentam
e separam-se em duas regides distintas (BAMBERGER et al., 1985).
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2.13 Equagéao do coeficiente de partigéo.

O desenvolvimento de equacdes especificas que possam predizer o valor de K
tem sido alvo de estudo (ASENJO et al., 1994; EITEMAN et al., 1994).

De acordo com o tipo de substancia e do sistema de fases empregado, a particao
de substancias sofre influéncia de cinco fatores que ora atuam separadamente - com
predominancia de um fator em relacao aos outros - ora em conjunto (ALBERTSSON,
1986).

A influéncia desses fatores sobre o valor final de K foi expressa pela seguinte

equacao:

InK =1In KO + In Keletro + In Kbioesp + In Ktam + In KCOTlf + In Khifob (2)

sendo:

Kaietro O fator eletroquimico. Surge quando o potencial elétrico existente entre as
fases do sistema é usado para separar as moléculas de acordo com a sua carga

elétrica;

Kiitob O fator de afinidade hidrofébica. E a utilizagdo das propriedades hidrofébicas
do sistema de fases para separar as moléculas em funcao da sua hidrofobicidade;

Kbicesp O fator de afinidade bioespecifica. Baseia-se na afinidade entre os locais
da molécula como ligantes do polimero para a separagao e fator de conformacgao, que é
considerado quando a conformacgao da molécula é o fator predominante.

Kiam 0 fator do tamanho. Atua quando a particdo depende do tamanho da

molécula ou da area superficial das particulas.
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Keont 0 fator de conformacdo. Baseia-se na alteragdo da estrutura terciaria da
proteina, de modo a tornar mais ou menos expostos grupos carregados que podem

interagir com os componentes do sistema.

K° o valor inicial do K.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Processos de Separagao Il,
DESQ/FEQ/UNICAMP.

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes

Constituintes do sistema de duas fases aquosas.

1) Os sais utilizados foram:
Fosfato de potassio monobasico anidro P.A, de férmula molecular KH,PO, e
massa molar de 136,09 g/mol. Fosfato de potassio dibasico anidro P.A., de férmula

molecular KzHPO,4 e massa molar de 174,18 g/mol, ambos fornecidos pela Synth.

2) Foi utilizado polietilenoglicol (PEG) com pesos moleculares de 4000 e 6000,

fornecidos pela Synth.

Constituintes das solugdes utilizadas para a determinacdo da atividade
enzimatica e quantidade total de proteinas.

1) Solucao padrao de proteina:

Foi utilizada a proteina padrdao albumina de soro bovino (BSA) de massa molar
66.500-67.500 Da (ponto isoelétrico 5,1) obtida da Sigma Chemical.
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2) Reagente de Bradford:

Reagente de Bradford Coomassie Brilliant Blue G-250, de férmula molecular
C47H4sN3NaO-S,, fornecido pela VETEC.

Alcool Etilico 99,5% de pureza, de massa molar 46,07 g/mol, fornecido pela
Ecibra.

Acido o-fosférico 85%, de férmula molecular HsPO4, massa molar de 98g/mol,
fornecido pela Synth.

3) Reagente do biureto:

Tartarato duplo de sédio e potassio. Férmula molecular NaC4H404.4H.O, massa
molar de 282,22 g/mol, fornecido pela Synth.

Sulfato de cobre pentahidratado. Férmula molecular: CuSQO4-5H,0, da marca
Synth.

O hidréxido de sodio possui férmula molecular NaOH, massa molar de 40 g/mol e

foi fornecido pela Quimex.

4) Solucao de NaOH 1 M

O reagente hidréxido de Sédio foi fornecido pela Synth.

3.1.2. Equipamentos

- Multiprocessador Walita.
- Balanca Eletrénica Marte, modelo AL 200.
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- Agitador Biomatic, modelo 1005.

- pHmétro Analyser pH 300.

- Agitador magnético com aquecimento NOVA ETICA, modelo 119, poténcia: 300 W,
RPM: 3000.

- Banho termostatizado FANEM, modelo 100.

- Estufa de secagem.

- Micropipetas automaticas.

- Espectrofotometro UV/VIS Spectronic 21D.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparo das amostras.

3.2.1.1. Preparacao da amostra a partir da folha do curaud, variedades roxa e branca.

Preparou-se as amostra a partir da folha do curaua através das seguintes etapas:

1) Moagem da folha em um multiprocessador em velocidade baixa, por 5

minutos, em temperatura ambiente (24 + 2 °C), com adi¢do de solugao tampao.

2) Filtracdo em tela de Nylon para retirada de fibras e particulados presentes no

extrato.

3) Acondicionamento a temperatura de -5 °C.
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3.2.1.2. Preparo do reativo de biureto.

Dissolveu-se em 500 mL de agua destilada:

- 1,5 g de sulfato de cobre pentaidratado.

- 6,0 g de tartarato duplo de so6dio e potassio.

