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RESUMO

ZEFERINO, Lilian Bozzi, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2013.
Desenvolvimento de diagramas bifasicos de sistemas constituidos por
copolimeros-sais e liquido idnico-sais para aplicacdo na particdo de proteinas.
Orientador: Luis Antonio Minim. Coorientadores:  Kelany Santiago do
Nascimento e Valéria Paula Rodrigues Minim.

Sistemas aquosos bifasicos (SAB) tém sido utilizados com grande sucesso
em processos de separacdo, concentracdo e purificacdo de moléculas bioativas,
uma vez que sdo uma variante da extracdo liquido-liquido convencional, que
favorecem a estabilidade de biomoléculas. Sendo a agua o componente presente
em maior quantidade em ambas as fases, estes sistemas fornecem um ambiente
ameno para as biomoléculas preservando, assim, a sua estabilidade molecular e
evitando perdas das atividades bioldgicas. Assim sendo, neste trabalho obteve-se
novos dados de equilibrio para sistemas formados por liquido idnico
([C4min][BF4]) + Li,SO,4 + &gua; liquido idnico ([C4smin][BF4]) + MnSO,4 + agua;
copolimero (F68) + C4H4;NaOg + agua; e copolimero (F68) + C,H4K,0¢ + &gua na
temperatura de 25 °C. Em seguida, empregou-se estes novos dados no estudo de
particdo das proteinas do soro a-lactalbumina (a-la) e B-lactoglobulina (B-1g). Para
0s sistemas compostos por liquido iénico e sulfato foi observado que ao mudar o
cation do sulfato adicionado ao sistema houve uma tendéncia do aumento da
regido bifasica para a curva do Li,SO,4, em concentracdes maiores de sal. No caso
do sistemas constituidos por copolimero e sal organico também houve
deslocamento significativo da regido bifasica. Para o sistema no qual utilizou-se
C4H4NaOg, a regido com formagéo de duas fases foi maior. Foram estudados os
efeitos dos tipos de sais utilizados na formacéo dos sistemas sobre o coeficiente
de particdo das proteinas de interesse. Os sistemas formados por [Csmin][BF4],
Li, SO, e é&gua conseguiram particionar as proteinas, nos quais a maior
concentracédo de a-la foi detectada na fase inferior (rica em liquido i6nico). J& a -
Ig particionou para a fase salina (fase superior). No caso dos sistemas constituidos
por [Csmin][BF,], MnSQO, e 4gua, ambas proteinas particionaram exclusivamente

para a fase inferior. Entretanto, verificou-se precipitacdo de proteinas na interface

vii



dos sistemas. J& os sistemas formados por copolimero (F68), CsH4NaOg e agua; e
copolimero (F68), C4H4K,O¢ e &gua, particionaram as proteinas de interesse
exclusivamente para a fase salina (fase inferior), ou seja, os sistemas ndo foram

capazes de separar as proteinas de interesse em duas fases distintas.
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ABSTRACT

ZEFERINO, Lilian Bozzi, M.Sc., Federal University of Vicosa, July, 2013.
Development diagrams biphasic systems consisting of copolymers-salts and
ionic liquids-salts for application to the partition proteins. Adviser: Luis
Antonio Minim. Co-advisers: Kelany Santiago do Nascimento e Valéria Paula
Rodrigues Minim.

Aqueous two phase systems (ATPS) have been used with great success in
processes of separation, concentration and purification of bioactive molecules,
since they are a variant of conventional liquid-liquid extraction, which favor the
stability of biomolecules. As the water component present in the largest amount in
both phases, these systems provide an environment for the biomolecules mild
preserving thus its stability and avoiding loss of molecular biological activities.
Therefore, this study was obtained new equilibrium data for systems formed by
ionic liquid ([Cqsmin] [BF4]) + Li,SO4 + water, ionic liquid ([Csmin] [BF4]) +
MnSQ, + water; copolymer (F68) + C4H4sNaOg + water, and copolymer (F68) +
C4H4K,06 + water at 25 ° C. For systems consisting of ionic liquid and sulfate it
was observed that by changing the cation of the sulphate added to the system,
there was a tendency of increased region to the biphasic curve Li,SO,4 higher
concentrations of salt. In the case of copolymer systems formed of organic and
salt were also significant shift of the two phase region. For the system in which it
was used C4H;NaOg the region with the formation of two phases is greater.
Subsequently, was used these new data in the study of partition of the whey
proteins a-lactaloumin (a-la) and B-lactoglobulin (B-1g). In this step sought to
partition the proteins so obtain two fractions, one rich in B-Ig and the other rich in
a-la. Were studied the effects of the types of salts used in training systems on the
partition coefficient of the protein of interest. The systems formed by [Csmin]
[BF4], Li,SO, and water, able to partition the proteins, where the highest
concentration of a-la was detected in the lower phase (rich in ionic liquid).
Already B-lg partitioned to saline phase (upper phase). For systems consisting of
[C4min] [BF4], MnSO, and water, exclusively for both proteins separated to lower

phase. However, during the experiments it was observed protein precipitation at



the interface systems. Systems already formed by copolymer (F68) C4H;NaOg and
water, and copolymer (F68) C,H4K,Os and water separated proteins of interest
only for the saline phase (lower phase), in other words, the systems were not able

to separate the proteins of interest in two distinct phases.
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INTRODUCAO GERAL

A extracdo liquido-liquido usando solventes orgéanicos € uma tecnologia
classica e versétil que foi estabelecida como uma poderosa ferramenta na industria
farmacéutica. Esta técnica é utilizada h& cerca de 60 anos, no entanto, apesar de
suas vantagens, ndo conseguiu reconhecimento no campo da biotecnologia devido
a baixa solubilidade e a possivel desnaturacdo das proteinas em solventes
organicos. A sua utilizacdo no dominio da biotecnologia tem sido limitada a
recuperacdo de produtos de baixa massa molecular como antibidticos e acidos
organicos a partir de caldos de fermentacéo.

Por outro lado, sistemas aquosos bifasicos (SAB) tém sido utilizados com
grande sucesso em processos de separacdo, concentracdo e purificacdo de
moléculas bioativas, visto que sdo uma variante da extracdo liquido-liquido
convencional, que favorecem a estabilidade de moléculas com origem em
sistemas bioldgicos, além do baixo custo para implementacdo da técnica e
facilidade de aplicacdo em larga escala. Como o solvente é a 4gua em ambas as
fases e geralmente se encontra presente em grande quantidade, estes sistemas
fornecem um ambiente ameno para as biomoléculas preservando, assim, a sua
estabilidade molecular e evitando perdas das atividades biologicas. A purificacéo
é resultado de uma particdo diferenciada da molécula-alvo e impurezas entre as
duas fases liquidas. Esta técnica apresenta ainda vantagens aos métodos de
separacgdo tradicionais como rapida separagdo das fases, baixa tensdo interfacial,
seguranca e uso de componentes nao toxicos.

Sistemas aquosos bifasicos poliméricos oferecem condi¢cdes apropriadas
para extracdo de proteinas e tém a vantagem de distinguir pequenas mudancas na
hidrofobicidade da superficie e no tamanho da biomolécula. Os sistemas mais
estudados sdo os formados por polietilenoglicol-dextrana (PEG-dextrana) e PEG-
Sal. Um importante aspecto destes sistemas é a possibilidade de manipular a
particio da biomolécula pela mudanca da forgca ibnica e pH das solugdes

utilizadas. Além dos aspectos fisico-quimicos, o rendimento da extracdo €



independente da escala do processo, ao contrario de outros métodos de
biossepara¢do como a cromatografia.

Atualmente, novos tipos de SABs estdo sendo desenvolvidos. Os liquidos
ionicos (LI) tém recebido grande atencdo pela sua utilizacdo potencial como
“solventes verdes” e eventual substituicdo de solventes orgénicos volateis
tradicionais em muitas aplicagdes. LI sdo sais com ions fracamente ligados e que
se apresentam na forma liquida a temperaturas inferiores a 100°C. Estes
compostos tém mostrado capacidade de formar duas fases aquosas, assim como 0s
tradicionais sistemas formados por polimeros, no entanto, oferecendo vantagens
adicionais como: baixa viscosidade, rapida separacdo de fases, alta eficiéncia na
extracdo, biocompatibilidade e facilidade de reciclo, volatilidade desprezivel e ndo
inflamabilidade.

