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RESUMO

MONTEIRO, Paulo Sérgio, M.S., Universidade Federal de Vicosa, outubro de
2005. Particdo de a-lactoalbumina e [3-lactoglobulina por extracdo no
ponto de névoa em sistemas bifasicos contendo copolimeros
triblocos. Orientadora: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Conselheiros: Luis

Antbnio Minim, Juraci Alves de Oliveira e Luis Henrigue Mendes da Silva.

Neste trabalho foi estudada a particdo das proteinas do soro de queijo a-
lactoalbumina (a-la) e R-lactoglobulina (3-g) usando sistemas aquosos
bifasicos (SAB) pela técnica de extragdo no ponto de névoa. O ponto de névoa
de uma solucéo copolimeérica pode ser afetado por varios fatores, como, adicéo
de sal, massa molar do copolimero, proporcdo entre 6xido de etileno (EO) e
oxido de propileno (PO) ou pela concentracdo de copolimero. Os sistemas
foram compostos por copolimero tribloco EO-PO-EO L 31 (Aldrich, Alemanha)
e sais de fosfato de potassio e por copolimero tribloco EO-PO-EO PE 61
(Oxiteno, Brasil) e sais de fosfato de potassio. As temperaturas do ponto de
névoa foram determinadas para os sistemas em diferentes condi¢cdes de
concentracdes de copolimero e de sal. A selecdo do SAB que proporcionou a
melhor separacdo entre as proteinas estudadas foi determinada avaliando-se o
coeficiente de particdo das proteinas (k), partindo dos dados de concentracéao
protéica nas fases pela técnica de cromatografia liquida de alto desempenho.
Os sistemas com melhor indice de separacdo de proteinas foram compostos
por: i) 30% (p/p) de copolimero L 31, solucéo de sais de fosfato de potassio 45
mM em pH 7 e 1 g de solugdo de isolado protéico de soro (WPI) na
concentracdo de 20 mg de WPI/mL de solucéo, e ii) 20% (p/p) de copolimero
PE 61, solucédo de sais de fosfato de potassio 100 mM em pH 7 e 1 g de
solucdo de WPI na concentracdo de 20 mg de WPI/mL de solucdo. Os dados
de particdo revelaram para os sistemas avaliados, que a a-la permaneceu
preferencialmente na fase aquosa, e que a [3-lg transferiu-se parcialmente para

a fase copolimérica, proporcionando a separac¢ao entre as duas proteinas.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Paulo Sérgio, M.S., Universidade Federal de Vigosa, October of
2005. Partitioning of a-lactoalbumin and 3-lactoglobulin through cloud
point extraction in agueous two phase systems containing triblock
copolymers. Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Committee members:

Luis Antdnio Minim, Juraci Alves de Oliveira and Luis Henrique Mendes da
Silva.

This work focuses on the partitioning study of cheese whey proteins a-
lactoalbumin @-la) and RB-lactoglobulin (3-Ig) using aqueous two phase systems
(ATPS) by the cloud point extraction technique. The cloud point of a
copolymeric solution can be dfected by several factors, such as salt addition,
copolymer molar mass, ratio of ethylene oxide (EO) and propylene oxide (PO)
or copolymer concentration. The systems used were formed by EO-PO-EO L 31
triblock copolymer (Aldrich, Germany) and potassium phosphate salts, and
EO-PO-EO PE 61 triblock copolymer (Oxiteno, Brazill and potassium
phosphate salts. The cloud point temperatures were determined for the systems
at different conditions of copolymer and salt concentrations. The ATPS
selection for the best separation between the studied proteins was determined
evaluating the proteins partition coefficient (k), from data of proteins
concentration in both phases using high performance liquid chromatography.
The systems with better index of protein separation were composed by: i) 30%
(mass) L 31 copolymer, 45 mM potassium phosphate salts solution at pH 7, and
1 g of whey protein isolate (WPI) solution at the concentration of 20 mg WPI/mL
solution, and ii) 20% (mass) PE 61 copolymer, 100 mM potassium phosphate
salts solution at pH 7, and 1 g of WPI solution at the concentration of 20 mg
WPI/mL solution. The partition data revealed for the evaluated systems, that the
a-la remained preferably in the aqueous phase, and [-lg was partially
transferred to the copolymeric phase, providing the separation between the two

proteins.
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INTRODUCAO

O soro € um subproduto da fabricagdo de queijo e de caseina contendo,
aproximadamente, 63 g/L de solidos, dos quais 50 g/L séo lactose e 6 g/L sao
proteinas. No Brasil, parte do soro produzido pelas industrias de laticinios €
ainda descartada diretamente nos rios, causando graves problemas de
poluicdo, uma vez que contém elevado teor de matéria organica. Poucas séo
as industrias que dispdem de estacdes de tratamento de residuos para este fim
ou de estrutura para reutilizacdo de todo o volume ce soro gerado em sua
propria planta industrial.

No mundo s&o produzidos cerca de 130 milhdes de toneladas de soro de
queijo por ano (ANUALPEC, 2005), o que equivale a uma produgéo de cerca
de 780.000 toneladas de proteinas. As proteinas do soro sdo consideradas
proteinas completas, pelo fato de conterem todos os aminoacidos essenciais,
0S quais séo vitais para o metabolismo humano. Elas tém alto valor comercial
e possuem ampla faixa de atributos funcionais para aplicagbes nutricionais e
biolégicas. Adicionalmente, atuam como ingredientes alimentares e outras
aplicacbes como agentes espumantes, emulsificantes e capacidade para
substituir outros compostos mais dispendiosos como, por exemplo, a
ovoalbumina nos produtos carneos, de panificacdo e na fortificacao de cereais.

Em funcdo de diferencas nas suas propriedades funcionais e nutricionais
tem surgido um crescente interesse na separacdo e fracionamento das
proteinas do soro.

As proteinas a-lactoalbumina (a-la) e a b-lactoglobulina (b-Ig)
representam, aproximadamente, 70% do total das proteinas do soro e séo
responsaveis pelas propriedades hidratantes, gelificantes, emulsificantes e
espumantes dos ingredientes de proteinas do soro.

Dentro desse contexto de grande potencial de aplicacdo, torna-se
importante o desenvolvimento de processos de separacao e de purificacdo das
proteinas do soro de queijo em grande escala e que também sejam
economicamente viaveis.

Dentre os diversos processos descritos na literatura, os sistemas

aguosos bifasicos adequam-se a separacdo e a purificacdo de proteinas devido
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ao elevado contetido de 4gua dos sistemas, tornando-se um meio propicio para
a manutencao das caracteristicas das mesmas.

Assim, neste trabalho, foi avaliado o emprego de uma variante da
extracao liquido-liquido com sistemas aquosos bifasicos, ou seja, a extracdo no
ponto de névoa, na particao das proteinas a-la e b-Ig.

O uso da extracdo no ponto de névoa justifica-se devido ao alto
contetdo de agua dos sistemas, as baixas temperaturas durante o processo, 0
curto tempo de separacdo e a possibilidade de recuperacéo e reutilizacdo do
copolimero utilizado, o que representa uma reducdo significativa dos custos

operacionais do processo.

OBJETIVOS

= Determinar as temperaturas de ponto de névoa para os diferentes
copolimeros testados em diversas condicdes de concentracdo de

copolimeros e de sais.

= Avaliar a particio da a-la e da b-lg nos sistemas formados por

copolimeros triblocos e sais;



CAPITULO 1

PROPRIEDADES DOS SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS E DAS
PROTEINAS DO SORO DE QUEIJO



1. TIPOS DE SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

A extracdo liquido-liquido convencional, na qual se utiliza solu¢des
aguosas e solventes organicos, ndo € adequada para separar componentes de
origem biolégica, como proteinas e células, devido a instabilidade destes em
solventes organicos. Uma variante da extracao liquido-liquido convencional é a
particdo em sistemas aquosos bifasicos (SAB), a qual vem sendo utilizada com
sucesso no isolamento de proteinas e de outros componentes.

As fases da maioria dos SAB sdo formadas por 70 a 90% de agua,
favorecendo a estabilidade de biomoléculas durante a separacdo, o que nao
ocorre com o0s sistemas tradicionais, compostos por solventes organicos
(HUSTED et al, 1985). Além disso, os SAB apresentam vantagens quando
comparados com outros métodos de purificacédo, tais como volume reduzido,
alta capacidade e curtos tempos de processamento (ALBERTSSON, 1986).

O fato que duas ou mais fases formam-se na agua com adicdo de
polimeros incompativeis ou de um polimero e sais € bem conhecido ha varias
décadas (CABEZAS JR, 1996).

Os primeiros SAB foram descritos por BEIJERINCK, em 1896, formados
a partir da mistura de solu¢des aquosas de gelatina e 4gar ou gelatina e amido,
sendo a fase superior rica em gelatina e a fase inferior em &ar ou amido
(ALBERTSSON, 1986).

Entretanto, o pioneiro na utilizacdo dos sistemas aquosos bifasicos em
processos de bioseparacédo foi ALBERTSSON, que em 1958, utilizou solu¢des
aquosas de polietilenoglicol e dextrana para a separacdo de diferentes
biomoléculas (ANANTHAPADMANABHAN & GODDARD, 1987).

Nos Uultimos anos, os SAB tém sido utlizados na concentracdo e
purificacdo de diversas biomoléculas, como na separacao de proteinas do soro
(COIMBRA, 1995), na particdo de citocromo C, inibidor de tripsina da soja,
ovoalbumina, albumina de soro bovino (BSA) e catalase (LIU et al, 1998), na
extracdo de DNA plasmidial de células de Escherichia coli (KEPKA et al, 2004),
dentre outros.

