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RESUMO

VARGAS, José Oscar Murillo, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2005. Particdo de caseina em sistemas aquosos
bifasicos formados por polietilenoglicol + sais de sulfato e fosfato e
polietilenoglicol + maltodextrina. Orientadora: Jane Sélia dos Reis
Coimbra. Conselheiros: Luis Antonio Minim e Luis Henrigue Mendes da
Silva.

Sistemas aquosos bifasicos foram empregados como uma técnica
alternativa & separagdo da caseina. Para tanto foram utilizados sistemas
modelos compostos tanto por polietilenoglicol, sal e agua, quanto por
polietilenoglicol, aclcar e agua. As massas molares dos polietilenoglicéis
testados foram de 1500, 4000, 6000 e 8000 g mol™. Os quatro tipos de sais
avaliados foram o sulfato de amdnio, sulfato de litio, sulfato de zinco e
fosfato de potassio. O acucar usado foi a maltodextrina (DE-10,5). As
temperaturas de trabalho foram de 5, 25 e 45 °C para os sistemas contendo
sal e de 35 e 45 °C para os sistemas compostos por maltodextrina. Foram
avaliados para os dois tipos de sistemas a influéncia da massa molar do
polimero e da temperatura sobre o coeficiente de particdo da caseina. Para
o sistema salino, foi analisado também o efeito do tipo de sal sobre o valor
do coeficiente de particdo. Os sistemas que levaram a uma maior
distribuicdo da caseina entre as fases foram aqueles formados por 25,0 %
(m/m) PEG 1500 e 13,0 % (m/m) fosfato de potassio, a 25 °C; e, por 6,0 %
(m/m) PEG 1500 e 25,0 % (m/m) maltodextrina, a 35 °C. Os valores do
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coeficiente de particio para cada sistema foram de 10,8 e 0,12,
respectivamente. A cromatografia de exclusdo molecular foi usada para
purificar a proteina das fases dos sistemas salinos. O indice de recuperacao
da caseina de ambas fases, polimérica e salina, foi de 99,0 %,
aproximadamente. Neste trabalho também foi determinada a densidade das
fases para os dois tipos de sistemas, nas diferentes condicbes de massa
molar de polietilenoglicol e temperatura. A particdo de caseina em sistemas
aquosos bifasicos mostrou-se factivel, levando a resultados com potencial

de uso a nivel industrial.
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ABSTRACT

VARGAS, José Oscar Murillo, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
November 2005. Partition of casein using aqueous two-phase
systems containing polyethylene glycol + salts of sulfate and
phosphate and polyethylene glycol + maltdextrin. Adviser: Jane Sélia
dos Reis Coimbra. Committee members: Luis Antonio Minim and Luis
Henrique Mendes da Silva.

Aqueous two-phase systems were used for casein separation. The
model systems consisted of polyethylene glycol, salt and water, as well as
polyethylene glycol, sugar and water. The polyethylene glycol molar masses
were 1500, 4000, 6000 and 8000 g mol™. The salts were ammonium sulfate,
lithium sulfate, zinc sulfate and potassium phosphate, and the sugar was
maltdextrin (DE-10,5). The tested temperatures for the systems containing
salts were 5, 25 and 45 °C, and 35 and 45 °C for the systems with
maltdextrin. The influence of the polymer molar masses and the
temperatures on the partition coefficient of the casein were available for both
type of systems. For the saline systems, the effect of the type of salt on the
value of partition coefficient was also analyzed. The aqueous two-phase
systems that presented larger distribution of casein between phases were
those consisted of 25.0 mass % PEG 1500 with 13.0 mass % potassium
phosphate, at 25 °C; and 6.0 mass % PEG 1500 with 25.0 mass %
maltdextrin, at 35 °C. The values of the partition coefficient for each system

were 10.8 and 0.12, respectively. Size-exclusion chromatography was used
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to purify the protein from the phases in the saline systems. The recovery
index of casein from the polymer and saline phases was approximately 99.0
%. In this work it was also determined the density of the phases for both
systems, at different conditions of polyethylene glycol molar masses and

temperature.



INTRODUCAO GERAL

As proteinas do leite sdo uma fonte rica de nutrientes que pode ser
usada em produtos com diversos requisitos alimenticios. Podem ser
destinados ao consumo de diferentes segmentos populacionais, como
atletas, criancgas, idosos, convalescentes e pessoas com um estilo de vida
ativo. Em outras palavras, pessoas que necessitam de alimentos com
elevada funcionalidade e uma excelente qualidade nutritiva.

As caseinas apresentam potencial industrial, sendo utilizadas em
vérias formulag¢des alimenticias por sua excelente solubilidade, estabilidade
ao calor e por suas caracteristicas emulsificantes, entre outras. A caseina
tem ainda aplicacdes ndo alimentares como na industria de papéis, de cola e
adesivos, tintas e vernizes, téxtil e cortume (SGARBIERI, 1996).

As caseinas compreendem aproximadamente 80 a 85 % das
proteinas do leite (cerca de 28 g L), sendo que a fracdo caseinica consiste
de quatro grupos principais de proteinas a-, b-, k- e g-caseina. A proporcao
entre os diversos tipos € determinada geneticamente, porém, geralmente,
nao se encontra grande variacdo no perfil de caseina do leite bovino de
diferentes fontes (DALGLEISH, 1982; MUIR, 1998).

No fracionamento e isolamento dos diferentes grupos de caseinas
tém sido empregandos métodos quimicos baseados na diferenca de
solubilidade (IGARASHI, 1999) ou técnicas cromatogréaficas (SWAISGOOD,
1992; SWAISGOOD, 1996). Mas, nos dultimos anos, tém adquirido
importancia na biotecnologia a concentracdo e separacdo de proteinas
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usando os sistemas aquosos bifasicos (SABs). Estes sdo formados ao
misturar duas solucdes aquosas de polimeros de cadeia flexivel ou de um
polimero e de um sal (como fosfato de potassio, sulfato de sédio, etc). O
material a separar se distribui entre as duas fases aguosas do sistema e o
grau de separacdo é quantificado por meio do coeficiente de particdo (k).
Este coeficiente é funcdo de uma série de variaveis experimentais como: pH,
temperatura, presenca de sais, massa molar e concentracdo dos polimeros
que formam as fases, bem como das caracteristicas da proteina. Assim, por
meio do controle dessas variaveis pode-se separar a proteina de interesse
(ALBERTSSON, 1986; BOLOGNESE et al., 2005).

O emprego de SABs constitui-se em uma metodologia alternativa
viavel, pois apresenta vantagens como rapidez da separacdo, alta relacdo
massa da proteina/volume total da solucéo, possibilidade de separacao das
fases em modo continuo, assim como baixo custo e facilidade de aplicacao
em grande escala (BOLOGNESE et al., 2005)

JA na etapa de purificacdo de biomoléculas o0s processos
cromatograficos destacam-se devido a sua eficiéncia na separacao, ao seu
elevado poder de resolucao e, principalmente, por ndo ocorrer desnaturacao
dos biocompostos. Dentre as diferentes técnicas cromatogréficas, a
cromatografia de troca idbnica e a cromatografia de exclusdo molecular
(CEM), ou filtragcdo em gel, sédo os métodos de purificacdo de proteinas mais
comumente empregados (NIVEN, 1995).

A CEM é empregada para o isolamento de macromoléculas desde
1959 e tem por fundamento a separacao devido a diferenca de tamanho das
mesmas. E uma metodologia de facil execu¢édo, com uso na determinacio
da massa molar de diferentes substancias, para o fracionamento de
compostos e para a separacdo de grupos de misturas multicomponentes,
como, por exemplo, sais e proteinas (IRVINE, 1997).

Assim sendo, este trabalho visa avaliar a influéncia da massa molar
do polimero, do tipo de sal e da temperatura sobre o coeficiente de particao
da caseina em sistemas aquosos bifasicos formados por polietilenoglicol, sal

e agua e polietilenoglicol, acucar e agua.



OBJETIVO GERAL

Analisar a viabilidade técnica do uso da extracdo liquido-liquido,
usando sistemas aquosos bifasicos, na particdo da caseina e a eficiéncia da
cromatografia de exclusdo molecular, na purificacdo desta proteina apdés
emprego de sistemas salinos.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar o coeficiente de particdo da caseina em sistemas aquosos
bifasicos formados por polietilenoglicol + sal + &agua e por

polietilenoglicol + agucar + agua.

. Selecionar os sistemas aquosos bifasicos salinos com coeficientes de
particdo favoraveis a separacdo da caseina em funcdo da massa
molar do polimero (1500, 4000, 6000, 8000 g mol™), do tipo de sal
(sulfato de amonio, sulfato de litio, sulfato de zinco e fosfato de

potassio) e da temperatura (5, 25 e 45 °C).

. Selecionar o0s sistemas aquosos bifasicos poliméricos com
coeficientes de particdo mais favoraveis a separacéo da caseina, em
funcdo da massa molar do polimero (1500, 4000, 6000, 8000 g mol™)
e da temperatura (35 e 45 °C).

. Purificar a caseina ap6s extracdo com sistemas aquosos bifasicos

salinos usando a cromatografia de exclusdo molecular.

. Determinar as densidades das fases dos dois tipos desistemas em
funcdo da massa molar do polimero e da temperatura.



CAPITULO 1
1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 As caseinas

As proteinas do leite podem ser divididas em duas grandes classes,
caseinas e proteinas do soro. Os dois grupos de proteinas diferem quimica e
fisicamente e estdo presentes no leite quase que em diferentes fases. A
caseina é encontrada como um agregado coloidal, contendo vérias
moléculas de proteinas, enquanto que as proteinas do soro apresentam-se
em solucao (DALGLEISH, 1982). A Tabela 1 relaciona a distribuicdo destes
grupos de proteinas no leite.

As caseinas representam aproximadamente 80 a 85% das proteinas
do leite (28 g L"), sendo um grupo heterogéneo de fosfoproteinas presentes
como complexos estaveis de calcio e fosfato que precipitam em pH 4,6
(DALGLEISH, 1982). Cerca de 95 % das caseinas estdo presentes em
forma de micelas formadas por subunidades de caseinas conhecidas como
submicelas, com tamanho uniforme e diametro entre 10 e 20 nm
(SGARBIERI, 1996). As variacbes do tamanho, composi¢cdo e massa molar
da particula das submicelas sao determinadas por fatores, como
concentracdo do tipo de caseina, pH e temperatura (WONG, 1989).

A fracdo caseinica consiste de quatro principais grupos de proteinas:
asi-, asy-, b-, k-caseina. As g-caseinas embora sejam tratadas como um
grupo a parte, sdo produzidas por protedlise, apds secrecdo da b-caseina,
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pela acdo das proteases naturais do leite, como a plasmina (BADUI, 1989).

A proporcao entre os tipos de caseina encontrados no leite pode variar de

regido para regido, mas de forma geral tem-se: as;.caseina: 38,0 %, asp.

caseina: 10,0 %, b-caseina: 36,0 %, k-caseina: 13,0 % e g-caseina: 3,0 %
1982; CHEFTEL, 1989).

caracteristicas e propriedades dos diferentes tipos de caseinas.

(DALGLEISH,

Tabela 1. Distribuicdo das proteinas do leite.

A Tabela 2

lista algumas

Proteina % de proteina Ponto Massa Molar Variantes
isoelétrico (Dalton)
Caseina 80-85
a-caseina 40-45 4,1 23.500 A,B,C, D.
b-caseina 30-35 4,5 24.100 A, A’, A° B,C, D.
k-caseina 12-15 4,1 19.000 A B.
g-caseina 3-5 5,8 20.000 A, A% A% B.
Proteina do soro 15-25
b-lactoglobulina (b-1g) 7-12 53 18.000 A,B,C, D.
a-lactalbumina (a-1a) 2-5 51 14.200 A B.
Albumina bovina 0,7-1,3 4,7 69.000
19G, 1-2 5,5-6,8 150.000
I9G, 0,2-0,5 7,5-8,3 170.000
IgM 0,1-0,2 4,5-51 1.000.000
IgA 0,05-0,10 300.000

(BADUI, 1989).

A estabilidade da micela de caseina em parte se deve as interacfes

do conjunto de submicelas por ligacdes com o fosfato de célcio coloidal,

interacdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio. As as;., as;- € b-caseina,

gue sdo sensiveis ao calcio, interagem hidrofobicamente formando o centro

da submicela. Assim, as submicelas contém uma mistura de as;., ass., b- e

k-caseina, com as regifes hidrofébicas orientadas para dentro e as regides

hidrofilicas orientadas para a superficie. Portanto, o centro da micela é

hidrofébico e a superficie é hidrofilica, sendo que na superficie da submicela

existem areas ricas em k-caseina e areas ricas em fosfato. Estes grupos

fosfato da superficie interagem com o calcio para formar pontes de fosfato
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de célcio e, portanto, na presenca de calcio parte da superficie é disponivel
para interacées hidrofébicas (WONG, 1989; SGARBIERI, 1996; FOX e

McSEENEY, 1997; MUIR, 1998).

Tabela 2. Caracteristicas e propriedades dos tipos de caseinas.

Caracteristicas e propriedades

Caseina Localizagéo

s € agy Micelas e no soro
b Micelas e no soro
k Micelas e no soro
g Micelas e no soro

199 aminoacidos, 9 fosfoserinas, alto conteddo de
prolina, sensivel ao calcio, ndo tém cistina,

resistentes a desnaturacao.

209 aminoacidos, 5 fosfoserinas, alto contelido de
prolina, sensivel ao calcio, ndo tem cistina,

resistente & desnaturagéo.

169 aminoécidos, 1 fosfoserina, alto conteddo de
prolina, insensivel ao célcio, tem duas cisteinas,
resistente 4 desnaturagdo, sensivel a acdo da

renina.

180 aminoécidos, 1 fosfoserina.

(BADUI, 1989).