Uma classe de macromoléculas que também vem despertando interesse na
area da pesquisa com SABs € a de copolimeros triblocos termossensiveis, que
atuam como um componente formador das fases. Copolimeros triblocos sdo
moléculas obtidas pela juncdo de trés seguimentos poliméricos, sendo a parte
central diferente dos dois seguimentos externos, estes ultimos iguais entre si. Tais
polimeros séo representados como (EO)y(PO)y(EO)x. Um tipo de copolimeros
termossensiveis aplicados na particdo aquosa bifasica é aquele composto por
PEO-PPO-PEO (Polioxido etileno- Polioxido propileno - Polioxido etileno). O
bloco intermediario (PPO) é mais hidrofébico que os blocos das extremidades
devido ao grupo metil extra na unidade PO. Esta diferenca de hidrofobicidade
entre os blocos permite o fendmeno de micelacdo e formacéo de gel em solugdes
aquosas. No entanto, estas propriedades podem ser modificadas dependendo das
condicdes do meio aquoso, como temperatura, pH ou presenca de sais (DE
LEMOS et al, 2013).

Atendendo & significativa diferenca de densidades entre as duas fases, a
separacdo realiza-se mais rapidamente. Se o polimero for facilmente removido e
reciclado sem que precise utilizar métodos como ultrafiltracdo ou cromatografia, o
SAB terd um custo ainda menor. A inducdo por alteracdo da temperatura para
formacgédo das fases, combinada com os baixos custos desses sistemas, oferece

uma solucéo simples para o problema da remocéo e reciclagem do polimero.



Duas biomoléculas que estdo sendo utilizadas para estudo de separagdo
com sistemas aquosos sdo as proteinas do soro o-lactalbumina (a-la) e PB-
lactoglobulina (B-1g). A primeira é uma proteina pequena, cuja massa molar é de
14,176 g.mol™. Possui em sua estrutura primaria, 123 residuos de aminoécidos,
sendo o triptofano 0 mais abundante nessa proteina, aproximadamente, 6 %. E
apropriada para a preparagdo e fortificagdo nutricional de alimentos, podendo ser
utilizada em formulagbes especiais para criancas que tenham alergia ao leite de
vaca (BRAMAUD et al., 1997). Ja a B-lg € uma proteina globular que possui
massa molar de 18,283 g.mol™?, contendo 162 residuos de aminoacidos,
principalmente os sulfurados, o que a confere um elevado valor biolégico. Em
valores de pH menores que 3,0 ou maiores que 8,0, a B-Lg apresenta-se na forma
de mondmeros. Em valores de pH entre 5,1 e 6,7, 0s monémeros se associam em
dimeros e entre pH 3,8 e 5,1, em octdmeros, quando em baixa temperatura e
elevadas concentracfes (SGARBIERI, 1996). Na industria de alimentos a B-Ig
pode ser utilizada em formulacdes que necessitem de agentes formadores de
estrutura, alta capacidade de formacéo de gel e retencdo de agua.

Neste trabalho, objetivou-se, primeiramente, a obtencdo de novos dados de
equilibrio de fases para sistemas aquosos bifasicos formados por liquido idnico,
sais e copolimeros. Posteriormente, estes novos dados foram empregados no
estudo de parti¢ao das proteinas do soro a-lactalbumina (a-la) e B-lactoglobulina
(B-1g). Dessa forma, foram estudados os efeitos dos tipos de sais utilizados na

formacao dos sistemas sobre o coeficiente de particdo das proteinas de interesse.
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ARTIGO 1

Extracéo liquido-liquido de proteinas do soro de leite utilizando sistemas
aquosos bifasicos constituidos por liquido idnico, sulfato de litio e sulfato de
manganés
Lilian Bozzi Zeferino®, Luis Antonio Minim? Kelany Santiago do Nascimento®,

Valéria Paula Rodrigues Minim?, Lucas Rocha Bernardes de Oliveira®

# Universidade Federal de Vigosa - Vigosa-MG

b Universidade Federal do Ceara - Fortaleza-CE

Resumo

Neste estudo foram determinados dados de equilibrio liquido-liquido de
sistemas aquosos bifasicos formados por liquido idnico [Csmin][BF4], Li,SO, e
agua; e liquido iénico [C4smin][BF,4], MnSO, e &gua. Foi avaliada a influencia do
cation dos sistemas nos diagramas de equilibrio e no fracionamento das proteinas
do soro de leite a-lactaloumina (a-la) e B-lactoglobulina (B-lg). Nos sistemas
formados a concentracdo de sulfato foi maior na fase superior, independente do
tipo de sal utilizado na formacdo do sistema. A fase inferior mostrou-se rica em
[C4min][BF4]. Enquanto as fracdes massicas da adgua sdo maiores na fase salina
(fase superior). De uma forma geral, foi observado que ao mudar o cétion do
sulfato adicionado ao sistema houve uma tendéncia do aumento da regido bifasica
para a curva do Li,SO,4, em concentragdes maiores de sal. Os sistemas formados
por [C4,Cimin][BF,], Li»SO, e agua foram capazes de particionar as proteinas, nos
quais a maior concentracao de a-la foi detectada na fase inferior (rica em liquido
ibnico). Ja a B-lg particionou para a fase salina (fase superior). No caso dos
sistemas constituidos por [Csmin][BF4], MnSO, e é&gua, ambas proteinas
particionaram exclusivamente para a fase inferior. Entretanto, as concentracgdes de
proteinas detectadas nas fases de ambos os sistemas estudados foram muito
pequenas, e suas concentragdes foram mascaradas pela regido de ruido do sistema
de deteccdo do HPLC. Durante os experimentos verificou-se precipitacdo de

proteinas na interface dos sistemas.



Palavras-chave: sistemas aquoso bifasico, extracdo liquido-liquido, proteinas do

soro, parti¢cdo, liquido iénico.

1 Introdugéo

Os liquidos i6nicos (LI) sdo sais com ions fracamente ligados e que se
apresentam na forma liquida a temperaturas inferiores a 100 °C. A natureza idnica
confere aos LIs excelentes propriedades como: volatilidade desprezivel, alta
condutividade ibnica, ndo inflamabilidade, alta estabilidade térmica e quimica,
boa condutividade elétrica e avancada capacidade de solvatacdo para uma grande
variedade de compostos (MOURAO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2012).

Esses compostos tém recebido grande atencdo pelo seu potencial de uso
como “solventes verdes” pela substituicdo de solventes organicos volateis
tradicionais em muitas aplicagdes. Em 2003, Gutowski e colaboradores relataram
a pesquisa pioneira apontando para a possivel criacdo de SAB com a adi¢do de
sais inorganicos e solucdes aquosas de liquidos ibnicos. Estes SABs foram
previstos como novas alternativas para reciclagem e concentracdo de liquidos
ibnicos a partir de solugdes agquosas e como nova técnica de separacao
(GUTOWSKI et al.,, 2003). Desde entdo, um esforco consideravel tem sido
realizado com o intuito de utilizar liquidos inicos como alternativas viaveis para
as fases ricas em polimero e, mais recentemente, para as fases ricas em sal dos
tradicionais sistemas de duas fases aquosas.

Segundo Almeida e colaboradores (2012), os LIs sdo compostos por ions
e, como resultado, ha um grande numero de fluidos potenciais a serem
sintetizados por simples rearranjos estruturais. Numa situacéo ideal, a combinacéo
de ions diferentes aloca a adaptacdo das suas propriedades e caracteristicas e
permite-lhes serem fluidos especificos para determinadas aplicacdes. Além disso,
essas solucdes apresentam uma ampla faixa de temperatura na qual se encontram
no estado liquido.