Os sistemas aquosos bifasicos podem ser do tipo “polimero-polimero” ou
“polimero-sal” e sdo formados quando dois polimeros ou um polimero e um sal
s8o misturados acima de certas concentragdes. S8o constituidos por duas

fases imisciveis, que promovem a separacdo de solutos, a baixas



temperaturas, em um ambiente rico em agua, de forma que sejam preservadas
as suas principais propriedades (ALBERTSSON, 1986).

Existe grande variedade de polimeros hidrofilos, naturais ou sintéticos,
capazes de formar fases quando misturados com um segundo polimero ou com
um sal. Os SAB polietilenoglicol (PEG) + dextrana (Dex) ou PEG + sais séo
usuais, por se encontrarem disponiveis em grandes quantidades no mercado e
nao serem toxicos, mas para uso em escala industrial, o custo da dextrana é
muito elevado. Assim, o sistema PEG + sal tem sido empregado para a
extracdo de enzimas em larga escala, pelo reduzido custo, baixa viscosidade e
elevada seletividade. SAB salinos (PEG + sal) sdo formados a temperatura
ambiente, sendo a fase superior rica em PEG e a fase inferior rica em sal
(COIMBRA et al, 2003). Na Tabela 1 podem ser observados diferentes tipos de
sistemas aquosos bifasicos avaliados em literaturas.

Ao serem adicionados aos SAB, as biomoléculas distribuem-se entre as
fases inferior e superior, sem perda da atividade biologica. A relacdo entre as
concentracdes da biomolécula nestas fases define o coeficiente de particdo (k)
em sistemas aquosos (ALBERTSSON, 1986).

E necessario o estudo do comportamento destes sistemas, por exemplo,
em diferentes composi¢cdes e em variadas condicdes de temperatura e pH para
se obter uma otimizacdo do uso de SAB na particdo de biocompostos. Assim,
desde 1960, estudos tém sido conduzidos com o objetivo de encontrar as
melhores condi¢cBes para a particdo e/ou concentracdo de células animais ou
vegetais, enzimas, proteinas, &cidos nucléicos, virus, metais, entre outros
(CARVALHO, 2004).



Tabela 1 — Sistemas aquosos bifésicos tipicos.

Polimero Polimero
Polietilenoglicol Dextrana (Dex)
Ficoll

Hidroxipropil-amido (HPS)

Polivinil Alcool (PVA)

Polivinil pirrolidona (PVP)
Polipropilenoglicol Maltodextrina (MD)

Polimero Sal

Polietilenoglicol — Copolimeros (NH4)2SOq4
NH2CO2>NH4
Naz;HPO4
K2CO3
K3POg4
KoHPO,4, KHPO4
Na,SO3
FeSO,

Fonte: ZUNIGA (2000).

BALASUBRAMANIAM et al 003) utilizaram SAB formados por PEG e
sais para a extracdo e purificacdo das proteinas do tabaco com resultados
satisfatorios. Foi também estudada a influéncia de fatores como a massa molar
do PEG, concentracdo de PEG e de sal na particdo das proteinas.

Nos ultimos anos, novos sistemas contendo polimeros com propriedades
de termoseparacdo tém sido desenvolvidos, podendo ser utilizados para a
purificacdo de diferentes tipos de biomoléculas (JONSSON & JOHANSSON,
2003).

Exemplos de copolimeros com propriedades de termoseparag¢do sao 0s
copolimeros randdémico, dibloco e tribloco constituidos por uma parte
hidrofébica (6xido de propileno) PO) e uma parte hidrofilica (6xido de etileno)
(EO) (ALEXANDRIDIS & HATTON, 1995). Os copolimeros a base de

polietilenoglicol e polipropilenoglicol sédo polimeros mistos de 6xido de etileno e
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oxido de propileno, formados por polimerizacdo simultdnea. Como resultado,
sdo formados blocos de mondmeros com diversos tamanhos. As
caracteristicas fisicas dos copolimeros variam intensamente em funcdo dos
blocos formados e dos grupos terminais da molécula (PERSSON et al, 2000).
Diversas aplicagfes industriais existem em funcdo da composicéo final e da
massa molar do copolimero, tais como emulsificantes, espumantes,
estabilizantes de dispersdes, lubrificantes, excipientes para farmacos, entre
outros (Catalogo Sigma-Aldrich, 2001; Catadlogo Oxiteno, 1998). Os
copolimeros do tipo tribloco sdo normalmente sequéncias poliméricas de EO,
PO e EO, respectivamente (Figura 1). As extremidades dessas moléculas sao
compostas por 6xido de etileno e a parte central por éxido de propileno fazendo
com que, as moléculas adquiram caracteristicas hidrofilicas nas extremidades
e hidrofébicas no centro (FILHO, 2001).

Os copolimeros triblocos do tipo EO-PO-EO estdo disponiveis
comercialmente como surfactantes poliméricos nao iénicos (HVIDT, 1995).
Surfactantes sdo moléculas anfifilicas compostas de uma porc¢ao hidrofilica ou
polar conhecida como “cabeca” e uma porcéo hidrofébica ou apolar conhecida
como “cauda’. O surfactante pode ser carregado (anibnico ou catibnico),
dipolar ou nédo carregado (ndo iénico) (TANFORD, 1980).

Copolimeros triblocos de EO e PO, com estrutura (EO)x(PO)y(EO)x, s&o
sistemas modelos para estudos sobre interacBes hidrofébicas. Esses
copolimeros tém sido muito utilizados e progressos tém sido observados no
entendimento de suas notaveis propriedades e estruturas em solugdo em
funcéo da temperatura (HVIDT, 1995).
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Figura 1 — Representacdo estrutural dos copolimeros triblocos. (Catalogo
Oxiteno, 1998).

Varios estudos mostraram que os copolimeros estdo dissolvidos como
mondmeros a baixas temperaturas, onde a agua € um bom solvente para o EO
e para o PO. No entanto, a 4gua ndo é um bom solvente para o bloco de PO a
altas temperaturas (ZHOU & CHU, 1988; BROWN et al, 1991; GLATTER et al,
1994).

Em solucdo aquosa, em baixas concentracdes, as moléculas de
surfactantes estao presentes, principalmente, na forma de monémeros embora
dimeros e trimeros possam ser detectados. Quando essa concentracao
aumenta acima de certo limite, chamado de concentracdo micelar critica
(CMC), os monbmeros do surfactante se acumulam espontaneamente para
formar agrupamentos coloidais, conhecidos como micelas (Figura 2). Elas séo
formadas com um centro composto por cadeias de PO e uma parte externa
composta por cadeias de EO. Dependendo do surfactante e das condi¢cdes da
solucdo, as micelas podem apresentar diferentes formas, variando de esférica
a forma elipsoidal (PALEOLOGOS et al, 2005).

O processo de formacao de micelas em agua € resultado de um delicado
balanco de forcas intermoleculares, incluindo interagfes hidrofobicas, estéricas,
eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio e de van der Waals. A principal forca
atrativa é resultado de um efeito hidrofébico associado com as caldas apolares
do surfactante, e a principal forca repulsiva resulta de interacbes estéricas e
interacbes eletrostéticas (no caso surfactantes i6nicos e dipolares) entre as
cabecas polares do surfactante. A micelizacdo ocorre quando as forcas
atrativas e repulsivas estdo balanceadas uma com a outra (TANFORD, 1980;
ISRAELACHVILI, 1991).



Em determinadas condicbes de temperatura e de concentracbes de
surfactantes, algumas solu¢cdes micelares podem separar fases
macroscopicas, sendo uma fase rica e a outra pobre em micelas. A separacéo
de fases resulta de uma competicdo entre efeitos de energia interna, que
promovem a separacdo das micelas da &gua, e efeitos entrépicos, que
promovem a miscibilidade das micelas na agua (LIU et al, 1996).

Alguns exemplos de sistemas usados sao EO-PO-EO/dextrana e EO-
PO-EO/hidroxipropil, onde em ambos o0s casos, a fase do topo foi constituida
pelo copolimero EO-PO-EO. Outra possibilidade é a extracdo no ponto de
névoa, que consiste na dissolucdo de copolimeros com propriedades de
termoseparacdo em um extrato de proteinas, com posterior aquecimento a uma
temperatura acima do ponto de névoa para formacédo das fases. (RABELO et

al, 2004).

Cauda do Cabeca do
surfactante surfactante
. p
;e ot %
o » . —* 8ol
I e L
-,.f"-J ] '
Monbmeros do surfactante Micela

Figura 2 — llustracdo esquematica de um sistema reversivel monémero-micela

em equilibrio termodindmico (adaptado de LIU et al, 1996).

Quando os copolimeros com propriedades de termoseparacdo, em
solugédo aquosa, sdo aquecidos acima de uma temperatura critica, denominada
de temperatura do ponto de névoa ou cloud point, a solubilidade deles diminui
e um sistema composto por uma fase aquosa e outra polimérica é formado

(RABELO et al, 2004) (Figura 3). A temperatura do ponto de névoa € a
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temperatura na qual se inicia a separacao de fases, caracterizada pelo inicio da
turbidez da solucdo (CAMPESE et al, 2003). Esta técnica também € conhecida
como extracdo por termoseparacdo. O ponto de névoa é caracteristico de cada
polimero e pode ser determinado pela turbidez da solucdo (RABELO et al,
2004).