Também a estabilidade das caseinas se deve ao alto conteudo de

acido aspartico e glutamico, cujos grupos carboxilas livres estdo orientados

para o exterior da molécula gerando uma camada de cargas negativas em

volta do coloide. Estas cargas geram forcas de repulsédo entre as moléculas

de caseina, evitando assim a tendéncia de agregacdo e precipitacao.

Quando o pH do meio é modificado existe uma protonacdo das carboxilas

livres e, como conseqiiéncia, uma neutralizacdo da carga negativa (BADUI,

1989). Na Figura 1, estdo representadas as estruturas de uma submicela e

de uma micela de caseina.



Moculas dis w-casaing

Figura 1. Estrutura de uma submicela (A). Estrutura de uma micela estabilizada
(B)
A estabilidade das micelas pode ser alterada por uma série de fatores

tais como:
Temperatura: durante o armazenamento do leite sob refrigeracéo (4 a
7 °C), as micelas se dissociam parcialmente em submicelas e liberam
cerca de 50,0 % da b-caseina em 24 horas (CHEFTEL, 1989).
Modificagbes do pH: quando o pH do leite é reduzido ocorre a
solubilizacédo do fosfato de calcio e uma progressiva desmineralizacao
da estrutura micelar. A desestabilizacdo da fase mineral da micela a
torna insolavel (MUIR, 1998).
Adicdo de etanol: a presenca de etanol diminui a repulsdo
eletrostatica na regido glicosada da k-caseina, aumentando a atracédo
entre as submicelas (WALASTRA, 1990).
Acdo de coagulantes: ocorre quando o leite € sometido a protedlise
seletiva pela enzima renina, que é adicionada durante a fabricacéo de
gueijos, hidrolizando a k-caseina. Os produtos dessa hidrolise séo: a
para-k-caseina que € insoluvel e precipita, e o glicomacropeptideo
gue é soltuvel no soro (SGARBIERI, 1996; MUIR, 1998).

1.2 Propriedades funcionais e valor nutricional da caseina

O leite contribui para satisfazer em grande parte as necessidades do
organismo em relacdo ao consumo de calcio, fésforo, proteinas e vitaminas.

As proteinas do leite tém grande importancia na nutricdo humana,
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apresentando um valor nutricional protéico elevado, com proteinas de boa
digestibilidade e aminoéacidos disponiveis (GIESE, 1994). Possuem também
aminoacidos essenciais nas propor¢cdes requeridas para 0 crescimento e
manutencdo do organismo humano (SOUTHWARD, 1986; MUIR, 1998). A
Tabela 3 relaciona o valor protéico de alguns produtos da dieta humana.

As proteinas do leite, especificamente as caseinas, apresentam um
grande potencial industrial, sendo utilizadas em diferentes formulacdes por
apresentarem excelentes propriedades funcionais, como solubilidade,
estabilidade da emulsdo, retencdo de agua e adesdo, entre outras. Outro
atributo fundamental é a estabilidade térmica durante o processamento, que
pode ser exemplificado pela resisténcia térmica da caseina do leite a
pasteurizacdo e ao tratamento UHT. S&o utilizadas também como agentes
espumantes e gelificantes. Algumas aplicacdes de propriedades funcionais
da caseina em alimentos sao listadas na Tabela 4.

A caseina tem ainda uma série de outras aplicacdes ndo alimentares
como nas industrias de papéis, cola e adesivos, tintas e vernizes, téxtil e
indUstria de couros. Também ¢é utilizada em dietas e produtos médicos
especificos, como: alimentos infantis, alimentacéo intravenosa, formulacdes
alimentares especiais, preparacbes de remédios, cosméticos, etc.
(SGARBIERI, 1996; BRAMANTI et al., 2001).

Tabela 3. Valor nutricional de alguns alimentos expressos em PER, NPU e NPR

Proteina PER* NPU* NPR*
Caseina 100 100 100
Farinha de peixe 109 100 103
Leite em po 100 105 109
Soja 83 83 91
Oleo de algodéo 76 94 94
Levedura 63 78 79
Amendoim 48 66 69
Gldaten de trigo 19 64 71

(WALKER; 1982) PER*: Eficiéncia protéica, NPU*: Proteina liquida utilizada, NPR*:
Coeficiente de proteina liquido.



Tabela 4. Propriedades funcionais da caseina e suas aplicagbes em alimentos.

Propriedade Aplicacao
Emulsificagcéo Paes, biscoitos, sobremesas, carnes.
Hidratacéo Carnes, massas (péo, bolo), doces.
Viscosidade Sopas, molhos, sobremesas.

Gel Carnes, bolos, queijos.
Espuma Sorvetes, produtos lacteos.
Coeséo Carnes, pastas.
Solubilidade Bebidas

(BADUI, 1989; MUIR, 1998)

1.3 Métodos de obtencédo da caseina

O conhecimento da composicdo, das propriedades e do
comportamento das caseinas é muito importante por duas razfes: primeiro,
a composicado da caseina afeta o tamanho, a estrutura e os processos de
agregacdo da micela, bem como a acdo da enzima proteolitica sobre a
caseina na producdo de queijo e deste modo o processamento do leite a
nivel industrial, segundo, uma identificacdo e quantificacdo do contetdo de
caseina oferece a possibilidade de estabelecer métodos para detectar a
adulteracao do leite com soro de queijo. Utiliza-se a caseina por ser uma das
proteinas menos afetadas pelos tratamentos térmicos durante o
processamento do leite, em comparacdo com outras proteinas do soro
(SGARBIERI, 1996; BRAMANTI et al., 2003).

Segundo, LYNCH et al. (1998) as técnicas mais utilizadas para a
determinacédo do conteludo de caseina séo:

1) Precipitacdo da caseina total em pH 4,6;

2) Quantificacdo do conteudo total de nitrogénio no leite e no soro

pelo método de Kjeldahl; e

3) Calculo do conteudo de caseinas por diferenca entre a total de

proteinas e as proteinas do soro.

Diferentes procedimentos tém sido propostos para a producao
comercial em grande escala da caseina. Estes procedimentos podem ser
agrupados nas seguintes categorias: (1) precipitacdo seletiva, induzida pelo

ajuste das propriedades fisicas da solucédo em estudo; (2) filtracdo, utilizando
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membranas com base nas diferencas de tamanho e carga das particulas; (3)
cromatografia; e (4) eletroforese (DOULTANI et al., 2004).

Os métodos cromatograficos e eletroforéticos representam boas
ferramentas para separar as fracées caseinicas. Assim, tem-se utilizado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia de troca idnica
(CTI), cromatografia por exclusdo molecular (CEM). Recentemente, novos
métodos tém sido desenvolvidos baseados em eletroforese capilar (CE) e
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), que usam dodecil sulfato de
sédio (SDS) e ditiotreitol (DTT), com o0 objetivo de aumentar a solubilidade
destas proteinas na agua. Todos estes métodos exigem longo tempo de
analise e sdo trabalhosos (BRAMANTI et al., 2001).

A problematica atual de obter proteinas com alto grau de pureza,
especialmente na é&rea farmacéutica e alimentar, tem alavancado o
desenvolvimento de técnicas de separacédo, purificacdo e quantificacédo, que
podem ser aplicadas em larga escala, com o0s requisitos de elevado
rendimento, baixo custo e ao mesmo tempo permitindo a reciclagem dos
reagentes utilizados no processo produtivo. Um método com potencial para
estas aplicacbes € a extracdo liquido-liquido com sistemas aquosos

bifasicos.

1.4 Sistemas aquosos bifasicos

Com o desenvolvimento da biotecnologia, ha um crescente interesse
em métodos eficientes para a separacdo e purificacdo em larga escala de
produtos de fermentacao, enzimas intracelulares e proteinas biologicamente
ativas que se encontram misturadas com outros componentes celulares
(HUSTED et al., 1985). Assim, nos ultimos anos, 0s sistemas aquosos
bifasicos (SABs) tém adquirido importancia e crescente sucesso na érea da
biotecnologia de isolamento e separacdo de proteinas. SABs tém sido
usados na separacdo de proteinas do soro (COIMBRA, 1995) e na
concentracao e purificacdo de outras biomoléculas (ALBERTSSON, 1986).

Dentre os diferentes SABs, o mais estudado e comumente
empregado é aquele composto por polietilenoglicol (PEG), dextrana (Dex) e
agua. SeparacGes de macromoléculas bioldgicas, como células e proteinas,

realizadas com esses sistemas, geram uma fase superior, rica em PEG, e
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outra inferior, rica em dextrana. As fases contém entre 80 e 90 % de agua, o
gue favorece a estabilidade de biomoléculas durante a separacdo, quando
comparada com sistemas de extracdo organicos tradicionais (TJERNELD,
1992). Como exemplo, pode-se citar a separacdo de albumina de soro
bovino e b-lactoglobulina, em que foram avaliados os diferentes parametros
que afetam a particdo destas nos SABs (DOUBLIER et al., 2000).

Os SABs sao também utilizados na determinacédo de hidrofobicidade
relativa e carga média da superficie de biocompostos. Varias propriedades e
funcbes bioldgicas de biopolimeros, como estabilidade contra agentes
desnaturantes, interacbes com ligantes, receptores, membranas biolégicas,
dentre outras, sdo discutidas em termos de hidrofobicidade polimérica
(ZASLAVSKY, 1995).

Assim, os SABs apresentam as seguintes vantagens em relacdo a
outros métodos de separacdo e purificacdo de biocompostos
(ALBERTSSON, 1986; BOLOGNESE et al., 2005):

Facilidade e rapidez no preparo;
Curto tempo do processo;

Podem ser aplicaveis em processos continuos;

WD

A separacdo dos componentes é seletiva e rapida;

Os SABs séo, entdo, sistemas formados por duas fases liquidas que
se encontram em equilibrio termodinamico. As fases sado regides que
possuem propriedades termodinamicas intensivas diferentes, como
densidade, indice de refracdo, pressao, temperatura e composi¢cdo. Mas
como as duas fases estdo em equilibrio, nenhuma propriedade
termodinamica esta variando em uma dimensédo temporal, ou ainda, ndo ha
troca resultante de matéria e energia entre as fases (ALBERTSSON, 1960);
assim, pode-se obter SABs (ALBERTSSON, 1986; BOLOGNESE et al.,
2005):

a) Ao misturar, em meio aquoso, dois polimeros de cadeia flexivel ou
um polimero e um sal (fosfato de potassio, sulfato de sédio, etc.)
acima de certa concentracao, temperatura e pressao criticas. Neste
caso, as duas fases sédo formadas espontaneamente, uma rica em

um polimero e a outra rica no outro polimero ou no sal;
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b) Ao aquecer uma solugdo de um polimero acima de certa
temperatura critica. Aqui uma das fases é enriquecida com o

polimero e a outra com o solvente.

A variacdo das propriedades termodinamicas pode ser provocada por
diferentes tipos de forcas motrizes. Forcas mecanicas tendem a causar a
transferéncia de energia na forma de trabalho; diferencas de temperaturas
tendem a provocar transferéncia de energia na forma de calor; diferentes
potenciais quimicos tendem a acarretar reacdes quimicas ou transferéncia
de substancias de uma fase para a outra. Em um sistema em equilibrio
todas estas forcas estéo equilibradas (SMITH et al., 2000).

Quando um quarto composto é adicionado ao sistema, a condi¢do de
equilibrio de fases € modificada de acordo com as propriedades fisicas e
quimicas deste elemento. Assim, podera ocorrer a transferéncia preferencial
deste para uma das fases e o0 grau de particdo pode ser quantificado por
meio do coeficiente de particdo (ALBERTSSON, 1960), k, definido como:

_Mlap

k B [M ]inf.

Em que [Mlsyp. € [M]in. SG0 as concentragBes do soluto nas fases
superior e inferior, respectivamente. O k depende tanto das caracteristicas
do composto que se distribui, como a massa molar, a carga, a
hidrofobicidade superficial, etc., quanto da natureza do SAB usado.
Consequentemente, a escolha das condicbes experimentais adequadas
permitira empregar os SABs para a extracdo das proteinas de uma mistura,
fazendo com que a mesma se transfira preferencialmente para uma das
fases e as impurezas para a outra fase.

Os SABs podem ser classificados em dois tipos principais: 0s
compostos por diferentes polimeros e 0s que contém apenas um polimero. A

Tabela 5 lista alguns exemplos de SABs.
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Tabela 5. Sistemas aquosos bifésicos tipicos

Polimero Polimero
Polietilenoglicol Dextrana
Ficoll

Polipropilenoglicol

Hidroxipropil-amino (HPS)
Polivinil alcool (PVA)
Polivinil pirrolidona (PVP)
Maltodextrina (MD)
Maltodextrina

Polimero

Sal

PEG-copolimeros

(NH4)2SO4

NH,CO,NH,
Na,HPO,

K,CO3

KsPO,

KoHPO,, KH,PO,
Na,SO5

FeSO,

(ROGERS, 1999; MACHADO, 1999 e SILVA, 2000).