Estes compostos tém mostrado serem capazes de formar duas fases
aquosas com polimeros (FREIRE et al., 2012a), sais (MOURAO et al., 2012;



PASSOS et al., 2012), aminoacidos (ZHANG et al., 2007) e carboidratos (CHEN
et al.,, 2010), sendo utilizados na separacdo e purificacdo de biomoléculas.
Apresentam vantagens adicionais quando comparados aos sistemas formados por
polimeros como: baixa viscosidade, rapida separacdo de fases, alta eficiéncia na
extracdo, biocompatibilidade e facilidade de reciclo, redugdo de perdas de
solventes organicos para a atmosfera e da contaminacdo de cursos de agua (LI et
al., 1998).

Sistemas aquosos a base de polimeros geralmente exibem duas fases
hidrofébicas e as diferengas de polaridades dependem essencialmente da
quantidade de 4gua em cada uma das fases. Por outro lado, SABs polimero-sal
tém uma fase hidrofobica constituida pelo polimero e uma fase hidrofilica
tipicamente formada por sais de alta densidade de carga (FREIRE et al., 2012b).
Ao lidar com liquidos idnicos hidrofébicos, duas fases ja existiam antes da adi¢éo
de qualquer sal, sendo que uma das fases apresenta pouca quantidade de agua
devido a baixa solubilidade desses liquidos idnicos em agua.

Neste trabalho, objetivou-se, primeiramente, a obtencdo de novos dados de
equilibrio para sistemas aquosos biféasicos formados por [Csmin][BF,], Li.SO, e
MnSO,. Na etapa de fracionamento das proteinas do soro a-lactalbumina (o-la) e
B-lactoglobulina (B-1g) buscou-se particionar as proteinas de forma que obtivesse
duas fragdes, uma rica em B-1g e outra rica em a-la. Assim, foi estudado o efeito

do tipo de sal sobre o coeficiente de particdo dessas proteinas de interesse.

2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os reagentes utilizados na realizacdo do experimento foram: liquido ibnico
Tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazélio [Csmin][BF;] (Sigma Aldrich,
EUA); sulfato de litio e sulfato de manganés (Sigma Aldrich, EUA); acetonitrila
(Sigma Aldrich, EUA). Nos experimentos foram empregados agua ultrapura
(sistema Milli-Q, Millipore Inc., EUA) e reagentes quimicos de grau analitico ou



cromatogréafico. As proteinas (a-la e B-lg) na forma pura foram adquiridas da
Sigma-Aldrich.

2.2 Planejamento Experimental

Primeiramente, foram determinados os dados de equilibrio das fases
formadas por liquido-idnico/sal a 25 °C. Os experimentos para obtencdo dos
diagramas de equilibrio foram conduzidos no Delineamento Inteiramente
Casualisado (DIC) com duas repeticdes e duplicata para cada repeticdo. Os
valores obtidos foram apresentados na forma de média ponderada, com o0s
respectivos desvios padrdo. A partir dos resultados das linhas de amarracdo foram
construidas as curvas binodais.

Posteriormente avaliou-se a influéncia do tipo de sal sobre o coeficiente de
particdo das proteinas (variavel dependente). Os experimentos foram conduzidos
no delineamento inteiramente casualizado. Os valores obtidos foram apresentados
na forma de média ponderada, com os respectivos desvios padréo.

As analises estatisticas necessarias foram realizadas no software Statystical
Analysis System® (versdo 9.0), licenciado para a Universidade Federal de Vigosa.

2.3 Determinacédo dos Diagramas de Equilibrio

Os diagramas de equilibrio foram obtidos pelo método de titulacdo
turbidimétrica, para delimitacdo da regido bifésica e subsequente determinacédo
das linhas de amarragdo. Este método consiste em titular uma solucéo de polimero
ou solucdo de sal com o liquido i6nico até que a mistura final das solucdes torne-
se turva (ALBERTSSON, 1971).

2.3.1 Titulacdo Turbidimétrica



As curvas binodais foram construidas, a partir da mistura do liquido idnico
com a solucdo de sal e agua, na temperatura de 25 °C. Assim, prepararam-se
solucdes estoque de liquido i6nico a 98% (m/m) e solugdes de sal (Li,SO, ou
MnSQO,;) com concentracdo total 18% e 13% (m/m), respectivamente.
Inicialmente, transferiu-se para um tubo de vidro, aproximadamente 1g de solucdo
de liquido ibnico. Esse tubo foi fixado dentro de um banho termostatizado a
temperatura de trabalho. Apds atingir a temperatura desejada, aliquotas de 25 pL
da solucdo de sal foram adicionadas ao tubo até ocorrer o turvamento da solucéo
final. O sistema foi agitado com a ajuda de um agitador vortex e, em seguida,
deixado em repouso durante alguns minutos, dentro do banho, até a formag&o das
duas fases. Em seguida, adicionou-se uma quantidade de &gua suficiente
(aliquotas de 100 pL) para que o sistema voltasse ao estado homogéneo. As
quantidades de sal, liquido iénico e agua adicionadas ao sistema foram anotadas
em cada ponto de turvamento de forma a se obter as concentraces de liquido
ibnico, sal e 4gua. Este processo de titulacao foi repetido até a obtencdo de pontos
suficientes para a formacdo da curva binodal. A partir das curvas binodais
selecionou-se pontos de mistura localizados na regido bifasica para a
determinacdo das linhas de amarracdo e para proceder a analise da composicdo
das fases.

2.3.2 Determinacdo das linhas de amarracao

Para a determinacdo das linhas de amarracdo (LA) escolheu-se pontos de
composicdo global com concentragdo de cada componente, previamente
determinada, que ao serem misturados, agitados manualmente e deixados em
repouso em banho termostatico, formaram duas fases.

Sistemas foram preparados para uma massa total de 9 g, em tubos
graduados de centrifuga com volume de 15 mL. Todos os componentes do
sistema foram completamente misturados com um agitador vortex e deixados em
estufa B.O.D a 25 °C (Eletrolab, modelo 101M/3, Brasil) por 18 h para a
separacdo de fases e, assim, para que o equilibrio fosse atingido. A fim de

assegurar a completa separacdo de fases, os sistemas foram centrifugados a



2000xg por 20 min a temperatura de 25 °C (Eppendorf, Alemanha) antes serem
colocados na estufa B.O.D. Apds 18hs retirou-se aliquotas destas para a
quantificacdo dos componentes dos sistemas. A fase superior foi retirada com o
auxilio de uma pipeta automatica e a fase inferior com uma seringa com agulha.

A quantificacdo do [C4Cimin][BF4] nas fases foi realizada por
espectrofotometria utilizando-se espectrofotometro (Spectrophotometer UV-Vis
Biomate 3, Thermo Scientific, USA) em um comprimento de onda de 211 nm.
Curvas analiticas foram previamente estabelecidas para solucdes de liquido i6nico
em diferentes diluigdes. As concentracbes de sais foram determinadas por
espectroscopia de absor¢édo atdmica. A determinagéo foi feita de maneira indireta,
pela quantificacdo do teor dos cétions litio e manganés. Curvas analiticas foram
construidas na extensdo de 0,1 a 3,0 (mg.kg™) para 0 manganés e 0,1 a 2,5
(mg.kg™) para o litio. As fases foram diluidas de modo que a concentragdo
estivesse dentro da faixa de calibracdo. Cada fase foi analisada em duplicata,
sendo posteriormente determinado o desvio padrdo. A quantidade de &gua

presente nas fases foi determinada por diferenca.

2. 3. 3 Comprimento e inclinacédo da linha de amarracao

O comprimento das linhas de amarracdo (CLA), medida numérica de
referéncia para a composicdo das fases, e a inclinacdo das linhas de amarracao
(ILA) também tém sido frequentemente abordados em estudos de diagramas de
equilibrio (FREIRE, 2012b). Esses parametros indicam como a composi¢do das
fases pode variar com a alteracdo de uma propriedade fisico-quimica. Essas

medidas sdo descritas pelas Equacdes 1 e 2,

CLA = J (Xs — Xi)2 + (Ys — Yi)? 1)
_|(Ys =Yi)
ILA = s X0 (2)
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onde s e i indicam fase superior e inferior, respectivamente, e X e Y representam

as concentracdes de sal e liquido i6nico nas fases.