Figura 3 — Representacdo visual da formagdo da “névoa”, com aquecimento a
uma temperatura acima da temperatura do ponto de névoa (adaptado de
PALEOLOGOS, 2005).
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Na extracdo no ponto de névoa, quando a solugcdo é aquecida a
temperatura acima da temperatura do ponto de névoa do copolimero, ocorre a
separacdo em duas fases, uma fase do topo, rica em agua e uma fase do
fundo, rica em copolimero (RABELO et al, 2004).

Segundo PALEOLOGOS et al (2005), os pesquisadores WATANABE et
al (1976) foram os primeiros a introduzirem a extracdo no ponto de névoa como
uma nova e promissora técnica de separacdo e extragcdo e como uma
alternativa em relacdo ao uso de solventes organicos. GOTO et al (1977)
também iniciaram trabalhos envolvendo esta metodologia, que tem atraido
consideravel atengdo nos ultimos anos (TANG, 2004).

Para a otimizacdo da particdo de biomoléculas por meio do uso de
copolimeros de termoseparacdo, é necessario o estudo de algumas variaveis
como a massa molar, a concentracdo e a porcentagem de EO e PO no
copolimero, além da temperatura e a presenca de sais.

O comportamento dos polimeros em solucdo depende do conteudo
percentual de EO e PO, da massa molar do polimero e do tamanho dos blocos
de EO e PO (RABELO et al, 2004). A taxa de dissolucdo diminui quando a
massa do copolimero aumenta, para grupos de copolimeros com mesma
proporcdo de PO/EO em sua composicdo. Isto ocorre, provavelmente, devido
ao grau de ligacBes de hidrogénio entre as moléculas do copolimero e também
é refletido na forma fisica dos copolimeros. Copolimeros de baixa massa molar
e baixo conteudo de EO séo liquidos, ja copolimeros de alta massa molar e alto
contetdo de EO séo solidos (ALEXANDRIDIS & HATTON, 1995).

JONSSON & JOHANSSON (2003) avaliaram a influéncia de diferentes
sais na particio da BSA em sistemas aquosos bifasicos formados por
polimeros de oxido de etileno modificados. Para os diferentes sais utilizados, a
BSA tendenciou a se concentrar na fase superior, enquanto que para sistemas
livres de sais, a tendéncia foi de concentrar-se na fase inferior do sistema.
Entre os sais, 0 NaCl e o KBr influenciaram mais a particdo da BSA para a
fase superior que KF e K»SOy'.

Uma das principais vantagens da utilizacdo desses polimeros na
extracdo por sistemas aquosos bifasicos é a possibilidade de reciclagem do
polimero apds a separacao, reduzindo os custos (CUNHA et al, 1998). Outras
vantagens sdo o curto tempo e as baixas temperaturas de processamento,

ideais para a manutencao da estabilidade das biomoléculas.
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RABELO et al (2004) estudaram a particdo da enzima bromelina,
presente no abacaxi (Ananas comosus), utilizando varios copolimeros triblocos
(EO-PO-EO) e sais de fosfato de potassio, obtendo uma recuperacdo da
enzima em torno de 79,5%. Constataram também que, para uma concentracao
fixa de copolimero, o aumento na temperatura resulta na termoseparacao,
formando uma fase rica em agua e a outra rica em copolimero, e que é
possivel manipular a temperatura do ponto de névoa da solu¢do de copolimero
pela adicdo de sal, pela alteracdo da massa molar do copolimero, da proporcao
entre oxido de etileno e 6xido de propileno no copolimero ou pela concentracéo

de copolimero.

2. DIAGRAMA DE EQUILIBRIO

Entende-se como diagrama de equilibrio uma representacdo grafica
utilizada para expressar as concentracdes de um sistema de fases. Os dados
de equilibrio sdo representados a temperatura e pressao fixas.

A representacdo gréafica dos dados termodinamicos de SAB é de grande
importancia para os estudos de separacdo de biomoléculas, ja que sdo usados
como ferramenta basica de ponto de partida para o desenvolvimento de um
processo de extracdo (KABIRI-BADR & CABEJAS JR, 1996). Para os sistemas
aguosos bifasicos, onde a regido de interesse se concentra na parte do
diagrama com elevado teor de &agua, a forma de eixos cartesianos que
expressa apenas duas das concentracbes do sistema é a mais utlizada
(SILVA, 2000).

A Figura 4 apresenta um diagrama de fases tipico de SAB polimero
(PEG) + sal (fosfato de potassio). A concentracdo de um dos componentes é
representada no eixo horizontal, e o teor do outro componente, no eixo vertical.
A quantidade de agua (ou do terceiro componente) é calculada por diferenca. A
curva TCB, que divide a regido bifasica da regiao monofasica, € denominada
curva binodal ou curva de equilibrio. Na regido acima da curva binodal ha
formacéo de duas fases (regido bifasica), e abaixo dela a mistura é totalmente
miscivel (regido monofasica).

Todos os sistemas com pontos de mistura localizados sobre 0 segmento

de reta TMB, denominada linha de amarracdo, possuem as composi¢coes
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quimicas finais da fase superior rica em PEG e da fase inferior rica em sal,
idénticas, porém os volumes dessas fases sdo diferentes. No ponto critico (C),
as duas fases tém composicbes e volumes idénticos, sendo, portanto
indistinguiveis (ALBERTSSON, 1986).

10 |

PEG 4000 [% P/P)

FOSFATO DE POTASSIO(% FYP)

Figura 4 - Diagrama de fases para um sistema PEG 4000/fosfato de potassio, a

20 °C (ALBERTSSON, 1986).

3. COEFICIENTE DE PARTICAO

Materiais biolégicos adicionados em SAB distribuem-se entre as fases
inferior e superior, sem perda da sua atividade biologica. A relacdo entre as
concentracbes de determinada biomolécula nas duas fases, define o
coeficiente de particdo (k) (ALBERTSSON, 1986).
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Em que,
C; = concentracéo da biomolécula na fase superior (mg/mL); e

C, = concentracao da biomolécula na fase inferior (mg/mL).

De acordo com estudos empiricos com SAB observou-se que a
distribuicdo de proteinas é funcdo de diversos fatores, como: massa molar do
polimero, concentracdo dos polimeros, potencial hidrogenibénico, sais, carga
dos polimeros, grupos hidrofébicos e temperatura (COIMBRA et al, 2003).

A massa molar do polimero utilizado influencia diretamente a particdo da
biomolécula em estudo, alterando o diagrama de fases e o numero de
interacdes polimero-proteina. De um modo geral, mantida as condicdes
constantes, quando se aumenta a massa molar de um dos polimeros, a
concentracdo da biomolécula sera maior na fase oposta, ou seja, a proteina é
fortemente atraida por polimeros menores e repelida por polimeros maiores
(BASKIR et al, 1989). Entretanto, o efeito da alteracdo da massa molar do
polimero é, por sua vez, dependente da massa molar da proteina a ser
separada. Proteinas com massa molar elevada sao mais influenciadas por
mudancas na massa molar do polimero do que proteinas com baixa massa
molar (FORCINITT et al, 1991; COIMBRA et al, 2003).

Estudos feitos por MACHADO (1999) mostraram que em um sistema
formado por PEG e maltodextrina para a particdo de células microbianas, o
aumento da massa molar do PEG ou da concentracdo de PEG provocaram
aumento ra migracdo das células para a fase inferior rica em maltodextrina,
diminuindo o coeficiente de particdo. Quando a massa molar do PEG foi
aumentada de 4.000 para 8.000 g/mol ocorreu um decréscimo de 70 vezes no
valor de k.

O pH influencia na dissociacdo dos grupos ionizaveis das proteinas,
alterando as cargas da sua superficie e, consequentemente, o seu coeficiente
de particdo CEHNINGER, 1976). SHANG et al (2004) revelaram que, ao se
elevar o pH de 6,4 para 8, ocorreu um aumento consideravel no coeficiente de
distribuicéo para fenilalanina em sistemas aquosos bifasicos formados por PEG
5000, PEG 6000, PEG 1000 e sais de fosfato de potassio. Fator semelhante foi
observado por SCHMIDT et al (1994) em que a elevacdo do pH de 5,3 para
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9,5, resultou num aumento de 29 vezes no coeficiente de particdo da a-
amilase.

A composicao dos sais presentes em SAB € importante para 0 sucesso
da particdo de todas as espécies de moléculas e particulas celulares (ASENJO,
1990).

GUNDUZ & KORKMAZ (2000) estudaram o efeito da concentragdo de
NaCl na particdo da albumina de soro bovino (BSA) em sistemas formados por
dextrana 37500 e PEG 3350 em pH 7 e relataram que o coeficiente de particdo
da proteina diminuiu de 0.038 para 0.022 ao se aumentar a concentracao de
NaCl de 0,06 para 0,2 M.

Polietilenoglicéis quando carregados positivamente, na forma de
trimetilamina-PEG, concentram compostos com carga negativa na fase
superior, rica em PEG. No caso de PEGs carregados negativamente, a
tendéncia é de uma atuacéo inversa (ALBERTSSON et al, 1990).

Quando sao utilizadas baixas concentragcdes de PEG carregado com
grupos hidrofobicos (em torno de 1 mM), como o palmitato, ocorre um aumento
da afinidade de proteinas com sitios hidrofébicos pela fase superior, rica em
PEG-palmitato (ALBERTSSON et al, 1990).