Estudos empiricos com SABs mostraram que a distribuicdo de

proteinas é funcédo de diversas caracteristicas do sistema, como:

1. Massa molar (MM) do polimero: a massa molar do polimero exerce

influéncia sobre a particdo, alterando o equilibrio e o nimero de
interacdes entre o polimero e a proteina. Em geral, o aumento da MM
do polimero, que enriquece uma das fases, causard a migracao do
biocomposto para a outra fase. Entretanto, este efeito diminui com o
aumento da cadeia polimérica. O efeito da alteracdo da MM do
polimero é, por sua vez, dependente da MM da proteina a ser
particionada. Proteinas de grande MM, sdo mais influenciadas por
mudancas da MM do polimero do que as proteinas com baixa MM.
Por exemplo, ALBERTSSON (1986), usando os sistemas formados
por PEG 6000/Dex 40 e PEG 6000/Dex 500 para particdo do
citocromo C, observou que o coeficiente de particdo da biomolécula
foi pouco afetado (de 0,18 para 0,17) com a elevacdo da MM da
dextrana. Ja para a b-galactosidase, de maior MM que o citocromo C,

o coeficiente de particdo aumentou de 0,24 para 1,59 nas mesmas
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condicdes. Polimeros com diferentes MMs podem ser usados para
otimizar a separacéo de proteinas de tamanhos variados.
MACHADO (1999), utilizando um sistema composto por PEG e MD
para particdo de células microbianas, observou que, com o aumento
da MM do PEG, as células migraram para a fase inferior, rica em MD,
diminuindo o k. Um aumento da MM do PEG de 4000 para 8000 g
mol™ provocou um decréscimo de 70 vezes no valor de k.
GIRALDO-ZUNIGA et al. (2001), empregando SABs formados por
PEG e fosfato de potassio (FFP) para a separacédo de proteinas do
soro de queijo, observaram que o0s coeficientes de particdo da a-la
diminuiram com o aumento da MM do PEG. Para a b-Ig foi verificada
uma tendéncia inversa, isto € a elevacao de k com o aumento da MM
do PEG, exceto para PEG 8000.
. Concentracdo dos polimeros: particulas como organelas e células
fragmentadas sdo adsorvidas mais fortemente na interface de SAB
com o aumento da concentracdo dos polimeros. A elevacdo na
concentracdo dos polimeros pode provocar o deslocamento da curva
binodal e do ponto critico, além de alterar a composicdo das fases.
Como resultado, substéncias solaveis, como proteinas, sao
distribuidas preferencialmente para uma das fases, modificando
assim o coeficiente de particdo (ALBERTSSON et al., 1990). Na
avaliacao da particdo de células microbianas em SABs compostos por
PEG 4000 e MD, MACHADO (1999) observou que o aumento da
concentracdo de PEG diminuiu o k, ou seja, quanto maior foi a
concentragcdo de PEG maior nimero de células de Lactobacillus
acidophilus migrou para a fase inferior, rica em maltodextrina.
. Potencial hidrogenibnico: o valor do pH altera as cargas da superficie
das proteinas e, conseqlentemente, o coeficiente de particdo
(LEHNINGER, 1976). Um exemplo classico é a desnaturacdo de
proteinas devido a reducdo do pH. A distribuicdo de proteinas
desnaturadas em solucdes liquidas é diferente daquela obtida em seu
estado natural, por apresentarem area superficial significativamente
maior que na forma nativa. SCHMIDT et al. (1994), constataram o
aumento do k da a-amilase, de 0,7 para 20, com elevacdo do pH de
5,3 para 9,5.
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4. Sais: a presenca de sais em SABs compostos por polimero/polimero
influencia a particdo da maioria das espécies de moléculas e
particulas celulares (ASENJO, 1990). No caso de células
microbianas, para sistemas compostos por PEG 400 e MD, foi
verificado que o k diminuiu com a adicdo de sal. Quando foi feita a
adicdo de 0,9 % de NaCl, o k das células caiu drasticamente de 0,84
para 0,08 (MACHADO, 1999). HAN e LEE (1997) observaram, para
um SAB constituido de PEG e Dex, que a incorporacao de sais de
fosfato ocasionou uma reducdo do k da albumina de soro bovino
(BSA) cuja superficie é carregada negativamente. No entanto o k da
lisozima, que é carregada positivamente, aumentou com a adicdo de
fosfato.

5. Carga dos polimeros: polietilenoglicois carregados ionicamente tém
sido usados para direcionar a particdo de proteinas. Os carregados
positivamente, como na forma de trimetilamina-PEG, concentram
compostos com carga negativa na fase superior, rica em PEG. Os
compostos com carga positiva sdo entdo excluidos da fase rica em
PEG. Polietilenoglicéis carregados negativamente apresentam uma
tendéncia de atuacao inversa (ALBERTSSON, 1986).

6. Grupos hidrofébicos: quando sdo usadas baixas concentracbes de
PEG carregado com grupos hidrofoébicos (em torno de 1 mM), como
por exemplo o palmitato, ocorre uma elevacdo da afinidade de
proteinas com sitios hidrofébicos pela fase superior (ALBERTSSON
et al.,, 1990). BERGGREN et al. (1995) observaram que o k de
algumas proteinas com baixa hidrofobicidade ndo foi
significativamente afetado pela presenca de polimeros hidrofébicos e
sais na constituicdo das fases. No entanto, o k de uma proteina com
alta superficie hidrofobica foi fortemente influenciado pelo aumento da
hidrofobicidade do polimero constituinte do SAB.

7. Temperatura: a influéncia da temperatura sobre a particdo de
biomoléculas é percebida de maneira indireta. A temperatura pode
levar a mudancas na viscosidade das fases ou na estrutura dos
polimeros, alterando a forma da curva binodal no diagrama de fases
(CARVALHO, 2004). Os sistemas com constituicdo préxima a

composicdo do ponto critico sdo mais afetados por mudancas de
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temperatura, devido a instabilidade inerente a regiao do ponto critico.

Um deslocamento da curva binodal pode levar o sistema facilmente

para a regido monofasica. Para SABs formados por PEG e MD, foi

observado um aumento na inclinagéo das linhas de amarragéo com a

elevacdo da temperatura do sistema (MACHADO, 1999). O mesmo

comportamento foi observado para sistemas PEG e sal (SILVA,

2000). Os autores observaram ainda que houve uma tendéncia de

deslocamento da curva binodal para regibes mais concentradas de

PEG e sal quando houve uma diminuicdo da temperatura.

Em principio, todos os tipos de SABs podem ser empregados na
separacdo de biomoléculas, embora para uso em escala industrial a
dextrana apresente custo muito alto. Os sistemas PEG-sais apresentam
custo reduzido e propriedades fisicas favoraveis a operacdo em larga
escala, como elevada seletividade e diferencas de densidade e viscosidade
entre as fases, adequadas para o trabalho com equipamentos de extracdo
disponiveis no mercado (SINHA et al., 1996). A separacdo de fases, por
exemplo, € atingida mais rapidamente, o que facilita o uso de sistemas
polimero-sal em aplicacdes industriais. Estes sistemas sdo formados a
temperatura ambiente, sendo a fase superior rica em PEG e a fase inferior
rica em sal (HUSTED, 1985; GIRALDO-ZUNIGA, 2000). A purificacdo de
proteinas, em grande escala, empregando SABs em uma das etapas do
processo pode, entdo, ser considerada uma técnica alternativa e
economicamente viavel aos processos tradicionais de purificacdo de

biomoléculas. Algumas aplicacdes de SABs séo listadas na Tabela 6.

Tabela 6. Aplicacdes da extracéo de biomoléculas com SAB

Biomolécula Sistema
Pululanase PEG-Dx
Formaldeido desidrogenase PEG-Dx
Fumarase PEG-fosfato
b-galactosidase PEG-fosfato
a-glucosidase PEG-fosfato
Superéxido dismudase PEG-fosfato
Lactato desidrogenase PEG-aquafase

(COIMBRA et al. (2003)).
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1.4.1 Constituintes das fases

1.4.1.1 Polietilenoglicol

O polietilenoglicol, HO-(CH,-CH,-O),-H, é um polimero sintético,
hidrofilico, ndo i6nico e juntamente com 0s outros polimeros sintéticos,
constituem a base para as industrias de plasticos, embalagens, fibras,
adesivos, tintas e esmaltes (MURRAY e JENKINS, 1994). E obtido a partir
da ligagdo de polimeros de oxietileno de massa molar menor que 40000 g
mol™ com metdxido de sédio ou hidréxido alcalino (HANS, 1984). Devido ao
seu carater nao toxico, pode também ser usado em cosméticos, alimentos e
produtos farmacéuticos. Na industria de alimentos € usado como veiculo em
adocantes de mesa e suplementos vitaminicos e, ou, minerais
(COIMBRA,1995).

1.4.1.2 Sais: sulfato de amoénio, sulfato de zinco, sulfato de litio e

fosfato de potassio (monobésico e dibasico)

Sulfato de aménio ((NH4).SO,): € um sal totalmente solUvel em agua,
cuja coloracdo varia do branco ou dourado ao marrom acinzentado;
guimicamente, o sulfato de aménio (NH;).SO,4 € um sal que contém 21,0 %
de nitrogénio amoniacal (N-NH4") e 24,0 % de enxofre na forma de sulfato
(S-S0,).. Essas caracteristicas fazem do sulfato de aménio um adubo de
acéo rapida e eficiente. E importante destacar que a cor apresentada pelo
produto ndo interfere na sua utilizacdo (HONEYWELL, 2004).

Sulfato de zinco (Zn,S0O,): também conhecido como sal de zinco, é
totalmente solivel em agua. E um pé cristalino branco e utilizado na
fabricacdo de rayon, como conservante para madeira, reagente quimico e
como suplemento dietético (DSSPMNJ; 2005).

Sulfato de litio (Li,SOy): possui solubilidade de 35,64 g/100 mL, em
agua a 18 °C. E um componente de interesse tecnoldgico com aplicagdes na
deteccdo de radiacdo a laser, como um elemento Gtico de transmissédo de
imagens, na fabricacdo de cristais de alta resisténcia e na industria

farmacéutica. Em elevadas temperaturas, apresenta altos valores de
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condutividade idnica, o que torna possivel a sua aplicagcdo na armazenagem
de energia e em sistemas de conversédo. O sulfato de litio pode ser utilizado
na recuperacdo de solugdes com a adicdo de agentes precipitantes, como
anti-solventes, em funcdo da sua solubilidade invertida e da pequena
variacao da solubilidade com a temperatura. Esta técnica é uma alternativa
para a recuperacdo deste sal visando substituir a precipitacdo por
congelamento e evaporacédo (TABOADA, 2002).

Fosfato de potassio dibasico (K;HPO,): é branco, higroscopico,
soluvel em agua e ligeiramente soltvel em alcool. Pode ser convertido em
pirofosfato por ignicdo. A solucdo aquosa formada com este sal é
ligeiramente alcalina (pH entre 8,7 e 9,3 quando em solucédo de 50 g/L de
agua). Possui solubilidade em agua igual a 160 g/100 mL, a 20 °C (SIGMA-
ALDRICH, 2001).

Fosfato de potassio monobasico (KH2PO,): também possui a cor
branca e é granulado. Apresenta solubilidade em &gua igual a 22,2 g/100
mL, a 20°C. E insolGvel em alcool. Apresenta pH entre 4,4 e 4,7 quando em
solucdo de 50 g/L de agua (SIGMA-ALDRICH, 2001).

1.4.1.3 AcUcar

Maltodextrina ((CeH120s5), H20): polimero sacarideo nutritivo que
consiste de unidades de D-glucose, unidas principalmente por ligagbes a(1-
4) e que tem uma dextrose equivalente (DE) menor que 20. E preparada na
forma de p6 branco ou solucdo concentrada por hidrolise parcial de amido
de milho com &cido e, ou, enzimas (Mc PHERSON e SEIBRA, 1997). A
massa molar média da maltodextrina, aproximadamente 1800 g mol™ para
uma DE 10, mostra que o hidrolisado € composto de polimeros menores que
0 amido original (KENYON, 1995). Quanto maior a DE maior a solubilidade e
menor a viscosidade da maltodextrina. A maltodextrina € sollvel em agua a
90 °C, na concentracédo de 20,0 a 40,0 % (m/m), mas, sob resfriamento,
forma um gel opaco que se desfaz de forma reversivel de 60°C a 75°C (Mc
PHERSON e SEIMBRA, 1997). A maltodextrina € biodegradavel, de baixa
higroscopicidade e sua cristalizacdo pode ser controlada. E largamente
usada no encapsulamento de aromas e aditivos, sendo empregada também

como espessante de alimentos (APPL, 1991).
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1.5 Cromatografia de exclusdo molecular

Na separacdo de produtos bioldgicos podem ser utilizados, entre

outros, os métodos cromatogréficos tendo em vista sua elevada eficiéncia de

separacdo. A Tabela 7 apresenta algumas operacfes cromatograficas

usadas na purificacdo de proteinas em larga escala.

Tabela 7. Operagbes cromatograficas usadas na purificacdo de proteinas em

grande escala.

Propriedades fisicoquimicas

Operacéo

Caracteristicas

Uso

Forcas de Van der Wall, polaridade,

momento dipolar.

Carga

Superficie hidrofobica

Afinidade bioldgica

Tamanho molecular

Interacdo hidrofébica

Absorcdo

Troca l6nica

Inter.

hidrofébica

Afinidade

Excluséo

molecular

Fase reversa

Alta resolucéo, boa

capacidade e velocidade.

Alta resolucgédo, velocidade e

capacidade.

Boa resolucgéo, velocidade e

capacidade.
Excelente resolucao, alta

capacidade e velocidade.

Moderada resolucéo, baixa

capacidade.

Excelente resolugéo e

capacidade intermédia

Sorc¢éo, fracionamento.

Sorc¢éo, fracionamento.

Fracionamento Parcial

Fracionamento, adsorgéo.

Dessalinizacao, troca de

tampdo, purificacoes.

Fracionamento

(ASENJO, 1990)

Destes métodos, destaca-se a cromatografia por exclusdo molecular

(CEM). Esta técnica € empregada para o isolamento de macromoléculas

desde 1959 (IRVINE, 1997), e tem por fundamento o tamanho molar das

mesmas (GARCIA et al.,, 2000). Assim, compostos com massas molares
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diferentes sdo separados em tempos de retencdo diferentes. E uma
metodologia de facil execucdo empregada para a determinacdo da massa
molar de substancias, para o fracionamento de compostos e para a
separacdo de grupos de misturas multicomponentes como, sais e proteinas
(IRVINE, 1997; NIELSEN, 1998) .