Adicionou-se 300 mL de solucdo de hidréxido de sédio a 10% com constante
agitacao. Adicionou-se agua destilada suficiente para 1 litro de solugdo (Departamento
de Bioquimica, UFPR, 2005).

3.2.1.3. Preparo da solugao padrao de proteina.

Pesou-se 0,5 g de albumina de soro bovino e dissolveu-se em 100 mL de tampé&o

fosfato.

3.2.1.4. Preparo do reagente de Bradford.

Dissolveu-se 0,1 g de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%
(47,73 mL de etanol 99,5% + 2,26 mL de agua). A esta solugcdo em agitacao, adicionou-
se 100mL de acido fosférico 85%.

Agitou-se a solucdo por mais 2 horas e completou-se o volume para 1L com
agua deionizada. Deixou-se agitar por 12 horas.

Filtrou-se o reagente com papel de filtro para filtracdo rapida, em frasco coberto
com papel aluminio. Deixou-se em repouso na geladeira por horas antes de utilizar
(BRADFORD, 1976).
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Obs.: Em todas as etapas, manteve-se o reagente coberto com papel aluminio
para evitar que o Coomassie Blue reaja com a luz.

3.2.1.5 Preparo das solucdes de fosfato de potassio mono e dibasico.

As solugdes foram preparadas dissolvendo-se os sais de fosfato sélidos em certa
quantidade de agua deionizada, até atingir a concentracao desejada, que foi de 22 %
(/).

Os sais foram secos em estufa para retirada total da umidade.

Pesou-se certa quantidade do sal fosfato de potédssio dibasico. Completou-se
com agua deionizada até atingir a massa de desejada para se obter a concentracao de
22% (p/p). A solugao foi agitada no agitador magnético com aquecimento até a
dissolucéo total do sal.

O mesmo procedimento foi feito para o fosfato de potassio monobasico.

3.2.1.6 Preparo das solugdes de PEG.

Estas solugdes foram preparadas dissolvendo-se as duas massas molares de
PEG usados (4000 e 6000 Da) até se obter concentragdes a 50% (p/p).

3.2.1.7 Preparo dos tampdes.

Preparou-se as solugdes tampao pH 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 e 9,5 a partir de
solugdes de fosfato de potassio mono e dibasico a 15% (p/p) (MORITA, 1995).
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Preparou-se solucdes padrao de fosfato de potassio monobasico e fosfato de
potassio dibasico. Misturou-se em um béquer, contendo um eletrodo de cloreto de

prata, para medir o pH do meio, até atingir o pH desejado.

3.2.2 Determinacao da temperatura étima.

Com o pH fixado em 7,0, foram feitos ensaios em batelada para se medir a
atividade enzimatica e quantidade de proteinas totais em amostras a diversas
temperaturas, do seguinte modo:

Em vérios tubos foram colocados 5 mL de solucdo de BSA 5g/L em varias
temperaturas. Essa solucéo foi deixada 10 minutos para estabilizar a temperatura no
biorrretor. As temperaturas foram: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C.

Com o pH fixado e com as respectivas temperaturas, realizou-se a medicao da
atividade enzimatica e a quantidade de proteinas totais, de acordo com o seguinte
procedimento:

Colocaram-se 5 mL de BSA em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL da enzima
(extrato da folha do curaud) para cada temperatura em estudo.

Em seguida o tubo foi agitado no agitador magnético e foi retirada uma amostra
que corresponde ao tempo zero (tempo inicial). Logo apéds, esta amostra foi colocada
em um outro tubo e adicionou-se 5 mL de biureto, imediatamente.

Depois de retirada a amostra, deixou-se a amostra inicial reagir por 10 minutos
na temperatura desejada e depois desse tempo retirou-se outra amostra e seguiu-se o
mesmo procedimento anterior.

As amostras foram lidas no espectrofotdmetro somente depois de 10 minutos de
descanso da amostra, para que esta se estabilizasse.

Todas as amostras foram feitas em triplicata.
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3.2.3 Determinagéao do pH étimo.

Com a temperatura étima obtida pelos ensaios anteriores, foi possivel também,
pelas analises de atividade enziméatica e proteinas totais se obter o pH 6timo da enzima,
de acordo com o seguinte procedimento:

Foram adicionadas ao extrato solu¢cées tampbes de modo a obter os pHs
desejados: 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 € 9,5.

Colocou-se 5 mL de BSA (Soro Albumina Bovina) em um tubo, adicionou-se 1
mL da enzima (extrato das folhas de curaua) para cada pH em estudo.

Em seguida o tubo foi agitado no agitador magnético e foi retirada uma amostra
que corresponde ao tempo zero (tempo inicial).

Logo apos, esta amostra foi colocada em outro tubo e adicionou-se 5 mL de
biureto, imediatamente.

Depois de retirada a amostra, deixou-se a amostra inicial reagir por 10 minutos e
depois desse tempo retirou-se outra amostra e seguiu-se 0 mesmo procedimento
anterior.