O efeito da temperatura na particio de uma biomolécula se manifesta
através de mudancas na forma da curva binodal (diagrama de fases), ou de
alteracdes na conformacao da proteina, interferindo deste modo na particdo da
mesma (BASKIR et al, 1989). Geralmente, para temperaturas inferiores a
20 °C, a curva binodal desloca-se em direcdo as baixas concentracdes dos
componentes que formam as fases, resultando em aumento do comprimento
das linhas de amarracdo. Gs sistemas cujas composi¢cdes se encontram mais
proximas do ponto critico sdo mais influenciados pela mudanca de
temperatura, devido a sua instabilidade. Quando a curva binodal é deslocada, o
sistema pode atingir facilmente a regido monofasica (BAMBERGER et al, 1985;
TIJERNED et al, 1990). BELVAL et al (1998) revelaram que ao se aumentar a
temperatura de 20 para 31 € em sistemas formados por PEG 1450 e sais de
fosfato de potassio, ocorreu um deslocamento da curva binodal em direcdo as
baixas concentracdes dos componentes que formam as fases. RABELO et al
(2004) revelaram que ao se elevar a temperatura de 25 para 30 °C em
sistemas formados por copolimero tribloco e sais de fosfato de potassio, o

coeficiente de particdo da bromelina diminuiu de 1,4 para 0,85.
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4. PROTEINAS DO SORO

As proteinas do soro sdo uma mistura de proteinas com numerosas e
diversas propriedades funcionais e, portanto tém varias aplicacdes tecnolbgicas
em potencial. Dentre as diversas proteinas, aguelas em maior quantidade séo
a a-la e a b-lg. Outras proteinas, tais como BSA, imunoglobulinas e lactoferrina

estdo presentes no soro de queijo, em baixas quantidades (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracdo média das proteinas no soro de queijo in natura.

Proteina Concentragdo (g/L) % da proteina total do leite
b-lactoglobulina 2,0-4,0 9
a-lactoalbumina 1,0-15 4

Protease-peptonas 0,6-1,8 4
Albumina do soro 0,1-04 1
Imunoglobulinas 0,6-1,0 2

Fonte: FENNEMA, (1996).

O soro apresenta rica e heterogénea mistura de proteinas, que, por
conter todos os aminoacidos essenciais sdo consideradas proteinas completas
com ampla faixa de atributos funcionais para aplicacées nutricionais, biolégicas
(Tabela 3) e como ingredientes alimentares (SMITHERS et al, 1996).
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Tabela 3 — Funcgdes bioldgicas das proteinas do soro de queijo.

Proteina Funcao Biologica

Proteinas do soro em geral Anti-carcinogénicas

Aumento da resisténcia do sistema
imunolégico

Aumento da longevidade do
organismo

Hipocolesterolémica

b-lactoglobulina Digestiva

Suplemento alimenticio

a-lactoalbumina Anti-carcinogénica

Regula o sonho e a vigilia

Lactoferrina Antimicrobiana

Regulador de transporte de metais
Aumento da resisténcia do sistema
imunoldgico

Antiinflamatorio

Anti-carcinogénica

Lactoperoxidase Antimicrobiana

Fonte: MCINTOSHI et al., 1998; GRASELLI et al., 1997; citado por ROJAS,
2001)

A BSA € uma proteina com 582 residuos de aminoacidos e atua como
uma proteina carreadora no transporte de moléculas apolares em fluidos
biolégicos (CAYOT & LORIENT, 1997). Corresponde a cerca de 0,7 a 1,3% das
proteinas do soro, tem massa molar de 69 kDa, ponto isoelétrico entre pH 4,7 e
4,8 KILARA & HARWALKAR, 1996) e pode ser reversivelmente desnaturada
pelo aguecimento ou pela adicdo de acido ou base entre 40 e 50 °C (CAYOT &
LORIENT, 1997).

As imunoglobulinas formam uma familia heterogénea de glicoproteinas,
com massa molar variando de 148 a 1000 kDa, e que possuem propriedades

de anticorpos. Embora apresentem temperatura para serem desnaturadas mais
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elevada que aquelas da b-lg e da a-la, elas sdo muito sensiveis ao
aquecimento na presenca de BSA, provavelmente devido a interacdo com o
grupo tiol livre CAYOT & LORIENT, 1997). Existem trés classes distintas de
imunoglobulinas: IgM, IgA e IgG (IgG1 e 1gG2). Sdo heterogéneas em relacéo
ao tamanho, a carga, as funcdes e a antigenicidade (KILARA & HARWALKAR,
1996).

A lactoferrina é uma metaloproteina com massa molar variando de 80 a
92 kDa e contém 703 residuos de aminoéacidos e 16 pontes dissulfeto e um mol
de Fe* ligado. Devido ao ferro ligado, exibe alta resisténcia & desnaturacédo
pelo aquecimento e apresenta propriedades antibacterianas similares aquelas
da lisozima e da lactoperoxidase (CAYOT & LORIENT, 1997).

Também presente no soro, o glicomacropeptideo (GMP) € um peptideo
do soro derivado da caseina. Quando o leite € submetido ao tratamento com a
enzima quimosima durante a fabricacdo de queijo, a proteina k-caseina é
hidrolisada em dois peptideos. A clivagem ocorre entre 0os aminoacidos 105
(fenilalanina) e 106 (metionina), liberando um peptideo Gterminal solavel de
6,8 kDa denominado GMP e um peptideo insolavel, denominado para-k-
caseina Nterminal de 12271 Daltons (WHITAKER & TANNENBAUM, 1977). O
peptideo para-k-caseina contém os residuos de aminoacidos 1 a 105 e se
torna parte do queijo, enquanto o GMP, contendo os residuos de aminoacidos
106 a 169 permanece soltuvel no soro (FOX & MCSWEENEY, 1998).

Algumas proteinas menores também desempenham papel importante
nas propriedades funcionais das proteinas do soro. A fragdo proteose-peptona,
a qual consiste de fragmentos proteoliticos de b caseina, contém peptideos de
superficie ativa. Também sdo encontradas no soro numerosas enzimas, como
lactoperoxidase, fosfatase alcalina, catalase, oxidase sulfidrii e plasmina
(CAYOT & LORIENT, 1997).

A b-Ilg é encontrada no soro de queijo com uma concentracdo que varia
de 2 a 4 g/L. Possui massa molar de 18,3 kDa e 162 residuos de aminoécidos,
com um grupo tiol e 2 ligacdes dissulfeto CAYOT & LORIENT, 1997), com
ponto isoelétrico igual a 5,2. E uma proteina termolabil e, & temperatura abaixo
de 70 €, as mudancas na conformacdo da estrutura proteica sdo reversiveis
(FOX & McSWEENEY, 1998). No leite bovino tem sido encontrados 4 variantes
genéticas (A, B, C e D) (FOX & McSWEENEY, 1998). As variantes A e B sao
as mais abundantes, diferindo uma da outra devido a dois residuos de
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aminoéacidos (o residuo 64 é acido aspartico para a variante A e glicina para a
B; o residuo 118 é valina para a variante A e alanina para a B) (CAYOT &
LORIENT, 1997). A b-lg € uma proteina de elevado valor nutritivo podendo ser
utilizada na fortificacdo de bebidas e sucos de frutas, devido a sua grande
solubilidade e estabilidade (ZUNIGA, 2000). A b-lg é considerada também o
principal agente alergénico do leite bovino (MAKINEN-KILJUNEN & PALOSUO,
1992). A separacdo da b-lg do soro resultard em uma fracdo pobre em b-Ig,
mas com elevadas propriedades quimicas, fisicas e nutricionais devido a
presenca das outras proteinas constituintes do soro (CHIACONE & GATTONI,
1993; SMITHERS et al, 1996).

A a-la € uma molécula de 14,2 kDa com 123 residuos de aminoacidos e
quatro pontes dissulfeto, com ponto isoelétrico igual a 5,1, sendo insolivel na
faixa de pH de 4,0 a 5,5 (KILARA & HARWALKAR, 1996). E rica em triptofano,
sendo apropriada para a preparacdo de alimentos infantis e, provavelmente, a
de mais baixo custo com essa caracteristica (BRAMAUD et al, 1997). No soro
apresenta concentracdo de, aproximadamente, 1,5 g/L CAYOT & LORIENT,
1997). Variantes genéticas A, B e C de a-la tem sido observadas, e a sua
heterogeneidade é resultado de um residuo de aminoacido diferente em cada
variante KILARA & HARWALKAR, 1996). O residuo na posicao 10 é glicina
para a variante A e arginina para a variante B (CAYOT & LORIENT, 1997).
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CAPITULO 2

PARTICAO DE a-LACTOALBUMINA E R-LACTOGLOBULINA POR
EXTRACAO NO PONTO DE NEVOA
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1. INTRODUCAO

O soro de queijo, de cor amarelo-esverdeada, € um subproduto da
industria de queijos, obtido pela coagulacdo do leite. O seu sabor é
ligeiramente acido ou doce e a sua composicao depende do tipo e do processo
de fabricacdo do queijo. A composicdo é de, aproximadamente, 93% de agua,
5% de lactose, 0,9% de proteinas, 0,3% de gordura, 0,2% de &cido latico e de
pequenas quantidades de vitaminas (BEM-HASSAN & GHALY, 1994).

O soro é uma mistura de proteinas, cada uma tendo atributos Unicos
para aplicacdes nutricionais, bioldégicas e como ingredientes alimentares
(DOUTANI et al, 2004).

A a-lactoalbumina (a-la) e a Db-lactoglobulina (b-lg) representam,
aproximadamente, 70% do total das proteinas do soro e sao responsaveis
pelas propriedades hidratantes, gelificantes, emulsificantes e espumantes dos
ingredientes de proteinas do soro (CAYOT & LORIENT, 1997).