A cromatografia de exclusdo molecular € um método fisico-quimico do
tipo liquido-liquido utilizado na separacdo dos componentes de uma mistura,
com base nas suas dimensfes moleculares usando, para tanto, um leito
composto por particulas eletricamente descarregadas. Uma das fases
permanece estacionaria enquanto a outra se move através dela. Durante a
passagem da fase mével pela estacionaria, os componentes da mistura sao
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes
€ seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migracdes
diferenciais desses componentes (LOUGH et al., 1996; COLLINS et al.,
1997). Segundo FISCHER (1974), na CEM, as moléculas maiores migram
com maior velocidade através do leito, enquanto que as menores Sao
retardadas. Para determinados grupos de substancias existe uma correlacéo
muito intima entre a massa molar e seu tempo de retencao.

Essa técnica pode ser aplicada em nivel analitico ou preparativo e
apresenta uma elevada resolucdo de picos de separacdo dos solutos
durante a eluicdo. Na cromatografia liquida preparativa (escala comercial)
procura-se ndo somente uma elevada resolucdo, mas também a economia
global do processo. O método classico para aumentar a produtividade € o de
maximizar o uso da coluna utilizando maiores volumes da amostra (RAHMS,
1993).

Na pratica, a CEM € normalmente utilizada no final do processo de
purificacdo visando mudar a fase mdvel por outra que possa ser volatilizada
durante uma etapa posterior de liofilizagdo ou de concentracdo, bem como
para remover as moléculas contaminantes de baixa massa molar, como sais,
polipropileno e detergentes ndo ibnicos dentre outros (FALLOW, 1993). A
remocdo de compostos de baixa massa molar € denominada de
dessalinizacdo, mesmo que sais nao estejam envolvidos no processo. A
dessalinizacdo é a aplicacdo da CEM mais difundida no processo de
purificacdo de proteinas, sob condicbes que ndo desnaturem as proteinas
(ROJAS, 2001).
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De acordo com GARCIA et al. (2000), a caracteristica peculiar da
CEM em relacdo aos outros tipos de cromatografia de particdo é que as
particulas que formam a fase estacionaria no leito cromatografico séo
constituidas por um gel sem carga. Este gel apresenta turgescéncia no
mesmo solvente que atua como fase movel através do leito. As matrizes
utilizadas na CEM sdo macromoléculas que tem grande afinidade pelo
solvente empregado. Estas matrizes apresentam intercruzamentos
formando uma rede tridimensional, tornando-as insolUveis. Ao entrarem em
contato com o liquido absorvem grandes quantidades do solvente devido a
porosidade exibida .

O gel € uma rede tridimensional, cuja estabilidade mecéanica é devida
as ligacbes cruzadas em sua estrutura. Muitas substancias, tais como 0s
polissacarideos de frutas, raizes, proteinas, silicatos orgéanicos e fosfatos,
podem formar géis. A combinacdo adequada destes compostos com um
agente de reticulagem pode originar um gel em presenca de solventes
compativeis (FISCHER, 1974). A microestrutura do gel pode ser homogénea
ou heterogénea; a diferenca entre estas se baseia na distribuicdo das
particulas do gel dentro da coluna (YOST et al., 1980).

Os diferentes tipos de gel utilizados na CEM variam de acordo com o
material, sua forma de fabricagdo e o limite de exclusdo molecular (LEM).
Dentre o0s principais tipos de géis, destacam-se 0s de dextrana
(Shepadex®), os de poliacrilamida (Bio-gel®), os de agar e agarose
(Sheparose®, Gelarose®, Bio-gele®, Sagarav®, Shepacril®, Sheparoce®) e
os rigidos do tipo divinilbenzeno (Shodex®) (FISCHER, 1974; IRVINE,
1997).

Os géis de dextrana como Shepadex® apresentam elevado teor de
hidroxilas, forte carater hidrofilico, elevada turgescéncia em agua ou em
solu¢Bes aquosas, sao estaveis entre pH 2 a 11 e o limite de exclusdo de
massa molar localiza-se entre 700 a 800000 Da (COLLINS et al., 1997).

O gel Shepadex® pode ser muito util na dessalinizacdo ou na
remocao de compostos de baixa massa molar e solugcdes contendo
proteinas. Estes tipos de géis, especificamente o Shepadex® G-25, também
podem ser usados quando for necessario mudar o tampao inicial antes de

uma etapa de concentracdo ou de liofilizacdo para evitar problemas de
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corrosao no equipamento ou eliminar substancias estranhas a biomolécula
(FISCHER, 1974; COLLINS et al., 1997, PHARMACIA BIOTECH, 1998).

Na CEM, a separacédo por grupos ocorre devido ao efeito estérico, ja
que existe uma diferenciacdo no acesso ao volume do poro do gel para
moléculas de tamanhos variados. Os compostos de baixas massas molares,
como um sal, penetrardo no poro e serdo totalmente retidos, caso o0 seu
tamanho seja muito pequeno se comparado com o do poro da resina de
filtracdo. Se as substancias tém dimensdes intermediarias somente
penetrardo uma parte do volume de poro, podendo reduzir a eficiéncia do
processo. No caso em que O composto seja muito grande, como as
proteinas, o mesmo sera eluido através do volume intersticial da coluna
(ROJAS, 2001).

Idealmente, uma pequena quantidade de uma solucdo de uma
mistura multicomponente injetada em uma coluna cromatografica seria
totalmente separada se cada soluto fosse eluido em volumes de retencao
diferentes para cada componente. A resolucdo pode ser aumentada de
varias formas. Por exemplo, usando uma coluna de maior comprimento, um
gel de melhor seletividade, um volume de amostra pequeno ou baixas
vazoes, dentre outras (LOUGH e WAINER, 1996).

Além de ser utilizada na separacédo, quantificacao e, ou, recuperacao
de biocompostos a CEM é também aplicada na determinacdo da massa
molar de proteinas nativas ou desnaturadas, em diferentes condicfes de pH,
de temperatura e for¢a ibnica. Permite ainda a obtencdo da massa molar de
polimeros naturais ou sintéticos, essencial para o controle de qualidade
destes mesmos polimeros (ROJAS, 2001).

23



2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Processos de
Separacédo (LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da

Universidade Federal de Vigosa, Vicosa —-MG.
2.1 Materiais

2.1.1 Reagentes
Polietilenoglicol 1500 g mol™ (SIGMA-ALDRICH ,Alemanha);
Polietilenoglicol 4000 g mol™* (ISOFAR, Brasil);
Polietilenoglicol 6000 g mol™ (ISOFAR, Brasil);
Polietilenoglicol 8000 g mol™ (FLUKA, Alemanha);
Fosfato de potassio (monobasico e dibasico, VETEC, Brasil);
Sulfato de aménio (VETEC, Brasil);
Sulfato de zinco (VETEC, Brasil);
Sulfato de litio (VETEC, Brasil);
Maltodextrina (FLUKA, Alemanha);
Gel de separacdo Sephadex® G-25 (SIGMA-ALDRICH, Alemanha);
Caseina micelar (SYNTH, Brasil);

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
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2.1.2 Equipamentos
Cromatografo AKTA purifier (10/100, PHARMACIA BIOTECH,
Suécia);
Agitador magnético (FISATON, Brasil);
Balanca analitica (M-310, DENVER INSTRUMENT, USA);
Sistema para eletroforese (235-280-2, SIGMA-ALDRICH, Alemanha);
Centrifuga (5804, EPPENDORF, Alemanha);
Banho termostatico (TE-184, TECNAL, Brasil);
Espectrofotometro (CARY 50, Varian, Australia);

Vidrarias diversas.

2.2 Métodos

2.2.1 Escolha dos sistemas de trabalho

Os dados de equilibrio para os sistemas aquosos bifasicos utilizados
neste trabalho se basearam nos diagramas de fases de sistemas compostos
por polietilenoglicol, sal e agua obtidos por CARVALHO (2004) e por
polietilenoglicol, maltodextrina e agua obtidos por MACHADO (1999). As
condicdes iniciais para CEM foram as mesmas definidas por ROJAS (2001)
para a separacao de a-lactalbumina e b-lactoglobulina das fases polimérica

e salina de SABs formados por polietilenoglicol, fosfato de potassio e agua.

2.2.2 Preparo dos sistemas aquosos bifasicos

Foram empregados sistemas contendo polietilenoglicol (PEG) com
massas molares médias de 1500, 4000, 6000 e 8000 g mol™?, diferentes sais
(sulfato de aménio, sulfato de litio, sulfato de zinco e fosfato de potassio), ou
acucar (maltodextrina, MD) e 4gua.

Inicialmente foram preparadas solugdes estoques de sal 40,0 % (m/m)
e PEG 50,0 % (m/m) para obtencédo dos sistemas PEG-sal-agua. Os valores
de pH das solucdes salinas utilizadas (sulfato de aménio, sulfato de litio e
sulfato de zinco) foram préximos de 7, ndo necessitando de ajustes. Para as

solucbes aquosas de fosfato de potassio, o ajuste do pH em 7 foi obtido
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adicionando fosfato de potassio monobasico e dibasico na propor¢cédo de
11,82, respectivamente.

Solucgdes estoques de PEG 60,0 % (m/m) e MD 40,0 % (m/m) foram
preparadas para formacéo dos sistemas PEG-MD-agua.

Uma vez preparadas as solugcdes estoques, os SABs foram obtidos
adicionando quantidades adequadas destas solucdes, caseina e agua em
tubos graduados de centrifuga, para alcancar uma massa total do sistema
de 40 g. Por exemplo para obter o sistema 25,0 % (m/m) PEG 1500 + 13,0
% (m/m) fosfato de potassio, foram misturados 20 g de solucéo estoque de
PEG, 13 g de solucéo estoque do sal, 1 g da solucdo da proteina e 4gua até
completar a massa de 40 g. A concentracdo da solucdo de caseina
adicionada ao sistema foi de 1 mg mL™.

A mistura foi agitada manualmente por, aproximadamente, 5 minutos
e entdo centrifugada a 2000 g por 20 minutos, objetivando acelerar a
formacéo das fases. O sistema foi mantido em repouso durante 12 horas,
em banho termostatico, na temperatura desejada, para que o equilibrio fosse
atingido.

2.2.3 Medida da densidade

A densidade foi determinada de acordo com o método do picnémetro,
utilizando um picnémetro de 10 mL. O picnémetro limpo e seco foi pesado
em balanca analitica. Em seguida, foi preenchido com agua e pesado. O
procedimento da pesagem foi repetido com o picndmetro contendo a fase
coletada do sistema. A temperatura ambiente foi medida e a densidade da

fase foi calculada pela equacéo :

ém_ ., -m_.. U
_ 2 pictam pictar
M am = e UX(r sgua = T ar )+ M o (1)
@mpic+égua - mpic+ar

Em que O é a densidade da fase, Mpictam € @ massa do picnometro
com a amostra, Mpicragua € @ Massa do picnémetro com agua, Mpjctar € a

massa do picnometro vazio, Uagua , Uar € Oam S&0, respectivamente, a
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densidade da agua, do ar e da amostra, a temperatura ambiente (25 + 1)°C.

A densidade foi expressa em g mL™.
2.2.4 Relacao de fases

Para cada tubo foi obtida uma relacdo entre a massa de agua e a

altura da coluna de agua atingida por esta massa. Partindo da densidade da

agua, na temperatura ambiente, e da relacéo r = “/"\// , uma correlacao foi

obtida em funcéo do volume da agua e da altura da mesma no tubo. Desta
forma, antes de retirar as aliquotas de cada fase, media-se a altura da fase
com régua e calculava-se o volume correspondente. Por exemplo, para o

tubo 1 foi obtida a relagdo, y=5154x- 39447, em que X € a altura medida

em cm e y € o volume correspondente em mL. A altura da fase inferior foi
lida da base do tubo até a interface e a altura da fase superior foi calculada
subtraindo a altura total (medida desde o fundo do tubo até a superficie da

fase superior) da altura da fase inferior.
2.2.5 Célculo do coeficiente de particao

Foram conduzidos estudos de particdo, em funcdo da massa molar do
polimero (1500, 4000, 6000 e 8000 g mol™), do tipo de sal, da temperatura
utilizada (5, 25 e 45°C) e das concentracdes do polimero e do sal ou do
acucar. Em todos os casos foi empregada a proteina pura (caseina), sendo
adicionado ao sistema 1 g de solucéo de caseina (Img mL™) apés a mistura
dos reagentes formadores das fases (polimero, sal ou aclcar e agua).

Apo6s ser atingido o equilibrio, com duas fases limpidas sendo
observadas, uma aliquota da fase superior foi coletada com o auxilio de
seringa, até que restasse uma camada de aproximadamente 5 mm acima da
interface. Aliquotas da fase inferior também foram coletadas com seringas.
Para a coleta da fase inferior as seringas foram introduzidas na célula de
equilibrio e deixadas em repouso por uma hora, tempo suficiente para o

restabelecimento do equilibrio do sistema.
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Aliguotas de cada fase foram separadas e diluidas (1:10, v/v), sendo
entdo o conteldo de caseina em cada fase determinado pelo método de
Bradford a 595 nm (BRADFORD, 1976).

Foi construida uma curva analitica da caseina com antecedéncia. Em
cada analise um sistema aquoso bifasico preparado com 0S mesmos
componentes de fases, mas sem proteina, foi utilizado como branco.

Para o calculo do coeficiente de particdo da caseina em sistemas

aquosos bifasicos compostos por PEG-sal-agua e PEG-MD-agua, utilizou-se

a equacao:
- M
[M ]inf.
(2)

Em que [Mlsyp. € [M]inr. S80 as concentra¢des da caseina nas fases

superior e inferior, respectivamente.

2.2.6 CondicBes operacionais para a purificacdo da proteina nas fases

por cromatografia de exclusdo molecular

As condi¢Bes cromatograficas iniciais, como estabelecido por ROJAS
(2001), partiram da injecao de 0,1 mL de amostra de fase superior, rica em
PEG, em uma vazdo de 4,0 mL min™. Para a fase inferior, rica em sal,
também foi empregado 0,1 mL de amostra a uma vazdo de 2,0 mL min™.