2.4 Particdo de proteinas puras em SAB

Para a andlise da capacidade de particdo das proteinas a-la ¢ B-lg pelos
sistemas gerados, preparou-se uma solugédo de proteina (50 mg/mL) misturando-
se a-la e B-1g (1:1) na sua forma pura.

Os experimentos de particdo para os diferentes SABs foram conduzidos a
temperatura de 25 °C em tubos graduados de centrifuga de 15 mL. O pH foi
determinado pela mistura do [Csmin][BF;] com o sal. Preparou-se sistemas
bifasicos com massa total de 5,0 g pela adi¢cdo de quantidades conhecidas de
solucdo estoque (concentracdes em % de massa) de liquido idnico (98%) e de sal
(13-18 %). Em todos os sistemas, previamente equilibrados, foram adicionados 50
ML da solucdo de proteina anteriormente preparada. Os tubos foram fechados,
agitados por 5 min e centrifugados (Eppendorf, Alemanha) durante 20 min a
2000xg. Os volumes de cada fase foram determinados pela leitura no préprio
tubo. Em seguida, os sistemas foram deixados em repouso durante 18 horas, em
estufa B.O.D. (Eletrolab, modelo 101M/3, Brasil) com temperatura controlada (25
°Cx 0,5 °C), para separacdo das fases. As fases superiores e inferiores foram
coletadas com pipetas automaticas de 1 mL e seringas de 3 mL, respectivamente,
e acondicionadas separadamente para determinacdo da concentracdo das proteinas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conduzida em cromatdgrafo
liquido (Shimadzu®, Jap&o) provido de um detector de feixe de diodos, duas
bombas de alta presséo, forno, auto-injetor de amostras e software de aquisicédo e
analise de dados (Class-VP 6.0). As proteinas foram detectadas em um detector de
feixe de diodos, com comprimento de onda fixo em 210 nm. O método utilizado
foi: coluna de fase reversa (C18, Shimadzu) Shim-pack VP-ODS (250 x 4.6) mm
termicamente controlada (40 °C), fases moveis compostas por solugdo aquosa de
NaCl (0,15 mol/L, pH 2,5) e acetonitrila (grau HPLC, Sigma Aldrich, EUA) a

uma vazédo de 1 mL/min. As solucdes aquosas de NaCl (A) e Acetonitrila (B)
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foram previamente filtradas em membrana de acetato de celulose de 0.45 pm
(MilliPore®) e membrana de nylon de 0.22 pm (MilliPore®), respectivamente e
desgaseificadas. A programacdo do gradiente da fase mdvel € apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1 — Programacéo do gradiente da fase movel

Concentracg0es iniciais ConcentragOes finais ~ Tempo de Duracdo (min.)
100% A, 0% de B 64% A, 36% B 3
64% A, 36% B 55% A, 45% B 18
55% A, 45% B 55% A, 45% B 2
55% A, 45% B 100% A, 0% B 10

Todas as amostras foram previamente filtradas em membrana de 0.45 pm
(MilliPore®), sendo injetado um volume de 20 pL com fluxo de 1 mL/min com
tempo de corrida de 33 minutos.

Os resultados obtidos foram analisados primeiramente em termos de

coeficiente de particdo da proteina “i”, K, i, expresso pela Equagao 3.

@)

K : P.,S
B C:P,I

@)
em que Cps e Cp, correspondem as concentracbes de cada proteina na fase
superior e na fase inferior, respectivamente.

Foram calculados os coeficientes de particdo de cada proteina e, nos
tratamentos envolvendo a mistura de a-la mais p-lg , o coeficiente de particdo da
proteina total, Kp. O parametro seletividade (S) foi entdo calculado de acordo com

a Equacao 4.

(4)
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3 Resultados e Discussao

3.1 Diagramas de equilibrio

As composicOes globais e de equilibrio da fase superior e da fase inferior
dos SAB’s formados por [Csmin][BF4], Li.SO4 e agua ou [C4smin][BF4], MnSO, e
agua sdo mostradas na Tabela 2. Para cada diagrama foram determinados dados

para trés linhas de amarracéo.

Tabela 2 — Porcentagem em massa para sistemas formados por sulfato (wy),

[Camin][BF4] (w>), &gua (ws), com diferentes sulfatos

Linhas de Composicao global Fase Superior Fase Inferior
amarragao W1 Wo W3 W1 Wo W3 W1 Wo W3
Sulfato de Litio

2,55 38,31 59,14 525 11,84 8290 0,35 64,61 35,04

1 + + + * + + * + +
0,0002 0,0259 0,0260 0,20 1,03 083 0,03 122 1,25
2,80 42,14 55,06 598 7,63 86,39 0,23 72,38 27,39

2 + + + * + + * + +
0,0019 10,0024 0,0043 021 0,79 1,00 0,03 103 1,01
3,08 46,35 5057 7,02 559 87,39 0,22 7982 19,96

3 + + + + + + + + +
0,0006 0,0461 0,0043 0,12 054 066 002 350 3,52

Sulfato de Manganés

1,75 36,12 62,13 392 18,62 77,46 064 52,63 46,73

1 + + + + + + + + +
0,0004 0,011 0,011 o044 135 09 001 562 5,62
1,93 39,71 5836 543 1516 79,41 055 61,65 37,80

2 + + + * + + + + +
0,0009 0,011 0,010 126 151 2,77 0,08 11,04 11,12
2,12 4369 54,19 6,50 15,77 77,73 0,77 6513 34,10

3 + + + + + + + + +
0,0049 0,005 0,009 068 6,00 532 008 073 081
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Pode ser observado na Tabela 2 que a fragdo méssica de sulfato € maior na
fase superior, independente do tipo de sulfato utilizado na formagéo do sistema.
A fase inferior € rica em liquido idnico, enquanto as fragdes massicas da agua sao
maiores na fase salina (fase superior).

Quando um sal é dissolvido numa solugdo aquosa, 0S seus ions estdo
cercados por uma camada de moléculas de agua, fendbmeno conhecido como a
hidratacdo idnica. No presente caso, quando um sal inorganico é adicionado a uma
solugdo de um liquido idnico, essas moléculas competem entre si pelas moléculas
de solvente (4gua). A competicdo é vencida pelos ions inorganicos, uma vez que
tém efeito cosmotropico, aumentam a estruturacdo das moléculas de agua ao seu
redor. Dessa forma, ocorre uma transferéncia das moléculas de agua distante dos
ions do LI para os do sal inorganico, que por sua vez, diminui a hidratacdo e,
consequentemente, a solubilidade dos ions do LI ficando a fase mais hidrofdbica.
Como consequéncia, uma fase rica em liquido idnico é separada do resto da
solucdo. Isto significa que o efeito de salting-out esta diretamente correlacionado
com a forca de hidratacdo dos diferentes ions de sal inorganico (TRINDADE et
al., 2007).

Na Figura 1 s&o apresentadas as curvas binodais para os sistemas formados
por Li;SO4 ou MnSOy, liquido ibnico, &gua. Analisando o comportamento das
curvas binodais dos sistemas compostos por sulfato, liquido i6nico, agua frente
aos diferentes tipos de sulfato, hd uma tendéncia do aumento da regido bifasica
para a curva do Li,SOy4, em concentragdes maiores de sal.

Qualquer conjunto de pontos que pertencam a regido bifasica e que
estejam sobre a mesma linha de amarracéo fornecera fases superiores e inferiores
que possuirdo propriedades termodinamicas intensivas iguais (densidade, volume
molar, entalpia molar, entre outras), no entanto, sendo distintas as suas variaveis
termodindmicas extensivas (massa, volume, etc.) (ZASLAVSKY, 1995; DA
SILVA e LOH, 2006).
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Figura 1 — Curvas binodais dos sistemas formados por: (A) sulfato de litio,
[C4min][BF4] e &gua ; (B) sulfato de manganés, [C4min][BF4] e agua.

O comprimento das linhas de amarracéo para os sistemas compostos por

[C4min][BF4] + Li,SO, sdo maiores e ha um aumento da regido bifasica deste
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sistema (Tabela 3). Na Tabela 4 sdo apresentadas as medidas da ILA e observa-se
que os valores podem ser considerados constantes indicando que as interagdes
mudam proporcionalmente com a variacdo do CLA. Pode ser verificar que a ILA
diminuiu com o aumento da linha de amarracéo isso corre devido ao aumento da

hidrofobicidade da fase rica em LlI.