Diferentes métodos para separacdo de proteinas do soro de queijo tém
sido usados, como a filtracdo em gel (YOSHIDA, 1990), a cromatografia de alta
resolucéo (CHEN et al, 1999), a ultrafiltracdo (MEHRA & DONNELLY, 1993) e
a extracao liquido-liquido (TEOTIA & GUPTA, 2004), dentre outros.

A extracdo liquido-liqguido convencional, na qual se utiliza solucdes
aquosas e solventes organicos, ndo é adequada para separar componentes de
origem bioldgica, como proteinas e células, devido a estabilidade destes ser
baixa em solventes organicos. Uma variante da extracdo liquido-liquido
tradicional é a particdo em sistemas aquosos bifasicos (SAB), a qual vem
sendo utilizada com sucesso no isolamento de proteinas e de outros
biocompostos (COIMBRA et al, 2003). As fases da maioria dos SAB sao
formadas por 70 a 90% de agua, favorecendo a estabilidade de biomoléculas
durante a separacdo, 0 que nao ocorre com 0s sistemas tradicionais,
compostos por solventes organicos (HUSTED et al, 1985).

Além disso, os SAB apresentam vantagens quando comparados com
outros métodos de purificacéo, tais como volume reduzido, alta capacidade e
curto tempo de processamento (ALBERTSSON, 1986).
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Um dos problemas encontrados em SAB é a dificuldade em separar as
biomoléculas de interesse da solucdo polimérica. Assim, tanto em escala
industrial como em processos laboratoriais, métodos de custo elevado e de
tempo prolongado, como a ultrafiltracdo, eletroforese e cromatografia, tém sido
empregados para separar biomoléculas das solugbes poliméricas. Se o
polimero puder ser facilmente removido e reciclado, o custo de se trabalhar
com SAB sera reduzido (LI et al, 1998). PERSON et al, estudou a recuperacao
e reciclagem de copolimero do tipo EO-PO analisando a influéncia da adicao
de varios componentes aos sistemas, como, sais, proteinas e um segundo
polimero, constatando que mais de 90% do copolimero pode ser recuperado.
(ALRED et al, 1994).

Nos ultimos dez anos, novos sistemas poliméricos contendo polimeros
de termoseparacdo tém sido desenvolvidos, podendo ser usados na purificacéo
de diferentes tipos de biomoléculas (GALAEV & MATTIASSON, 2002;
JONSSON & JOHANSSON, 2003).

Os copolimeros triblocos séo sintetizados pela polimerizagdo simultanea
de mais de um tipo de monémero. O resultado dessa sintese é chamado de
copolimero bloco se os mondmeros individuais ocorrerem como blocos de
varios tamanhos na molécula de copolimero (ALEXANDRIDIS & HATTON,
1995).

Os copolimeros triblocos de 6xido de etileno (EO) e 6xido de propileno
(PO), com estrutura (EO)x(PO)y(EO)x, sdo sistemas modelos atrativos para
estudos sobre interagcBes hidrofébicas. Esses copolimeros tém sido
empregados nos ultimos tempos, e muito progresso tem sido obtido no
entendimento de suas propriedades e estruturas em solucdo em funcéo da
temperatura (HVIDT, 1995).

Os copolimeros EO-PO-EO séao classificados de acordo com sua faixa
de massa molar e também na sua composicdo, de acordo com a proporgcao
PO/EO (SCHMOLKA, 1977; BASF CORP., 1989). A notacao utilizada para
estes copolimeros triblocos inicia-se com a letra L (para liquidos), P (para
pasta) e F (para flocos). O primeiro ou 0s dois primeiros numeros apés a letra
inicial, indicam a massa molar do bloco PO e o ultimo numero significa a fragéo
em massa do bloco EO. Por exemplo, P 104 e F 108 tém a mesma massa
molar de PO (na ordem de 3000), mas P 104 tem 40% (p/p) de EO e F 108 tem
80% (p/p) de EO (ALEXANDRIDIS & HATTON, 1995).
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Quando esses polimeros sdo aquecidos acima de uma temperatura
critica, denominada de temperatura do ponto de névoa ou cloud point, sua
solubilidade diminui e um sistema composto por uma fase aquosa e outra
polimérica é formado (RABELO et al, 2004).

Uma vantagem do uso desses polimeros na extracdo por sistemas
aguosos bifasicos é a possibilidade de reciclagem do polimero apds a
separacdo sem necessidade de outro método de separacdo de custo elevado
(CUNHA et al, 1998). Assim, nestes casos, sao também atrativos o curto tempo
de processamento e as baixas temperaturas empregadas, ideais para a
manutencdo da estabilidade das biomoléculas.

Neste trabalho, avaliou-se a extracdo no ponto de névoa, objetivando

separar as proteinas do soro de queijo, a-la e 3lg, nas duas fases formadas

nos SAB, a fase superior (aquosa) e a inferior (copolimérica).

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Processos de
Separacdo (LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, Minas Gerais.

2.1 PREPARO DOS SISTEMAS DE FASES

As caracteristicas quimicas dos reagentes foram obtidas a partir de
boletins técnicos de seus respectivos fabricantes e foram utilizados sem
nenhuma etapa de purificacéo adicional.

Os sistemas aquosos bifasicos foram formados por copolimeros
triblocos, agua, sais de fosfato de potassio e isolado protéico de soro (WPI). Os
SAB foram preparados em tubos de centrifuga graduados e sua massa total foi
de 12 g para cada sistema. Os copolimeros triblocos utilizados foram
ULTRARIC PE 61, com 10% de EO, massa molar média 1925 g/mol e
viscosidade de 285 cps (Oxiteno, Brasil); L 31, com 10% de EO, massa molar
média 2000 g/mol e viscosidade de 325 cps (Aldrich, Alemanha); L 35, com
50% de EO, massa molar média 1900 g/mol e viscosidade de 375 cps (Aldrich,
Alemanha) e o copolimero identificado neste trabalho por L (codigo 43544-9,
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Catalog Handbook of Fine Chemicals Aldrich, 1996-1997), liquido, com 40% de
EO, massa molar média 2900 g/mol e viscosidade de 850 cps (Aldrich,
Alemanha). A solucdo de sais de fosfato de potassio foi previamente preparada
pesando-se quantidades de fosfato de potassio (Vetec, Brasil) monobéasico
(KH2POy4) e dibasico (K2HPO4) na proporgcédo de 1:1,82 (p/p) , respectivamente,
para que fosse atingido o pH 7 na solucédo. A solucédo aquosa de WPI (Davisco
Foods, USA) também foi previamente preparada, contendo 20 mg de WPI/mL
de solucdo. As concentracdes das proteinas a-la e b-lg nesta solucdo foram,
respectivamente, 1,98 mg/mL e 8,41 mg/mL.

Os componentes foram pesados sequencialmente, uilizando-se balanca
analitica (Denver Instruments, USA). O copolimero foi adicionado em
concentracdes variando de 5 a 30% (p/p) do total do SAB. Em seguida foi
adicionada solucéo de sais de fosfato de potassio em concentragfes de 15, 45
e 100 mM, e por ultimo foi acrescentado 1 g da solucdo aquosa de WPI. Os
componentes foram misturados, agitados manualmente, por inversao, durante
cinco minutos, para entdo serem centrifugados (Eppendorf 5804, Alemanha) a
3640 x g por 20 minutos. Apos a centrifugacéo, os tubos foram deixados em
repouso no banho termostatico (Tecnal, modelo TE 184, Brasil) a 10 °C acima

da temperatura do ponto de névoa do sistema, durante 16 horas.

2.2 DETERMINACAO DAS TEMPERATURAS DO PONTO DE NEVOA

As temperaturas do ponto de névoa foram determinadas, a partir de 5 g
de sistemas aquosos bifasicos contendo copolimeros triblocos PE 61, L 31, L
35 e L, e sais de fosfato de potassio monobésico e dibdsico, mas sem a
incorporacdo do WPI aos sistemas. A concentracdo de copolimero e das
solucdes de sais de fosfato de potassio foram as mesmas usadas para o
preparo dos SAB, perfazendo um total de 144 experimentos, com duas
repeticoes.

Ap6s a adicao dos reagentes (copolimero e solucdo salina) os sistemas
foram agitados manualmente, por inversédo, durante 5 minutos e entdo foram
transferidos para um banho termostatico. A temperatura do sistema foi

aumentada a taxa de 0,5 °C por minuto, a qual foi monitorada com um
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crondmetro digital e a temperatura do ponto de névoa foi aquela registrada ao

se verificar o inicio da turbidez do sistema.