Foi usado o gel Shepadex® G-25 (médio) e uma coluna HR 10/10 (10
mm de diametro interno x 100 mm de comprimento, PHARMACIA BIOTECH,

Suécia).

2.2.7 Purificacdo e quantificacdo das proteinas presentes nas fases

A purificagdo da proteina das fases salina e polimérica foi conduzida,
em escala semipreparativa, em equipamento AKTA Purifier 10/100
(Pharmacia Biotech). O eluente foi monitorado por absorcédo de UV a 280
nm. Para a quantificagdo da proteina nas fases provenientes da CEM foi
também utilizado o método de Bradford a 595 nm (BRADFORD, 1976).
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2.2.8 Eletroforese

Foi utilizada eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, com o
objetivo de acompanhar as etapas do processo de purificacdo da caseina.
Foi utilizado o equipamento em sistema vertical de placas, de dimensdes
140 mm altura e 160 mm de largura (SIGMA ALDRICH, USA).
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CAPITULO 2
PARTICAO DA CASEINA EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS
COMPOSTOS POR POLIETILENOGLICOL ESAIS DE SULFATO E
FOSFATO

RESUMO

Foram obtidos valores do coeficiente de particdo da caseina em
sistemas aquosos bifasicos contendo polietilenoglicois de diferentes massas
molares (1500, 4000, 6000 e 8000 g mol™), quatro tipos de sais (sulfato de
amonio, sulfato de litio, sulfato de zinco e fosfato de potassio) e agua, nas
temperaturas de 5, 25 e 45 °C. A composicédo dos sistemas foi de 25,0 %
(m/m) de polietilenoglicol, 13,0 % (m/m) de sal e 62,0 % (m/m) de agua.

A caseina apresentou, em todos o0s sistemas analisados, maior
afinidade pela fase superior, rica em polimero. No sistema contendo sulfato
de zinco, a proteina permaneceu, em sua totalidade, na fase polimérica.
Para os outros tipos de sistemas salinos, o coeficiente de particdo variou de
2,6, para o sistema PEG 8000/sulfato de amobnio, a 5 °C, até 10,8 para o
sistema PEG 1500/fosfato de potassio, a 25 °C.

Foram escolhidos os sistemas com os maiores valores de coeficiente
de particdo para recuperacdo da proteina utilizando cromatografia de

exclusdo molecular (CEM) obtendo-se uma percentagem de recuperacao de
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cerca de 99 %. As densidades das fases foram também determinadas em

funcdo da massa molar do polimero, do tipo de sal e da temperatura.

Palavras-chave: caseina, sistemas aquosos bifasicos, coeficiente de particao.
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1. INTRODUCAO

As caseinas sao as proteinas predominantes do leite de quase todas
as espécies dos mamiferos. Constituem um grupo heterogéneo de
glicofosfoproteinas presentes como complexos de calcio-fosfato conhecidas
como micelas, que sdo particulas esféricas com diametros de
aproximadamente 100 nm a 200 nm. As micelas sdo compostas por quatro
tipos de caseinas, as1., asy., b- € k-caseina, encontradas em uma proporcao
de 4:1:4:1 (BRAMANTI et al., 2003; PANOUILLE et al., 2005).

No leite bovino as caseinas representam aproximadamente 80 a 85 %
das proteinas totais e desempenham um papel fundamental na nutricdo
humana e em diversas aplicacdes na industria. Desta maneira, sdo utilizadas
na area de alimentos como aditivos, emulsificantes, adstringentes,
proporcionadores de textura e consisténcia, entre outros. Possuem uma
série de outras aplicacdes ndo alimentares como nas industrias de papel,
cola e adesivos, tintas e vernizes, téxtil e na inddstria de couros. E usada
também em dietas nutricionais e produtos medicinais especificos
(SGARBIERI, 1996; BRAMANTI et al., 2001).

Os processos de purificacdo de proteinas sdo complexos pelo grande
namero de compostos envolvidos e pela possibilidade de reducdo da
atividade biolégica da biomolécula uma vez separada. Os métodos
tradicionais para o isolamento e purificacdo de proteinas envolvem

diferentes etapas como a precipitacdo seguida da cromatografia de afinidade
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ou troca ibnica, didlise e acabamento do produto, o que requer tempo e
representa um custo elevado (CAPEZIO et al., 2005).

Diferentes métodos tém sido utilizados para a obtencdo de caseinas,
como:

1. Precipitagcdo (AMUNDSON et al., 1982; PEARCE, 1983; OUTINEM et
al., 1996; IGARASHI, 1999);

2. Filtracdo por membranas com base no tamanho e carga da molécula
(ZYDNEY, 1998);

3. Diferentes tipos de cromatografia, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), cromatografia de troca ibnica (CTI),
cromatografia de exclusdo molecular (CEM), etc. (SWAISGOOD,
1992; SWAISGOOD, 1996; LYNCH et al., 1998; NOPPE et al., 1998;
GURGEL et al., 2000; BRAMANTI et al., 2001);

4. Eletroforese capilar (MIRALLES et al., 2001).

Nos ultimos anos os sistemas aquosos bifasicos (SABs) tém adquirido
importancia e um crescente sucesso na area da biotecnologia como uma
técnica de extracdo aplicada para o isolamento e separacdo de proteinas.
Existem os que se formam misturando duas solucbes de polimeros de
cadeia flexivel ou um polimero e um sal. O uso de SABs no isolamento e
purificacdo de proteinas apresenta vantagens como: rapidez e facilidade na
preparacao, baixo custo, possibilidade de serem aplicados em grande escala
e de utilizar a extracdo continua com a remocao de uma das fases
(ALBERTSSON, 1986; COIMBRA et al., 2003). O material a ser separado se
divide entre as duas fases aquosas, sendo o grau de separacao quantificado
usando o coeficiente de particdo (k), definido como a razdo entre a
concentracdo da proteina na fase superior sobre a concentracdo na fase
inferior (ALBERTSSON, 1986).

A particdo de proteinas em SABs depende tanto das propriedades
fisico-quimicas da proteina, quanto das caracteristicas do sistema, como pH,
massa molar do polimero utilizado, tipo do sal adicionado e a concentracéo
destas solucdes. Se todos os fatores estiverem sob controle, pode-se
esperar uma particdo seletiva e excelente separacédo da proteina (TUBIO et
al., 2004). Deste modo, esta técnica € potencialmente atrativa para a
obtencdo de enzimas e proteinas, devido as diferentes vantagens que
apresentam (SCHMIDT et al., 1994).
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Diferentes autores utilizaram os SABs como meio de separacao de
moléculas. ALVES et al. (2000), trabalharam com SABs PEG-fosfato, PEG-
citrato e PEG-maltodextrina para a separacdo de proteinas do soro (a-
lactalbumina e b-lactoglobulina), albumina de soro bovino e insulina porcina.
BOLOGNESE et al. (2005) e DOUBLIER et al. (2000) separaram a albumina
de soro bovino e b-lactoglobulina, usando SABs compostos por 6xido de
propileno-maltodextrina e goma-dextrana, respectivamente.

SABs formados por PEG e sais de fosfato foram usados na separacao
de albumina de soro bovino (FARRUGGIA et al., 2003), xilose redutase de
Candida Moggi (MAYERHOFF et al., 2004), proteinas do soro (ROJAS et al.,
2004) e proteinas do leite (CAPEZIO et al., 2005).

Os SABs podem ser também utilizados como uma técnica de pré-
purificacdo seguida de técnicas mais seletivas de purificacdo, assim como a
cromatografia e a eletroforese (ROJAS et al., 2004). Entre as técnicas
cromatograficas, pode-se citar a cromatografia de exclusdo molecular
(CEM), que é utilizada por preservar a estrutura da proteina e também por
sua facil aplicacdo na determinacdo de massa molar de compostos, o
fracionamento de substancias e a separacéo de sistemas multicomponentes
(IRVINE, 1997; NIELSEN, 1997).

Os objetivos deste trabalho foram estudar a particdo da caseina em
sistemas aquosos bifasicos formados por PEG, sal e agua, em funcédo da
massa molar do polimero, do tipo de sal, da concentracdo do sal e do
polimero e da temperatura na qual foi alcancado o equilibrio. Foram também
conduzidos estudos de purificacdo da proteina por CEM, bem como foram
determinados dados de densidade das fases dos sistemas avaliados.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

Para o preparo dos SABs foram utilizados polietilenoglicéis de massas
molares 1500 g mol™(SIGMA-ALDRICH, Alemanha), 4000 g mol*(ISOFAR,
Brasil), 6000 g mol*(ISOFAR, Brasil) e 8000 g mol*(FLUKA, Alemanha);
sulfato de amoénio, sulfato de litio, sulfato de zinco e fosfato de potassio
(monobasico e dibasico) (VETEC, Brasil); caseina micelar (SYNTH, Brasil).
Todos os reagentes possuiam grau analitico.

Para a CEM, utilizou-se gel Sephadex® G-25 (SIGMA-ALDRICH,
Alemanha), uma coluna HR 10/10 (PHARMACIA BIOTECH, Suécia) e como
fase mével, agua ultrapura obtida do sistema Milli-Q (MILLIPORE Inc.; USA).

2.2 Escolha dos sistemas de trabalho

O sistema aquoso bifasico formado por 25,0 % (m/m) PEG, 13,0 %
(m/m) sal e 62,0 % de &gua, foi o sistema escolhido a partir de testes
preliminares (Apéndice 1) para avaliar a influéncia das diferentes variaveis
sobre o coeficiente de particao.

Para isso foram utilizados os diagramas de equilibrio determinados
por CARVALHO (2004).
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2.3 Preparo dos sistemas aquosos bifasicos

Os sistemas aquosos bifasicos compostos por PEG-sal foram obtidos
partindo-se da mistura de solucdes estoques de PEG 50,0 % (m/m), sal 40,0
% (m/m) e agua. As solucdes estoques foram agitadas magneticamente por
aproximadamente uma hora.

Uma vez preparadas as solucdes estoques, os SABs foram obtidos
adicionando quantidades adequadas de PEG, sal, proteina e agua aos
tubos, para alcancar uma massa total do sistema de 40 g. Por exemplo, para
obter o sistema 25,0 % (m/m) PEG 1500 + 13,0 % (m/m) fosfato de potassio
(FFP), foram misturados 20 g de solucao estoque de PEG, 13 g de solucao
estoque do sal, 1 g da solucdo aquosa da proteina (Img mL™) e agua até
completar a massa de 40 g. A mistura foi agitada manualmente por,
aproximadamente, 5 minutos e entdo centrifugada (2000g x 20 min;
centrifuga 5804, EPPENDORF, Alemanha), objetivando acelerar a
separacao das fases. O sistema foi mantido em repouso durante 12 horas na
temperatura desejada (banho termostéatico TE-184, TECNAL, Brasil), para
que o equilibrio fosse atingido. Um sistema com 0s mesmos componentes
de fases sem proteina foi usado em cada caso como branco, para

quantificacdo da proteina nas fases.

2.4 Medida da densidade

A densidade foi determinada de acordo com o método do picnédmetro,
utilizando um picnémetro de 10 mL. O picnédmetro limpo e seco, foi pesado
(balanca analitica M-310, DENVER INSTRUMENT, USA). Em seguida, foi
preenchido com agua e novamente pesado. O procedimento da pesagem foi
repetido com o picnémetro contendo a fase coletada do sistema. A
temperatura ambiente foi medida e a densidade da fase foi calculada pela

equacao:
ém, .- M., U
_ = pic+am pictar
ram._g UX(régua_ rar)_'-rar
@mpic+égua - mpic+ar g
(1)



Em que O é a densidade da fase, myic+am € @ massa do picnémetro
com a amostra, Mpicragua € @ Massa do picnémetro com agua, Mpjctar € a
massa do picndOmetro vazio, Uagua , Uar © Uam S80, respectivamente, a
densidade da agua, do ar e da amostra, a temperatura ambiente (25 + 1 °C).

A densidade foi expressa em g mL™.
2.5 Determinacao do coeficiente de particao

O coeficiente de particdo foi definido como:

k B |M |inf.
(2)
Em que [Mlsyp. € [M]in. S80 as concentracdes da proteina nas fases

superior e inferior, respectivamente.
2.6 Quantificacdo da proteina

Apés o equilibrio ter sido atingido, aliquotas de cada fase foram
coletadas, diluidas (1:10, v/v) e o contetudo de proteina de cada fase foi
quantificado segundo o método de Bradford a 595 nm (BRADFORD, 1976)
(Espectrébmetro Cary 50). Uma curva analitica foi previamente construida

usando a caseina pura.

2.7 Purificacdo da proteina ap0s extracdo com sistemas aquosos

bifasicos

A purificacdo da proteina presente nas fases (polimérica e salina) dos
sistemas foi feita em escala preparativa utilizando o cromatégrafo AKTA
Purifier 10/100 (PHARMACIA BIOTECH, Suécia).

As condi¢Bes operacionais utilizadas para a purificacao da caseina
apos a extracdo com SABs foram as estabelecidas por ROJAS (2001), como
apresentado na Tabela 2. O gel utilizado foi 0 Shepadex® G-25 (médio),
empacotado em uma coluna HR 10/10 (10 mm de diametro x 100 mm de
comprimento, PHARMACIA BIOTECH, Suécia).
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Para a quantificacdo da proteina coletada apés a eluicdo das fases

foi utilizado o método de Bradford a 595 nm (BRADFORD, 1976).

