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RESUMO

O desenvolvimente de novos processos de extracio e purificacio de proteinas
& muito importante, uma vez que esta & uma etapa limitativa na producdo de
bioprodutos A extracac liguido- liquido vem sendo aplicada ha muitos anos como uma
valiosa tecnica laboratorial de separac@o. A sua aplicagdo em larga escala comegou a
ocorrer no inicio do século , desde entdo ela teve um grande desenvolvimento na
industria nhos mais diversos selores, desde a extragdo de metais nobres ate a
purificacio de antibidticos.

A extracao liquido - liquido pode ser usada como um passo da pré purificagdo
usando um sistema de duas fases aquosas. Esses sistemas vem sendo testados com
sucesso, sdo sistemas formados por duas fases aquosas imisciveis ou parciaimente
misciveis entre si , obtidas pela adicdo de polimeros hidrofilicos ou um desses
polimeros e um sal, como o sistema PEG { polietileno glicol ) e o fosfato de potassio.

O presente trabalho estuda a recuperagéo da bromelina do caldo prensado do
ahacaxi, por extracdo liquido-liquido em duas fases aquosas, ulilizando técnicas de
plangjamento fatorial para a ofimizagZo dos ensaios experimentais, reduzindo assim o
numero de experimentos & serem realizados, reduzindo o custo e o tempo de
desenvolvimento do trabalho. Foram calculados os efeitos das variaveis em estudo, e
as interagbes: entre elas. Realizando ensaios em batelada, procurcu-se delinear as
melhores condigbes para a exiracdo e recuperacao da enzima, ufilizando como
indicador o coeficiente de particdo.



ABSTRACT

The development of new process in protein's extraction and purification is very
important, since this is a limiting step in bio-products production. Liquid-liquid extraction
has been applied for a long time as a valuable laboratory separation technique. It's
application on a large scale started at the beginning of the century and since then it had a
great industrial development in many fields, from noble metal's extraction to antibiotic's

purification.

Liquid-liquid extraction can be used as a pre-step in purification utilizing a two-
phase aqueous system. These systems have been successfully tested; they are formed by
two aqueous non miscible or partially miscible systems, resulting from the addition of
hydrophilic polymers or one of these polymers and a salt, like the system PEG
(polyethylene glycol) and potassium phosphate.

The present work studies bromeline's recovery from pineapple's syrup, through
liquid-liguid extraction in two-phase aqueous systems, employing factorial planning to
optimize experiments, hence reducing their number and, consequently, reducing time and
costs in the development of the work. The effects of the studied variables and their
interaction were calculated. Through batch tests the best conditions for enzyme extraction

and recovery were sought, using as indicator the partition coefficient.

IX
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1. INTRODUCAO

O abacaxizeiro produz frutos de sabor e aroma aceitaveis no mundo todo. O Brasil €
um grande produtor de abacaxi, sendo conhecidas cinco espécies de Ananas e uma de
Pseudoananas. Dentro da espécie Ananas comosus estio incluidos todos os cultivos de

interesse agricola, onde os principais cultivados no Brasil sdo o Pérola e o Smooth Cayenne
(SANTQOS, 1995).

O abacaxi fruto ¢ a parte comercializavel da planta, porém, esta porgdo representa
somente 63% do total da planta, enquanto que o restante, formado por caule, folha, casca,
coroa ¢ talos, € considerado residuo agricola, e ndo tem sido devidamente aproveitado,
resultando em perdas econdmicas. Trabalhos ja realizados demonstram que estes residuos
apresentam teores representativos de carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas, que
possibilitam a sua utiliza¢do industrial como matéria-prima para a obtencdo de bromelina,

amido, fibras, alcool etilico e ragdes animais (BALDINI et.al, 1993).

Bromehina ¢ o nome generico dado ao comjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi ¢ o mais conhecido. A
bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica, como nas
indastrias alimenticias ¢ farmacéuticas. Pode-se mencionar sua utilizagdo no amaciamento
de carnes, na clarificagfio de cervejas, na fabricaco de queijos, no preparo de alimentos
infantis e dietéticos, no pré-tratamento de soja, no tratamento do couro, na inddstria téxtil,
no tratamento da 14 e da seda, no tratamento de distarbios digestivos, feridas e inflamagoes,
preparo de colageno hidrolisado, etc.

Muitas t€cnicas tém sido utilizadas para a recuperagio e purificag@o de proteinas e
enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana. Tecmcas inais antigas como a
precipitacdo, extracio com solventies e filtracdo geralmente tem ailto poder de concentragio
¢ baixa purificacdo e técnicas mais modernas como a cromatografia de afinidade, troca
i0nica ou gel-filtragdo, eletroforese, extragdo em duas fases aquosas, extragdo com ticela

reversa, recuperam ¢ purificam, muitas vezes até a homogeneidade.



2

A extragdo liquido-ligquido é uma operagio unitaria de transferéncia de massa,

utilizada para separacgdo de componentes presentes em uma mesma solugdo, distribuindo-se

entre as duas fases liquidas e insolaveis entre si.

A extragdo em duas fases aquosas ¢ uma técnica que vem sendo aplicada na
industria, principalmente em separagdo de enzimas, por sc tratar de um processo de baixo
custo, alta seletividade e com possibilidade de reciclagem dos reagentes. Além disso, as
enzimas permanecem estaveis no sistema, devido a alta concentragio de dgua ¢ a utilizagio

de reagentes ndo desnaturantes.

Sistemas de duas fases aquosas formam-se pela adi¢do de solugdes aquosas de dois
polimeros hidrofilicos, como PEG ( polietileno glicol) e dextrana ou de um polimero € um
sal, como PEG e fosfato de potassio. A fase mais leve ¢ rica em polietileno glicol enquanto
a fase mais pesada ¢ enniguecida com dextrana ou sais. Os polimeros € os sais sfo soluveis
em agua, mas sdo incompativeis entre si ¢ se separam em duas fases (ALBERTSSON,
1986). Eles constituem um meio conveniente ¢ adequado para a extragéo de substincias de
origem biologica pois a constituigio das fases, entre 70% e 90% de agua, proporciona um
ambiente ameno para o frabalho com compostos biologicamente ativos, preservando sua

estabilidade molecular e permitindo, assim, o seu processamento neste meio (
COIMBRA,1995).

Os principais fatores que influenciam no sisterna de fases e consequentemente

alteram o diagrama de fases s3o: peso molecular do polimero, concentragdo dos
componentes do sistema € temperatura.

Assim, este trabalho tem por objetivo encontrar a melhor condigio de extracdo da
Bromelina a partir do extrato de abacaxi realizando estudos em batelada (tubo de ensaio),
em sistemas de duas fases aquosas, levando em conta a influéncia do peso molecular do

polimero, a concentragao entre as fases e o pH, tendo utilizado as técnicas de planejamento

fatorial para delinear os expenmentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteinas

Berzelius cunhou a palavra proteina em 1838, para salientar a importincia dessa
classe de moléculas. Proteina vem do grego Proteios, que significa “o que vem em primeiro
lugar”, sendo responsaveis pelo funcionamento das fungdes vitais dos organismos animais,

nos quais sao alguns dos principais constituintes.

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células e constituem
50% ou mais de seu peso seco. S0 encontradas em todas as partes de todas as células, uma
vez que sdo fundamentais sob todos os aspectos da estrutura ¢ funcdo celular. Existem

muitas espécies diferentes de proteinas , cada uma especializada em determinada funcio
biologica diferente.

2.1.1. Bromelina

Bromelina ¢ o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi ¢ o mais conhecido.
As enzimas proteoliticas encontradas nos talos recebem ¢ nome de bromelina do talo e tem
o namero sistematico EC 3.4.22 4, e as encontradas no fruto sdo chamadas de bromelina do
fruto ou ainda, bromelina ¢ tem © numero sistematico EC 3.4.22.5. A bromelina ¢ uma
glicoproteina, tendo um residuo oligosacaridec por molécula, que esta covalentemente
ligado & cadeia peptidica. A bromelina do talo € uma enzima sulfidrilica, e este grupamento
¢ essencial para a sua atividade proteolitica. A bromelina do fruto ¢ uma proteina acida, e
seu ponto isoelétrico foi determinado por focalizagio isoelétrica como pH 4,6 ¢ mudangas

conformacionais irreversiveis ocorrem em valores de pH maiores que 10,3 (MURACHI,
1976).

A enzima ndo esta presente nos primetros estagios de desenvolvimento do fruto,
porém, seu nivel aumenta rapidamente, mantendo-se elevado até o amadurecimento, onde
tem um pequeno decréscimo. Essa ¢ uma das vantagens da utilizacio das proteases do

abacaxi em comparagdo com outras proteases vegetais. Apesar da diminuigdo da atividade
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proteolitica durante a maturagdo, o abacaxi ¢ o tnico fruto que possui concentragdes

relativamente altas de proteases no estado maduro. No mamdo e no figo, tanto a papaina
como a ficina, somente sdo encontradas em altos niveis quando o fruto estd verde; com o
completo amadurecimento, a concentragdo de proteases praticamente desaparece.
Diferentes partes da planta podem ser usadas como matéria-prima para a obtencdo da

bromelina: folhas, talos, poipa da fruta, cascas e residuos industriais do processamento do
fruto.

Qutras fontes de enzimas proteoliticas sdo as proteases microbianas, por exemplo
de: Bacillus subtilis, Aspergillus sp., Actinomyces sp., € as proteases animais tripsina (EC
3.4.21.4) e pepsina (EC 3.4.23.1), além das vegetais papaina (EC 3.4.22.2), ficina (EC
3.4.22.3) ja citadas. Algumas das proteases microbianas sdo geralmente proteases alcalinas

e tém sido usadas na produgio de sabdes e detergentes para a remogdo de manchas de

sangue por exemplo.

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica, como
nas indistrias alimenticias ¢ farmacéuticas. Pode-se mencionar sua utilizagdio no
amaciamento de cames, na clanficagio de cervejas, na fabnicagio de queijos, no preparo de
alimentos infantis ¢ dietéticos, no pre-tratamento de soja, no tratamento do couro, na
inddstria t&xtil, no tratamento da 12 e da seda, no tratamento de distirbios digestivos,
feridas e inflamagdes, preparo de colageno hidrolisado, etc... Foi verificado por ROWAN
et. al. (1990) que a bromelina do fruto tem uma atividade proteolitica maior que a
bromelina do talo em diversos substratos protéicos, e sua atividade é maximaem pH 80 ea
temperatura de 70°C. A bromelina do talo apresentou atividade maxima a 60°C e pH 7,0.
A forma de bromelina comercialmente encontrada ¢ a bromelina do talo, apesar da grande

quantidade de residuos de abacaxi fruto proveniente das industrias de conservas de abacaxi.

As preparagdes de bromelina s@io impuras, e geralmente as principais enzimas
contaminantes sd0 outras enzimas proteoliticas ¢ enzimas n3o proteoliticas, tais como:
fosfatases, peroxidases, celulases ¢ outras glicosidases (MURACHI, 1976). SUH et al
(1992) purificou a bromelina do fruto e do talo até a homogeneidade (18 e 46 vezes de
aumento de pureza respectivamente) por cromatografia de gel-filtragio e determinou os
pesos moleculares em 32.5 e 37 KDa respectivamente, com rendimento de 23% em

atividade. MURACHI (1976) purificou a bromelina do talo de abacaxi por cromatografia
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de gel-filtragdo, e determinou que o peso molecular da fragio pura era de 28 KDa por SDS-

PAGE. (ROWAN et al. 1990) descreve a presenca de quatro proteases principais

presentes em abacaxis (4nanas comosus). bromelina do fruto, bromelina do talo, ananaina e

comosaina.

2.1.2. Enzimas

A maior parte da histéria da bioquimica € a historia da pesquisa sobre enzimas. A
catalise biologica inicialmente descrita € reconhecida no inicio do século XIX, em estudos
sobre a digestdo da carne por secregdes do estdmago e a conversdo do amido em agucares
simples pela saliva e por vérios extratos vegetais. Na década de 50, Louis Pasteur concluiu
que a fermentagdo do aglcar em dlcool pela levedura € catalisada por fermentos. Ele
postulou que esses fermentos depors nomeados de enzimas, eram inseparaveis da estrutura
das células vivas do levedo, uma hipotese que prevaleceu por muitos anos. E, 1897, Eduard
Buchner, descobriu que extratos de levedo podiam fermentar o agucar at¢ o alcool .
provando gue as enzimas envolvidas na fermentagio continuavam funcionando mesmo
quando removidas da estrutura das células vivas. Desde entdo numerosos estudos vém

sendo realizados na tentativa do isolamento das numerosas enzimas diferentes e o estudo de

suas propriedades cataliticas.