2.3 COEFICIENTE DE PARTICAO DAS PROTEINAS

O coeficiente de particdo das proteinas foi determinado apds o preparo
dos sistemas adicionados de proteinas e 16 horas de repouso, para garantir
gue o equilibrio houvesse sido atingido. Aliquotas das fases superiores foram
coletadas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Apds a coleta da fase
superior, foi inserida no tubo, cuidadosamente, uma seringa com agulha longa,
perturbando a interface o minimo possivel. Ap6s uma hora de repouso, 0
embolo da seringa foi puxado lentamente para coleta da fase inferior de cada
SAB. As fases foram coletadas em recipientes com tampa e armazenadas sob
refrigeracdo até o término das analises. A quantificacdo da concentracdo das
proteinas a-la e b-lg nos sistemas foi feita por cromatografia liquida de alto
desempenho de fase reversa (HPLC-RP). O coeficiente de particao (k), definido
como a razao entre a concentracdo da proteina (@-la ou b-lg) na fase superior,
rica em agua (Ci) e a concentracdo da mesma proteina na fase inferior, rica em
copolimero (C»), foi calculado através da seguinte equacao:

= So
CZ

De acordo com o objetivo deste trabalho, o melhor SAB para a particéo
das proteinas foi aquele que apresentou o maior coeficiente de particdo para
uma proteina e um menor coeficiente de particdo para a outra proteina,

possibilitando assim, uma melhor separagéo entre as duas no sistema.
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2.4 QUANTIFICACAO DE a-LACTOALBUMINA E b-LACTOGLOBULINA
NAS FASES

As proteinas a-la e b-lg presentes nas fases foram quantificadas
simultaneamente por cromatografia liquida de alto desempenho de fase
reversa (HPLC-RP), utilizando um cromatografo (Shimadzu, modelo LC-10 VP).
Todas as solugcdes e amostras foram filtradas através de membranas de
acetato de celulose (Durapor) de 0,2 nm. Foram injetados automaticamente 20
nL das amostras em uma coluna de fase reversa (CLC ODS-C18-Shimadzu) de
250 mm por 4,6 mm, acoplada a uma coluna de guarda (CLCG-ODS-
Shimadzu) de 10 mm por 4,6 mm, ambas equilibradas com solucdo de cloreto
de sodio (F. Maia, Brasil) 0,15 M, pH 2,5 (solucdo A) e acetonitrila (Vetec,
Brasil) (solugcdo B). A coluna foi eluida com um gradiente formado pelas
solucbes A e B, a um fluxo de 1 mL/min e todas as analise foram feitas em

duplicata. O gradiente de eluicdo é demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Gradiente utilizado nas analises cromatograficas por HPLC-RP

Concentracao de A (%) Concentracéo de B (%)

Tempo (minutos) (NaCl 0,15 M; pH 2,5) (Acetonitrila)
0-3 85 15
3-7 64 36
7-20 55 45
20-24 55 45
24 - 33 100 0

Cada amostra foi analisada em 33 minutos e a detecgao foi a 210 nm
com um detector de feixe de diodos (SPD-M10AVP-Shimadzu), com a coluna

sendo mantida a 40 °C. A integracao dos picos foi pela unidade controle SCL-
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10 AVP do cromatégrafo (Shimadzu). As concentracdes de cada proteina

foram entdo determinadas através das areas dos picos, utilizando-se os dados

de calibragéo.
As curvas analiticas foram construidas utilizando-se solucdes das

proteinas padrdo a-la e b-lg (Sigma, USA) em concentracdes na faixa de 0,02 a

3,0 mg/mL.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DO PONTO DE NEVOA

Para uma concentracao fixa de copolimero e sais, observou-se que com
0 aumento da temperatura, ocorreu a termoseparacao da solucao copolimérica,
resultando na formacédo de duas fases, uma rica em agua (fase superior) e
outra rica em copolimero (fase inferior). E possivel manipular o ponto de névoa
de uma solucdo copolimérica pela adicdo de sal, pela mudanca de massa
molar do copolimero, pela mudanca na proporcdo entre EO e PO ou pela
mudanca na concentracao de copolimero (RABELO et al, 2004).

O mecanismo molecular do fendbmeno do ponto de névoa ainda nao é
totalmente compreendido, embora diferentes interpretacbes baseadas na
desidratacdo do EO, ligacbes de hidrogénio entre o oxigénio do EO e as
moléculas de agua e conformacdes polares e néo polares do EO tenham sido
relatadas (KJELLANDER & FLORIN, 1980).

As temperaturas do ponto de névoa determinadas neste trabalho tiveram

uma preciséo de 1 °C para os copolimeros.

3.1.1 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE COPOLIMERO NA
TEMPERATURA DO PONTO DE NEVOA

Para os copolimeros L 31 e PE 61, com 0 aumento na concentracdo dos
copolimeros detectou-se temperaturas menores do ponto de névoa. Na Figura
1, com solucdo de sais de fosfato de potassio 15 mM, o aumento no teor de
copolimero L 31 de 5 até 30% (p/p) levou a reducdo de 20 °C para 9 °C,
respectivamente, na temperatura do ponto de névoa. Valores das temperaturas
do ponto de névoa para os copolimeros L 31 e PE 61, nas concentracdes
salinas de 45 e 100 mM estdo representados nas Hguras 2 e 3 Pode-se
observar que ha uma tendéncia de comportamento nos casos dos copolimeros
L 31 e PE 61, ou seja, de uma reducgéo da temperatura do ponto de névoa com

0 acréscimo de copolimero. Este fato pode ser explicado pelo aumento das
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interacbes entre as moléculas de copolimeros e conseqiente agregacdo das

mesmas, ocasionando a separacao de fases (RABELO et al, 2004).
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1 1 1

Temperatura do ponto de névoa (°C)
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1

o

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracao de copolimero (% p/p)

Figura 1 — Influéncia das concentracdes dos copolimeros L 31 (j ) e PE 61 (?)
na determinacdo da temperatura do ponto de névoa, em meio com sais de
fosfato de potassio 15 mM em pH 7.
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Figura 2 — Influéncia das concentracdes dos copolimeros L 31 (} ) e PE 61 (?)

na determinacdo da temperatura do ponto de névoa, em meio com sais de
fosfato de potassio 45 mM em pH 7.
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Figura 3 — Influéncia das concentracdes dos copolimeros L 31 (| ) e PE 61 (?)
na determinacdo da temperatura do ponto de névoa, em meio com sais de
fosfato de potassio 100 MM em pH 7.
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O ponto de névoa € atribuido ao aumento do tamanho dos agregados
dos polimeros, levando a separacdo de fases, onde uma fase é rica em
polimero e a outra rica em agua. Essa ocorréncia é reflexo do balango entre as
interacdes polimero-polimero e polimero-agua. Para explicar este fenbmeno
assume-se que ocorre uma mudangca conformacional nos segmentos EO a
altas temperaturas KARLSTROM, 1985). A diminuicdo da conformacdo polar
diminui a solvatagdo do polimero levando a predominancia de interacfes
polimero-polimero e a separacéo de fases (SILVA & LOH, 1998).

RABELO et al (2004) realizando a determinacéo das temperaturas de
ponto de névoa para estudo da particdo da enzima bromelina em SAB
formados com copolimeros triblocos EO-PO-EO, constataram que quando a
concentracdo de copolimero variou de 5 para 30% (p/p), a temperatura
ponto de névoa mudou de 32 °C para 18 °C, respectivamente, para sistemas
formados por copolimero com 10% de EO e massa molar média de 1100 g/mol
e solucdo de sais de fosfato de potassio 15 mM em pH 6.

Para os copolimeros L 35 e L, cujos teores de EO s&o 50 e 40% (p/p),
respectivamente, as temperaturas do ponto de névoa ndo seguiram a mesma
tendéncia dos copolimeros L 31 e PE 61, ou seja, ndo apresentaram uma
tendéncia de diminuicdo em funcdo do aumento da concentracdo de
copolimeros (Figuras 4, 5 e 6). Observou-se que, para estes copolimeros, as
temperaturas do ponto de névoa foram mais elevadas em comparacao aos
copolimeros L 31 e PE 61, entretanto apresentaram uma tendéncia de
linearidade com o acréscimo de copolimero. Conforme pode ser observado na
Figura 4, as temperaturas do ponto de névoa para sistemas formados por
copolimero L e solucéo de sais de fosfato de potassio 15 mM foram de 58 °C e

60 °C para as concentracoes de 5 e 30% (p/p) de copolimero, respectivamente.
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Figura 4 — Influéncia das concentracbes dos copolimeros L 35 ?) e L () na

determinacdo da temperatura do ponto de névoa, em meio com sais de fosfato
de potassio 15 mM em pH 7.
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Figura 5 — Influéncia das concentracbes dos copolimeros L 35 ?) e L ( ) na
determinagéo da temperatura do ponto de névoa, em meio com sais de fosfato

de potassio 45 mM em pH 7.
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Figura 6 — Influéncia das concentracdes dos copolimeros L 35 ?) e L () na
determinacdo da temperatura do ponto de névoa, em meio com sais de fosfato

de potassio 100 mM em pH 7.

Os blocos PO séao hidrofobicos e os blocos EO séo hidrofilicos, portanto,
os copolimeros com alta concentracdo de EO sdo mais hidrofilicos,
dissolvendo-se mais facilmente na agua. Isto é provavelmente o resultado do
grau de ligacBes de hidrogénio entre as moléculas de copolimeros. No entanto,
a altas temperaturas a 4gua ndo € um bom solvente para 0os copolimeros em

comparacdo a baixas temperaturas (RABELO et al, 2004).

3.1.2 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SAIS NA TEMPERATURA DO
PONTO DE NEVOA

Os sais apresentam forte efeito sobre o ponto de névoa dos copolimeros
EO-PO-EO. A adicdo de eletrdlitos, contendo cations ou anions de diferentes
tamanhos e polaridades, resulta em aumento ou em uma diminuicdo da
temperatura do ponto de névoa (ALEXANDRIDIS & HATTON, 1995). O

aumento da temperatura do ponto névoa representa o efeito salting in,
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enquanto que a diminuicdo representa o efeito salting out (SCHOTT & HAN,
1976).

Aditivos conhecidos como hidrotropicos, tém a capacidade de aumentar
a temperatura do ponto de névoa de solucdes copoliméricas, devido a sua
capacidade de aumentar a solubilidade do copolimero (BRESLOW, 1994).