Tabela 2. Condi¢des cromatograficas utilizadas

Condicdes Vazao da fase movel Volume de  Matriz (Shepadex® G- fase
(mL/min) amostra 25)
(mL)
C: 2,0 0,1 média salina
C, 4,0 0,1 média polimérica

2.8 Célculo do comprimento da linha de amarracao

A equacao utilizada para o calculo do comprimento da linha de
amarracao (TLL) foi aquela usada por MAYERHOFF et al. (2004), na

particdo de Candida mogii em SABs:

TL=y(P-R) +(S.- S )
3)

Em que Ps e P;, sdo as concentracdes do polimero nas fases superior

e inferior, respectivamente, e Sg e S, as concentracdes do sal em cada uma

das fases.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacdo do coeficiente de particdo da caseina

O coeficiente de particdo foi calculado utilizando PEG de diferentes
massas molares (1500, 4000, 6000 e 8000 g mol™), quatro tipos de sais
(sulfato de aménio, sulfato de litio, sulfato de zinco e fosfato de potassio) e
agua, em diferentes temperaturas (5, 25 e 45 °C).

O coeficiente de particdo foi em todos os casos maior que a unidade,
k > 1 (Apéndice 2, Tabela 1), 0 que mostra que a maior parte da proteina
adicionada no sistema migrou para a fase rica em PEG. Este
comportamento foi observado com os SABs compostos por PEG-fosfato de
potassio, PEG-sulfato de litio e PEG-sulfato de aménio, enquanto que para
os sistemas formados por PEG-sulfato de zinco a proteina permaneceu em
sua totalidade na fase superior.

A afinidade da caseina pela fase polimérica se deve, entre outros
fatores, a facilidade da mesma em associar-se a compostos de elevada
massa molar. Esta afinidade € devido, em parte, a composi¢cdo de
aminoacidos apolares da caseina que estdo distribuidos de forma aleatéria
na cadeia peptidica e que proporcionam a molécula de caseina uma
hidrofobicidade média. Em adicdo, este comportamento também pode ser
atribuido ao elevado percentual de acidos aspartico e glutamico da caseina,
gue com os grupos carboxilas livres orientados para o exterior da micela,

geram cargas negativas ao redor do coldide, ionizando-o o que faz que este
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seja repelido pelos ions do sal (BADUI, 1989; CHEFTEL, 1989; DALGLEISH,
1997).

Assim, a afinidade da caseina pela fase superior pode ser atribuida
tanto ao grau de hidrofobicidade da molécula quanto as cargas negativas

gue envolvem o coloide, provocando sua exclusao da fase salina.

3.2 Efeito da massa molar do polimero sobre o coeficiente de particédo

A influéncia da variacdo da massa molar do PEG sobre o k é
mostrada de forma grafica nas Figuras 1 a 3, em funcdo da temperatura e
para cada tipo de sal. Em todos 0s casos tem-se 0 mesmo comportamento:
reducdo de k com o aumento da massa molar do polimero utilizado, sendo
gue os maiores valores do k foram obtidos usando PEG 1500. Com o
aumento da massa molar do PEG observa-se que a caseina migrou para a
fase inferior, provavelmente, pela reducao da disponibilidade de sitios onde

estas se ligavam, provocando assim a expulsao das proteinas dessa regiao.

12

10 +

25°C
i 45°C
—i5°C

1500 4000 6000 8000
Massa molar do PEG (g/ mol)

Figura 1. Influéncia da massa molar do PEG sobre o k, em funcéo da temperatura, para
SABs formados por PEG- fosfato de potassio.
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Figura 2. Influéncia da massa molar do PEG sobre o k, em funcdo da temperatura, para
SABs formados por PEG- sulfato de litio.
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Figura 3. Influéncia da massa molar do PEG sobre o k,em funcdo da temperatura, para
SABs formados por PEG- sulfato de aménio.

Estudos conduzidos por ALBERTSSON (1986) mostraram que a
massa molar do polimero influencia a particdo, alterando o equilibrio e o

namero de interacdes entre o polimero e a proteina. O aumento da cadeia

49




do polietilenoglicol reduz o grau de liberdade da molécula, diminuindo a
entropia configuracional e consequientemente a entropia de mistura do
sistema. Simultaneamente, o aumento do tamanho da molécula do polimero,
ou da concentracdo da solucdo, provoca o enovelamento da cadeia da
macromolécula, aumentando a entropia conformacional. Este processo de
enovelamento resulta na diminuicdo do numero de sitios disponiveis as
interacdes, 0 que contribui para que a cadeia do polimero sature com menor
quantidade do outro componente.

Resultados similares foram obtidos por CAPEZIO et al. (2005) ao
estudarem a particdo de albumina de soro bovino, a-lactoalbumina (a-la) e
b-lactoglobulina (b-lg) em SABs formados por PEG-fosfato.

GIRALDO-ZUNIGA et al. (2001), empregando SABs formados com
PEG e fosfato de potassio (FFP) para a separacao de proteinas do soro de
queijo, observaram que os coeficientes de particdo da a-la diminuiram com o
aumento da massa molar do PEG. Para a b-lg foi verificada uma tendéncia
inversa, isto &, o crescimento do k com a elevacdo da massa molar do PEG,
exceto para PEG 8000. De igual forma FARRUGGIA et al. (2003) concluiram
no seu estudo de particdo de albumina de soro bovino utilizando SABs
compostos por PEG e fosfato de potassio, que a particdo da proteina
estudada foi alterada ao aumentar a massa molar do polimero diminuindo os

valores do k.

3.3 Efeito do tipo de sal sobre o coeficiente de particéo

O efeito do tipo de sal sobre o coeficiente de particdo também foi
avaliado neste trabalho. Foram testados quatro tipos de sais: fosfato de
potassio (monobasico e dibasico), sulfato de ambnio, sulfato de litio e sulfato
de zinco, em trés temperaturas (5, 25 e 45°C), para cada PEG de diferente
massa molar utilizado (1500, 4000, 6000 e 8000 g mol™).

O comportamento dos diferentes tipos de sais analisados foi similar
em todos os casos. Os maiores valores do coeficiente de particdo foram
obtidos com PEG 1500, a 25°C, utilizando como sal o fosfato de potassio,
seguido do sulfato de litio e do sulfato de amdnio. Com o sulfato de zinco, os
valores de particao ndo foram determinados, pois a proteina permaneceu em
sua totalidade na fase superior do sistema. Comparando o efeito do sulfato
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de litio e do sulfato de aménio, os valores do coeficiente de particdo obtidos
nao apresentaram diferenca significativa.

Os graficos 4 a 7 apresentam o comportamento do tipo de sal sobre o
coeficiente de particdo da caseina, em funcdo da massa molar do PEG e da
temperatura. O valor do coeficiente de particdo para os sistemas formados
por PEG-sulfato de zinco foi considerado como tendendo ao infinito, pois a

caseina permaneceu completamente na fase superior.
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8 -
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T ——— ,5°C
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Sulfato de zinco Fosfato de potassio Sulfato de litio Sulfato de &monio

Sal

Figura 4. Efeito do tipo de sal sobre o k em funcdo da temperatura, para SABs
formados por PEG-1500 e os diferentes tipos de sais.
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Figura 5. Efeito do tipo de sal sobre o k, em funcdo da temperatura, para SABs

formados por PEG-4000 e os diferentes tipos de sais.
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Figura 6. Efeito do tipo de sal sobre o k, em funcdo da temperatura, para SABs

formados por PEG-6000 e os diferentes tipos de sais.
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Figura 7. Efeito do tipo de sal sobre o k, em funcdo da temperatura, para SABs
formados por PEG-8000 e os diferentes tipos de sais.

A influéncia do tipo de sal sobre o coeficiente de particdo, é
dependente tanto da natureza do sal utilizado (capacidade de formacéo de
fases) quanto das caracteristicas das biomoléculas alvos.

Estudos realizados por ALBERTSSON (1986) mostraram que a
separacdo de fases em misturas contendo polieletrélitos depende fortemente
da forca ibnica e do tipo de ion presente no sistema. Mais especificamente,
verificou que ao adicionar sais ao sistema PEG, sulfato de dextrana e agua a
concentracdo de PEG necesséria a separacao de fases no sistema dependia
do tipo de sal usado. Considerando que a capacidade indutiva do fosfato de
potassio a formacao de fases é maior do que dos sulfatos, pode-se dizer que
a capacidade de formacao de SAB tanto do anion fosfato quanto do cation
potassio (do fosfato de potassio) sdo maiores do que a do anion sulfato e do
cation litio (do sulfato de litio)) (ANANTHAPADMANABHAN e GODDARD
1987;CARVALHO, 2004).

Assim, para a saturacdo da cadeia polimérica sera necessario usar
uma menor quantidade de fosfato de potassio que dos sais de sulfato
(sulfato de amédnio e sulfato de litio). Conseglentemente ocorrera a
formacao de fases em sistemas com concentracdo de fosfato de potassio
inferiores as dos sais de sulfato. Foi verificado que os maiores valores do

coeficiente de particdo foram com sistemas PEG-fosfato de potassio, que
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apresentaram maior numero de sitios disponiveis na cadeia polimérica para
serem ocupados pela proteina.

Avaliando a presenca de proteina no sistema, segundo CHEFTEL et
al. (1989) e DUARTE et al. (1998), a natureza e a concentracdo de ions
exercem efeitos significativos sobre a absorcdo de agua e a solubilidade da
proteina. Assim, pequenas concentracfes salinas podem elevar a
solubilidade da proteina devido ao aumento da solvatacao. Por outro lado,
quando os niveis de sal sdo mais elevados, predominam as interacdes
agua-sal, em detrimento das interacfes agua-proteina, contribuindo para
reduzir a solubilidade protéica.

Esta reducdo das interacbes agua-proteina e o aumento das
interacdes agua-sal, favorecem as interacdes PEG-proteina que dependem
tanto da carga da proteina quanto da capacidade indutora do sal utilizado na
formacéao das fases.

Em relacdo aos resultados obtidos com sulfato de zinco, ndo foram
encontrados dados na literatura que levassem a uma discussao mais
detalhada.

3.4 Efeito da temperatura sobre o coeficiente de particéo

Neste trabalho o efeito da temperatura sobre o k, foi avaliado em trés
temperaturas, 5 , 25 e 45 °C. Nas Figuras 8, 9 e 10 mostram-se o0s
resultados deste estudo em funcdo da massa molar do PEG e para cada tipo
de sal utilizado (exceto para o sulfato de zinco por razdes anteriormente
colocadas). Em todos os casos pode-se observar que 0s maiores valores do
coeficiente de particdo foram obtidos a 25 °C, seguido de uma reducéo na

faixa de temperatura de 25 a 45 °C.
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Figura 10. Efeito da temperatura sobre o k, em funcdo da massa molar do polimero para
sulfato de litio.

A influéncia da temperatura sobre a particdo de biomoléculas é
percebida de maneira indireta, pois a temperatura pode levar a mudancas na
viscosidade das fases ou na estrutura dos polimeros, alterando a forma da
curva binodal no diagrama de fases (CARVALHO, 2004). Esta alteracdo na
curva de equilibrio pode ser notavel de forma especifica na linha de
amarracao pois com o aumento da temperatura ha transferéncia de agua da
fase superior para a fase inferior, resultando na diminuicdo da concentracéo
de sal na fase inferior (pois 0 conteudo de 4gua aumenta) e aumento da
concentracdo de PEG na fase superior (pois 0 conteudo de agua diminui)
(ALBERTSSON, 1986)

De forma geral, SILVA (2000) e ZAFARANI-MOATTAR et al. (2002)
relatam que o aumento da temperatura provoca diminuicdo da solubilidade
mutua, em outras palavras, aumento da regido bifasica. Também pode ser
dito que o aumento da temperatura em alguns casos pode induzir a
formacao de fases, pois a separacao das fases é um processo endotérmico
(CARVALHO, 2004).

Pelo exposto, um aumento na temperatura significaria a elevacao do
coeficiente de particdo da proteina, pois ha tendéncia a formacdo do SAB,

este comportamento € observado na faixa de temperatura de 5 a 25 °C, ja
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na faixa de 25 a 45 °C, observa-se o comportamento oposto, um decréscimo
no valor do coeficiente de particéo.

Sendo que o efeito da temperatura sobre as curvas de equilibrio para
as diferentes massas molares de PEG avaliadas neste trabalho foi
desprezivel (CARVALHO, 2004), estes decréscimos dos valores do
coeficiente de particdo podem ser devidos as caracteristicas da proteina,
Segundo NELSON e GLATZ (1985), em temperaturas acima de 40 °C a
caseina pode apresentar um fracionamento de aproximadamente 7 a 10 %,
reduzindo o tamanho da molécula, o que favorece uma maior interacdo da
mesma com outros componentes.

Assim sendo, pode-se dizer que a 45 °C as intera¢cdes proteina-agua
e proteina-sal foram favorecidas em detrimento das interacdes PEG-

proteina, diminuindo o valor de k.

3.5 Dependéncia do coeficiente de particdo da caseina com o

comprimento da linha de amarragao

O comprimento da linha de amarracao (“tie line length”, TLL) pode ser
considerado uma medida de como as composi¢cdes das fases variam com a
modificagdo das propriedades do sistema. O valor da inclinacdo € calculado
pela relacdo entre a variacdo da quantidade de polimero e a variacao da
quantidade de sal nas duas fases em equilibrio (DP/DS).

Para a determinacdo do TLL foi utilizada a equacéo 3, partindo do
sistema composto por PEG 1500 e fosfato de potassio, 25,0 % e 13,0 %,
respectivamente, por ter apresentado as melhores condi¢cdes para a
separacdo de caseina. Na Figura 11 pode-se observar o comportamento do
TLL em funcéo do In k. Os resultados mostram que o coeficiente de particdo
da caseina aumenta com o incremento do TLL. ALBERTSSON (1986)
observou a mesma tendéncia ao particionar albumina de soro bovino
utilizando SABs compostos por PEG e Dex.