A catalise enzimatica das reacgdes é essencial para os sistemas vivos. Sob condigdes
bioldgicas relevantes, as reagdes n@o catalisadas tendem a ser ientas. A maioria das
moléculas biologicas € muito estavel no ambiente aquoso de pH neutro ¢ temperatura
moderada encontrado no interior das c€lulas. Muitas reages bioquimicas comuns
envolvem eventos quimicos que s3o muito improvavets nas condigdes do ambiente celular,
como a formacdo transiente de intermedidrios eletricamente carregados ¢ instaveis ou a

colis@o de duas ou mais moléculas com a orientagdo precisa € necessaria para Gue ocoITa a
reagio. ( LEHNINGER, 1995).

As reacgdes necessarias para digenr alimentos, enviar sinais através de nervos, ou

contrair um muisculo simplesmenie ndo ocorrem em velocidade Gtil sem cataiise.

Uma enzima contorna estes problemas fornecendo um ambiente especifico dentro
do qual uma reaclo dada € energeticamente mais favoravel. A caracteristica distintiva de

uma reagdo catalisada enzimaticamente ¢ que ela ocorre no interior dos himites de uma
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cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da enzima chamado sitio ativo. A molécula que

se liga ao sitio ativo € que sofre a acgio da enzima € chamado substrato. O complexo
enzima-substrato tem papel central na reagdo enzimatica, ele € o ponto de partida para os
tratamentos matematicos que definem o comportamento cinético das reagdes catalisadas

enzimaticamente € para as descrigdes tedricas dos mecanismos enzimaticos.

2.1.3. Desnaturacio

Quando uma solugdo de proteina, como a albumina do ovo, € aquecida lentamente
até 60° ou 70° C, a mesma torna-se gradualmente leitosa e logo forma um coagulo. Isto é
comum ja que ocorre quando fervemos ovos em dgua. A clara do ovo, que contém
albumina, coagula pelo aquecimento num so6lido branco. Depois que o calor coagulou a
clara nfio sofre redissolugio pelo resfriamento, nem forma outra vez uma solugédo limpida
como a original. Portanto, o aguecimento transformou a ovoalbumina e, aparentemente, de
forma irreversivel. Esse efeito do aquecimento ocorre virtualmente com todas as proteinas,
ndo importando seu tamanho ou fungfio bioldgica, embora a temperatura exata para

provocé-lo varie. A mudan¢a provocada pelo calor e outros agentes ¢ conhecida como

desnaturagdo.

Ha outra importante conseqiiéncia da desnaturagio de uma proteina, ela, quase
sempre, perde sua atividade bioldgica caracteristica. Assim, quando uma solugio aquosa de
uma enzima , por exemplo, ¢ aquecida até seu ponto de ebuligdo por uns minutos € depois

resfriada, a enzima torna-se insoltivel e, principalmente, ndo mais apresenta atividade
catalitica.

A desnaturagio de proteinas pode ser provocada nio apenas pelo calor, mas também
por valores inadequados de pH, por solventes orgénicos, por solutos como a uréia, pela
exposi¢cdo da proteina a alguns tipos de detergentes, pela agitagio vigorosa da solugdo
proteica até formacio abundante de espuma, presenga de certos ions ou sals caotropicos na
solugdo que contém as proteinas, oxidacdo, forga i0nica, entre outros. Cada uma das formas
citadas como causa de desnaturagdo pode ser considerada como tratamento relativamente
suave, isto €, a desnaturagdo pode ocorrer em condi¢Oes amenas, ndo ha necessidade de
ocorrer em condigGes drasticas. As moléculas de proteina nativa sdo frageis e facilmente

desorganizadas pelo calor e outros tratamentos aparentemente suaves,



2.1.4. Proteina Total , Atividade e Aciicares Redutores

CESAR ( 1999) realizou analises de proteina total, aglcares redutores e atividade
enzimdatica de amostras preparadas da polpa do fruto, da casca ¢ do talo para a
caracterizacdo do meio inicial. As concentragdes e os resuitados sdo mostrados nas tabelas
1 e 2. O fruto e o talo apresentam o mesmo teor de proteina total, porém o talo apresenta
cerca de 60% menor quantidade de enzimas proteoliticas. O abacaxi utilizado para as
analises foi o fruto maduro, por isso apresentou uma quantidade elevada de aglcares
redutores expressos em glicose, 0,2 a 0,4 g/g de abacaxi. De qualquer forma, o talo e a
casca do abacaxi maduro tem um teor de enzima consideravel para recuperagio, como €

mostrado na tabela 2, ainda mais tratando-se de residuo de muitas indastrias de conservas.

Tabela 1: Dados da concentracdo das amostras de polpa do fruto, casca e talo do
abacaxi.

S5

- frute 173401 600 3420 507 g polpa/L

casca 850,50 1000 1074 792 g casca/l.

talo 413,54 400 680 ; 422 gtalo/L

Tabela 2: Dados de proteina total, atividade e agtcares redutores.




2.2 . Abacaxi

2.2.1. Fruticultura Brasileira

A fruticultura brasiletra no periodo de 1990-96 teve uma produgdo, de apenas
quatorze espécies de frutas, da ordem de 30 milhdes de toneladas em uma area colhida de
2,0 milhdes de hectares. Da produggo total destacam-se laranja (18,2 mithdes de toneladas),
banana (7,4 milhdes de toneladas), abacaxi (1,7 milhdes de toneladas), coco ( 1,5 milhdo de

toneladas) e uva (0,8 milhdo de toneladas) ( Tabela 3).

TABELA 3 - Produg@io de Frutas, Brasil - 1990 -1996 (1000 toneladas)

Abacaxi 1158 1246 1295 13309 1558 1463 1679
Banana 7152 4184 7299 7263 7438 738 7446

%Coco 1064 1273 13118 1235 1353 1424 1474

Laranja 14285 15424 16040 15317 14213 16004 18210

Magd 356 331 403 s18 456 432 425
Uva 805 648 799 786 807 825 724

Fonte: IBGE. Fatores de conversdo : abacaxi: 1,6 kg/fruto; banana 13kg/cacho; coco

1,5kg ; magd 130gramas/fruta ; laranja 250 frutos por caixa com 40,8 kg.

Dentre as principais frutas exportadas destacam-se¢ meldo, laranja, manga,
magi, uva, abacaxi ¢ banana. Na Europa, devido as grandes ¢ modernas facilidades do

porto de Rotterdan as frutas geraimente chegam na Holanda, de onde sdo distribuidas para
os demais paises do continente.

No Estado de Sdo Paulo, devido ao; diferentes ciclos de maturagido (desde
muito precoces até tardias) € as diversas regides de cultivo, pode-se dizer que a época de
colheita das frutas se estende por nove meses até pelo ano todo. No caso das frutas de clima
temperado e subtropical a colheita se inicia em setembro ¢ se prolonga até junho, enquanto

que para tropicais pode durar o ano todo.
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Em razio de sua posigdo geogrifica e do cultive das variedades

especialmente criadas ou adaptadas para as condigdes de inverno brando, com poucas

horas de frio abaixo de 7,2°C, a produgio paulista & mais precoce que as dos estados do Sul
do Brasil, assim como de paises produtores como Argentina, Uruguai e Chile, o que traz
vantagens econdmicas, devido a auséncia de concorrentes no inicio da safra. Ao mesmo
tempo, para varas espécies permite-se que sejam exportadas para paises do hemisfério
Norte guando ndo ha produgdo regional tendo condigies de adentrarem os mercados com

redugdo ou auséncia de tarifas aduaneiras de importagio.

2.2.2, Cultive e Colheita

( abacaxizeiro é uma planta muito sensivel ao frio, mas resiste bem a seca. Exige,
por i1ss0, clima quente ou mesotérmico, onde ndo ha perigo de ocorréncia de geadas. A
temperatura média favoravel situa-se entre 21 e 27°C. Quando a temperatura se mantém
acima de 32°C, verificam-se danos na planta devido & transpiracio excessiva, quando a
temperatura cai abaixo de 20°C, a planta entra em estado de inatividade (MEDINA, 1978).
Portanto, o Brasil possui um clima muito favoravel para a produgio do fruto. Na tabela
podemos observar que o pais encontra-se em segundo lugar no ranking mundial de

producio do fruto, contribuindo com mais de 13% da produgio mundial.

Tabela 4 : Produgdo Mundial de abacaxi no ano 2000.

Tailandia 2.353.037 24,316
Brasil 1.717.700 34,039
Filipinas 1.495.120 37,192
india 1.100.000 13,415

Fonte: FAO (2000). Atualizado em 01/03/2000
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Os frutos colhidos durante o verdo apresentam melhor qualidade do que os
amadurecidos durante o inverno. Aqueles se apresentarn mais aromaticos e mais ricos em

solidos soliveis, menos acidos e com maior contetdo de dleos volateis,

O momento da colheita depende do fim a que se destinam os frutos. Se é
para a fabricagéio de conservas, deve-se aguardar ate que os frutos figuem maduros, ou seja,
o momento em que suas qualidades organolépticas sejam oOtimas. Mas, se destina-se &
exportagio como fruta fresca, a colheita deve ser feita com antecipagdio para que sua
maturacgio total ndo ocorra até o momento em que seja ofertado ao consumidor. E preciso,

contudo, neste caso, ndo colher frutos demasiado verdes.

A coloragido da casca ¢ habitualmente tomada como indicagio para julgar se
um fruto esta ou ndo maduro. A madureza da polpa e a coloragiio da casca ocorrem
progressivamente, iniciando-se ambas pela base do fruto e se estendendo paulatinamente
para o apice. Tal avaliagdo, contudo, € muito mais dificil do que parece a primeira vista,
pois ha necessidade de se levar em conta o tamanho do fruto, as condigdes ecologicas, por

ocasifo da sua maturacio e variedade do produto.

O abacaxizeiro frutifica dentro de 24 meses apds o plantio, quando as mudas

sio do tipo coroa. De modo geral, pode-se obter 15 a 20 mil frutas por hectare, por safra,

servindo este valor como média para as vanedades.

A época da colheita est2 intimamente relacionada a época de plantio ¢ ao
tipo e idade da muda. O plantio no Estado de Sdo Paulo ¢ feito de dezembro a fevereiro, no
periodo que coincide com a colheita das frutas ( época de malor produgio) e,

consequentemente, época favoravel para obtengio de mudas.

As colheitas das frutas de um abacaxizal ngo podem ser feitas por meios
mecanicos, pois as frutas ndo amadurecem todas ao mesmo tempo. Todavia, no Havai e em
outras regides onde a cultura do abacaxi ¢ feita com alto nivel técnico, os trabalhos de
colheita sdo grandemente facilitados gragas a utilizacdo de uma esteira rolante, na qual as

frutas sio colocadas e transportadas para fora dos talhdes tdo logo sejam colhidas.
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No Brasil, o trabalho de colheita geralmente é feito com auxilio de um faco,

com o coletor tendo as mios protegidas por luvas de lona grossa. Enquanto com a mio

esquerda segura o fruto pela coroa, com a direita secciona, com o facdo, a hastea 5-6 cm
abaixo da fruta. As frutas colhidas vio sendo entregues a outro operario, que ¢ encarregado

de transporta-las em cestas até a margem do carreador. Necessita-s¢ , em média, trés

carregadores para cada colhedor.

2.2.3. Caracterizacdo da Fruta

Em vista da grande comercializacio do abacaxi, tanto no mercado interno como
internacional, e tambem para a industria, e cuja produgdo agricola vem aumentando de ano

para ano, os produtores devem procurar manter um padrio de qualidade da fruta a fim de
garantir sua comercializagio.

Para isso, € necessario que sejam observadas as seguintes caracteristicas:

-COR: a cor revela nas frutas 0 seu grau de maturagdo, 0 que, apesar de ser uma
apreciagdo subjetiva, permite distinguir a qualidade do produto. O abacaxi devera

apresentar uma coloragio uniforme, porém sem estar muito maduro, o que ¢ indesejavel,

tanto para a indistria como para 0 mercado consumidor.

-TAMANHO: a uniformidade de tamanho ¢ bastante importante, principalmente
para a industria, onde os diferentes comprimentos € didmetros das frutas aferam a

regulagem das maquinas {ginaca, principaimente).

- SABOR: € importante conhecer a relagdo Brix/acidez total titulavel aa variedade
que vai ser comercializada ou industrializada. Essa relagéo varia de ano para ano, de acordo
com as condigbes climaticas ( principalmente), ¢ também com a estagdo do ano. Ha,

portanto, grandes variagdes entre as safras de verdo e de inverno .