A diminuicdo da temperatura do ponto de névoa causada pela adicao de
eletrélitos € atribuida a habilidade de varios ions em modificar a estrutura da
agua e competir com o copolimero pela mesma, influenciando a hidratacéo dos
blocos de EO e de PO (XIULI et al, 2004).

O ponto de névoa do copolimero F 68 foi diminuido em 50 °C quando KF
1M foi adicionado a solucao aquosa de copolimero (BAHADUR et al, 1992).

JAIN et al (L1999) observaram que as temperaturas do ponto de névoa
para o copolimero P 65 a 1% (p/v) sofreram um decréscimo linear a medida
gue se aumentou a concentragcdo de NaCl de 0 até 2 M.

Os sais de fosfato sédo hidrofilicos e apresentam efeito salting out
(RABELO et al, 2004).

A temperatura do ponto de névoa de solu¢des contendo 100 mM de sais
de fosfato de potdssio € menor que aquelas de solugbes contendo 45 e 15
mM. Como pode ser observado na Hgura 7, as temperaturas d ponto de
névoa de sistemas contendo 5% (p/p) dos copolimero L 31 com 10% de EO
(p/p), massa molar media de 2000 g/mol e PE 61 com 10% de EO e massa
molar média 1925 g/mol e solugcdo de sais de fosfato de potassio nas
concentracdes de 15, 45 e 100 mM, foram 20, 19 e 18 °C e 20, 18 e 16 °C,
respectivamente. As temperaturas relativas aos copolimeros L 31, PE 61, L 35
e L, em vérias concentracdes, seguiram a mesma tendéncia, conforme pode

ser observado nas Figuras 8 a 18.
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Figura 7 — Influéncia das concentracbes de sais de fosfato de potassio na
determinacdo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 31 (?)

e PE 61 (} ), em meio com 5% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 8 — Influéncia das concentracbes de sais de fosfato de potassio na
determinacéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 31 (?)

e PE 61 (] ), em meio com 10% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 9 — Influéncia das concentracfes de sais de fosfato de potassio na
determinacéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 31 (?)

e PE 61 (} ), em meio com 15% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 10 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinagéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 31 (?)

e PE 61 (} ), em meio com 20% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 11 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 31 (?)
e PE 61 (} ), em meio com 25% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 12 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 31 (?)
e PE 61 (] ), em meio com 30% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 13 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacédo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 35 (?)

eL (} ), em meio com 5% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 14 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacdo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 35 (?)

eL (] ), em meio com 10% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 15 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacdo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 35 (?)

eL (} ), em meio com 15% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 16 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinagéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 35 (?)
el (} ), em meio com 20% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 17 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 35 (?)

eL (]} ), em meio com 25% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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Figura 18 — Influéncia das concentracdes de sais de fosfato de potassio na
determinacéo da temperatura do ponto de névoa para os copolimeros L 35 (?)

eL (} ), em meio com 30% (p/p) de copolimero, em pH 7.
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3.1.3 INFLUENCIA DO CONTEUDO DE EO NA TEMPERATURA DO PONTO
DE NEVOA

Conforme pode ser observado na Hgura 19, as temperaturas do ponto
de névoa dos copolimeros, em concentracdes de 5 até 30% (p/p), tiveram um
aumento a medida que se aumentou o conteiudo de EO nos mesmos. Para
uma concentracdo de copolimero de 5%, a temperatura do ponto de névoa foi
de 18 «C para o copolimero L 31, que tem 10% de EO (p/p) e massa molar
média 2000 g/mol e de 75 °C para o copolimero L 35, que tem 50% de EO (p/p)
e massa molar média 1900 g/mol.

O contetudo de EO influencia a taxa de variacdo da solubilidade. Ela
aumenta a medida que a proporcao relativa do bloco EO aumenta e diminui a
medida que a massa molar dos copolimeros aumenta para copolimeros com a
mesma propor¢cdo de composicdo PO/EO. Provavelmente, este seja o
resultado do grau de ligagdo de hidrogénio entre as moléculas de copolimeros,
refletindo-se também na forma fisica dos copolimeros (liquida para baixa
massa molar, baixo conteudo de EO; sdlida para alta massa molar, alto
conteudo de EO) (SCHMOLKA, 1977).

RABELO et al (2004) ao estudar o efeito do conteudo de EO na
temperatura do ponto de névoa, observaram que as temperaturas do ponto de
névoa de solugbes contendo copolimeros com 50% de EO foram mais altas
que as temperaturas das solu¢des contendo copolimeros com 10% de EO, no
caso de copolimeros com massas molares médias similares.

XIULI et al (2004) verificaram que a concentracdo de 1% (p/p), 0 ponto
de névoa do copolimero tribloco (EO)10(PO)16(EOQ)10 foi 71,5 °C e para o
copolimero tribloco EO)1(PO)17(EO): foi 38 ®C. Assim, constata-se que com o
aumento do contetdo de EO, ocorre um aumento da temperatura do ponto de

névoa para copolimeros com massas molares similares.
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Figura 19 — Influéncia da concentracdo de EO na determinacdo da temperatura
do ponto de névoa para os copolimeros L 31 ( ) e L 35 (?) em meio com sais

de fosfato de potassio 100 mM em pH 7.

3.2 PARTICAO DE a-LACTOALBUMINA E b-LACTOGLOBULINA

Os resultados apresentados para a particdo da a-la e b-Ig referem-se
aos copolimeros L 31 e PE 61. Ambos conttm 10 % de EO, porém,
apresentam viscosidades diferentes, 285 cps para o PE 61 e 325 cps parao L
31. Os demais copolimeros ndo foram utlizados, por apresentarem
temperaturas do ponto de névoa mais elevadas, 0 que poderia causar uma
desnaturacdo das proteinas, principalmente para a-la que €& susceptivel a
desnaturacao por calor a 65,2 °C em pH 6 (MORR & HA, 1993).

Na Figura 20 é apresentado um cromatograma de uma solucdo aquosa
de isolado protéico de soro (20 mg de WPI/mL de solucdo) utilizada nos
experimentos, onde observa-se a presenca de dois picos para b-lg. Portanto, a
técnica utilizada possibilita a deteccdo dos monémeros b-lg A e b-Ig B, que

formam o dimero de b-Ig (CAYOT & LORIENT, 1997).
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Figura 20 — Cromatograma da solucéo de isolado protéico de soro.

Nas Figuras 21 e 22 sao apresentados 0s cromatogramas para 0S
padrdes de a-la e b-lg. Observa-se 1 pico para aa-la e 2 picos para a b-Ig.

As curvas analiticas para a-la e b-lg sdo apresentadas nas Figuras 23 e
24. Observa-se a linearidade na faixa de concentracao estabelecida.

Na Figura 25 é apresentado o cromatograma da fase inferior de um SAB
formado com 25% (p/p) de copolimero L 31, 1 g de solucdo de WPI a 20
mg/mL e solucéo de sais de fosfato de potassio 45 mM em pH 7, ap4s repouso
de 16 horas a 20 °C e diluicdo de 1:10 com solucao alcodlica a 20% (V/v).

Na figura 26 € apresentado o cromatograma da fase superior de um SAB
formado com 10 % (p/p) de copolimero PE 61, 1 g de solucdo de WPI a 20

mg/mL e solucéo de sais de fosfato de potassio 15 mM em pH 7, apds repouso
de 16 horas a 26° C.
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Figura 25 — Cromatograma da fase inferior de um SAB formado com 25% (p/p)

de copolimero L 31, solucdo de WPI a 20 mg/mL e solucdo de sais de fosfato
de potassio 45 mM em pH 7.
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Figura 26 — Cromatograma da fase superior de um SAB formado com 10 %
(p/p) de copolimero PE 61, 1 g de solucdo de WPI a 20 mg/mL e solucdo de

sais de fosfato de potassio 15 mM em pH 7.
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Nas analises por HPLC-RP, para deteccdo das proteinas a-la e b-lg foi
utilizado o comprimento de onda de 210 nm, onde a absorcdo depende
exclusivamente da presenca de ligacbes peptidicas. Assim, se houve a
interferéncia da presenca do copolimero na analise, esta ndo poderia ser
percebida diretamente nesta medida.

Os surfactantes interferem na deteccao feita com detector do tipo UV,
sobrepondo o sinal do soluto (PALEOLOGOS et al, 2005), podendo esse
problema ser resolvido pela diluicdo da fase rica em surfactante com um
solvente orgénico antes da amostra ser injetada na coluna cromatogréafica
(PALEOLOGOS et al, 2003).

Caso sejam detectados dois picos para a a-la, € possivel que a técnica
utilizada possa ser capaz de separar variantes genéticas da proteina.

Este fato seria de bastante relevancia no que se refere a processos de
separacao e aplicacdes das variantes da a-la.

A a-la é um proteina rica em triptofano, sendo neste caso ideal para
aplicacbes em alimentos infantis (BRAMAUD et al, 1997). Também exerce
importante papel na sintese de lactose, participando como catalisadora desta
reacao (FOX & McSWEENEY, 1998).

3.3 SELECAO E CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS

A selecdo do melhor SAB foi feita avaliando-se os coeficientes de
particdo das proteinas. O sistema considerado mais eficaz na separacdo das
proteinas a-la e b-lg foi aquele que apresentou o maior coeficiente de particdo
para uma proteina e um menor coeficiente de particdo para a outra proteina,
possibilitando assim, uma melhor separacdo entre as duas nas fases do
sistema. Na Tabela 2 e na Figura 27 podem ser observados os melhores
resultados obtidos na separacdo de ambas as proteinas com 0s respectivos
valores de k para os sistemas formados com os copolimeros L 31 e PE 61. Os
cromatogramas referentes a esses resultados estéo representados nas Figuras
28 e 29.