As amostras foram lidas no espectrofotdmetro somente depois de 10 minutos de
descanso da amostra, para que esta se estabilizasse. Todas as amostras foram feitas
em triplicata.

A determinacdo do atividade enzimética foi realizada através do método de
Murachi e Baldini modificado (LOPES, 2005). Utilizou-se como padrdo o BSA e o
método de biureto, como reagente reativo.

A equacdo de Michaelis-Menten foi utilizada para obtencdo dos modelos
cinéticos (equacao 3)

__ Vmax [S]
~ Km[S]
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Sendo que Vpnax € a velocidade maxima da reagdo, K, € a constante de
Michaelis—Menten e [S] a concentragdo do substrato.

Os parametros foram encontrados pelo modelo M-M linearizado (equagéo 4), de
acordo com Lineweaver-Burk (HALPERN, 1997; MORRIS, 1972; PETER et al., 1987).

Foram utilizados sistemas bifasicos aquosos PEG/sal de acordo com os descritos
por Ferreira (2007), obtidos a partir do método da turbidez (ALBERTSSON, 1971).

3.2.4 Metodologia de obtengao do coeficiente de particdo da enzima bromelina derivada
do curaua.

Os sistemas foram reproduzidos em tubos graduados com massa total do
sistema entre 6 e 8 g. A estes tubos foi adicionado, com o auxilio de uma pipeta
automatica o extrato derivado das folhas do curaua, variedade branca e roxa,
tamponado nos pHs de 4,5 a 9,5. Assim que o equilibrio atingiu o equilibrio difusivo
(entre 12 e 24 horas), coletou-se 1 mL de amostra de cada fase.

A determinacao da concentracao de proteinas totais nas fases inferior e superior
foi realizada através do método do Bradford.

Para o célculo dos parametros Koyrot, Kaiv € FP, importantes para a andlise dos

resultados, utilizaram-se as equacgdes 5, 6 e 7 respectivamente.

K __ Proteina (FL) 5
Prot ™ proteina (FP) ©)

Atividade (FL)

Kativ = 2ividade (FP) (©)
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_ AE(FL)
EP = AE (Bruta) (7)

Sendo:

Proteina (fase leve): Produto do volume da fase leve (para cada “tie-line” e pH)
pela concentracao de proteina total medida no espectrofotdmetro (em mg/mL).

Proteina (fase pesada): Produto do volume da fase pesada (para cada “tie-line” e
pH) pela concentracao de proteina total medida no espectrofotdbmetro (em mg/mL).

Atividade enziméatica bruta (U/mL): Produto do volume que foi usado do extrato
de bromelina (volume de amostra bruta no tampao e em cada “tie-line” especifica) pela
atividade medida para a bromelina neste tampao (em U/mL).

Atividade (fase leve): Produto do volume da fase leve (para cada “tie-line” e pH)
pela atividade medida na fase leve.

Atividade (fase pesada): Produto do volume da fase pesada (para cada “tie-line”
e pH) pela atividade medida na fase pesada.

3.2.5 Calibragao do espectrofotémetro

Adicionou-se em um tubo de ensaio, 1 mL de agua e 5 mL de biureto, que
corresponde ao branco.

Colocou-se esta solugcdo numa cubeta e leu-se no espectrofotbmetro num
comprimento de onda de 540 nm. Para esta amostra os valores da Transmitancia e da
Absorbancia devem ser 100 e 0, respectivamente.

Para a calibracdo do equipamento utilizando-se reagente de Brafdord, 0 mesmo
procedimento € feito, somente ao invés de biureto é adicionado 5 mL do reagente de

Bradford e a leitura é feita no comprimento de onda de 595 nm.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacao do pH o6timo.

A variacdo dos valores de pH exerce grande influéncia na manutencdo da
atividade enzimatica. Isto se da devido a alteragdes no estado de ionizagdo dos
componentes do sistema, em conseqiéncia da variagcdo da concentracdo de H+
(RICARDO, 1993).

O grafico da figura 2 apresenta o efeito do pH sobre a atividade da bromelina
derivada da folha do curaua branco. Observou-se que a atividade enzimatica foi afetada
na faixa de pH estudada. Observou-se o valor de pH étimo da bromelina derivada do

curaud branco em 8,5 onde a mesma apresentou 0 maximo de atividade.

120

Atividade Relativa (%)
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80
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40

20 +
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Figura 2: Efeito do pH sobre a atividade proteolitica da bromelina do curaua

branco.
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A figura 3 descreve o efeito da variagao do pH sobre a atividade da bromelina
derivada da folha do curaua roxo. Observou-se que a atividade enzimatica foi afetada
na faixa de pH estudada. Observou-se também para a bromelina derivada das folhas do

curaud roxo, o valor de pH 6timo em 8,5.
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Figura 3: Efeito do pH sobre a atividade proteolitica da bromelina do curaua roxo

A obtencgéo dos valores de pH étimos € de extrema importancia na estratégia de
purificacdo enzimatica, pois evita a perda de atividade pelo uso de faixas de pH
agressivos as enzimas e a reducao na eficiéncia do método empregado (SANTANA,
2006).
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4.2 Obtencao da temperatura étima.