-FORMA: esta caracteristica afeta o descascamento mec@nico €, portanto, o
rendimento, devendo ser a fruta de forma cilindrica para evitar uma perda excessiva de
polpa nessa operagdo. A variedade Smooth Cayenne de origem havaiana, apresenta frutas
mais uniformes e cilindricas do que a variedade Pérola (brasileira), que vem facilitar ¢

muito o trabalho das ginacas e um menor desperdicio de fruto na indastria de compotas.
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2.2.4. Composicao Quimica

O abacaxi apresenta uma variagdo muito grande na sua composicdo quimica, de
acordo com a €poca em que ¢ produzido. De modo geral, a sua produg@o ocorre no verdo,

sendo suza colheita uniformizada através da indugfo quimica do seu florescimento.

Neste caso, as frutas apresentam maior teor de aglcares € menor acidez. Por outro
lado, as frutas produzidas fora de é€poca, ou seja, as frutas temporis , apresentam alta

acidez ¢ baixo teor de agucares, visto a produgdo ocorrer nos meses que a temperatura
ambiente ¢ baixa .

O valor nutricional das frutas de abacaxi depende , principalmente, dos seus
acghcares solavels, das vitaminas e dos sais minerais que contém, uma vez que 0s teores de

proteinas e de lipides sdo relativamente baixos.

O abacaxi € uma fruta deliciosa, muito apreciada em todos os paises tropicais; sua
polpa sucosa, saborosa ¢ ligeiramente 4cida é muito refrescante. Ao lado das qualidades
organolépticas, que o distinguem universalmente, ha seu alto valor dietético, comparavel
ao das melhores frutas tropicais. O suco de abacaxi € um alimento energético, pois um copo
do mesmo propicia cerca de 150 calorias ao organismo humano. O teor de agiicares varia
em geral em torno de 12 a 15%, dos quais aproximadamente 66% sio de sacarose e 34%
de aglcares redutores. As cinzas, que apresentam 0,4-0,6% do peso total, sdo ricas em
bases, principalmente em potassio, ao qual seguem o magnésio e calcio, geralmente em
partes iguais, € essas caracteristicas permanecem em sua maiorta nos residuos triturados do
abacaxi para o processamento da bromelina , sendo entio este residuo de grande interesse

por suas caracteristicas de alta riqueza nutricional.

2.2.5, Processamento da Fruta

A fruta em calda, que ¢ o prncipal produto industrializado do
abacaxi, ocupa, afualmente, a segunda posi¢io em vendagem no mercado intemacional,

logo em seguida do péssego em calda.

As técnicas industriais de preparo de fatias e pedagos para enlatamento sio

conhecidas internacionalmente. Linhas completamente automatizadas encontram-s¢ em
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varias fabricas espalhadas pelo mundo tais como Havai, Formosa, Fillipinas, Taildndia,

Australia, Africa do Sul e outros paises, no mundo todo.

Essas linhas, em capacidade de 80 a 120 frutas por minuto, apresentam,

atualmente, rendimentos proximos de 46% de partes solidas da fruta para enlatamento.

2.2.6. Produtos e Subprodutos do Processamento

Na grande industnia do abacaxi, a industrializagio da fruta é integrada. Isso
significa que ndo existe uma industria trabalhando com um ou dois produtos, mas procura-
se tirar 0 maximo de rendimento da fruta em relagio ao produto principal (fruta em calda)
e aos produtos de carater secundanio (como € o caso do suco simples e do suco
concentrado), e mesmo os subprodutos, como ¢ o caso especifico do suco da casca e

residuos e da ragdo, esta ultima utilizada na alimentagio animal.

O processamento tem inicio com a lavagem das frutas, que chegam do
campo em grandes recipientes ou carretas, ja desprovidas da coroa que pode ser utilizada
para o replantio da fruta. A seguir, as frutas sdo conduzidas por meio de transportadoras
para uma se¢do superior onde a lavagem € completada.  Um sistema de transportadores
conduz as frutas lavadas para um segundo pavimento, no qual, ¢ feito um corte em uma
das extremidades da fruta. Essa operagdo tem por finalidade principal eliminar as partes
restantes da coroa e talo. a fim de facilitar o trabalho posterior da maquina ginaca. Essas

partes eliminadas, seguem, por meio de um transportador, para a linha de processamento

de ragdo.

Na etapa seguinte, ainda no segundo pavimento, as frutas sao selecionadas
por tamanho, sele¢io esta que é fefta por meio de roscas sem fim, dispostas de tal forma
que permitem a classificagdo das frutas em trés tamanhos distintos: grande, médio e

pequeno.

As frutas de tamanho médio constituem aproximadamente 60 a 65% do total

de abacaxis que entram na usina de processamento.

O processo tem por finalidade dar um fluxo continuo as fases posteriores,
reduzindo assim a capacidade ociosa da ginaca. Esta maquina cujo nome foi dado em

homenagem a seu inventor o engenheiro havaiano de sobrenome (inaca, ¢ completamente
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automatizada e de grande capacidade (80-120 frutas por minuto), executando uma série de

operagdes sucessivas, € que s3o as seguintes: - corte das extremidades, descascamento da

fruta e encaminhamento do cilindro a etapa seguinte do processamento. O equipamento
também € dotado de um dispositivo raspador, que erradica a polpa da casca e das
extremidades do fruto. A maior parte deste material erradicado (polpa erradicada) se

destina & produgdo de “crush™( espécie de salada de frutas) e uma pequena parte a
produgio de suco .

Nas ginacas de produgdo mais antiga também havia um dispositivo para
remocdo do miolo do cilindro da fruta

Dentro de um sistema mais modemo, conhecido como “sistema de
processamento de abacaxi em dois didmetros da Honiron, a remogdo da parte central do
cilindro da fruta ¢ feita em fase posterior. Esse sistema permite maior rendimento
industrial em termos s6lidos, pois o cilindro € cortado em fatias quando ainda inteiro, isto é,

com miolo, e estas apresentam maior resisténcia mecdnica a remocao do miolo, reduzindo-

se assim, o nimero daquelas quebradas.

Nas diversas linhas de ginaca geralmente encontradas nas grandes
indastnas de abacaxi do mundo, a maquina € usualmente regulada para o processamento de

frutas dos trés tamanhos anteriormente mencionados.

Do total produzido em 1999 nos EUA, aproximadamente 70% forma
industrializados ¢ os restantes 30% consumidos na forma fresca. O Brasil diferencia-se
totalmente dos grandes produtores € consumidores mundiais de abacaxi, pois quase toda a
sua produgio ¢ consumida na forma fresca, sendo a quantidade industnalizada
insignificante. Do total mundial industrializado, 46% foram comercializados no mercado

mundtial, excluindo-se desse percentual o comércio entre o Havai e os EUA, que perfazem

sozinhos cerca de 40% das transacOes realizadas.

2.3, Consumo de Bromelina

Para a utilizagdo de bromelina, a industna alimenticia ndo se apresenta
como um mercado atrativo pots, vem sendo largamente utilizada a papaina no amaciamento

de cames e a grande barreira seria romper o cartel de indistrias produtoras da enzima, pois
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o consumidor s6 compra a carme amaciada ou o0 amaciante de carnes sem preocupar-s¢ com

o principio ativo do produto. Também, atualmente a Africa do Sul vem produzindo e

exportando papaina a pregos sem concorréncia & principio.

A industria de cervejas, onde a bromelina pode ser usada como clarificante,
aboliu a utilizagdo da mesma, alegando gue esta enzima produz residuos de dificil retirada

dos tanques de armazenagem do produto.

A concentragio principal esta na industria farmacéutica brasileira. Além de
ser uma das indastrias que mais investe em tecnologias € novos produtos, tendo uma
previsio de investimentos no periodo de 1997 — 2000 de US$S 1.300 milbdes
(ABIFARMA). Reflexos do plano econdmico que melhorou substanciaimente o poder
aquisitivo dos brasileiros que estio investindo em saide ¢ medicamentos, 0 que vem
refletindo no aumento da expectativa de vida pois, segundo o IBGE, o nimero de idosos
atualmente € o dobro do registrado em 1980. A bromelina também ¢ largamente utilizada

em procedimentos técnicos de andlises clinico laboratoriais.

Ate bem pouco tempo atras um novo remedio que era lancado no
mercado brasileiro ndo tinha a sua formula ¢

2%

protecdio legal, um concorrente logo aparecia. A ¢

indistria de farmacologicos pois chega-se a gastar 15 anos com pesquisas, o que gera um
investimento de capital em torno de US$ 700 milhges . Com esta protegio que dura 20

anos até a patente ser de conhecimento piblico.

$IBLIOTECA CENTRA,

QECAQ CIRCULANT
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2.4. Separaciio e Purificacio de Proteinas

O processo de separagio e purificagio de bioprodutos, também chamado
“ downstream processing “, ¢ atualmente um segmento muito importante na indéstria
tecnolégica, pois pode chegar a representar de 80 a 90% do custo de produgéo. Portanto, o

desenvolvimento de um processo eficiente e de baixo custo € de extrema importancia
( BELTER et al, 1998).

A grande questfio ao iniciar um processo de purificagio € o grau de pureza exigido
para a proteina. Proteinas para fins terapéuticos ou de uso direto em humanos necessitam de
um alto grau de pureza, o que nfo € necessario para as enzimas que serdo aplicadas em
processos industriais. Em uma purificagdo em larga escala, o processo normalmente
consiste de 4 a 6 etapas que podem ser divididas em dois grupoes. O primeiro ¢ formado
pelos processos de recuperagdo da proteina. separag@o e ruptura de células, separagdo dos
fragmentos e concentragio da proteina. No segundo grupo o objetivo € purificar a proteina,

utilizando-se das etapas de pré-tratamento ou isolamento primario, purificagio de alta
resolugfo e refinamento final.

A purificag@io de proteinas encontra muitas dificuldades, do ponto de vista técnico, e
exige um elevado nimero de etapas. Por exemplo, a remogao dos fragmentos das células ¢
dificil devido ao pequeno tamanho das particulas e a viscosidade da solugdo. As etapas de
concentragic podem levar a baixos rendimentos e reprodutibilidade limitada. Os
procedimentos de alta purificagio, como a cromatografia, ¢ limitado pela escala de
operagdes ¢ pelo custo das resinas. Por isso, a extragdo liquido-liquido vem despertando
tanto interesse a fim de ser utilizada como uma etapa intermediaria de separagiio, que

substitui metodos de separagdo mais caros ou diminui o nimero de etapas de separag@o
necessarias ao processo { RABELO, 1999).

A purificagdo e separagdo de proteinas baseadas nos principios de partigio em
sistemas de duas fases aquosas tem sido muito desenvolvido nos tGltimos anos. Esta técnica

de extragio parece ser especialmente adequada para as primeiras etapas dos procedimentos
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de separagio, mas pode substituir etapas cromatograficas ou ser aplicada antes da
cromatografia. ( HUSTEDT et al, 1985).

2.4.1 Extracgo Liquido-Liquido

Uma situagio comum na Engenharia quimica € a separagio dos constituintes de
uma mistura liquida homogénea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta
separagdo existem varios meétodos cuja aplicago ¢ limitada pelas caracteristicas fisicas e
quimicas dos componentes da mistura a ser separada, pelos custos do processo de separagéo

e pelas condigdes disponiveis para a implantagio do processo escolhido.

A extragio liqmdo-liquido, que ¢ um dos principais métodos adotados
industrialmente, ¢ um processo que envolve a transferéncia de massa entre dois liquidos
imisciveis. Na extragdo liquido- liquido , a separag@io de um componente de uma solugio
liquida homogénea ocorre pela adi¢do de um constituinte liquido, insohivel ou parciaimente
soluvel, o solvente, no qual o componenie a ser extraido da solugdio, o soluto, ¢
preferencialmente solivel. O soluto difunde-se no solvente com uma velocidade
caracteristica até atingir as concentragdes de equilibrio em cada uma das fases formadas.

Este processo de separaciio € baseado na distribuigio do soluto entre as fases e a
miscibilidade parcial dos liquidos.( RABELQO, 1999).

2.4.1.1. Sistemas de Duas Fases Aquosas

Na escolha de melos de extragio para aplicagdes em biotecnologia, varios critérios
devem ser considerados, ja que nesta area alguns parametros tais quais, solubilidade e

estabilidade dos compostos sdo 1mportantes € ndo podem ser desprezados. Entre estes
criténios deve-se citar (PORTO, 1998):

- O meio ndo deve ser tOxico ao sistema bioldgico nem ao homem;
- A recuperacio 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;
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- Ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solugbes aquosas;

- Nio deve apresentar tendéncias de formagdo de emulsdes estiveis com

materiais biologicos;
- Nio ser inflamavel.