Para os SAB formados a partir do copolimero L 31, a melhor separacao

ocorreu para os sistemas formados com 30% (p/p) de copolimero e solugcéo de
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sais de fosfato de potassio 45 mM em pH 7, a 17 °C. Neste caso, para a a-la foi
encontrado um valor de k igual a 157,73, 0 que representa uma concentragao
de 99,37% da proteina na fase superior e para a b-lg, um valor de k igual a
1,05, o que representa uma concentracdo de 51,18% da proteina na fase
superior ou 48,82% na fase inferior.

No caso dos SAB formados a partir do copolimero PE 61, a melhor
separacao ocorreu para o sistemas formados com 20% (p/p) de copolimero e
solucdo de sais de fosfato de potassio 100 mM em pH 7, a 20 °C. Neste caso,
para a a-la foi encontrado um valor de k igual a 79,65, o que representa uma
concentracdo de 98,76% da proteina na fase superior e para a b-lg, um valor
de k igual a 0,98, 0 que representa uma concentracdo de 49,45% da proteina

na fase superior ou 50,55% na fase inferior.

Tabela 2 — Percentual de proteinas na fase superior (FS) dos sistemas
constituidos de 30% (p/p) de copolimero L 31 e solucdo de sais de fosfato de
potassio 45 mM em pH 7, a 17 °C, e de 20% (p/p) de copolimero PE 61 e

solucéo de sais de fosfato de potassio 100 mM em pH 7, a 20 °C.

Copolimero Proteinas Percentual de Coeficiente de
proteinas (FS) particao (k)
a-lactoalbumina 99,37 £ 0,10 157,73
L31 b-lactoglobulina 51,18 £ 1,97 1,05
a-lactoalbumina 98,76 + 0,20 79,65
PE61 b-lactoglobulina 49,45 + 0,18 0,98
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Figura 27 - Percentual de proteinas na fase superior dos sistemas constituidos
de 30% (p/p) de copolimero L 31 e solucdo de sais de fosfato 45 mM em pH 7,
a 17 °C, e de 20% (p/p) de copolimero PE 61 e solucéo de sais de fosfato 100
mM em pH 7, a 20 °C.
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Figura 28 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado por 30%
(p/p) de copolimero L 31 e solucédo de sais de fosfato de potassio 45 mM em
pH7,a17°C.
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Figura 29 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado por 20%

(p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de potassio 100 mM em
pH 7,a 20 °C.

Um ponto importante observado durante as analises das fases dos SAB
formados pelos dois copolimeros (L 31 e PE 61) foi serem detectados dois
picos para a a-la, os quais foram evidenciados a medida que se aumentou a
concentracdo de copolimero no sistema. Nas figuras 30 a 35 podem ser
observados os dois picos detectados para a a-la nas fases superiores de
sistemas compostos por copolimero PE 61 na faixa de 5 até 30% (p/p), solucéo
de sais de fosfato de potassio 15 mM em pH 7 e solucdo de WPI. Para
comprovacao de tal fato, foram feitas analises de SAB formados a partir de a-la
padréo, onde se observou o mesmo comportamento nos cromatogramas dos
sistemas formados com WPl para o0s sistemas compostos pelos dois
copolimeros (L 31 e PE 61). Nas Fguras 36 a 41 podem ser observados os
dois picos detectados para a a-la (padrdo) nas fases superiores de sistemas
compostos por copolimero PE 61 na faixa de 5 até 30% (p/p), solucdo de sais
de fosfato de potassio 15 mM em pH 7 e solucdo de WPIL Uma possivel
explicacdo para este comportamento, é que os copolimeros utilizados possam

influenciar na separacdo de variantes genéticas da a-la. Variantes A, B e C de
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a-la foram observadas, e a sua heterogeneidade é resultado de um residuo de
aminoacido diferente em cada variante KILARA & HARWALKAR, 1996). As
variantes genéticas A e B diferem entre si devido a um residuo de aminoacido.
O residuo na posicdo 10 é glicina para a variante A e arginina para a variante B
(CAYOT & LORIENT, 1997).

Nas analises das fases inferiores, foi encontrada bastante dificuldade
nas analises por HPLC-RP, devido a viscosidade e a sua baixa solubilidade em
agua a temperatura ambiente. A medida adotada foi a utilizacdo de acetonitrila
e alcool etilico como solvente para diluicdo das fases, porém, nao foi alcancado
resultado satisfatorio. Os picos das proteinas a-la e b-lg ndo apresentaram

resolucéo adequada para uma quantificacao correta de suas concentracoes.
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Figura 30 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
WPI, 5% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de potassio 15
mMem pH 7.
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Figura 31 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de

WPI, 10% (p/p) de copolimero PE 61 e solugdo de sais de fosfato de potassio
15mMempH?7.
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Figura 32 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
WPI, 15% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de potassio
15mMempH?7.
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Figura 34 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
WPI, 25% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de potassio
15mMempH 7.
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Figura 35 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
WPI, 30% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de potéssio
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Figura 36 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de

a-la padrao, 5% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de

potassio 15 mM em pH 7.
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Figura 37 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de

a-la padrdo, 10% (p/p) de copolimero PE 61 e solucédo de sais de fosfato de

potassio 15 mM em pH 7.
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Figura 38 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de

a-la padréo, 15% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de

potassio 15 mM em pH 7.
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Figura 39 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
a-la padréao, 20% (p/p) de copolimero PE 61 e solucédo de sais de fosfato de

potassio 15 mM em pH 7.
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Figura 40 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
a-la padréo, 25% (p/p) de copolimero PE 61 e solucdo de sais de fosfato de

potassio 15 mM em pH 7.

63



3001

2001

100

Absorvancia (mAU)
T BI T
% (v/v) fase mével B

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (minutos)
Figura 41 — Cromatograma da fase superior de um sistema formado a partir de
a-la padrdo, 30% (p/p) de copolimero PE 61 e solucédo de sais de fosfato de

potassio 15 mM em pH 7.

Em todos os SAB analisados, a a-la permaneceu quase que totalmente
concentrada na fase superior (fase aquosa) dos sistemas, enquanto que a b-Ig
distribuiu-se entre as duas fases. Como a b-lg é mais hidrofobica que a a-la
(NAKAI, 1996) possivelmente, ha uma maior interacdo da b-lg com a fase
copolimérica, pelo fato do copolimero conter maior nimero de grupos
hidrofébicos, aumentando o numero e a intensidade das interacbes entre
grupos hidrofébicos. De acordo com SEDEV et al (1999), os copolimeros L 62
e F 68 adsorvem com seus blocos PO a BSA, a qual é conhecida por ter uma
forte afinidade por ligantes hidrofébicos.

A b-lg é capaz de se ligar a muitas moléculas hidrofébicas, sendo
possivel que ela atue como carreadora de retinol (FOX & MCSWEENEY, 1998).
No trabalho ora realizado, além da hidrofobicidade, outros fen6menos podem

estar ocorrendo, de forma a promover a particao das proteinas entre as fases.



4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

A composicdo e a concentracdo dos copolimeros EO-PO-EO e a
concentracdo de sais de fosfato de potassio influenciaram
significativamente na temperatura do ponto de névoa. Os copolimeros
L 35 e L ndo foram adequados para a separagéo das proteinas, devido

as suas elevadas temperaturas do ponto de névoa.

E possivel separar a a-la da b-lg mediante o uso da extragcdo no ponto
de névoa em sistemas aquosos bifasicos. A avaliagdo do grau de
particdo destas proteinas em SAB foi feito através do calculo do
coeficiente de particdo. A a-la permaneceu preferencialmente na fase

aguosa e a b-lg transferiu-se parcialmente para a fase copolimérica.

Os copolimeros PE 61 e L 31 apresentaram a mesma eficiéncia na
particdo das proteinas, porém, o PE 61 mostrou ser o melhor sistema
devido ao menor consumo de copolimero em relacdo ao L 31. O custo
do copolimero é bem mais elevado em relacdo ao custo dos sais de
fosfato de potassio, consumido em maior quantidade nos sistemas
formados pelo copolimero PE 61. Dentre os diferentes sistemas
testados, aquele composto por 20% (p/p) de copolimero PE 61 e

solucao de sais de fosfato de potassio 100 mM foi 0 mais adequado.

N&o foi constatada influéncia da diferenca de viscosidade dos

copolimeros PE 61 e L 31 na particdo das proteinas.
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5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De acordo com os resultados obtidos, podem ser feitas as seguintes

sugestodes:

Avaliar a interferéncia dos copolimeros triblocos em diferentes técnicas

analiticas de deteccao e quantificacdo das proteinas do soro de queijo.
Aumentar o grau de particdo das proteinas nos sistemas avaliados.
Realizar trabalhos utilizando outros copolimeros e sais, objetivando
otimizar o processo de separacdo das proteinas a-la e b-lg por extracao
no ponto de névoa.

Realizar ensaios laboratoriais a fim de se verificar a aplicacdo da técnica
de extracdo no ponto de névoa para outras biomoléculas de interesse da

indUstria.

Avaliar a reciclagem dos copolimeros triblocos dos sistemas pela técnica

de extracédo do ponto de névoa.

Avaliar parametros reoldgicos dos sistemas em outras temperaturas

acima do ponto de névoa.

Determinar os coeficientes de difusdo para os copolimeros L 31 e PE 61.
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