A Figura 4 descreve o perfil da atividade proteolitica da enzima bromelina
derivada do curaua branco em diferentes temperaturas. Observou-se que a atividade
enzimatica foi afetada pela variacao da temperatura. A atividade proteolitica foi maxima

na temperatura de 30°C.

120

100 1

80

60 1

Atividade Relativa (%9

40

20 o

(o] 10 20 30 40 50 60
Temperatura

Figura 4: Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica da bromelina do

curaua branco.

Este valor esta de acordo com Ferreira (2007), que analisou a temperatura 6tima
da enzima bromelina derivada do abacaxi, e encontrou como melhor faixa de utilizacao

da enzima a temperatura entre 30 e 40°C.

Rasheedi et al. (2003) caracterizaram a bromelina derivada do talo do abacaxi
(Ananas comosus) encontrando temperatura 6tima em 37 °C. Do mesmo modo, Khan et
al. (2003) encontraram temperatura 6tima de 37 °C. No entanto, Ko et al. (1990)

encontraram temperatura 6tima de 62,5 °C.
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A Figura 5 descreve o perfil da atividade proteolitica da enzima bromelina
derivada da folha do curaua roxo quando exposta a diferentes temperaturas. Observou-
se que a atividade enzimatica foi afetada pela variagdo da temperatura, porém para a
variedade roxa, foram detectados trés valores de temperatura 6tima; 10, 20 e 35°C.
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Figura 5: Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica da bromelina do

curaua roxo.

Possivelmente este comportamento podera indicar a existéncia de mais de uma
enzima proteolitica no curaua variedade roxa. Portanto em estudos futuros sobre a
planta, uma confirmacdo através de método cromatografico ou outro método de

identificagcao, podera ser realizada a fim de confirmar esta possibilidade.
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4.3 Cinética da reacao de hidrolise de BSA por bromelina derivada da folha do curaua

variedade branca.

A determinagdo dos parametros cinéticos foi realizada a pH 8,5 numa
temperatura de 30 °C. A partir dos dados obtidos experimentalmente obteve-se a curva
cinética descrita na figura 6. O grafico demonstra a influéncia da concentracdo do
substrato na velocidade de hidrélise de BSA pela bromelina derivada da folha do curaua

branco.
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Figura 6 Curva cinética de hidrélise de BSA por bromelina derivada da folha do

curaua branco.
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A partir da metodologia para linearizagao dos dados cinéticos de Linewearver-
Burk obteve-se a figura 7. Ajustando-se os dados experimentais ao modelo mostrado na
equacao 4 tem-se que o valor da constante K, foi 0,003636364 micromol/mL e o valor
de Vs foi 0,004914005 micromol de BSA/mL.min.

O Ky, corresponde a concentragdo de substrato na qual a velocidade de reacao é

metade da velocidade maxima.
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Figura 7 Linearizacdo dos dados cinéticos de hidrélise de BSA para

determinacgao das constantes pelo método de Lineweaver-Burk.

4.4 Diagrama de fases.

Dentro das muitas areas que abrangem a biotecnologia os processos de
recuperacdo e purificacdo de produtos bioldégicos sdao atualmente uma das mais
importantes e com maior destaque. Neste contexto a extragdo com sistemas bifasicos
aquosos é uma técnica bastante atrativa, devido ao fato de que possibilita condicdes
suaves e seguras para trabalhar-se com produtos bioldgico.
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A escolha dos constituintes do sistema bifasico aquoso deve-se a caracteristicas
proprias dos mesmos. O PEG além de ser biodegradavel e atoxico, forma fases em
meio aquoso e ainda possibilita um meio propicio a manutengdo da atividade de
biomoléculas. O fosfato de potassio por sua vez, foi selecionado por apresentar alto
coeficiente de particdo de biomoléculas em relacdo a outros sais, tais como: NaCl e
NaSO4, além de ser uma boa alternativa de baixo custo aos processos convencionais,

que utilizam a dextrana.

Neste trabalho utilizou-se os diagramas de fases descritos por Ferreira (2007)
para sistemas PEG/sal, também em relacdo a extracdo e purificagdo da enzima

bromelina.

4.5 Estudo de particdo da bromelina derivada do curaua.

Devido aos complexos fatores que influenciam o processo de particao é dificil
prever o comportamento de determinada proteina e assim selecionar previamente as
melhores condigbes experimentais. Assim sendo, a grande maioria dos estudos
relacionados a purificacdo de proteinas é empirica e se da através da variacao

sistémica de diversos fatores.