Além disso, em processos de extragdo liquido-liquido aplicados a quaisquer
sistemas, ¢ imprescindivel que os solventes escolhidos formem duas fases (sejam imisciveis

ou parcialmente misciveis) e tenham densidades diferentes. Além destes fatores a separagio

entre as fases deve ser rapida.

Nos processos biotecnologicos, em que se opera com biomoléculas ou células,
existe um numero muito limitado de solventes adequados a serem usados. Assim, a
introdugdo dos sistemas de duas fases aquosas em processos biotecnolégicos ¢ uma
alternativa que possibilita o emprego da extragéo liquido-liquido nestes processos, ja que
estes sistemas caracterizam-se pOT ajustar-se¢ aos critérios requeridos pelos processos de
bioseparagdo. ( MATIASSON et al, 1987)

O uso de solventes orgénicos ¢, normalmente, limitado pelas caracteristicas
hidrofilicas dos produtos de fermentacéo, levando a necessidade de utilizaco de elevadas
razbes entre as fases orgénica e aquosa, devido aos baixos coeficientes de partigio dos
produtos em relagdo ao solvente orgdnico. Além disso, os solventes orgimicos séo

geralmente tOXicos para as proteinas e, também, provocam desnaturagfio das mesmas.

Sistemas de duas fases aquosas formam-se pela adiggo de solugBes aguosas de dois
polimeros hidrofilicos, como PEG ( polietileno glicol) e dextrana ou de um polimero e um
sal, como PEG e fosfato de potassio. A fase mais leve ¢ rica em polietileno glicol enquanto
a fase mais pesada € enriquecida com dextrana ou sais. Os polimeros e os sais sio soluveis
em agua, mas sdo incompativels entre si e se separam em duas fases (ALBERTSSON,
1986). Eles constituem um meio convenente e adequado para a extragio de substincias de
origem biologica pois a constituigdo das fases, entre 70% e 90% de agua, proporciona um
ambiente ameno para o trabalho com compostos biologicamente ativos, preservando sua

estabilidade molecular ¢ permitindo, assim, © seu processamento neste meio (
COIMBRA, 1995}
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A separagfio espontinea, em fases distintas, devido a adigdo de solugdes aquosas de

dois polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandés Beijerinck, em
1956, ao misturar agar com gelatina ou amido solavel. A fase inferior era rica em agare a
superior em gelatina (ou amido). Em 1956, ALBERTSSON constatou que sistemas
formados por polimeros soliiveis e solventes organicos também possibilitam a parti¢fo de
materiais biologicos, ou seja, permitiam 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 sfio empregados no
isolamento e purificagio de biomoléculas de importincia comercial, tais como, proteinas,
virus, fragmentos de membranas e organelas celulares. De acordo com Albertsson, ¢
possivel ter uma separacio bastante seletiva de substincias usando sistemas aguosos de
polimeros ( ALBERTSSON, 1986).

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-Dextrana- Agua e PEG-Sal-
Agua t8m sido. nos Gltimos anos, os mais freqiientemente estudados e utilizados para

purificagfio de um grande numero de btomoléculas (DIAMOND et al, 1992)

Albertsson reconheceu a possibilidade de utilizar-se sistemas de duas fases aquosas
como um método de separagiio aplicado a matenais biologicos sob condigbes que
preservam a sua atividade biologica. Além disso, os sistemas de duas fases aquosas sdo
usados também na determina¢do de propriedades superficiais de biomoléculas , tais como,
carga ¢ hidrofobicidade. Assim, ao lado de trabaihos no campo tecnoidgico existe também
o interesse na utilizagdo da partigdo como meio de preparacio de amostras para uso em

técnicas analiticas. Para tanto, sdo aplicados os diferentes tipos de sistemas de duas fases

aquosas existentes.

A vanada faixa de aplicabilidade dos sistemas de duas fases aquosas tem estimulado

o estudo a fim de estabelecer fundamentos para o trabalho com estes sistemas, além de

identificar os mais adequados para a separacéo de diferentes biomoléculas. (GUAN et al,
1993)

ALBERTSSON (1971) comparou sistemas de duas fases aquosas com os solventes
mais convencionais, de acordo com a natureza hidrofobica, hidrofilica. A fase rica em sal é

mais hidrofilica € a fase rica em PEG( polietilenoglicol) ¢ mais hidrofobica.
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Considera-se que a separagio de moléculas, incluindo proteinas, em sistemas de
duas fases aquosas ¢ dependente das caracteristicas da superficie molecular dos compostos

a serem particionados tais como: carga, tamanho € propriedades hidrofébicas.

A extragdo com sistemas de duas fases aquosas oferece certas vantagens para o
processamento em larga escala. Algumas delas sfo: o elevado rendimento, a faixa de
trabatho proxima do equilibrio, a facil ampliago de escala (“scale up™) e o processamento
continuo. Com isto, o interesse na aplicacéio de sistemas de duas fases aquosas deixou de se
restringir & biologia celular para concentrar-se na analise dos fundamentos da separagio de
fases e da particio de proteinas, na reducdo dos custos do processamento, no aumento da
seletividade da extragdo ( por exemplo, pela adiglo de ligantes), na pesquisa de novos
componentes formadores das fases, especialmente para substituir a dextrana, que € um

componente de elevado custo, e na operagio em multiplos estagios (COIMBRA, 1995).

2.4.1.2. Tipos de Sistemas de Duas Fases Aquosas

Existem varias substincias que podem formar duas ou mais fases aquosas ao se
misturarem. Estas substdncias podem ser polimeros ou compostos de baixo peso molecular,

como os sais, que permitem a separagio de fases.

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

a) dois polimeros néo idnicos

exemplos: PEG/ ficoll, PEG/Dextrana, PEG/polivinil alcool, polipropileno
glicol/dextrana, metil celulose/hidroxipropildextrana, ficoll/dextrana;

b) um polieletrdlito € um polimero nio ibnico

exemplos: sulfato dextrana de sodio/polipropileno glicol, carboximetildextrana de
sodio/PEG, carboximetilcelulose de sodio/ metil celulose;

¢) dois polieletrolitos

exemplos: sulfato dextrana de sddio/carboximetildextrana de  sodio,

carbometildextrana de sédio/carboximetil celulose de sodio;
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d) um polimero néo 1dnico & um composto de baixo peso molecular

exemplo: polipropileno glicol/fosfato de potassio, PEG/fosfato de potassio,
metoxipolietileno giicol/fosfato de potassio, polipropileno glicol/glicose, PEG/glicose,
PEG/sulfato de magnésio, PEG / citrato de sodio.

Ha4 ainda novos sistemas formados por PEG/FeSO, ¢ PEG/Na,SO4 que apresentam
algumas vantagens em relagdo 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 concentragio de sal na fase PEG e a concentragfio na fase salina tendem a diminuir

com o aumento da temperatura (PATHAK et al, 1991).

Apesar da grande variedade de sistemas de duas fases aquosas, a quantidade de
sistemas realmente aplicaveis para extrag@o liquido-liquido fica reduzida basicamente aos
formados por PEG/sal (fosfato/citrato/sulfato) ¢ PEG/dextrana, quando se levam em
consideragéo fatores importantes do ponto de vista industrial, como custo ¢ possibilidade de
reciclagem dos reagentes, tempo de separaciio das fases, possibilidade de esterilizaggo,
atoxicidade e faixa de aplicacdo. Devido a tais fatores, os estudos mais recentes tendem a
concentrar-s¢ mais nesses dois sistemas, sendo o sistema PEG/sal o mais estudado devido

ao seu baixo custo € menor tempo de separagio das fases em relagiio ao sistema
PEG/dextrana ( COIMBRA, 1995).

2.4.1.3. Sistema PEG/Sal

A formagdo de sistemas PEG/sal foi primeiro observada por Albertsson nos anos

50, mas os fundamentos tedricos ainda nio sio bem explicados.

Eles foram introduzidos para a aplicagéo pratica da separagio de proteinas em larga
escala devido a maior diferenca de densidade entre as fases, menor viscosidade e menores
custos; levando a uma separagfo mais rapida que para os sistemas PEG/dextrana. A
aplicacdo industrial de sistemas PEG/sal foi incentivada e desenvolvida pela
disponibilidade de separadores comerciais que permitam separagbes de proteinas
continuamente e de forma mais rapida. (KULA, 1990 ¢ FRANCO,1992),
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Para sistemas PEG/sal, os efeitos de “salting out™ parecem atuar aumentando o

comprimento da linha de amarrag3o, retirando as proteinas da fase salina para a fase rica
em PEG, ou , se a solubilidade da proteina na fase rica em PEG ndo for suficiente, elas
tendem a precipitar na interface. Os limites de solubilidade e “salting out” séo dependentes

das proteinas, portanto uma resposta diferencial € esperada quando uma mistura de
proteinas ¢ manipulada (KULA,1982).

2.4.1.4. Polietileno Glicol

O polietileno glicol, HO-(CH,CH,),-CH,CH,OH, ¢ um poliéster sintético neutro,
linear ou de cadeia ramificada, disponivel numa grande variedade de pesos moleculares, de
poucas centenas a milhares de daltons. Solubiliza-se em 4gua € em diferentes solventes
organicos. A sua solubiliza¢Bio em agua ¢ atribuida 2 hgagdo das moléculas de agua a
muitas ou todas as moléculas em torno da cadeia de polietileno. Essa ligacio ocorre pelo

mecanismo de pontes de hidrogénio. Ligagdes deste tipo sdo relativamente fracas e podem
ser quebradas de varias maneiras.

O PEG ¢ também conhecido pelos nomes comerciais de poliglicol E®,
carbowax E®, dependendo da empresa que o fabrica. Para pesos moleculares acima de
20000 daltons sdo denominados 6xidos de polietileno, PEO. Sdo formecidos na forma de
solugdes incolores estavels ou pastas se possuirem pesos moleculares menores que 1000.
Os de pesos moleculares elevados, acima de 1000, sdo encontrados na forma’'de pd ou de
flocos brancos. Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4° C a ocorréncia de
oxidagdo em solugdes seja retardada. A oxidacio do PEG, detectada pela diminuigdo do pH

devida a hiberagio de grupos dcidos, altera a coloragdo da solug8o para marrom (
COIMBRA, 1995).

Sendo ndo antigénico nem imunogénico foi aprovado pelo FDA, “Food and
Drug Admmistration”. Devido a sua capabidade de formagdo de uma camada protetora, o
PEG pode diminuir a taxa de rejeiciio de materiais em sistemas biolégicos em humanos.
Devido as suas propriedades, o PEG tem uma sénie de aplicagdes farmacéuticas, biologicas
¢ bloquimicas. Ele pode formar um composto ativado PEG-proteina que mantém a proteina
ativa e diminu1 consideravelmente a reagiio imune, além de aumentar o tempo de vida de

soros sangiineos. Ele pode ser ligado também a superficies, formando uma camada
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protetora e biocompativel, para ser empregado em aparelhos de diagnésticos , substituigio

de artérias e dispositivos relacionados a sangue. O “PEG protetor” pode ser usado também

para evitar a adsorgfo de proteinas em analises bioquimicas de eletroforese por zona
capilar, que € uma importante técnica analitica empregada em bioquimica. Além disso, ©
PEG pode ser usado com lipossomas para a liberag@o controlada e distribuigio seletiva de
medicamentos, pois os lipossomas sem o PEG podem ser rapidamente atacados e
eliminados do corpo humano, sem cumprir a sua funcio. Por ser solivel em muitos
solventes orgénicos, o PEG pode ser utilizado para solubilizar enzimas neste meio sem
desnatura-las através da formagdo de uma camada protetora. Além disso, compostos
insoliiveis em agua podem tornar-se soliveis quando ligados ao PEG, como por exemplo
substratos de enzimas, cofatores, corantes, etc. (HARRIS, 1992).

2.4.1.5. Recuperacio de Sais e Polimeros

A possibilidade de reutilizagio dos constituintes das fases deve ser considerada ao

se efetuar o “scale up” pots os custos dos componentes das fases aumentam linearmente
com a escala de produgdo (KRONER et al., 1982).

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

de PEG mais usadas sdo a ultrafiltracio ¢ a extragio com solvente organico seguida de
evaporacgio (COIMBRA, 1995).

O descarte de sais € geralmente mais problematico. Em sistemas contendo células,
acido nucleico, proteinas solaveis e insolaveis, a separagiio de sais da fase primaria por
técnicas de separagdo mecénica, tais como a centrifugacio ou ultrafiltragio é muito dificil
de ser conduzida eficientemente. A eletrodidlise é considerada um método geral para a
reciclagem de sais ¢ para a dessalinizag3o da fase rica em PEG (HUSTEDT et al., 1988).
Sais também podem ser recuperados usando uma mistura dlcool alifatico-sal-agua.
Especificamente para a separagio de fosfato de potassio, um resfriamento abaixo de 6° C

provoca a precipitagio do sal, possibilitando a sua reutilizagio (PAPAMICHAEL et al,,
1992, COIMBRA,,1995).