Tabela 3 - Comprimento das linhas de amarracdo para os sistemas formados por

[C4min][BF4], sulfato (litio ou manganés) e agua

Sulfato
Linha d? Litio Manganés
amarragao
- Desvio - Desvio
Meédia Padréao Média Padrao
1 52,9935 0,1723 34,1747  4,2163
2 65,0088 0,2637 46,7405 9,5975
3 74,5343  4,0091 49,6934 6,7594

Tabela 4 - Inclinacdo das linhas de amarracdo para os sistemas formados por

[C4C1min][BF,4], sulfato (litio ou manganés) e agua

Sulfato
Linha d? Litio Manganés
amarracao

. Desvio L. Desvio
Media Padrao Media Padrao
1 10,7774 0,5373 10,5537 2,6987
2 11,2694 0,4247 9,5784 0,3680
3 10,9335  0,8172 8,6059 0,2747

3.2 Particdo de proteinas puras em SAB

Os dados de equilibrio liquido-liqguido dos SABs formados por
[C4smin][BF4], Li,SO, e agua ou [Csmin][BF4], MnSO, e &gua foram aplicados

para investigar o comportamento de parti¢ao das proteinas do soro a-la e -1g.
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Os sistemas formados por [Csmin][BF], Li.SO, e 4gua foram capazes de
particionar as proteinas, nos quais a maior concentragdo de a-la foi detectada na
fase inferior (rica em liquido i6nico). Ja a B-Ig particionou para a fase salina (fase
superior) (Tabela 5). No caso dos sistemas constituidos por [C4smin][BF4], MnSO,
e &gua, ambas proteinas particionaram exclusivamente para a fase inferior.
Entretanto, as concentracdes de proteinas detectadas nas fases de ambos sistemas
estudados foram muito pequenas, possivelmente entraram na regido de ruido do
sistema de detec¢do do HPLC. Durante os experimentos verificou-se precipitacao
de proteinas na interface dos sistemas.

Novos estudos de particdo deverdo ser realizados visando minimizar a
precipitacdo das proteinas na interface dos SABs, alterando o delineamento e as
condicgdes experimentais.

Na Tabela 6 observa-se os valores do parametro Seletividade para os
sistemas estudados. Pode ser verificado que a seletividade foi maior para a
proteina B-lg nos dois sistemas. Contudo, os valores foram maiores para 0s
sistemas formados por [Csmin][BF4] e Li,SO,4 ou seja, 0 sistema conseguiu

separar as proteinas de interesse em duas fases distintas.

Tabela 5 — Coeficiente de particdo das proteinas a-la e B-lg nos SABs Liquido-

i6nico/ Sal
Coeficiente _
L. Li,SO,4 MnSOq,
de particao
Ke 0,625+0,029 0,018 + 0,013
Kg 3,620 +0,436 0,439 + 0,001
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Tabela 6 — Seletividade dos sistemas as proteinas

Seletividade Li,SO, MnSO,
a-la 0,4948 + 0,046 0,114 + 0,028
B-lg 2,8635 + 0,256 2,773 + 0,001

4 Conclusoes

Neste trabalho foi analisado o efeito do tipo de sal (cation) sobre o
equilibrio de sistemas aquosos bifasicos formados por [Csmin][BF,], sulfatos e
agua.

A concentracdo de sulfato foi maior na fase superior, independente do tipo
de sulfato utilizado na formacao do sistema. A fase inferior apresentou-se rica em
liquido i6nico, enquanto as fracdes massicas da agua foram maiores na fase salina
(fase superior).

De uma forma geral, foi observado que ao mudar o céation do sulfato
adicionado ao sistema houve uma tendéncia do aumento da regido bifasica para a
curva do Li,SO,4, em concentracfes maiores de sal.

Na etapa de fracionamento das proteinas do soro a-la e B-lg, buscou-se
particionar as proteinas de forma que obtivesse duas fragdes, uma rica em B-lg e
outra rica em a-la. Foi estudado o efeito dos cations (Li* e Mn*?) sobre o
coeficiente de particdo das proteinas de interesse. Ambos os sistemas conseguiram
particionar as proteinas sendo que nos ensaios com sistema [Csmin][BF,] +
Li,SO4 a maior concentracdo de a-la foi detectada na fase rica em liquido ibnico
(inferior). J& a B-lg particionou para a fase salina (superior). Entretanto, ao realizar
0 experimentos de particdo com sistemas [Csmin][BF,] + MnSO, ambas proteinas
particionaram exclusivamente para a fase inferior. Ao quantificar as proteinas
observou-se que nos dois sistemas estudados as concentragdes foram muito
pequenas, possivelmente entraram na regido de ruido do sistema de detec¢do do
HPLC.
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Novos estudos de particdo poderdo ser realizados visando minimizar a
precipitacdo das proteinas na interface dos SABs utilizados, alterando o

delineamento e as condicdes experimentais.
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aquosos bifasicos constituidos por copolimero tribloco, tartarato de sédio e
tartarato de potéssio
Lilian Bozzi Zeferino®, Luis Antonio Minim? Kelany Santiago do Nascimento®,

Valéria Paula Rodrigues Minim?, Lucas Rocha Bernardes de Oliveira®

# Universidade Federal de Vigosa - Vigosa-MG

b Universidade Federal do Ceara - Fortaleza-CE

Resumo

Neste estudo foram determinados dados de equilibrio liquido-liquido de
sistemas aquosos bifasicos formados por copolimero (F68), C,H4NaOg e &gua ou
copolimero (F68), C4H4K,06 € &gua. Aos dados obtidos para construcdo dos
diagramas de equilibrio foi ajustado um modelo exponencial decrescente de trés
parametros para obtencdo das curvas binodais. Observou-se uma diferenca entre
as posicdes das curvas turbidimétrica e curvas bimodais, o que pode ser explicado
pelo tempo disponibilizado para que os sistemas entrassem em equilibrio. Durante
a titulacdo turbidimétrica o tempo esperado foi de alguns minutos, o suficiente
para que o sistema continuasse homogéneo ap6s a adicdo de agua. Ja na
preparacdo dos sistemas para analise dos constituintes das fases, o tempo foi de 24
horas. Analisando o comportamento das curvas binodais desses sistemas, houve
deslocamento significativo da regido bifasica. O sistema formado por C,H4NaOg
apresentou maior regido com formacao de duas fases. A fracdo massica de sal foi
maior na fase inferior, tanto nos sistemas formados por C;H4NaOs como
C4H4K206, enquanto a fase superior foi rica em copolimero. Verificou-se tambéem
que as fragbes massicas da agua foram maiores na fase salina. Os resultados para
analise de fases podem ser considerados excelentes, visto que os desvios padrao
foram baixos sendo inferiores a 1,34%. Verificou-se que em ambos 0s sistemas as

proteinas particionaram exclusivamente para a fase salina (fase inferior) e para
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esse parametro a seletividade foi maior para a proteina B-lg nos dois sistemas.
Contudo, os valores foram baixos tanto para os sistemas formados por F68 e
C4HsNaOg quanto os formandos por F68 e C4H4K;O0g, OU seja, 0s sistemas ndo

foram capazes de separar as proteinas de interesse em duas fases distintas.

Palavras-chave: sistemas aquoso bifasico, extracdo liquido-liquido, proteinas do

soro, particdo, copolimero tribloco.

1 Introdugéo

Sistemas aquosos bifasicos (SAB) tém sido utilizados com grande sucesso
em processos de separacdo, concentracdo e purificacdo de moléculas bioativas,
visto que sdo uma variante da extragdo liquido-liquido convencional, que
favorecem a estabilidade de moléculas com origem em sistemas biologicos, além
do baixo custo para implementacédo da técnica e facilidade de aplicacdo em larga
escala. Como o solvente € a agua em ambas as fases, estes sistemas fornecem um
ambiente ameno para as biomoléculas preservando, assim, a sua estabilidade
molecular e evitando perdas das atividades bioldgicas, o que possibilita 0 seu
processamento neste meio (Da SILVA & LOH, 2006).