Estudou-se a influencia do pH, massa molar do polimero e comprimento da “tie-

line” na purificagdo da enzima bromelina derivada de ambas as variedades do curaua.

Os resultados para o sistema PEG/sal em relacdo a purificagdo da enzima
bromelina derivada do Curaua, variedade branca e roxa, estao descritos nas tabelas 1 a
12.

59



Capitulo 4 | 60
RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 1 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a
partir de SBA PEG 4000/fosfato em pH 7,0.

Tie line - Composicéo Amostra AE (U/mL) | Proteinas
total do sistema (%p/p) (ug/mL) Ko | Ko | FP
PP Bruta 0,0017 Ha
1
Fase leve 0,004778 18,735

PEG | Sal | Agua 0,9935 | 05751 | 2,82

16,23 | 13,5 70,27 Fase pesada | 0,004809 32,573

Fase leve 0,006301 22,023

PEG | Sal | Agua 0,9743 | 0,6159 | 3,80

12,4 13,4 74,2 Fase pesada | 0,006467 35,753

3

Fase leve 0,007711 30,622

PEG | Sal | Agua 1,0568 | 0,5595 | 4,53

8,51 13,5 77,99 Fase pesada | 0,007296 54,723

Tabela 2 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a
partir de SBA PEG 4000/fosfato em pH 8,0.

Tie line - Composicao Amostra | AE (U/mL) | Proteinas
total do sistema (%p/p) (ng/mL) i Hor P
°PP Bruta 00036 | O
1
Fase leve 0,004919 21,649

PEG | Sal | Agua 1,0439 | 0,4521 | 1,36

16,95 | 11,9 71,37 Fase pesada | 0,004712 47,881

Fase leve 0,008043 22,239

PEG | Sal Agua 1,2125 | 0,5892 | 2,23

14,88 11,5 73,73 Fase pesada | 0,006633 37,740

Fase leve 0,005078 32,320

PEG | Sal | Agua 1,0986 | 0,3683 | 1,41

12 11 77 Fase pesada | 0,004622 87,747
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Tabela 3 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a
partir de SBA PEG 4000/fosfato em pH 9,0.

Tie line - Composicao Amostra AE (UmL) | Proteinas
total do sistema (%p/p) (ng/mL) i Hor P
°PP Bruta 0,0035 H
1
A Fase leve 0,007524 35,392
PEG | Sal gua 1| 03130 | 2,14
19,8 13,5 66,7 Fase pesada | 0,007524 113,041
2
. Fase leve 0,004337 28,978
PEG | Sal | Agua 1,0219 | 0,3908 | 1,23
18,5 12,2 69,3 Fase pesada | 0,004244 74,143
3
" Fase leve 0,003886 30,658
PEG | Sal | Agua 0,9578 | 0,4497 | 1,15
16,03 11,2 72,77 Fase pesada | ,004057 68,163

Tabela 4 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a

partir de SBA PEG 6000/fosfato em pH 7,0.

Tie line - Composigao Amostra AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0017
< 1| - Faseleve | 0,00445 20,950
PEG a gua 0,9227 | 0,4092 | 2,84
21 11,6 67,4 Fase pesada | 0,004830 51,193
2
Sal i Fase leve 0,00671 19,475
PEG a gua 1,1637 | 0,4325 | 3,95
17,5 11,1 71,4 Fase pesada | 0,005771 45,021
s ?] - Faseleve | 0,00587 20,432
PEG a gua 0,9123 | 0,5287 | 3,78
14,6 10,8 74,6 Fase pesada | 0,006434 38,643
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Tabela 5 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a
partir de SBA PEG 6000/fosfato em pH 8,0.

Tie line - Composicao Amostra AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiV KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0036
1
- Fase leve 0,005317 19,421
PEG | Sal | Agua 1,0891 | 0,5922 | 1,47
23,7 10,5 65,8 Fase pesada | 0,004881 32,790
2
Fase leve 0,004975 20,107

PEG | Sal | Agua 0,9677 | 0,5799 | 1,42

21,1 10,1 68,8 Fase pesada | 0,005140 34,669

No sistema PEG 6000/Fosfato em pH 8,0 descrito acima, foram pesquisadas

apenas 2 “tie-lines”.

Tabela 6 Particdo da enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a
partir de SBA PEG 6000/fosfato em pH 9,0.

Tie line - Composicao Amostra | AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0035
1
Fase leve 0,007835 16,639

| A
PEG Sa gua 0,8181 | 0,4358 | 2,73

18,99 11,3 69,71 Fase pesada | 0,009577 38,174
2
- Fase leve 0,006260 23,540
PEG | Sal | Agua 0,9679 | 0,5197 | 1,84
17,77 | 10,8 71,44 Fase pesada | 0,006467 45,292
3
Fase leve 0,007960 23,287

PEG | Sal | Agua 1,2631 | 0,6170 | 2,27

16,37 | 10,4 73,24 Fase pesada | 0,006301 37,740
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Tabela 7 Particado da enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a
partir de SBA PEG 4000/fosfato em pH 7,0.