GREVE & KULA (1991) recentemente estudaram maneiras de reciclar a fase

fosfato desses sistemas para minimizar a poluicdo ambiental. A reciclagem da fase fosfato
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foi obtida pela sua separag@o através do uso de alcoois. O PEG da fase do topo rica em

PEG pode também ser reciclado, como pode ser visto em alguns trabathos de Kula e
Hustedt, principalmente.

2.4.2. Teoria de Formacio das Fases

Existem diversos modelos € teorias para a formacdo dos sistemas de duas
fases aquosas que tentam prever a curva binodal dos sistemas polimero-polimero e
polimero-sal. A existéncia de tantos modelos deve-se ao pouco conhecimento das misturas
liquido-liquido, principalmente de polimeros e solugdes eletroliticas. Na realidade ndo

existe, at¢ o momento, uma boa compreensio das teorias de misturas de liquidos.
{CABEZAS Jr, 1996)

A grande maioria dos modelos esta contida em dois grupos basicos: um
grupo baseado na teoria da solu¢do de polimeros, € outro grupo com teorias adaptadas dos
tratamentos termodindmicos do equilibrio de fase liquida. Dentro desses dois grupos, a
modelagem de formagdo das fases pode ser dividida em quatro tipos: modelos baseados em
expansdo virial osmoética; modelos baseados na extensdo da teoria de Flory-Huggins;
modelos incorporando a teoria da equagio integral como principal elemento; modelos que
ndo se encaixam em nenhuma destas categorias, como o modelo de volume excluido.
Existe ainda, o modelo Pitzer que € o mais aplicavel para os sistemas polimero-sal. No caso
dos sistemas polimero-sal, ainda ndio existem muitas teorias que se¢ apliquem bem a este
tipo de sistema, pois a maioria ndo considera o efeito dos eletrolitos nas solugdes, levando a
um erro na modelagem da formagdo das fases. Além disso, o estudo de tais sistemas ainda ¢
muito recente (CABEZAS Jr, 1996, WU et al, 1996, WALTER et al. 1991).

As condigdes utilizadas para a modelagem da formagdo das duas fases sfo a
igualdade dos potenciais quimicos de cada componente { o solvente, a agua, ¢ os solutos, o
polimero e/ou sal) nas duas fases aquosas ¢ o balango de massa de cada componente, ambos
apos o equilibrio entre as fases ( CABEZAS Ir, 1996).

O modelo de expansido virial osmoético ficou mais comhecido com o
desenvolvimento do trabalho de Edmond e Ogston. O equacionamento matematico e a
interpretagdo fisica dos parimetros do modelo nfo si3o complicados. Existem dois tipos

diferentes de expansdo virial osmdtica, uma € a teoria de McMillan- Mayer ¢ a outra € a



25
teoria de Hill. Na teoria de McMillan- Mayer, o solvente ¢ tratado como uma substincia

sem caracteristicas especiais, € portanto considera-se somente a interagdio entre as
moléculas do soluta, simplificando muito os mecanismos estatisticos do problema. Porém,
aqui existe a necessidade de corregido da pressio pois como o solvente nfo ¢ importante, o
seu potencial quimico deve ser constante e independente do soluto e portanto a pressio nio
pode ser constante. Logo, para se utilizar esse modelo em condigio de pressfio constante,
deve-se acrescentar a pressio osmotica da solugdo. Ja a teoria de Hill ndo considera o
solvente como uma substdncia secundaria e por isso os potenciais quimicos dos

componentes podem ser determinados em temperatura e pressio constantes ( CABEZAS Jr,
1996).

A teoria da treliga € uma idéia de modelagem macromolecular de misturas liquidas
em termos de uma trelica de cristal. A idéia principal € que em uma trelica as
macromoléculas € as moléculas pequenas podem se distribuir e redistribuir até que todos 0s
arranjos ou configuragdes possam ser estudados. Basicamente ¢ um estudo estatistico de
como essas moléculas podem ser arranjadas. A teoria de Flory-Huggins utiliza-se destes
principios. Ela € a mais utilizada em sistemas polimero-polimero, chegando a oferecer uma
6tima aproximagio da curva binodal. A sua grande vantagem em relago a outras teorias é a
simplicidade aliada a qualidade de suas previsGes ¢ correlagdes da formagho de fases. Nesse
modelo o sistema € representado por uma trelica tridimensional, onde cada lado ¢
preenchido com uma molecula de solvente ou um segmento de um dos polimeros. O
problema basico € obter a expressdo da energia livie de Gibbs de mistura. Existem
tentativas de adaptar esta teona para os sistemas polimero-sal, porém estes modelos ainda
ndo estdo muito ajustados para a formagdo de fases neste tipo de sistema ( CABEZAS Jr,
1996, WALTER et al, 1991, BROOKS et al., 1985, WU et al., 1996).

QOutra teoria muito utilizada nos sistemas polimero-polimero, para modelar a curva
binodal, ¢ a do volume excluido, baseada em argumentos estatisticos e geométricos: as duas
fases estdo saturadas com cada polimero, ou seja, todo o volume estd ocupado pelas
moléculas dos dois polimeros e da 4gua de hidratacdo; a concentragio de cada polimero em

cada fase é determinada pela quantidade de moléculas de cada polimero ajustado no
volume da fase.
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A teoria geometrica estatistica aplicada em sistemas polimero-polimero considera as

seguintes hipoteses: as moléculas da mesma espécie estiio distribuidas randomicamente na
fase homogénea; a estrutura da solugiio estd geometricamente saturada em termos de
tamanho e forma de todas as moléculas do sistema; a existéncia de interagdes moleculares
ndo muda a natureza da distribuigdo molecular. A formag&o das duas fases ¢ explicada da
seguinte forma: na situaglo monofasica, as moléculas do soluto estdo separadas ¢ as
moléculas adicionais de soluto ainda podem ser inseridas no espago livre que existe. No
ponto de separacio de fase, as moléculas do soluto estdo bem proximas umas das outras e a
solugdo ndo aceita mais moléculas adicionais de soluto. Quando a concentrag@o total do

soluto aumenta, ocorre a formagd3o de duas solugles geometricamente saturadas e
estruturalmente diferentes(GUAN et al., 1994).

A teoria de Debye-Huckel € a mais adequada para os sistemnas que contém solugdes
com cargas, como ¢ o caso dos sistemas polimero-sal ou sistemas polimero-polimero com
sais. Essa teoria leva em consideragfio a distribuigio dos ions na solugfo para o calculo de
potencial quimico e ¢ mais utihizada em solugbes com concentracdio ionica até 0,1 M, de
onde se obtém 6timos resultados. A medida que a concentragio idnica aumenta, o desvio
entre os resultados tednicos € experimentais aumenta. Isso ocorre porque a teoria € precisa
apenas para solugdes diluidas, onde o comportamento eletrostitico domina. Em solugdes
concentradas, o comportamento eletrostatico é reduzido devido & presenga de muitos fons

que tendem a 1solar as cargas eletrostaticas entre si ( CABEZAS Jr1, 1996).

O modelo vinal de Pitzer € um modelo que pode ser aplicado com sucesso em
sistemas polimero-sal. Ele utiliza o excesso de energia livie de Gibbs nos sistemas
polimero-sal, combinando os pardmetros eletrostaticos com a equag&o virial. Esse modelo é
uma extensio do modelo de Debye-Huckel, pois além das interagdes eletrostaticas,
considera-se¢ o efeito da forga idnica. Com a utilizagiio do termo da equagio viral, o
modelo leva em consideragio também os solutos ndo-eletrdlitos, como € o caso dos

polimeros, o que faz com que ele se adapte melhor aos sistemas polimero-sal (WU et al.,
1996).
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2.4.2.1. Tempo de Separacio das Fases

O tempo de separagio das fases apos a mistura dos componentes depende do tipo de
sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separagio das fases muito
menor que os sistemas PEG/dextrana devido & densidade e viscosidade do sistema. Em
sistemas dextrana/ficoll, o tempo varia de 1 a 6 horas pela ag8io da gravidade, enquanto em
sistemas PEG/dextrana esse valor cai para 5 a 30 minutos dependendo da concentragio e do

peso molecular dos polimeros. Nos sistemas PEG/fosfato, o tempo de separacio entre as
fases ¢ inferior a 5 minutos ( COIMBRA, 1995).

Qutro fator que também influencia o tempo de separagdo ¢ a velocidade de
coalescéncia das pequenas bolhas que se formam durante a agitag@o. Quando se agita um
sistema de fases de maneira a uniformiza-lo, inicialmente ocorre a formagio de pequenas

regides ricas em cada componente. Com o tempo, essas regides aumentam e separam-se em
duas regides distintas (BAMBERGER et al, 1985).

A posigio em relagio ao ponto critico também exerce influéncia no tempo de
separagio das fases. Nos sistemas proximos ao ponto critico, © tempo de separagio € maior
devido a uma pequena diferenca de densidade. Ja no caso dos sistemas muito distantes do
ponto critico, a viscosidade aumenta devido ao aumento da concentragio do polimero,

tornando a separagdo de fases mais lenta.

2.4.2.2. Fatores que Influenciam no Sistema de Fases

Os principais fatores que influenctam  no sistema de fases e
consequentemente alteram o diagrama de fases sfo: peso molecular do polimero,

concentragdo dos componentes do sistema e temperatura.

Quanto maior o peso molecular do polimero, menor a concentragdo
necessaria para a formacdo de duas fases. Isso significa que a curva binodal desloca-se no
sentido da regiio monofésica & medida que o peso molecular do polimero aumenta. Para
um sistema polimero-polimero { PEG/dextrana, por exemplo) a curva binodal torna-se cada
vez mais assimétrica a medida que a diferenga entre os pesos moleculares dos polimeros
aumenta. O peso molecular do polimero afeta também o tempo de separacio das fases, mas

tal problema pode ser minimizado pela centrifugacdo do sistema apos a mistura das fases (
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ALBERTSSON, 1986, ALBERTSSON et al., 1994). Ele afeta também o comprimento da

linha de amarragiio , que tende a aumentar com o aumento da concentra¢io dos polimeros
(FORCINITI et al., 1991).

A concentragdo dos componentes do sistema pode afetar a viscosidade ¢ a
densidade do sistema, causando diferengas no tempo de separagfio das fases e na razio de

volumes.

A temperatura causa influéncia no diagrama de fases pois altera a
composigdo das fases no equilibrio, deslocando a curva binodal, e modificando também o
comprimento da linha de amarragfio. Em geral, o comprimento da linha de amarragio
diminui com o aumento de temperatura. O seu efeito varia de acordo com o tipo de sistema.
No caso de sistemas PEG/dexirana, a formagiio das fases ¢ facilitada em temperaturas
baixas ( menores que a ambiente) e para os sistemas PEG/fosfato, a situagio € oposta, pois
temperaturas mais aitas e proximas do ambiente facilitam a separagio entre as fases.
Quando o sistena estd préximo ao ponto critico, ele € mais instavel devido ao
deslocamento da curva binodal, podendo atingir mais facilmente a regifio monofasica. O
aumento da temperatura do sistema causa ainda, em um sistema PEG/sal, aumento na
concentra¢do de PEG na fase polimérica e redugo da sua concentragdo na fase salina. Esse

efeito € uma das razdes de se trabalhar com a temperatura do sistema fixa.

O pH ¢ o tipo de cation também sfo variaveis que podem influenciar no
diagrama de fases. Diminuindo o valor do pH, as concentracdes necessarias de polimero
sal de um sistema PEG/sal aumenta, deslocando a curva binodal para a direita. Esse fato
pode ser explicado pelo aumento da razio H,PO,/HPO,", para o caso do fosfato, com a
diminuicdo do pH, pois como o dnton monovalente é menos efetivo no “salting out”do PEG
( fendémeno de expulsdo devido ao tamanho do PEG), serd necessaria uma concentragio
maior dos componentes para formar o sistema bifasico. No caso do tipo de cation, a
substituicio de fosfato de potassio desloca a curva binodal para a direita, e portanto a
concentracdo dos componentes necessaria parz a formordo do sistema de duas fases

aumenta, sugerindo que o cation sédio € mais eficiente que o cation potassio para o efeito
do “ saiting out” do PEG.
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2.4.2. 3. Diagrama de Fases

A formac3o das duas fases aquosas depende da concentracdo dos componentes do
sistema. O diagrama de fases mostra a regido monofasica e bifasica de acordo com a

concentragio de cada componente expressa em % p/p.