Atualmente, novos sistemas aquosos bifasicos estdo sendo desenvolvidos.
Uma classe de macromoléculas que vem despertando interesse na area da pesquisa
com SABs é de copolimeros triblocos, que atuam como um componente formador
das fases. Sdo compostos por PEO-PPO-PEO (Polioxido etileno- Polioxido
propileno - Polioxido etileno), sendo um dos tipos de polimeros termossensiveis
aplicados na particdo aquosa bifasica. O bloco intermediario (PPO) é mais
hidrofébico que os blocos das extremidades devido ao grupo metil extra na
unidade PO. Esta diferenca de hidrofobicidade entre os blocos permite o
fendmeno de micelacdo e formacdo de gel dependendo da concentracdo e
temperatura da solucdo de copolimero (DE LEMOS et al, 2013). Os SABs
formados por estes copolimeros tém sido aplicados na particdo de biomoléculas
hidrofobicas e hidrofilicas principalmente pelo fato de apresentarem baixas
temperaturas de separacdo de fase (ALEXANDRIDIS et al., 1994).
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A utilizacdo de polimeros termossensiveis na extracdo de biomoléculas por
SAB permite ndo sé a reciclagem dos polimeros como também uma separacdo
facil das biomoléculas presentes na fase rica em polimero e este € um passo
importante no processo em escala industrial e em laboratdrio. Atendendo a
significativa diferenca de densidades entre as duas fases, a separacdo realiza-se
mais rapidamente. Se o polimero for facilmente removido e reciclado sem que
precise utilizar métodos como ultrafiltracdo ou cromatografia, o SAB tera um
custo ainda menor. A inducdo por alteracdo da temperatura para formacdo das
fases, combinada com SABs baratos oferece uma solucdo simples para o
problema da remoc&o e reciclagem do polimero (LI et al., 1998). Com isto, vem
aumentando o interesse em se utilizar os copolimeros blocos como um dos
componentes na formacéo de novos sistemas de duas fases aquosas.

Neste trabalho, objetivou-se, primeiramente, a obten¢do de novos dados de
equilibrio liquido-liquido para sistemas aquosos bifasicos formados por
copolimero tribloco (EQ)go(PO)30(EQ)sy massa molar média 8400 g.mol™ (F68),
tartarato de sodio (C4Hs;NaOg) ou tartarato de potassio (C4H4K206). Em seguida
foi estudado o efeito do tipo de sal sobre os diagramas de equilibrio. Os dados de
equilibrio obtidos foram empregados no fracionamento das proteinas do soro a-
lactalbumina (o-la) e B-lactoglobulina (B-lg) avaliando o efeito do tipo de sal

sobre o coeficiente de particdo dessas proteinas.
2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais

Os reagentes utilizados na realizacdo do experimento foram: copolimero
tribloco (EO)gy(PO)s0(EQ)sy massa molar média 8400 g.mol™ (F68) (Sigma
Aldrich, EUA); tartarato de sodio e tartarato de potassio (VETEC, Brasil). Nos

experimentos foram empregados agua ultrapura (sistema Milli-Q, Millipore Inc.,
EUA) e reagentes quimicos de grau analitico.
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2.2 Planejamento Experimental

Inicialmente, foram determinados os dados de equilibrio das fases
formadas por F68/tartarato de sodio e F68/tartarato de potassio . Os experimentos
para obtencdo dos diagramas de equilibrio foram conduzidos no Delineamento
Inteiramente Casualisado (DIC) com duas repeticdes em duplicata para cada
repeticdo. Os valores obtidos foram apresentados na forma de média ponderada,
com o0s respectivos desvios padrdo. A partir dos resultados das linhas de
amarragéo ajustou-se um modelo exponencial decrescente de trés parametros para
construcdo das curvas binodais.

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statystical Analysis

System® (versdo 9.0), licenciado para Universidade Federal de Vigosa.

2.3 Determinacédo dos Diagramas de Equilibrio

Os diagramas de equilibrio foram obtidos pelo método de titulacdo
turbidimétrica, para delimitacdo da regido bifésica e subsequente determinacdo
das linhas de amarragdo. Este método consiste em titular uma solucéo de polimero
ou solucdo de sal com o copolimero até que a mistura final das solucdes torne-se
turva (ALBERTSSON, 1971).

2.3.1 Titulacdo Turbidimétrica

As curvas binodais foram construidas, a partir da mistura da solucdo de
copolimero com a solucdo de sal e agua, na temperatura de 25 °C. Assim,
preparou-se solucBes estoque de F68 a 30% (m/m) e ambas solucBes de sal
(C4H4NaOs e C4H4K;06) com concentragdo total 30% (m/m). Inicialmente,
transferiu-se para um tubo de vidro, aproximadamente 1 g de solucdo de
copolimero. Esse tubo foi fixado dentro de um banho termostatizado a

temperatura de trabalho. Apds atingir a temperatura desejada, aliquotas de 25 pL
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da solucgdo de sal foram adicionadas ao tubo até ocorrer o turvamento da solugédo
final. O sistema foi agitado com a ajuda de um agitador vortex e, em seguida,
deixado em repouso durante alguns minutos, até a formacao das duas fases. Em
seguida, adicionou-se uma quantidade de agua suficiente, aliquotas de 100 pL
para que o sistema voltasse ao estado homogéneo. As quantidades da solucéo de
sal, copolimero e agua adicionadas ao sistema foram anotadas em cada ponto de
turvamento de forma a se obter as concentracGes dos trés componentes. Este
processo de titulacdo foi repetido até a obtencdo de pontos suficientes para a
formagéo da linha binodal. A partir das curvas binodais selecionou-se pontos de
mistura localizados na regido bifasica para a determinacdo das linhas de
amarracdo. Esses pontos de composicdo global foram escolhidos a fim de se

proceder a analise da composicao das fases.

2. 3. 2 Determinacgao das linhas de amarragéo

Para a determinacdo das linhas de amarracdo (LA) escolheu-se pontos de
composicdo global com concentragdo de cada componente, previamente
determinada, que ao serem misturados, agitados manualmente e deixados em
repouso em banho termostatico, formaram duas fases.

Sistemas foram preparados para uma massa total de 11 g, em tubos
graduados de centrifuga com volume de 15 mL. Todos os componentes do
sistema foram completamente misturados com um agitador vortex e deixado em
estufa B.O.D. (Eletrolab, modelo 101M/3, Brasil) por 24 h a 25 °C para a
separacgdo de fases e também para que o equilibrio termodindmico fosse atingido.
A fim de assegurar a completa separacdo de fases, os sistemas foram
centrifugados a 2000xg por 35 min a temperatura de 25 °C (Eppendorf,
Alemanha) antes de serem colocados na B.O.D . Apds 24horas retirou-se
aliquotas destas para a quantificacdo dos componentes dos sistemas. A fase
superior foi retirada com o auxilio de uma pipeta automatica e a fase inferior com

uma seringa com agulha.
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Os sais foram determinados por condutividade elétrica utilizando-se
condutivimetro (Hanna Instrument, Brasil), para as quais foi necessario diluir as
fases 1200 vezes. A quantificacdo do F68 nas fases foi realizada utilizando
medidas de indice de refracdo. O refratdmetro utilizado foi o Abbe Refratometer
da Analitik Jena (Konrak, Zwse, Jena) acoplado a um banho Thermo Haake 003-
5007 (Karlsruche, Alemanha). Neste caso, foram realizadas dilui¢cdes de 1,5 de
ambas as fases. Uma vez que o indice de refracdo das amostras apresentou-se
como uma propriedade termodindmica aditiva, o desconto foi realizado subtraindo
a concentracao total das fases (concentragdo referente ao copolimero mais o sal)
obtida com o indice de refracdo pela concentracdo de sal quantificada pelo
condutivimetro.

Cada fase foi analisada em duplicata, sendo posteriormente determinado o
desvio padrdo. A quantidade de &gua presente nas fases foi determinada por
diferenga.