Este aumento no TLL deve-se a modificacdo do teor dos
componentes das fases, que resulta no aumento da concentracdo do PEG
na fase superior e diminuicdo da concentracao do sal na fase inferior, gerado

provavelmente, pela transferéncia de agua da fase superior para a fase

57



inferior, que pode ser provocada tanto seja pelo aumento da temperatura

guanto pela modificacdo do contetdo de PEG ou sal nas fases do sistema.
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Figura 11. Relacdo do TLL em funcdo do Ln k para SABs formados por PEG-1500
(25 %), fosfato de potassio (13 %) e agua, a 25 °C.

3.6 Recuperacdao da proteina utilizando CEM

Como apresentado na Tabela 2, as condicBes cromatogréaficas
usadas para a recuperacdo da caseina foram as mesmas estabelecidas por
ROJAS (2001). Utilizou-se 0,1 mL de amostra em uma coluna empacotada
com Sephadex® G-25 (média), com uma vazéo de 2 mL min™* e 4 mL min™,
para as fases salina e polimérica, respectivamente. Na Tabela 3 listam-se os
resultados desta parte do processo.

Os tempos de retencdo, em minutos, foram de: 4,66 para a fase
polimérica, 3,26 para a proteina e de 3,11, 3,83, 3,85 e 3,99 para os sais de
fosfato de potassio, sulfato de litio, sulfato de zinco e sulfato de aménio,
respectivamente. Em todos os casos obteve-se uma alta porcentagem de
recuperacao, atingindo cerca de 99% para as fases poliméricas (exceto para
o sistema PEG 1500/sulfato de zinco). Para as fases salinas a porcentagem

de recuperacéo ficou na faixa entre 88 e 99 %.
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Tabela 3. Produtividade e recuperagédo da caseina por CEM apés

separacdo com SABs

Sistema testado fase % recuperacao
PEG-1500 Superior 99,26
Fosfatoztz; gotassm Inferior 99,29
PEG-1500 Superior 99,47
Fosfato de potassio .
45°C Inferior 96,32
PEG-1500 Superior 98,95
Sulfato de litio .
25°C Inferior 89,52
PEG-1500 Superior 99,54
Sulfato de aménio .
25°C Inferior 88,18
PEG-1500 Superior 84,04
SquathCOké zinco Inferior -

3.7 Densidade

Polietilenoglicol de diferentes massas molares (1500, 4000, 6000 e
8000 g mol™) e quatro tipos de sais (sulfato de amoénio, sulfato de litio,
sulfato de zinco e fosfato de potassio), em trés temperaturas (5, 25 e 45°C),
formaram os sistemas cujas fases tiveram as densidades medidas.

Para o calculo da densidade das fases foi empregada a equacéao 1.
Para tanto, a temperatura ambiente foi determinada (25 + 1°C). Desta
forma, valores para a densidade do ar e da &agua foram obtidos por
interpolacdo de dados préximos a esta temperatura, consultados na
literatura (WEAST, 1975).

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4. Ao aumentar a massa
molar do polimero, verifica-se uma tendéncia do aumento da densidade de
ambas fases, para os diferentes sistemas usados. O aumento da
temperatura levou a uma reducdo da densidade para a fase polimérica. O
comportamento da densidade da fase inferior com o aumento da
temperatura foi irregular, ndo sendo observado tendéncia predominante.

De forma especifica, a variagdo de densidade em um material pode
ser devida ao incremento ou decréscimo na temperatura ou a mudanca na
estrutura do material que estd sendo utilizado. O conhecimento deste
parametro pode ser de grande importancia na manipulacdo do produto

durante o processamento, sendo a densidade uma indicagdo de como a
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matéria esta disposta em um corpo (ZURITZ et al., 2005). Materiais com um
arranjo molecular mais compacto tém densidade maior (SINGH e
HELDMAN, 1997).

Tabela 4. Valores da densidade (g mL™) para as fases de SABs compostos por PEG e sal.

Temperatura (°C)

5 25 45

Sistema Fase Fase Fase Fase Fase Fase

superior Inferior superior inferior superior inferior

PEG-1500/ Sulfato de aménio  1,0982 1,1362 11,0962 1,1341 1,0803 11,1500
PEG-4000/ Sulfato de aménio  1,0985 11,1399 1,0974 1,1373 1,0859 1,1578
PEG-6000/ Sulfato de ambnio  1,0962 1,1401 11,0998 1,1451 1,0854 1,1593
PEG-8000/ Sulfato de aménio  1,1007 1,1429 1,1014 1,1469 11,0880 1,1602

PEG-1500/ Sulfato de litio 1,0973 1,1851 11,0881 11,1731 11,0811 1,1619
PEG-4000/ Sulfato de litio 1,0988 11,1864 11,0943 1,1773 11,0827 1,1624
PEG-6000/ Sulfato de litio 1,061 11,1869 11,0963 11,1789 11,0843 1,1639
PEG-8000/ Sulfato de litio 1,017 1,1877 11,0992 11,1824 11,0883 1,1664

PEG-1500/ Sulfato de zinco 1,0966 1,2677 11,0917 11,2588 1,0866 1,2703
PEG-4000/ Sulfato de zinco 1,0978 11,2688 11,0935 1,2576 11,0888 1,2726
PEG-6000/ Sulfato de zinco 1,0994 11,2693 1,0958 11,2542 11,0896 1,2754
PEG-8000/ Sulfato de zinco 1,1024 1,2704 1,0970 1,2551 11,0902 11,2761

PEG-1500/ Fosfato de potassio 1,0938 11,2509 11,0943 1,2533 1,0847 1,2607
PEG-4000/ Fosfato de potassio 1,0965 11,2572 11,0964 1,2556 1,0858 1,2634
PEG-6000/ Fosfato de potassio 1,0979 1,2594 1,0975 1,2582 11,0873 1,2645
PEG-8000/ Fosfato de potassio 1,0993 1,2609 1,0986 1,2594 11,0883 11,2663
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho, a separacdo de caseina usando sistemas aquosos
bifasicos foi avaliada por meio da influéncia da massa molar do polimero, do
tipo de sal e da temperatura na qual foi alcancado o equilibrio.

As concentracdes dos componentes do sistema utilizados para a
separacdo da caseina foram 25 % (m/m) de PEG e 13 % (m/m) de sal,
sendo que os maiores valores do coeficiente de particdo foram, 10,8 e 10,2,
obtidos usando PEG 1500 e sais de fosfato de potassio. Ao utilizar a
cromatografia de exclusdo molecular como técnica de recuperacdo da
proteina, foram obtidos os melhores resultados, na ordem de 99 %, para
ambas fases nos sistemas formados por PEG-1500 e fosfato de potassio, a
25°C.

A extracdo de proteinas utilizando SABs mostrou assim ser uma
técnica eficiente na separacdo da caseina, levando a resultados favoraveis e
reprodutiveis. O mesmo é valido para a cromatografia de excluséo
molecular, que € uma técnica viavel para a purificacdo e, ou, recuperacao da

proteina nas fases polimérica e salina dos SABs.
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CAPITULO 3

PARTICAO DA CASEINA EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS
COMPOSTOS POR POLIETILENOGLICOL, MALTODEXTRINA E AGUA

RESUMO

Sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol (PEG),
maltodextrina (MD) e agua foram empregados na particdo da caseina.

Foram avaliadas a influéncia da massa molar do PEG (1500, 4000,
6000 e 8000 g mol™t) e da temperatura (35 e 45 °C) sobre o valor do
coeficiente de particdo da caseina.

Os resultados mostraram a afinidade da caseina pela fase inferior rica
em MD. Os menores valores de k foram obtidos usando PEG 1500, a 35 °C.
Os valores do coeficiente de particdo variaram de 0,128 (SAB 6 % (m/m)
PEG e 25% (m/m)MD) a 0,131 (SAB 8 % (m/m) PEG e 28 % (m/m) MD) .

Palavras-chave: Caseina, sistemas aquosos bifasicos, particao.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas aquosos bifasicos constituem uma técnica de extracéo
liquido-liquido e se formam pela mistura de dois polimeros ou um polimero e
um sal inorgénico. Estes sé@o aplicados na separagcdo e purificacdo de
enzimas, proteinas, acidos nucléicos e outras substancias de ordem
biol6gica (ALBERTSSON, 1986).

Algumas das vantagens dos SABs aplicados na separacdo de
diversos compostos sdo (GUNDUZ, 2004):

a. Facilidade e rapidez no preparo;

b. O equilibrio é alcancado rapidamente, o que reduz o tempo do
processo;

c. Podem ser aplicaveis em processos continuos;

d. A separacdo dos componentes é seletiva e rapida;

e. E uma técnica de separacéo de baixo custo.

Os sistemas aquosos bifasicos (SABs) mais utilizados para a
separacdo de biomoléculas sdo os formados por polietilenoglicol
(PEG)/dextrana ou PEG/sal, embora outros sistemas venham sendo
testados com o objetivo de reduzir custos ou desnaturacdo de proteinas.
Entre estes SABs podem-se citar os formados por maltodextrinas (SZLAG et
al., 1988; SILVA e MEIRELLES, 2000; e SILVA e MEIRELLES, 2001a),
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hidroxipropil e seus derivados (LING et. al., 1989) e arabinogalactase
(CHRISTIAN et al., 1998).

A maltodextrina é uma alternativa de baixo custo em comparacdo a
dextrana, € comercialmente disponivel e apresenta caracteristicas proximas
a da dextrana. E um polissacarideo obtido pela hidrélise do amido (SILVA e
MEIRELLES, 2000). E solivel em &gua a 90 °C, na concentracdo de 20 a 40
% (m/m), mas, sob resfriamento, forma um gel opaco que se desfaz de
forma reversivel a temperaturas entre 60 e 75 °C (Mc PHERSON e
SEIMBRA, 1997). E biodegradavel, de baixa higroscopicidade e sua
cristalizacdo pode ser controlada. E largamente usada no encapsulamento
de aromas e aditivos, sendo empregada também como espessante de
alimentos (APPL, 1991).

Sendo a maltodextrina utilizada na indastria de alimentos, esta pode
ser empregada na separacao de proteinas, especificamente nos processos
de producdo de queijo, cremes e derivados lacteos. Facilita também a
producdo de novas formulacdes, por exemplo, aquelas destinadas a gerar
alimentos funcionais, além de promover maior conhecimento sobre o
comportamento e interacbes das proteinas em determinados sistemas
(SILVA e MEIRELLES, 2001b; GUO et al., 2003).

No leite, as caseinas existem na forma de particulas coloidais
conhecidas como micelas, com um didmetro de 100 nm a 200 nm,
aproximadamente. A proporcdo entre os tipos de caseinas encontrados no
leite pode variar de regido para regiao, mas de forma geral encontra-se: ag-
caseina: 38 %, asp-.caseina: 10 %, b-caseina: 36 %, k-caseina: 13 % e ¢
caseina: 3 % (DALGLEISH, 1982; CHEFTEL, 1989).

As proteinas do leite, especificamente as caseinas, apresentam
potencial industrial, sendo utilizadas em formulagdes de varios tipos de
produtos por suas excelentes propriedades funcionais, como solubilidade,
estabilidade da emulséo, retencéo de agua, adeséo entre outras (KINSELLA,
1982). A caseina possui ainda uma série de outras aplicacbes néo
alimentares como nas industrias de papéis, cola e adesivos, tintas e
vernizes, téxtil e industria de couros (SGARBIERI, 1996; BRAMANTI et al.,
2001).

MACHADO (1999), utilizou um sistema PEG e MD para particdo de
células  microbianas. SILVA e MEIRELLES (2001b) usaram
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polipropilenoglicol e MD para particionar albumina de soro bovino, a-
lactalbumina e b-lactoglobulina e BOLOGNESE et al. (2005), com SABs
compostos por um copolimero e MD, separaram albumina de soro bovino,
tripsina e lisozima.

Os objetivos deste trabalho foram estudar o comportamento do
coeficiente de particdo da caseina em sistemas aquosos bifasicos
compostos por polietilenoglicol, maltodextrina e agua, em funcado da massa
molar do PEG e da temperatura, assim como determinar os valores da

densidade das fases destes sistemas.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

Para o preparo dos SABs foram utilizados polietilenoglicéis de massas
molares 1500 g mol™* (SIGMA-ALDRICH, Alemanha), 4000 g mol*(ISOFAR,
Brasil), 6000 g mol*(ISOFAR, Brasil) e 8000 g mol*(FLUKA, Alemanha);
maltodextrina (MD-DE10,5; FLUKA, Alemanha) e caseina pura (SYNTH,

Brasil). Todos os reagentes foram de grau analitico.

2.2 Escolha dos sistemas de trabalho
Os sistemas PEG-MD avaliados neste trabalho tiveram seus dados de

equilibrio determinados por MACHADO (1999). A Tabela 1 relaciona a

composicao global e as temperaturas dos sistemas utilizados.
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Tabela 1. Composigdo dos sistemas aquosos bifasicos formados por PEG, MD e agua,

utilizados na separacédo de caseina.

MM PEG MD % PEG % MD Temperatura
6 25

27 35°C

28

25

4000 DE-10,5 7,5 27 35°C

28

25

28 35°C

30

25

26 35°C

28

25

27 45°C

28

25

27 45°C

28

25

26 45°C

28

25

27 45°C

28

1500 DE-10,5

o 00

6000 DE-10,5

© O © 00 O

8000 DE-10,5

©
o

1500 DE-10,5

4000 DE-10,5

6000 DE-10,5

8000 DE-10,5

© 00 O 0 N O 0 N O 0o N O

2.3 Preparo dos sistemas aquosos bifasicos

Para o preparo dos SABs foram usadas solucfes estoque de PEG
60,0 % (m/m) e de maltodextrina 40,0 % (m/m) e agua.