A curva que separa a regido de duas fases da regido de uma fase é chamada curva
binodal ou curva de equilibrio. A regifio acima da curva binodal ¢ chamada bifasica ¢

abaixo monofasica.

%op/p
PEG

Yop/p
Sal

Figura !: Exemplo de um Diagrama de Fases Genérico

A figura 1 mostra um exemplo genérico de um diagrama de fases. A composi¢io
inicial do sisteme ¢ dado pelo ponto M e a composicgo final de cada fase apds atingir o
equilibrio € dadas pelos pontos T { fase supernior ou de topo) ¢ F { fase inferior ou de fundo).
O segmento TMF ¢ chamado de tie-/ine ou linha de amarragio, ¢ todos os sistemas cuja

composicio inicial esta contida nessa linha possuem a mesma composi¢éo de fases apds o
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equilibrio, porém com diferentes razdes de volumes entre as fases superior e inferior. Ja a
linha de amarragdo determinada pelo ponto N define uma nova linha de amarragdo que

aumentou proporcionalmente a concentragio entre as fases em relagdo a linha de

amarracio determinada por M.

Como poderemos observar o fato de mudarmos da linha de amarragfo, definida pelo
ponto M, para a linha de amarra¢@o definida pelo ponto N, variando proporcionalmente a
concentragio dos componentes das fases, nfo obteremos uma melhora significativa na

recuperacio e purificagdo da proteina em estudo.

2.4.3. Fundamentos da particio das proteinas

Devido & ateng@o que vem sendo dada a produg@io de proteinas pela engenharia
genética ¢ o desenvolvimento da tecnologia de enzimas renovaram-se os interesses pelos
processos de separagdo de proteinas ¢ suas descrigdes quantitativas que servem de base

para ¢ “scale up” . Os fundamentos de partigdo de biomoléculas entre as duas fases ainda

nio sdo totalmente compreendidos.

A tendéncia de separagdo de fases apresentada por dois polimeros quando
adicionados num solvente comum, ocorre porque a baixa concentragio molar dos polimeros
na solugio { tipicamente menos 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 baixo peso molecular, tanto que as energias de interagdo entre dois
polimeros se sobrepdem a energia de Gibbs do sistema. Estes fatores levam a formagio de

duas fases em sistemas ternarios polimero-polimero-agua, em baixas concentragdes de
polimeros.

A modelagem quantitativa da particio de proteinas em sistemas de duas fases
aquosas representa um complexo problema pelo fato do comportamento do sistema
depender de varios fatores tais quais, tamanho da molécula, conformagio, estrutura da
superficie, interagcdes de polimeros com as cadeias de proteinas e com diferentes sais,
interagbes polimero-polimero, sal-proteina, proteina-proteina e, quando usados, as

interages dos ligantes com os outros componentes presentes. Estudos empiricos com
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sistemas de duas fases aquosas mostraram que a distribuigdo da proteina € fungdo de

diversos fatores, como ( BASKIR et al. |, 1989):

. tipo dos polimeros que formam as fases: peso molecular médio, distribuigio

do peso molecular, modificagdes quimicas poliméricas.

. composigdo das fases: comprimento da linha de amarraciio, tipos de ions

presentes ou adicionados ao sistema, forga ibnica.

. biomoiécula: tamanho, carga, propriedades superficiais, concentragéo.

. pH e temperatura.

As condigbes adequadas para a partigio devem ser encontradas experimentaimente

devido a interdependéncia dos fatores citados anteriormente.

2.4.3.1. Coeficiente de Particiio

O coeficiente de particio K ¢ uma grandeza que representa a relagdo de
concentracio da substincia de interesse na fase superior e inferior apds atingido o
equilibrio:

K=Cr/Cs equagdo 1
Onde:

Cr ¢ a concentragio da substincia de interesse na fase superior no equilibrio
Cr é a concentragio da substincia de interesse na fase inferior no equilibrio.

O K ¢ uma vanavel que mede a eficiéncia do processo de separacgio da substincia
de interesse pois mostra a sua distribuicdo 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 . C que se deseja € que os dois coeficientes
tenham uma ordem de grandeza bem distinta entre si. Como os sistemas em duas fases

aquosas sdo aplicados aos processos de separacio em biotecnologia, geralmente as
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substincias de interesse sio produtos biotecnologicos, principalmente proteinas e enzimas,

as quais normalmente o K esta associado.

Diversos tipos de interagdes podem ocorrer entre as substincias de interesse € os
componentes do sistema, tais como: interagdes de cargas, interagdes entre as pontes de
hidrogénio, for¢a de van der Waals ¢ interagdes hidrofébicas. Portanto existe uma série de

fatores que podem influir na eficiéncia da partigio ( ALBERTSSON, 1986).

Nos sistemas de duas fases aquosas, os pigmentos tém preferéncia pela fase superior

pois s3o substincias hidrofébicas (LAHORE et al., 1995, HUSTEDT et al., 1985).

2.4.3.2. Influéncia do Peso Molecular do Polimero e da Proteina no Coeficiente de

Particio

O peso molecular do polimero influencia o valor de K. Em um sistema PEG/sal, se
o peso molecular do PEG for elevado, a partigio da proteina sera mais favoravel a fase
salina. Caso 0 peso molecular do PEG seja baixo, ocorrera o oposto, sendo a partigio
favoravel & fase polimérica. O mesmo ocome nos sistemas PEG/dextrana: se o peso
molecular do PEG for elevado ¢ o da dextrana for baixo, a partiio sera favoravel a fase
contendo dextrana. Isso ocorre provavelmente devido ao aumento do efeito do volume

excluido que ocorre na fase PEG. Esse efeito € menor para substincias de baixo peso
molecular.

O peso molecular da substincia a ser separada também influencia em K, pois quanto
maior for a molécula, maior sera a area de contato que interage com os componentes do
sistema e, de acordo com as caracteristicas da molécula e com o tipo de interagao, ela serd
mais favordvel a uma das fases. Esse fator ¢ muito importante quando se deseja separar

duas substincias com pesos moleculares muito diferentes (JOHANSSON, 1994,
ALBERTSSON, 1986, YANG et al., 1994).

O K depende também do peso molecular da proteina. Ele diminui com aumento do
peso molecular e a magnitude dessa diminuicBo ¢ maior para PEG com baixo peso
molecular e tende a ficar estavel para PEG com alto peso molecular ( BAMBERGER et al,
1985, ALBERTSSON, 1986, FORCINITI et al., 1991). O tipo de proteina também influi no

valor de K, porque as proteinas sdo macromoléculas polieletrélitas que carregam cargas

'.3 Faidame
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quando estdo em solu¢des aquosas. As cargas dependem da composigfo, da seqiiéncia de

aminodcidos, e também das propriedades da solugdo aquosa, como o pH e a concentragio
dos solutos { SCHLUCK et al., 1995).

2.4.3. 3. Influéncia do pH do Sistema no Coeficiente de Particiio

Qutro fator importante que nfluencia 0 K ¢ o pH do sistema. Alterando o pH,
ocorrem mudangas na distribui¢io de cargas da proteina. Em baixos valores de pH ocorre o
aumento da carga positiva e em valores altos de pH, da carga negativa. Trabalhando-se em
um valor de pH proximo ao ponto isoelétrico (pl), onde a somatéria de cargas da proteina ¢
praticamente nula, existira apenas o efeito do tamanho e concentragdo do polimero e do

tamanho e composi¢&o da superficie da proteina, considerando-se apenas os efeitos
eletrostaticos. (FORCINITI et al., 1991).

Na partigdo da cutinase o K aumenta com o aumento do pH devido ao deslocamento
da curva binodal. Além disso, aumentando o pH, a concentragio do anion HPO,” aumenta
em relagio ao dnion H,PO,, o que aumenta o efeito do ‘salting out’ fazendo com que a

cutinase migre para a fase PEG ( SEBASTIAQ et al,, 1994)

2.4.3.4 Influéncia das Interacdes entre a Proteina e o Sistema de Fases no Coeficiente
de Particdo

Para o entendimento da influéncia de alguns fatores em K , ¢ imponante
compreender o que € solubilidade de proteinas. Uma proteina apresenta uma superficie
formada por regides carregadas positivamente e negativamente, além de possuir regides
hidrofilicas e hidrofobicas. A distribuigio dessas regides depende do tipo de proteina. A
solubilidade da proteina é determinada pelas interagdes entre tais regides € o solvente que
esta presente no meio onde ela esta contida. A solubilidade depende , portanto, de fatores
termodinidmicos que favorecem ou nfo a sua solubilidade no solvente. O aumento da
proporgio de zonas hidrofobas na superficie da proteina resulta no aumento da afinidade a

solventes apolares, como ¢ o caso do PEG, fazendo com que esta permanega na fase

superior.

A solubilidade das proteinas nas solugdes de PEG depende da interagdo hidrofdbica
entre a proteina € o grupo etileno do PEG. Isso pode explicar a alta tendé€ncia das proteinas
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hidrofobas de se deslocarem para a fase superior rica em PEG. Neste caso, 0 PEG tende a

interagir fortemente com as regides apolares da proteina ( SCHMIDT et al., 1996).

2.4.3.5. Influéncia da Concentracio dos Componentes do Sistema no Coeficiente de
Particiio

A concentragio dos componentes do sistema e portanto, o comprimento da linha de
amarragdo , também afetam o K. Em sistemas proximos ao ponto critico, as proteinas em
geral apresentam uma parti¢do igual entre as duas fases, portanto o valor de K é igual a 1.
Com o aumento da concentragdo dos componentes, que corresponde a um aumento no
comprimento da linha de amarragdo, o valor de K sera maior ou menor que | dependendo
do tipo de proteina. Existem excegdes a essa regra, podendo ocorrer valores de K diferentes
de 1 para sistemas prOximos$ ao ponto critico, ou K pode aumentar com o aumento da
concentracio dos componentes até um maximo e depois diminuir. Para o caso de células ou
particulados, o K ¢ maior para os sistemas proximos ao ponto critico. O efeito do
comprimento da linha de amarragio em K € maior em proteinas com aito peso molecular.
Além disso, para um sistema PEG/sal, um aumento no comprimento da linha de amarragfio
leva a um aumento da concentragdo de sal na fase inferior ¢ 2 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).
2.4.3.6. Influéncia da Coneentracio de Proteinas no Coeficiente de Particiio

O K depende também da concentragdo da proteina presente na amostra. Para
determinar seu valor € importante trabalhar com concentragdes nfo muito altas de proteinas
{ de preferéncia menores que 1g/L), pois essas concentragdes podem provocar a

precipita¢io da proteina devido a presenga de PEG(SCHMIDT et al, 1996).

A concentragio de proteinas também ¢ importante perto do ponto critico, pois a0 se
adicionar uma pequena quantidade de proteina em um sistema préximo ac ponto critico, o
diagrama de fases pode modificar-se deslocando a curva binodal, como ocorre uaando
adicionamos uma pequena quantidade de agua. Com isso, o valor de K podera mudar (
MINAMI, 1997). Quando o sistema esta afastado do ponto critico, nio ocormre
deslocamento da curva binodal para concentragfes muito baixas de proteina, pois a

composi¢do das fases praticamente néo se modifica com a adig@o de proteina. Porém, para
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altas concentragdes pode haver influéncia na formacgfo das fases que provoca redistribuicgo

dos componentes do sistema, modificando o diagrama de fases e, consequentemente, o
valor de K { GUAN et al, 1994).

2.4.3. 7.Modelagem Matemaitica do Coeficiente de Particao

Como o valor de X depende de diversos fatores, o desenvolvimento de um
modelo para predizé-lo toma-se especifico para um tipo de sistema ou substancia. Existem
varios trabalhos para 0 desenvolvimento de equagbes que possam predizer o valor de K,
mas que s&o especificas ( ASENJO et al., 1994, EITEMAN et al., 1994).

Segundo ALBERTSSON ( 1986), pode existir, na particio de substincias,
cinco fatores diferentes que podem atuar separadamente { predomindncia de um fator em

relagio aos outros) cu em conjunto de acordo com o tipo de substincia € do sistema de

fases. Sdo eles:

. Fator do tamanho, que existe quando a particio depende do tamanho da
molécula ou da area superficial das particulas;

) Fator eletroquimico, que surge quando o potencial elétrico existente entre as

fases do sistema ¢ usado para separar as moléculas de acordo com a sua carga elétrica;

. Fator de afinidade hidrofdbica, que é a utilizagio das propriedades

hidrofébicas do sistema de fase para separar as moléculas em fungio da sua
hidrofobicidade;

. Fator de afinidade bioespecifica, que utiliza a afinidade entre os locais da
molécula como ligantes do polimero para a separagfo;

. Fator de conformag@o, que € considerado quando a conformagio da

molécula ¢ o fator predominante.