2. 3. 3 Comprimento e inclinacédo da linha de amarracéo

O comprimento das linhas de amarracdo (CLA), medida numérica de
referéncia para a composicdo das fases, e a inclinacdo das linhas de amarracao
(ILA) também tém sido frequentemente abordados em estudos de diagramas de
equilibrio (FREIRE, 2012b). Esses parametros indicam como a composi¢do das
fases pode variar com a alteracdo de uma propriedade fisico-quimica. Essas
medidas sdo descritas pelas Equacdes 1 e 2,

CLA = \/ (Xs — Xi)2 + (Ys — Yi)? 1)
_|(¥Ys =Yi)
ILA = s X0 (2)

onde s e i indicam fase superior e inferior, respectivamente, e X e Y representam

as concentracdes de sal e copolimero nas fases.

26



2.4 Particdo de proteinas puras em SAB

Na etapa de particdo das proteinas do soro a-la e B-lg preparou-se uma
solucéo de proteina (50 mg/mL) misturando-se a-la e B-lg na proporg¢édo 1:1 ambas
na sua forma pura.

Os experimentos de particdo para os diferentes SABs foram conduzidos a
temperatura de 25 °C em tubos graduados de centrifuga de 15 mL. O pH foi
determinado pela mistura do copolimero com o sal. Preparou-se sistemas bifasicos
com massa total de 5,0 g pela adicdo de quantidades conhecidas de solucéo
estoque (concentracBes em % de massa) de F68 (30%) e de sal (30%). Em todos
o0s sistemas, previamente equilibrados, foram adicionados 50 pL da solucdo de
proteina anteriormente preparada. Os tubos foram fechados e agitados por 5 min e
centrifugados (Eppendorf, Alemanha) durante 35 min a 2000xg. Os volumes de
cada fase foram determinados pela leitura no préprio tubo. Em seguida, 0s
sistemas foram deixados em repouso durante 24 horas a 25 °C, em estufa B.O.D.
(Eletrolab, modelo 101M/3, Brasil) com temperatura controlada (25 °C + 0,5 °C),
para separacdo das fases. As fases superiores e inferiores foram coletadas com
pipetas autométicas de 1mL e seringas de 3mL, respectivamente, e
acondicionadas separadamente para determinacdo da concentracdo das proteinas.
Foi avaliado o efeito do sal (C4H4K;06 € C4H4NaOg).

A quantificacdo da concentracdo das proteinas do soro (a-la e B-lg) foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conduzida em
cromatografo liquido (Shimadzu®, Japdo) provido de um detector de feixe de
diodos, duas bombas de alta pressédo, forno, auto-injetor de amostras e software de
aquisicdo e analise de dados (Class-VP 6.0). As proteinas foram detectadas em um
detector de feixe de diodos, com comprimento de onda fixo em 210 nm. O método
utilizado foi: coluna de fase reversa (C18, Shimadzu) Shim-pack VP-ODS (250 x
4.6) mm termicamente controlada (40 °C), fases mdveis compostas por solucao
aquosa de NaCl (0,15 mol/L, pH 2,5) e acetonitrila (grau HPLC, Sigma Aldrich,
EUA) a uma vazdo de 1 mL/min. As solucdes aquosas de NaCl (A) e Acetonitrila
(B) foram previamente filtradas em membrana de acetato de celulose de 0.45 pm

(MilliPore®) e membrana de nylon de 0.22 pm (MilliPore®), respectivamente e
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desgaseificadas. A programacdo do gradiente da fase movel € apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1 — Programacéo do gradiente da fase movel

Concentracg0es iniciais ConcentragOes finais ~ Tempo de Duracdo (min.)
100% A, 0% de B 64% A, 36% B 3
64% A, 36% B 55% A, 45% B 18
55% A, 45% B 55% A, 45% B 2
55% A, 45% B 100% A, 0% B 10

Todas as amostras foram previamente filtradas em membrana de 0,45 pm
(MilliPore®), sendo injetado um volume de 20 pL com fluxo de 1 mL/min com
tempo de corrida de 33 minutos.

Os resultados obtidos foram analisados primeiramente em termos de

coeficiente de particdo da proteina “i”, K i, expressos pela Equagao 3.

@)

K : P,S
B CP,I

(3)

em que Cpse Cp, correspondem as concentracdes de proteina na fase superior e
na fase inferior, respectivamente.

Foram calculados os coeficientes de particdo de cada proteina e, no caso
de ter trabalhado com uma mistura de a-la mais B-lg , o coeficiente de particdo da
proteina total, Kp. O parametro seletividade (S) foi entdo calculado de acordo com

a Equacao 4.

4)
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3 Resultados e Discussfes

3.1 Diagramas de equilibrio

Na Figuras 1 é apresentada uma comparacdo dos resultados obtidos na
titulagcdo turbidimétrica com os da anélise de fases para ambos os sistemas

estudados.
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Figura 1 - Comparacao dos resultados obtidos na titulacdo turbidimétrica com a
analise de fases para os sistemas formados por: (A) F68, C4H4K,Os € agua; (B)
F68, C4H;NaOg e agua.
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Percebe-se uma diferenca entre as posi¢bes das curvas turbidimétrica e
curvas binodais. Este comportamento pode ser explicado pelo tempo
disponibilizado para que os sistemas entrem em equilibrio. Durante a titulacéo
turbidimétrica o tempo esperado foi de alguns minutos, o suficiente para que o
sistema continuasse homogéneo apo6s a adicdo de &gua. J& na preparagdo dos
sistemas para analise dos constituintes das fases, o tempo foi de 24 horas. Um
sistema que inicialmente apresenta duas fases, mas ndo atingiu o equilibrio
termodinamico, podera sofrer alteracGes em suas propriedades extensivas. Sabe-se
que ao colocar diferentes componentes em contato, ocorrem processos de
transporte como: interag0es entre estes, relaxacdo conformacional das
macromoléculas e distribuicdo espacial dos componentes (TEIXEIRA, 2009).
Beezer e colaboradores (1987), afirmam ser necessario um tempo de 18 horas para
que toda dindmica conformacional tenha sido efetuada.

Analisando o comportamento das curvas binodais dos sistemas compostos
por sais, copolimero e 4agua frente aos diferentes tipos de sais, houve
deslocamento significativo da regido bifasica em direcdo da regido de menores
concentragdes dos constituintes quando o cation Na® foi utilizado. Para este
sistema a regido com formacéo de duas fases foi maior.

A tendéncia de o ion sodio promover a separacdo de fase mais eficiente
que o ion potassio pode ser devido a interacdo mais forte com grupos EO da
cadeia do copolimero.

As composicOes globais e de equilibrio da fase superior e da fase inferior
dos SABs formados sdo mostradas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Para cada

diagrama foram determinados dados para quatro linhas de amarracao.
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Tabela 2 — Porcentagem em massa para sistemas formados por C4HsNaOg (w3),

F68 (W) e agua (ws)

Linhas de Composicao global Fase Superior Fase Inferior

amarragao Wy W> W3 Wy W, W3 Wy W> W3
8,50 13,19 7831 6,40 11,63 7293 1355 2,27 84,18

1 + + + + + + + + +
0,007 0,005 0,003 0,08 013 021 0,17 0,32 0,08
8,93 13,85 77,22 5,78 24,27 6996 14,10 240 83,550

2 + + + + + + + + +
0,009 0,006 0,015 003 033 036 034 027 0,07
9,36 1455 76,09 4,43 28,89 66,68 1502 2,12 8287

3 + * * * + + * * *
0,005 0,006 0,001 048 014 034 0,18 0,18 0,00
4 9,84 1526 7490 4,41 31,08 6451 1596 154 8250

+ + + + + + + + +
0,012 0,006 0,006 026 026 000 003 105 1,02

Tabela 3 — Porcentagem em massa para sistemas formados por C4H;K;0¢ (W),

F68 (W) e agua (ws)

Linhas de Composicao global Fase Superior Fase Inferior

amarracdo W, Wo W3 W1 Wy W3 W1 W> W3
11,00 10,70 78,30 8,84 1495 76,21 1257 521 82,22

1 + + + + + + + + +
0,017 0,013 0,005 054 134 080 003 046 043
11,55 11,23 77,22 757 2042 72,01 1455 1,72 83,73

2 + * * * + + + + *
0,005 0,003 0,007 108 105 003 030 0,20 0,10
6,33 24,04 69,63 1553 1,02 83,45

5 12-;-12 11-;-77 76-;-11 + + + + + +
0,607 0,607 0,615 044 050 027 049 066 0,18
12,72 12,39 7488 549 26,73 67,77 16,22 1,40 82,38

4 + + + + + + + + +
0,000 0,008 0,008 001 029 030 011 0,24 0,13

Pode ser observado nas Tabelas 2 e 3 que a fracdo massica de sal é maior

na fase inferior, tanto nos sistemas formados por C4H;NaOg como C4H4K;06. A
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fase superior € rica em copolimero. Pode ser observado também que as fracoes
massicas da agua sdo maiores na fase salina. Esses resultados também foram
encontrados por Rodrigues e colaboradores (2010) que estudaram diagramas de
equilibrio para SABs formados por F68 e sais organicos em diferentes
temperaturas. Os resultados para analise de fases podem ser considerados
excelentes, visto que os desvios padrdo foram baixos tendo o maior desvio igual a
1,34%.