Tie line - Composicado Amostra AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0026
]
- Fase leve 0,008706 32,212
PEG | Sal | Agua 15 | 05870 | 3,34
16,23 13,5 70,27 Fase pesada | 0,005804 54,867
2
. Fase leve 0,005555 22,095
PEG | Sal | Agua 0,9852 | 0,4410 | 2,16
12,4 13,4 74,2 Fase pesada | 0,005638 50,098
3
- Fase leve 0,005348 21,300
PEG | Sal | Agua 0,9828 | 0,6733 | 2,09
8,51 13,5 77,99 Fase pesada | 0,005441 31,634

Tabela 8 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a
partir de SBA PEG 4000/fosfato em pH 8,0.

Tie line - Composicéo Amostra AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0035
S 1| < Faseleve | 0,005721 34,813
PEG a gua 1,0866 | 0,3928 | 1,63
16,95 11,7 71,37 Fase pesada | 0,005265 88,615
2
sl X Faseleve | 0,010033 32,392
PEG a gua 1,2410 | 0,4176 | 2,86
14,88 11,5 73,73 Fase pesada | 0,008084 77,558
s 3; < Faseleve | 0,010281 33.314
PEG a gua 1,2916 | 0,5388 | 2,93
12 11 77 Fase pesada | 0,007960 61,822
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Tie line - Composicao Amostra AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0034
1
sal A Fase leve 0,005576 22,637
PEG a gua 1,0717 | 0,2074 | 1,64
19,8 13,5 66,7 Fase pesada | 0,005203 109,138
2
sal A Fase leve 0,011318 24,660
PEG | @ gua 1,3718 | 0,3835 | 3,32
18,5 12,2 69,3 Fase pesada | 0,008250 64,297
3
I A Fase leve 0,004436 17,795
PEG | Sa gua 0,9907 | 0,5247 | 1,31
16,03 11,2 72,77 Fase pesada | 0,004477 33,910

Tabela 10 Particao da enzima bromelina derivada das folhas do curauéa roxo, a

partir de SBA PEG 6000/fosfato em pH 7,0.

Tie line - Composi¢éo Amostra AE (U/mL) | Proteinas

. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)

Bruta 0,0026

S 1| < Faseleve | 0,009535 26,864
PEG a gua 1,4556 | 0,4807 | 3,66
21 11,6 67,4 Fase pesada | 0,006550 55,878

2

s T % Faseleve | 0,006232 23,708
PEG a gua 0,8493 | 0,4792 | 2,82
175 | 111 | 71,4 Fase pesada | 0,007338 49,471

s 3; < Faseleve | 0,006550 22,058
PEG a gua 0,9518 | 0,4885 | 2,64
14,6 10,8 74,6 Fase pesada | 0,006882 45,147
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Tabela 11 Particdo da enzima bromelina derivada das folhas do curauéa roxo, a
partir de SBA PEG 6000/fosfato em pH 8,0.

Tie line - Composigao Amostra | AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0035
1
- Fase leve 0,006467 34,199
PEG | Sal | Agua 1,0129 | 0,4847 | 1,84
23,7 10,5 65,8 Fase pesada | 0,006384 70,548
2
- Fase leve 0,007587 28,562
PEG | Sal | Agua 1,0701 | 0,5104 | 2,16
21,1 10,1 68,8 Fase pesada | 0,007089 55,951
3
I A Fase leve 0,007752 27,261
PEG | Sa gua 1,0935 | 0,5869 | 2,21
18,3 9,9 73,5 Fase pesada | 0,007089 46,448

Tabela 12 Particado da enzima bromelina derivada das.folhas do curaua roxo, a

partir de SBA PEG 6000/fosfato em pH 9,0.

Tie line - Composicéo Amostra AE (U/mL) | Proteinas
. KAtiv KProt FP
total do sistema (%p/p) (ng/mL)
Bruta 0,0034
S 1| < Faseleve | 0,005192 17,687
PEG a gua 1,0915 | 0,4655 | 1,52
18,99 11,3 69,71 Fase pesada | 0,004757 37,993
2
Sal A Fase leve 0,007296 25,708
PEG a gua 0,7489 | 0,5707 | 2,86
17,77 10,8 71,44 Fase pesada | 0,009742 45,039
s 3; < Faseleve | 0,004757 25,925
PEG a gua 1,0132 | 0,5756 | 1,39
16,37 10,4 73,24 Fase pesada | 0,004695 45,039
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Gréfico 1. Grafico comparativo dos valores de Kagj obtidos para enzima bromelina
derivada das folhas do curaud branco, a partir de SBA PEG 4000/fosfato nos pH 7,0;
8,0 e 9,0.