Esses fatores podem ser agrupados na segumte equagdo:
In & =1InK° + In Ketewro + 10 Kbivesp + 10 Kign + I Koy

Onde:
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Ketro € 0 fator eletroquimico;

Khidgror € 0 fator de afinidade hudrofodbica;
Kicesp € © fator de afinidade bioespecifica;
Kam ¢ 0 fato do tamanho;

Koons € 0 fator de conformagéo;

K' sdo os outros fatores que podem causar influéncia em K.

2.5. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que vem sendo utilizada
com muita freqiiéncia em trabalhos experimentais. Consiste na realizagdo de um estudo
sobre um fendmeno, que possua muitas varidvels que precisem ser analisadas de maneira
organizada, a fim de delinear um caminho que conduza ao objetivo planejado utilizando-se

de um nimero minimo de experimentos.

Por esta técnmica € possivel constatar quais sdo as variaveis de maior
importancia para os resultados esperados no processo, a influéncia individual de cada uma
delas e as interagdes que estas varidveis possuem entre si, concernente a resposta global do
fenémeno. Quando rigorosamente aplicado, o método gera a possibilidade de avaliar os
erros experimentais ¢ de regressio e a modelagem matematica empirica dos resultados em
funcio das variaveis escolhidas, caracterizando o fendmenc. BRUNS et al ( 1996), faz uma
descrigio detalhada do método.

A construgdo de um planejamento fatorial comega pela escolha do niimero
de niveis em que se deseja estudar cada uma das vaniavers do sistema, ¢ assim efetuar as
possiveis combinagdes. Um estudo em dois nivels de “n” variaveis resultaria em 2°
experimentos minimos a serem realizados. O numero de niveis e varidveis a serem

estudados aumentam proporcionalmente o niimero de ensaios a serem realizados.

A segunda etapa do método ¢ a escolha de um ponto de ensaio com valores
definidos pela média intermediaria entre dois niveis escolhidos de cada variavel e a

realizacdo de ensaios em triplicata neste ponto. Assim, apos a obtengo destes dados pode-
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se calcular os efeitos individuais e de interagdo sobre a resposta, estimar 0s erros

experimentais € determinar quais s&o os efeitos mais significativos.
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi conduzido no Laboratério de Bioquimica da Faculdade
de Engenharia Industnal - FEI. Foram utilizados abacaxis de variadas espécies adquiridos

no mercado. Os demais reagentes utilizados foram grau analitico.

3.1. Preparo da Amostra

As amostras foram preparadas com abacaxi de diversos tipos, encontrados em

mercados ¢ , exceto a coroa, foram triturados e filtrados eliminando as fibras, €
5 0 .

armazenados , & temperatura de — 18" C. Para os ensaios as amostras foram descongeladas e

utilizadas no mesmo dia. Caso a quantidade de amostra descongelada nio fosse utilizada,

era novamente congeiada.

[ ABACAXT ]mp Triturar|—s FILTRO

PRENEA

l

- Eliminagdo das fibras
- Armazenamento

Figura 2: Preparo da amostra
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3.1.1. Preparo das Solucdes Estogues

Os ensatos foram realizados a partir de solugdes estogues

concentradas de PEG e tampio fosfato para facilitar a preparagio dos sistemas bifasicos.
a) Solugdo estoque de tampdo fosfato pH 7, com concentragéo de 40 % p/p.

Pesaram-se 14 g de fosfato de potassio monobasico e 26 g de fosfato de potassio

dibésico que foram dissolvidos em 60 g de agua deionizada. Em seguida verificou-se o pH

da solugio.

b) Solugdo estoque de tampdo fosfato pH 9, com concentraggo de 40 % p/p.

Pesaram-se 1,67 g de fosfato de potassio monobasico e 38,33 g de fosfato de
potassio dibasico que foram dissolvidos em 60 g de agua destilada. Em seguida verificou-se

o pH da solugéo.

¢) Solugio estoque de PEG, com concentragio 50% p/p para PEG de peso
molecular 1500 e 4000.

Pesaram-se 50 g de PEG (1500, 4000) que foram dissolvidos em 50 g de agua
deionizada.

3.2. Extracéo

Os sistemas foram preparados a partir de solugdes estoque de PEG e fosfato.
Esses sistemas foram preparados, pesando-se em tubo de centrifuga graduado de 15 mL, a
quantidade de solugdo estoque de cada componente necessiria para a obten¢do da
composi¢io desejada. Em seguida foram adicionados 1g de caldo de abacaxi e , por fim, a

quantidade de 4gua para atingir 5g de sistema.

Depois de preparados, os sistemas foram agitados em vortice por 45 s € em
seguida, centrifugados a 1000g por 5 minutos, para atingir a separacdo das fases mais

rapidamente.
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Posteriormente, foram retiradas aliquotas das fases superior e inferior, com o

auxilio de uma pipeta automatica, para a determinagio da atividade enzimatica e proteina

total.

A figura 3 mostra a rotina dos ensaios.

PEG/SAL

Solug&o estoque

l“‘"’“"—“ Adicéo de amostra

Agitacgdo

Vortice
455

‘

Centrifuga¢ao 1000g x 5 min

|

PEG

SAL

\/

- analises

Figura 3: Esquema da extragdo

3IBLIOTECA CENTRA.
SECAO CIRCULANT:
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3.2. Métodos Analiticos
3.2.1. Determinacio de Proteina Total

O método de BRADFORD (1976) foi utilizado para determinar a
concentrag¢do de proteinas totais presentes nas duas fases. Este método baseia-se na ligagdo
da substancia Coomassie Brilliant Blue G-250 com a proteina, formando um complexo

colorido que possui maxima absor¢do de cor na faixa de 465 a 595 nm.

O reativo foi preparado dissolvendo-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue
G-250 em SO0 mL de etanol a 95% sob vigorosa agitacdio. A esta solugdo adicionaram-se

100 mL de acido fosforico a 85% ¢ diluiu-se com agua destilada até o volume finalde 1 L.

Procedimento:

Em um tubo de ensato colocam-se 100 pl. da amostra ¢ 5 mL do reativo.
Agita-se o tubo em vortice ¢ deixa-se em repouso por 5 minutos. Em seguida, 1é-se a
absorbancia das amostras a 595 nm. O branco foi preparado com dgua destilada . Para os
calculos da concentragdo de proteina, fez-se uma curva de calibragio utilizando solugdes de

albumina bovina (BSA) com concentragdes vartando de 100 a 1000mg/L.

3.2.2. Determinacio da Atividade Enzimatica

A atividade proteolitica foi determinada pelo método descrito por MURACHI
(1976) e BALDINI et. al. (1993) através da hidrélise enzimatica da caseina a 1,2% (p/v) pH
6,0 a 35°C durante 10 minutos, seguindo-se de precipitagdo do substrato néo hidrolisado
com solugio de acido tricloroacético (TCA). No branco, a adigdo de solugio de TCA foi
feita antes da adicdo da enzima. A quantidade de produtos hidroliticos nio precipitados, ou

seja, de peptideos soliveis em TCA foi determinada a 280 nm contra um branco.

Uma unidade de atividade enzimdtica corresponde a quantidade de enzima capaz de

variar em uma unidade a leitura de absorbéncia a 280 nm, durante 10 min a 35°C.

A atividade especifica foi expressa como unidades de enzima por mg de proteinas.



3.3. Metodologia de Calculo

3.3.1.Coeficiente de Particio

asesuperior
K= D i Equago 3
| faseinf erior] auaga
_ _ topo
Kp - P Equacdo 4
Jundo
Entio:
Ka —_ .._A.R?i?_ Equagéo 5
Aﬁmdo
Onde:

Asopo € 2 atividade enzimatica da fase superior (U/mg de proteina)
Asnao € 2 atividade enzimatica da fase inferior (U/mg de proteina)
Pwpe € a concentragiio de proteinas totais na fase superior (mg/L)

Psamac € a concentragio de proteinas totais na fase inferior (mg/L)
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3.3.2. Atividade Especifica

A atividade especifica foi calculada pela equagio 6:

A e — Equagio 6

Onde: A ¢ atividade enzimatica (mg/L)
P ¢ a concentragio de proteinas totas ( mg/L)

3.4. Planejamento Fatorial

Como estdo sendo levadas em consideracdo, trés varidveis: concentragio das

fases, pH € peso molecular do PEG, utilizou-se o planejamento denominado 2°, onde trés

variaveis sdo analisadas em dois niveis.

3.4.1. Metodologia de Cdlculo

Para realizarmos este estudo, precisamos definir a matriz de planejamento
listando os ensaios em uma ordem padrdo. Todas as colunas comegam com o nivel (<) e
depois os sinais vio-se alternando, um a um na primeira coluna, depois dois a dois e

finalmente quatro sinais positivos € quatro negativos.

Qs ensaios forma feitos, em seu nimero minimo € num ponto em triplicata a fim de

a média dos valores obtidos, e o desvio padréio para a média ¢ para os efeitos.

A figura 4 demonstra a matriz de planejamento feita para ambos planejamentos
utilizados:
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Concentragdo {pH |{MPEG

;

Concentragio 1515 17,5/17,5

pH 7 9

MPEG 1500
Tabela 5: Discrimina¢@o dos efeitos € niveis
Como o planejamento ¢ 2° =8 ensaios , no minimo.

3.4.2. Desvico Padrio

O desvio padrio (s) foi calculado através da equacio 7, ¢ represceta o desvio
padrio da média no ensaio realizado em triplicata:



45

s={UN-D[EG-x)% |7 Eavagior

Onde: xi € a grandeza medida
X € a média ente os resultados obtidos.
3.4.3. Desvio Padrio dos Efeitos

O desvio padrio para os efeitos, que leva em consideragio o erro

experimental ¢ calculado por:

Seteito = (s7/2)'? Equagio 8
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

A extracBo com sistemas de duas fases aguosas vem sendo estudada como

uma promissora técnica para separagdo de proteinas € enzimas.

Nos capitulos anteriores, foram abordados a teoria envolvida no processo

estudado, os materiais e métodos usados no trabalho e os calculos realizados.

Este capitulo apresentarda os resultados obtidos experimentaimente ¢ as

tendéncias observadas no comportamento do sistema.

Como o processo utilizado ¢ de extragiio em descontinuo, avalia-se o
coeficiente de particBo da proteina ¢ da atividade especifica indicando quais sdo as

melhores condicdes de partido para as proteinas do sistema ¢ para a enzima em estudo.

A metodologia do planejamento experimental (BRUNS, 1996) ¢ aplicada a
fim de verificar-se a influéncia de cada varidvel e da intera¢do entre as varidveis no

comportamento do sistema.
4.1. Particdo das Proteinas

A extracdo € estudada a fim de encontrar-se as condi¢des relativas ao
sistema de duas fases aquosas, que permitemn a obten¢do dos melhores resultados de
extragio. As condigdes analisadas sdo: comprimento da linha de amarrag8o {concentracio

de PEG e sais — fosfatos de potdssio), massa molecular do polimero (PEG — polietileno
glicol), e pH.

O material estudado ¢ o caldo do abacaxi, que contém bromelina e outras

proteinas e enzimas. O objetivo € a obtengfo do sistema ideal para obter-se a bromelina

com maior grau de purificagio.

Foram definidas quatro linhas de amarragéo, dots niveis de pH e dois valores

de massa molecular do polimero. As linhas de amarracdo utilizadas foram escolhidas por

critérios econdmicos.
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As linhas de amarracio foram estudadas duas a duas, variando juntamente

com os dois niveis do pH ¢ da massa molecular do polimero.
4.1.1. Linha de amarracfio 17,5/17,5% p/p e 15/15 %p/p— VARIACAO 1

Primeiramente foram analisadas as linhas de amarragio de 17,5/17,5%p/p
15/15%p/p, onde a concentragdo global de componentes sdo iguais, ou seja variam
proporcionalmente, aumentando apenas o comprimento da linha de amarragéo, ¢ variando-

se todos estes fatores foram calculados os efeitos, a partir do coeficiente de partigio da

proteina.

Tabela 5: Discriminacdo dos efeitos e niveis para Variagdo 1

1 -1,813+ 1,86
2 ommise
23 2,676+ 1,86

123 3243 =186
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Os valores indicam que a linha de amarragéio ndo € um efeito significativo, pois a

concentragido de PEG e sal é a mesma no sistema, porém verifica-se que a massa molecular

do polimero combinada com a variago de pH produzem um efeito significativo. Além da

interac3o entre os trés fatores que gera o methor resultado.