Observa-se na Tabela 4 que o comprimento das linhas de amarracéo, para
0s sistemas compostos por F68 + C4H;NaOgs sdo maiores, resultados que
confirmam o aumento da regido bifasica destes sistemas apresentada no diagrama
de equilibrio. Na Tabela 5 sdo apresentadas as medidas da inclinacdo das LAsS,
que para ambos os sistemas estudados apresentaram valores proximos. Os valores
de inclinacdo das linhas de amarracdo encontrados para os sistemas constituidos
por F68 e C4H4NaOg foram semelhantes aos de Rodrigues et al. (2010) para a

temperatura de 25 °C.

Tabela 4 - Comprimento das linhas de amarragdo para os sistemas formados por
F68, sal (C4H4NaOg e C4H4K,0g) € &gua

Sal
Linha de

amarra(;éo C4H4N8.06 C4H4K206
. Desvio L Desvio
Média Padrao Média Padréo
1 19,7394 0,4840 10,4307 1,8924
2 23,3996 0,6737 19,9695 1,6513
3 28,7919 0,0797 24,7871  0,0260
4 31,7144 0,6501 27,5084  0,5318
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Tabela 5 - Inclinacdo das linhas de amarracéo para os sistemas formados por F68,
sal (C4H4Na06 e C4H4K206) e égua

Sal
Linha de

amarra(;éo C4HsNaOg C4H4K,04
L Desvio L. Desvio
Media Padréo Media Padréo
1 2,5728 0,0043 2,6083 0,0806
2 2,6280 0,0240 2,7118 0,3570
3 2,5298 0,0764 2,5021 0,0171
4 2,5586 0,1193 2,3624 0,0283

3.2 Particdo de proteinas puras em SAB

Os dados de equilibrio liquido-liquido dos SABs formados por F68,
C4HsNaO¢ e agua; F68, C4H;K,0¢ € agua foram aplicados para investigar o
comportamento de particdo das proteinas do soro a-lactalbumina a-la e B-1g.

Em ambos os sistemas as proteinas particionaram exclusivamente para a
fase salina (fase inferior) (Tabela 6). Observa-se na Tabela 7 que a seletividade foi
maior para a proteina B-lg nos sistemas com C4H4sNaOg na sua composicao. Ja 0s
sistemas constituidos por copolimero + C4H;K,Os apresentaram maior
seletividade para a proteina a-la. Contudo, os valores foram baixos tanto para o0s
sistemas formados por F68 e C4Hs;NaOgs quanto os formandos por F68 e
C4H4K206, ou seja, os sistemas ndo foram capazes de separar as proteinas de

interesse em duas fases distintas.
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Tabela 6 — Coeficiente de particdo das proteinas o-la e B-lg nos sistemas
formados

Coeficiente de

s C4sH4NaOg C4H4K>06
particao
Ko 0,1112 + 0,1197 0,1942 + 0,0162
Ks 0,2046 + 0,0514 0,3583 + 0,0611

Tabela 7 — Seletividade dos sistemas formados

Seletividade C4H4N3.05 C4H4K206
a-la 0,3104 + 0,196 0,7861 + 0,038
B-lg 0,5712 + 0,056 0,4558 + 0,221

4 Conclusoes

Neste trabalho foi analisado o efeito do tipo de sal sobre o equilibrio de
sistemas aquosos bifasicos formados por F68, sal (C4HsNaOg ou C4H4K,06) €
agua.

Analisando o comportamento das curvas binodais dos sistemas compostos
por sais, copolimero e agua frente aos diferentes tipos de sais, houve
deslocamento significativo da regido bifasica. Para o sistema no qual utilizou-se
C4H4NaOg a regido com formacédo de duas fases foi maior. A fracdo massica de
sal foi maior na fase inferior, tanto nos sistemas formados por C4H;NaOg como
C4H4K206. A fase superior mostrou-se rica em copolimero, e verificou-se
também que as fracfes massicas da agua sdo maiores na fase salina. Os resultados
para analise de fases podem ser considerados excelentes, visto que os desvios

padrédo foram baixos sendo inferiores a 1,34%.
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Na etapa de fracionamento das proteinas do soro a-la e B-lg verificou-se
que em ambos os sistemas, as proteinas particionaram exclusivamente para a fase
salina (fase inferior). A seletividade foi maior para a proteina B-lg nos dois
sistemas, contudo, os valores foram baixos tanto para os sistemas formados por
F68 e C4H4NaOg quanto os formandos por F68 e C4H4K,0g, 0U seja, 0s sistemas

ndo foram capazes de separar as proteinas de interesse em duas fases distintas.
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CONCLUSAO GERAL

Novos dados de equilibrio foram obtidos para sistemas formados por
liquido i6nico [Csmin][BF4] + Li,SO4 + &gua; liquido ibnico [Csmin][BF,] +
MnSQ, + &gua; copolimero (F68) + C4HsNaOg¢ + agua; e copolimero (F68) +
C4H4K,06 + dgua. Esses novos dados foram empregados no estudo de particdo das
proteinas do soro a-lactalbumina (a-la) e B-lactoglobulina (B-1g).

Os sistemas formados por [Csmin][BF4], Li,SO, e agua conseguiram
particionar as proteinas, onde a maior concentracdo de o-la foi detectada na fase
inferior (rica em liquido i6nico). Ja a B-lg particionou para a fase salina (fase
superior). No caso dos sistemas constituidos por [C4min][BF,], MnSO, e agua,
ambas proteinas particionaram exclusivamente para a fase inferior. Entretanto, as
concentracdes de proteinas detectadas nas fases de ambos os sistemas estudados
foram muito pequenas, possivelmente entraram na regido de ruido do sistema de
deteccdo do HPLC. Durante os experimentos verificou-se precipitacdo de
proteinas na interface dos sistemas.

No caso dos sistemas formados por copolimero (F68), C;H4NaOg e agua; e
copolimero (F68), C4H4K,0¢ € agua, verificou-se que em ambos 0s sistemas as
proteinas particionaram exclusivamente para a fase salina (fase inferior) com
maiores fracGes de agua. Pode ser verificado que a seletividade foi maior para a
proteina B-lg nos dois sistemas. Contudo, os valores foram baixos tanto para 0s
sistemas formados por F68 e C4;H;NaOgs quanto os formandos por F68 e
C4H4K206, 0Ou seja, os sistemas ndo foram capazes de separar as proteinas de
interesse em duas fases distintas.

Observa-se que os sistemas constituidos por liquido iénico e sal foram
mais eficientes na particdo das proteinas de interesse, visto que conseguiram
separa-las em fases diferentes. No entanto, novos estudos sdo necessarios a fim de
averiguar condicGes que minimizem a precipitacdo de proteina na interface dos
sistemas.

Esses e outros novos sistemas fornecem diretrizes que podem expandir o

intervalo de aplicagdes da tecnologia de separagdo com sistemas aquosos biféasicos
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e estabelecer escalas de hidrofobicidade mais amplas e mais precisas para
proteinas.
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