1,4 .
' Kativ

1,2

1,2125

0,8 -

04 -

0,2 -

pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0

Legenda referente aos graficos 1 ao 12:

Coluna azul Tie line 1

Coluna vermelha Tie line 2

Coluna verde Tie line 3




Capitulo 4 | 67
RESULTADOS E DISCUSSOES

Gréfico 2. Grafico comparativo dos valores de Kpi: Obtidos para enzima bromelina
derivada das folhas do curaud branco, a partir de SBA PEG 4000/fosfato nos pH 7,0;
8,0e9,0.
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Grafico 3. Grafico comparativo dos valores dos fatores de purificagéo (FP) obtidos para
enzima bromelina derivada das folhas do curaua branco, a partir de SBA PEG
4000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 € 9,0.
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Grafico 4. Grafico comparativo dos valores para Kag obtidos para enzima bromelina

derivada das folhas do curaua branco, a partir de SBA PEG 6000/fosfato nos pH 7,0;

8,0 e 9,0.
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Grafico 5. Grafico comparativo dos valores para Kpo: Obtidos para enzima bromelina

derivada das folhas do curaua branco, a partir de SBA PEG 6000/fosfato nos pH 7,0;

8,0e9,0.
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Grafico 6. Grafico comparativo dos valores para os fatores de purificagao (FP) obtidos

para enzima bromelina derivada das folhas do curaué branco, a partir de SBA PEG
6000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 e 9,0.

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

FP

3,95

378
7

!*J

1,47 1,42

pH 7,0

pH 8,0

N
w

pH 9,0

Grafico 7. Grafico comparativo dos valores para Ky, obtidos para enzima bromelina
derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG 4000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 e

9,0.
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Grafico 8. Gréafico comparativo dos valores para Kyt obtidos para enzima bromelina
derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG 4000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 e

9,0.
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Grafico 9. Grafico comparativo dos valores para os fatores de purificacao (FP) obtidos

para enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG
4000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 € 9,0.
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Grafico 10. Grafico comparativo dos valores para Kag, obtidos para enzima bromelina
derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG 6000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 e

9,0.
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Grafico 11. Grafico comparativo dos valores para Kprt Obtidos para enzima bromelina
derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG 6000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 e

9,0.
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Grafico 12. Grafico comparativo dos valores para os fatores de purificacao (FP) obtidos

para enzima bromelina derivada das folhas do curaua roxo, a partir de SBA PEG

6000/fosfato nos pH 7,0; 8,0 e 9,0.
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Analisando-se o fator de purificagdo da enzima derivada de ambas as variedades
do curaud, observou-se que os melhores resultados foram demonstrados em sistemas
com pH 7,0, independentemente da massa molecular do polimero utilizado.

Em relacdo a purificacdo da enzima bromelina derivada do curaua branco o
sistema PEG 4000 - pH 7,0 (tie-line 3) apresentou o melhor resultado, com o valor para
o fator de purificagcdo de 4,53. Analisando-se o0 comportamento apresentado pelas trés
tie lines deste sistema, observa-se uma tendéncia de aumento da purificacdo a medida
que a linha de amarragdo do sistema diminui. Todavia este comportamento ndo se
apresentou como padrdo nos demais sistemas analisados na purificacdo da enzima
derivada do curaua branco. Os fatores de purificagcdo obtidos pelo sistema PEG 4000 -
pH 9,0 apresentaram tendéncia de aumento concomitantemente ao aumento na
concentracao dos componentes do sistema.

O sistema bifasico aquoso que apresentou melhor resultado na purificacdo da
enzima bromelina derivada do curaua, variedade roxa, foi o sistema PEG 6000 - pH 7,0
(tie line 1), com o valor para o fator de purificacdo de 3,66. Analisando-se o
comportamento das trés tie lines deste sistema, observa-se uma tendéncia de aumento
dos fatores de purificacdo a medida que se aumenta o comprimento das linhas de
amarracdo. A mesma tendéncia foi observada no sistema PEG 4000 — pH 7,0.
Entretanto os sistemas PEG 4000 - pH 8,0 e PEG 6000 - pH 8,0 mostraram
comportamento inverso; maiores valores referentes aos fatores de purificagdo em
concentragdes menores dos componentes dos sistemas.

De modo geral, em sistemas com PEG 4000 e 6000, em todos os valores de pH
e em todas as tie lines analisadas, observou-se que a particao das proteinas totais,
ocorreu preferencialmente na fase salina.

Em relagéo a particao das proteinas totais a partir da amostra derivada do curaud
branco, observou-se nos sistemas PEG 4000 - pH 9,0 e PEG 6000 - pH 7,0 e pH 9,0,
que a diminuicdo da linha de amarracao foi seguida por um aumento da particdo das
proteinas totais na fase polimérica.
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Os sistemas PEG 4000 - pH 8,0 € 9,0 e PEG 6000 - pH 8,0 e 9,0, apresentaram
aumento da particdo das proteinas totais derivadas do curaud roxo na fase leve, a
medida que procedeu-se a diminui¢cao de suas linhas de amarracao.