Conforme podemos observar na figura 3, aumentando-se o pH consequentemente
deve-se aumentar o peso molecular do PEG afim de obter-se a melhor parti¢io. O aumento
do coeficiente de particdo com o aumento da linha de amarrago pode ser atribuido a
mudang¢a na composicio das fases (RABELO, 1999) Apresentamos uma comparagio das
linhas de amarragZo e os melhores resultados de partigio de proteinas praticamente
coincidiram nas linhas de amarracio estudadas, mostrando que nao houve mudanca
significativa na parti¢do das proteinas com o aumento da linha de amarragio. Isso pode ser

atribuido a ndo ter havido mudanca na composi¢io relativa entre as fases .

VARIAGAO 1

P

5175 |

13

—
1501

1500/7 1500/2  4000/7 4000/9
MPEG/pH

Figura 5 : Comportamento do coeficiente de partigdo para variagio 1
4.1.2. Linha de amarracio 15/17,5 % p/p e 17,5/15 % p/p — Variacio 2

Neste item foram analisadas as linhas de amarragio de 15/17,5 p/p e 17,5/15p/p,
onde a concentragdo global de componentes varia aumentando, em uma linha de amarracéo
a fase PEG, e na outra a fase sal. O comprimento da linha de amarracdo também ¢ alterado,
e variando-se todos estes fatores foram calculados os efeitos, a partir do coeficiente de

particiio da proteina.
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Tabela 7: Descrig@o dos nivels ¢ efeitos para variagio 2

1 | Linha de amarracdo 1517,5 | 17.5/15

2 pH 7 9
3 M PEG 1500 4000

i

1 . -1.116= 0,698

2 -0.86 0,698

3 0.758+ 0,698

12 0771£0698

13 -0.013:0,698
23 -0.29+ 0,698
123 0.3148+ 0,698

Neste caso, o efeito que apresenta-se como 0 muais significativo ¢ a linha de
amarracgdo. Pode-se dizer que para que haja vanagdo significativa no compnimento da linha

de amarracio, deve ocorrer uma mudanga significativa na concentragio entre as fases.

O aumento da massa molecular do polimero aumenta a seletividade do sistema
porém diminui o valor do coeficiente de parti¢io da proteina, favorecendo a fase sal. Na
figura 4 , podemos perceber que aumentando-se o peso molecular do polimero, a linha de

amarragdo que apresenta um melhor valor para K € a menos concentrada na fase salina.
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Com o aumento do pH, ocorrem mudangas na distribuicdio de cargas da

proteina. Em baixos valores de pH ocorre aumento da carga positiva e em altos valores de

pH, da carga negativa. Além disso, aumentando o pH, a concentragdo do &nion HPO”

aumenta em relacZoe ao anion H,PO4 ', aumentando o efeito do “salting out™.

0 - 1 .

PEG

500 1500 2500 3500 4500 5500

| © Partico |
S

i
i

Figura 6: Comportamento do coeficiente de parti¢io para variagio 2 em pH 7

O aumento do coeficiente de particdo com o anmento do comprimento da linha de

amarragdo pode ser ambuido a mudan¢a na composi¢’

aumento do comprimento da linha de amarrag@o promove
fosfato na fase inferior enquanto que na fase sunerr
constante e igual 4 sua solubilidade hmite no PEC
proteinas da fase rica em sal ( fosfato de potassio) p:
efeitos do volume excluido do PEG. (RABELQ, 169

A solubilidade das proteinas em solugfes dec

aur em termos do efeito do volume excluidc
Se y a teoria desenvolvida, as proteinas sdo
< ocupadas pelo polimero, sendo que as sol -

ite disponivel ( solvente sem PEG). Portar
mener € o volume de solvente disponiy

I e de parmigao{PORTO, 1998).

relativa entre as fases. Um
: aumento de concentracio de
zla permanece relativamente
rovoca um “ salting out” de

: rica em PEG, mediada pelos

n sido interpretada por varios
aero {(PCLSON et al, 1964).

estericar "nte ‘e regides do

$30 pro- 's ao volume
y maior i me excluido
signific: minuigdo do
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IS

linhade
amarragao

O - MNW

Figura 7 : Comportamento do coeficiente de particio para variagdo 2 em pH 9

A influéncia da massa molecular do polimero esta relacionada também a massa
molecular da proteina. Foi observado que a particdo de aminoacidos ou proteinas de baixa
massa molecular ndo € muito influenciada por variagdes na massa molecular dos polimeros.
Contudo, com proteinas de maior massa molecular, a particio ¢ mais influenciada pela
variacdo da massa molecular dos polimeros formadores das fases (ALBERTSSON, 1986),
Proteinas com alta massa molecular sdo mais influenciadas por variagdes na massa

molecular dos polimeros do que proteinas de pequena massa molecular.

A alteragiio da massa molecular do PEG pode provocar variagdes na composi¢io

das duas fases em equilibrio, como alteragfes no diagrama de fases, influenciando a

parti¢do de biomatenais
2. Particio para Atividade Enzimatica Especific

A extragio € estudada a fim de encontrz : as cor :lativas ao
sistem: : duas T2ses aquosas, que permiiem a obteng  dos mel ultados de

extracé s condigdes analisadas sfo as mesmas que para  artigdo d¢

3.
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Estudou-se o comportamento desta variavel pois € um indicador do grau de

purificagdio obtido na particdo da atividade enzimatica em relagéo as proteinas totais no

sisterna, indicando possivelmente a concentragio de bromelina em cada uma das fases.

As linhas de amarrag8o, variaveis ¢ niveis foram estudados como no item
anterior.

4.2.1, Linha de amarracao 17,5/17,5%p/p e 15/15%p/p - VARIACAO 1A

Primeiramente foram analisadas as linhas de amarragio de 17.5/17S p/p e
15/15p/p, onde a concentragio global de componentes néo varia, apenas o comprimento da
linha de amarragio, e variando-se todos estes fatores foram calculados os efeitos, a partir

do coeficiente de partic8o para a atividade especifica da proteina.

Tabela 9: Discriminac8o dos efeitos e niveis para Variagio 1A

1 Linha de amarragio 15/15 17.517.5
2 pH 7 9
3 MPEG 1500 4000

Na analise da particBo da atividade enzimatica especifica foram obtidos os
resultados apresentados na tabela 10.

UNICAMP
SIBLIOTECA CENTRA
SECAD CIRCULANT
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Tabela 10: Efeitos e interagdes para a Variagio 1A

e

1-0,2808+ 02068

20,1628+ 0,2068
 msesoxst |
 1201144:02068
| 1302039*02068

2302264202068
123025362 02068

A interagdo entre todos os efeitos estudados ¢ o melhor resultado que podemos
obter. Os efeitos isolados podem ser desprezados, porém a interagfio entre eles influi
significativamente na particdo para a atividade especifica . A figura 6, ilustra a influéncia

destes parametros.
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| Variacado 1A

L © '@ Particao da |
O ®-  Afividade

1

Linhas de
amarracdo
O - MW

5 6 7 8 ] 10
pH

Figura 8: Influéncia do pH e da linha de amarracfio na variagio 1A

Na mesma linha de amarragéo o aumento do pH, diminui para a fase a particéo,
efeito esse que pode ser explicado pelo aumento da proporgao H.PO,/HPO,”. Segundo
SARUBBO (2000}, o dnion monovalente € menos efetivo no “salting out” do PEG.

-
| VARIACAO 1A
|
L w©
.o
.l-'i g WWM—MH
5 = @155 |
g8 /m17.5/17,5 |
5] [ 4] F O ROV |
=]
2
© |
< 0 - : ‘ , (
1500/9 1500/7 4000/7 4000/9

MPEG/pH

Figura 9: Comparagéo das linhas de amarracio na Vanacdo 1A
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O efeito da massa molecular polimero pode ser atribuido ao maior nimero de
grupos hidrofilicos  terminais nas cadeias de PEG mais curtas, o que reduz a
hidrofobicidade global e aos efeitos de volume excluido, que aumentam com o aumento da

massa molecular do polimero{SARMENTO, 1994: HUDDLESTON, 1991).

Apresentamos uma comparagio das linhas de amarragio e os melhores resultados
de particdo de proteinas praticamente coincidiram nas linhas de amarragio estudadas,
mostrando que n3o houve mudanga significativa na parti¢iio da atividade enzimética

>

exceto na situagdo de pH mais baixo e mais alto peso onde nitidamente vemos que a linha

de amarrag¢io menos concentrada ¢ a favorecida.

O PEG de maior massa molecular tende a ser mais seletivo que € interessante ao

estudarmos a purificagdo de uma enzima que tem em seu substrato como principais

contaminantes proteinas ¢ outras enzimas.

4.2.2. Linha de amarracao 15/17,5 % p/p e 17,5/15 % p/p — Variacio 2A

Neste itemn foram analisadas as linhas de amarragio de 15/17,5 % p/pe 17,5/15 %
p/p, onde a concentra¢do global de componentes varia concentrando, em uma linha de
amarra¢ao a fase PEG, e na outra a fase sal. O comprimento da linha de amarragio também
¢ alterado, ¢ variando-se todos estes fatores foram calculados os efeitos, a partir do

coeficiente de partigdo da atividade enzimatica da mesma forma que anteriormente para a

proteina.

Tabela 11: Descrigdo dos niveis e feitos para variagio 2A

1 Linhadeamarragio ~ 15/17.5 17.5/15

._

2 pH | 7 9

3 _ M PEG : 1500 4000
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Tabela 12: Valores dos efeitos para Variagio 2A

1-0,3062% 0,2916

2 0 448:t 0 2916
| 3 -0 1557* 0 2916“.:
: 12 -0, 5139&029}6‘
13 ~O 0431:1: 0,2916““:
" 23 0 0049:t O 2916 “

123:0,1034:%: 0,2916

O aumento da linha de amarragdo aliada a variagio no pH denota um maior grau de
purificaciio. Na figura 8 , podemos perceber que aumentando-se o peso molecular do
polimero, a linha de amarragio que apresenta um melhor valor para K ¢ a mais concentrada
na fase salina, pois esta deve ser rapidamente saturada pelos materiais soliveis que estdo

contidos no caldo do abacaxi facilitando o efeito do “salting out” da enzima.

Variacao 2A

(=

%
11511?5?]

especifica

K atividade
enzimatica

1500/7 1500/9 4000/7 4000/9
MPEG/pH

Figura 10: Influéncia do pH e da linha de amarragfio na variagdo 2A
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A solubilidade das proteinas em solugdes de PEG tem sido interpretada por varios
autores em termos do efeito do volume excluido do polimero (POLSON et al, 1964).
Podemos perceber que em relagdo a particio para a atividade especifica da bromelina a fase

PEG ¢ favorecida, aumentando entio o valor do seu coeficiente de particgo.
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5. CONCLUSOES E COMENTARIOS

Com os resultados obtidos pudemos observar que:

¢ Uma mudanga no comprimento da linha de amarragiio so sera significativa se

variarmos a concentragdo entre as fases, ou seja, a composigio relativa entre as
fases.

e A particdo paraa proteina total do caldo, ¢ favorecida com o aumento do pH e
da linha de amarragdo mas, vanando-se o peso molecular do PEG, observamos

uma tendéncia ao favorecimento da fase salina devido a seletividade atribuida

ao PEG de maior peso molecular

¢ Como nos utilizamos de caldo prensado de abacaxi, a parti¢iio das proteinas
pode ser influenciada pelas substincias contaminantes da amostra. Porém isso

denota que o coeficiente de particio em sistemas de duas fases aquosas, €

muito bom para a extragdo de proteinas do abacaxi.

e Para a particio da atividade enzimatica especifica observamos que ,esta €

favorecida com ¢ aumento do peso molecuiar do PEG., devido a seletividade.

e Ao observarmos as linhas de amarragio, percebe-se que aumentando a
concentragdo do sal, e 0 peso molecular do PEG, obtemos o melhor resultado

de recuperacdo enzimatica, demonstrando claramente o efeito do volume
excluido.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Uma vez que ¢ dificil a obtengio de um trabalho totalmente completo e
abrangente, torna-se importante a apresentagio de algumas sugestdes que possam
contribuir para aprofundar os conhecimentos no processo de recuperacio proposto.

Assim, como continuagio do trabalho efetuado, prope-se:

e A avaliagio de outros pardmetros tais como : concentragcdo da proteina,

temperatura e sua influéncia no sistema;

e Um estudo da influéncia na purificacdo da enzima utilizando pré-processos de

concentragdo tais como: precipitacio ¢ dialise;
» Desenvolvimento do processo em continuo,

e Realizar um aumento de escala do processo a fim de verificar se as condi¢des

mantém-se constantes;

» Realizar uma andlise da viabilidade econdémica da recuperagio da bromelina

do abacaxi, no processo batelada ¢ no processo continuo.
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