Em relacdo a particdo da enzima bromelina derivada do curaua variedade
branca, ndo se observou um padrdao em relagéo as concentragdes dos componentes do
sistema e dos valores de pH. No entanto para o sistema PEG 6000 pH 9,0, a diminuigao
da linha de amarragao foi seguida pelo aumento da particdo enzimatica na fase rica em
PEG.

Para a bromelina derivada do curaua roxo, observou-se no sistema PEG 4000 -
pH 7,0, uma tendéncia de aumento de sua particdo na fase leve com o aumento do
comprimento da linha de amarragdo do sistema bifasico aquoso. Tendéncia que se
apresenta de acordo com outros estudos de particdo de biomoléculas, tais como:
particdo do citocromo b5 em sistemas PEG/sais de fosfato (SARMENTO et al., 1994) e
particao do acido clavulanico (VIDEIRA, 1994) que demonstraram também um aumento
do coeficiente de particao com o aumento do comprimento da “tie-line“.

Este comportamento estd de acordo com resultados obtidos para solucoes
individuais de polietilenoglicol e de fosfatos que demonstraram que o aumento do
comprimento da “tie-line” promove um aumento de concentragdo de fosfatos na fase
rica em sal, enquanto que na fase rica em polietilenoglicol esta permanece
relativamente constante e igual ao seu limite de solubilidade em solugbes daquele
polimero. Proporcionando na pratica, o processo de “salting-out” das proteinas da fase
rica em sal para a fase rica em PEG e consequentemente num aumento do coeficiente
de particado até que os limites de solubilidade das proteinas na fase rica em sal,
motivada pelo aumento da concentracdo de fosfatos, da origem a transferéncia
daquelas para a fase rica em polimero. O coeficiente de particao de proteinas € entao
um parametro que depende das suas solubilidades relativas em cada uma das fases.

O coeficiente de particdo da bromelina derivada do curaua roxo, apresentou
tendéncia de crescimento com a diminuicdo do comprimento da linha da amarracao nos
sistemas PEG 4000 - pH 8,0 e PEG 6000 - pH 8,0.

Observou-se também, principalmente na andlise da bromelina derivada do

curaud branco, uma tendéncia de particao na fase pesada, na maioria das “tie-lines”. A

74



Capitulo 4 | 75
RESULTADOS E DISCUSSOES

ocorréncia de turbidez na fase leve, indicando a presenca de outras substancias,
possivelmente corantes naturais, com maior tendéncia a fase superior, mostra-se de
acordo com o descrito em recentes estudos acerca da purificagdo da bromelina
derivada do abacaxi, através de sistemas bifasicos aquosos PEG/sal (FERREIRA,
2007)
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 — CONCLUSOES

Determinou-se os valores de pH e temperaturas 6timos da bromelina das folhas
do curaua e os parametros cinéticos da enzima derivada da variedade branca.
Informagdes importantes na estratégia de purificacdo da enzima de modo a garantir a
sua estabilidade, evitando a perda de atividade devido a exposicdo a temperaturas e
valores de pH agressivos.

Obteve-se para a bromelina derivada do curaua branco e roxo o valor de pH
6timo em 8,5, onde ambas as variedades apresentaram o maximo de atividade.

Observou-se que a temperatura 6tima para a bromelina derivada do curaua
branco foi 30°C, enquanto que a enzima da variedade roxa apresentou 0 maximo de
atividade nas 10, 20 e 35°C.

Obteve-se de acordo com o modelo linearizado da equagao de Lineweaver-Burk,
0S seguintes parametros cinéticos da bromelina derivada da folha do curaua branco;
valor da constante K, foi 0,003636364 micromol/mL e o valor de Vi, que foi
0,004914005 micromol de BSA/mL.min.

De modo geral, observou-se nos sistemas com PEG 4000 e 6000, em todos os
valores de pH analisados e em todas as tie lines, que a particdo das proteinas totais,
ocorreu preferencialmente na fase salina.

Analisando-se o fator de purificagdo da enzima bromelina derivada de ambas as
variedades do curaua, observou-se que os melhores resultados foram demonstrados
em sistemas com pH 7,0, independentemente da massa molecular do polimero
utilizado.

Observou-se que a purificagdo da enzima bromelina derivada do curaua branco
apresentou melhor resultado no sistema bifasico aquoso PEG 4000/fosfato - pH 7,0.
Enquanto que a purificagdo da enzima bromelina derivada do curaud, variedade roxa,

mostrou-se mais eficiente no sistema PEG 6000/fosfato - pH 7,0.
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5.2 — Sugestoes

Determinagdo do ponto isoelétrico da enzima derivada da folhas de curaua,
utilizacdo de método cromatografico de purificacdo na variedade roxa, afim de verificar

a ocorréncia de mais de uma enzima proteolitica.
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