Apoés a pesagem (balanca analitica M-310, DENVER INSTRUMENT,
USA) das solucbes estoque em tubos graduados de centrifuga, se
adicionou 1 g de solucdo aquosa de caseina (1 mg mL™Y) e agua, até
completar uma massa total de 40 g. O sistema foi agitado durante 5 minutos
por inversao, centrifugado (2000g x 20 min; centrifuga 5804, EPPENDORF,
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Alemanha) para acelerar a separacao das fases e foi mantido em repouso
durante 12 h na temperatura desejada (35 ou 45 °C) (banho termostaticoTE-
184, TECNAL, Brasil), para atingir o equilibrio.

Aliquotas de cada fase foram separadas para quantificacdo do teor
protéico. Um sistema com os mesmos componentes das fases, mas isento
de proteina, foi usado em cada caso como branco, na quantificacdo do

conteldo de caseina nas fases.

2.4 Medida da densidade

A densidade foi determinada de acordo com o método do picnémetro,
utilizando um picnémetro de 10 mL. O picnémetro, limpo e seco, foi pesado
(balanca analitica M-310, DENVER INSTRUMENT, USA) e, em seguida,
preenchido com agua e pesado. O procedimento da pesagem foi repetido
com o picndmetro contendo a fase coletada do sistema. A temperatura

ambiente foi medida e a densidade da fase foi calculada pela equacéo:

r= g mpic+am - mpic+ar HX(r aqua - r. )+ (.
mpic+égua - mpic+ar g

(1)

Em que O é a densidade da fase, myic+am € @ massa do picnémetro
com a amostra, Mpicragua € @ Massa do picnémetro com agua, Mpjctar € a
massa do picndOmetro vazio, Uagua , Uar € Uam S80, respectivamente, a
densidade da agua, do ar e da amostra, a temperatura ambiente (25 + 1 °C).
A densidade foi expressa em g mL™.

2.5 Determinacédo do coeficiente de particéo
O coeficiente de particdo foi definido como a razdo entre as

concentracfes da proteina em estudo na fase superior, rica em PEG, e a

fase inferior, rica em MD:
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[M ]inf .

k

(2)

Em que [Ml]syp. € [M]in. S80 as concentragBes da proteina na fase

superior e inferior, respectivamente.

2.6 Quantificacdo da proteina

ApoOs os sistemas atingirem o equilibrio, aliquotas de cada fase foram
coletadas, diluidas (1:10, v/v) e o0 conteudo protéico foi quantificado de
acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976) a 595 nm
(Espectrofotdmetro UV, Cary 50).

2.7 Calculo do comprimento da linha de amarracéo
A equacdo utilizada para o calculo do comprimento da linha de

amarracao (TLL) foi a usada por MAYERHOFF et al. (2004), na particao de
Candida mogii em SABs:

TL=y(P- R) +(S.- S )
3)

Em que Ps e P, sdo as concentracdes do polimero nas fases superior

e inferior, respectivamente, e Sg e S, as concentragdes do sal em cada uma

das fases.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao do coeficiente de particdo da caseina

Para todos os sistemas testados foram obtidos coeficientes de
particdo menores que a unidade (k < 1), o que indica maior afinidade da
caseina pela fase inferior, rica em MD, ao contrario do comportamento
observado para SABs compostos por PEG, sal e agua. Os valores do
coeficiente de particdo para SABs compostos por PEG, maltodextrina e agua
séo apresentados na Tabela 2 (Apéndice 2).

Neste caso, em comparacao com os sistemas PEG-sal, a quantidade
de polietilenoglicol € baixa (na faixa de 6 a 9 %) sendo também baixo, o
namero de sitios disponiveis para que ocorram as interacfes. Estes sitios
séo ocupados pela maltodextrina para a formacédo do SAB enquanto que a
caseina migra para a fase inferior estabelecendo ligaces com a MD. A
afinidade da caseina pela fase inferior pode ser atribuida ao fato de que, ao
ter poucos sitios disponiveis na cadeia de PEG, e sendo estes sitios
ocupados pelas interagcdes PEG-MD, a caseina migrou da fase superior para
a inferior. Esta afinidade da caseina pela agua se explica pelo carater
hidrofilico da caseina originado no conteddo de aminoacidos polares que
estdo presentes na b-caseina, localizados na cadeia N-terminal (CHEFTEL,
1989).

BOLOGNESE et al. (2005), avaliando a separacdo de albumina de

soro bovino, tripsina e lisozima em SABs compostos por um copolimero,
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maltodextrina e 4gua observaram a maior afinidade das proteinas pela fase
inferior dos sistemas, rica em MD. SILVA e MEIRELLES (2000) verificaram
um comportamento oposto na separacdo de albumina de soro bovino em
SABs compostos por PEG e MD.

MACHADO (1999) ao utilizar SABs formados por PEG, MD e agua na
separacdo de Lactobacillus acidophilus observou que as células
apresentaram preferéncia pela fase superior rica em PEG, em sistemas
contendo de 7 a 10 % de PEG-6000 e 15 a 20 % de maltodextrina. Mas uma
alteracdo do meio pelo aumento da concentragcdo do polimero ou pela
adicao de 0,9 % de NaCl levou ao aumento da populacdo das células na

fase inferior, diminuindo o coeficiente de particao.

3.2 Efeito da massa molar do PEG sobre o coeficiente de particéo

A Figura 1 apresenta o efeito da massa molar do PEG sobre o
coeficiente de particdo da caseina, em funcdo da temperatura.

Os resultados indicam a tendéncia do aumento de k com a elevacéo
da massa molar do polimero utilizado, para ambas as temperaturas

testadas. Os menores valores do k foram obtidos usando PEG 1500.

0,18
45°C
0,17 ~
0,16
0,15
x 0,14 35°C
0,13

0,12

0,11 ~

0,1 T T T T

0 2000 4000 6000 8000 10000
Massa molar do PEG(g/mol)

Figura 1. Influéncia da massa molar do PEG e da temperatura sobre o k.
Sistemas compostos por 6 % (m/m) PEG e 25 % (m/m) MD.
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Observa-se o aumento do coeficiente de particdo da caseina com a
elevacdo da massa molar do PEG. Comportamento semelhante também foi
relatado por BASKIR et al. (1989), ao avaliarem a particdo de soroalbumina
em sistemas poliméricos. Assim a massa molar dos polimeros influencia a
particdo, alterando tanto o equilibrio, ou seja, a composi¢cdo das fases,
guanto o namero de interacdes polimero-biocomposto.

SILVA e MEIRELLES (2000) avaliaram o efeito da massa molar sobre
0 k de proteinas em SABs compostos por PEG e MD, concluindo que para a-
lactoalbumina e albumina de soro bovino o coeficiente de particdo decresce
com o aumento da massa molar do PEG. Resultados similares, para as
mesmas proteinas, foram obtidos por ALBERTSSON (1986) e JOHANSSON
(1985) com SABs formados por PEG e dextrana.

MACHADO (1999), ao utilizar SABs formados por PEG, MD e agua na
separacao de Lactobacillus acidophilus, concluiu que com o aumento da

massa molar do PEG, as células migraram para a fase inferior, rica em MD.

3.3 Efeito da temperatura sobre o coeficiente de particao

Na Figura 1 também pode ser observada a influéncia da temperatura
sobre o k da caseina, verificando-se que a elevacdo da temperatura
aumentou o coeficiente de particdo para as diferentes massas molares de
PEG utilizados.

Quando energia na forma de calor é fornecida ao sistema e sua
temperatura aumenta, a energia interna aumenta, elevando a energia
cinética média das moléculas dos componentes de fase. Deste modo, as
moléculas estdo livres para se movimentarem na solucdo, aumentando a
sua entropia configuracional. Ao mesmo tempo, a entropia conformacional
do polimero aumenta, pois o aumento da temperatura provoca o
enovelamento da cadeia do polietilenoglicol. Isto ocorre devido a transicéo
das ligagcdes carbono-carbono da forma TRANS para a forma CIS,
diminuindo o nimero de sitios ativos para as interacdes polimero-polimero
(DA SILVA e LOH, 2000)

Assim, o calor ir4 intensificar o movimento moléculas da solucéo,
provocando maior mobilidade das moléculas de MD, o que ir4 liberar a

molécula de caseina e gerar um aumento na competicdo entre a MD e a
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caseina pelos sitios da cadeia de PEG. Ocorrerd& um aumento das
interagcBes proteina-PEG, o que se refletirh no aumento dos valores do k ao
aumentar a temperatura.

Variagdes na temperatura podem provocar modificacdes na estrutura
dos polimeros que comp&em os SABs, influenciando as interacdes polimero-
polimero. Estas interacdes tém relacdo direta com a composicédo das fases
do sistema. Portanto, a temperatura pode afetar de maneira diferente os
diagramas de equilibrio das fases de SABs; dependendo dos compostos
presentes, este efeito pode ocorrer de acordo com a faixa de temperatura de
trabalho (MACHADO, 1999).

3.4 Dependéncia do coeficiente de particdo da caseina com o

comprimento da linha de amarragao

Em estudos de particdo é usual expressar a diferenca na composicao
das fases por meio do comprimento das linhas de amarragao (“tie line
length”, TLL), que é determinado pela diferenca na concentracdo das fases
dos componentes do sistema.

O efeito do TLL sobre o coeficiente de particdo foi avaliado neste
trabalho para os sistemas formados por PEG 4000, 6000 e 8000, pois para
estes sistemas foram estabelecidas as curvas de equilibrio por MACHADO
(1999). Nas Figuras 2 e 3, pode-se observar o efeito do TLL sobre o
coeficiente de particdo, para as duas temperaturas de trabalho (35 e 45°C),
respectivamente.

Segundo SILVA e MEIRELLES (2000), a particdo de proteinas em
sistemas compostos por PEG e dextrana apresentaram valores do TLL entre
10 e 30 (% m/m), enquanto que em sistemas formados por PEG e MD estes
valores oscilaram entre 20 e 60 (% m/m). SILVA e MEIRELLES (2000)
usaram PEGs com massa molar de 1450, 8000 e 10000 g mol*, MD de
massa molar de 2000 e 4000 g mol™, a 25 °C.

No presente trabalho foram obtidos valores entre 30 e 46 (% m/m)
para SAB compostos por PEG (4000, 6000 e 8000 g mol™) e MD, a 35 e 45
°C, como visto na Tabela 2 (Apéndice 2), estdo na faixa relatada por SILVA
e MEIRELLES (2000).
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Figura 2. Efeito do TLL sobre o coeficiente de particdo da caseina para PEG 4000/MD-DE
10,5 (-), PEG-6000/MD-DE 10,5 (D) e PEG-8000/MD-DE 10,5 (0)) a 35°C
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Figura 3. Efeito do TLL sobre o coeficiente de particdo da caseina para PEG 4000/MD-DE
10,5 (-), PEG-6000/MD-DE 10,5 (D) e PEG-8000/MD-DE 10,5 (0) a 45°C

De acordo com os resultados, a 35 °C, este efeito é desprezivel para
PEG de massas molares de 6000 e 8000 g mol™?, enquanto que para PEG
4000 evidencia-se uma pequena elevacdo no valor do k com o aumento da

concentracao dos componentes de fases, expressa em funcéo do TLL.
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A temperatura de 45 °C, para todas as massas molares, o efeito da
variacdo do TLL sobre o coeficiente de particdo também foi pequeno, ja que
o valor do coeficiente de particdo permaneceu praticamente constante com o
aumento do TLL.

SILVA e MEIRELLES (2001b) obtiveram o mesmo resultado no TLL,
ao estudar a particdo de a-lactalbumina, b-lactoglobulina e albumina de soro

bovino em sistemas formados por PPG1450 e MD 4000.

3.5 Densidade

Para o célculo da densidade das fases foi utilizada a equagéo 1. A
temperatura ambiente medida foi de, aproximadamente, 26°C. Desta forma,
valores para a densidade do ar e da agua foram obtidos por interpolacao de
dados proximos a esta temperatura, consultados na literatura (WEAST,
1975). Na Tabela 2 se relacionam os resultados obtidos.

Observa-se que a densidade das fases é proxima da unidade (1 g mL’
1y, devido ao alto contetido de 4gua, necessaria para a formacéo dos SABs.
Observa-se também um pequeno aumento nesses valores com a elevacéo
da massa molar do polimero (exceto para a fase superior dos SABs
formados por PEG e MD a 45°C), o que significa uma reducéo da densidade.
O anterior concorda com o0 exposto por BROOKS e SHARP (1985) que
estabeleceram que quanto maior a cadeia do polimero, menos arranjadas
estardo as moléculas, justificando a reducao da densidade da fase superior,
rica em PEG. Assim, a elevacdo da massa molar do polimero favorece as
interacdes polimero-polimero e desfavorece as interagdes polimero-agua.

Pode-se observar na Tabela 2, que com o0 aumento da temperatura e
da massa molar do PEG, os valores das densidades das fases inferiores
aumentam, enquanto que para as fases poliméricas se observa um aumento
da densidade a temperatura de 35 °C e um decréscimo na temperatura de
45 °C.
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Tabela 2. Valores da densidade em g mL* para SAB formados por PEG/MD (DE-10,5)

Temperatura (°C)

35 45
Sistema Fase superior  Fase inferior  Fase superior  Fase inferior
PEG-1500/ MD 1,0694 1,1525 1,0835 1,1789
PEG-4000/ MD 1,0780 1,1984 1,0656 1,1981
PEG-6000/ MD 1,0796 1,2176 1,0519 1,1992
PEG-8000 / MD 1,0844 1,2322 1,0509 1,2008
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4. CONCLUSOES

A particdo da caseina em sistemas aquosos bifasicos compostos por
polietilenoglicol, maltodextrina e agua, foi maior na fase inferior rica em MD
(valores de k; menores que 1). Os melhores resultados foram obtidos ao se
trabalhar com PEG-1500 nas duas temperaturas de trabalho, 35 e 45 °C.

O comprimento da linha de amarracao néo afetou de forma acentuada
o coeficiente de particdo da caseina.

Em geral, a extracdo da caseina utilizando sistemas aquosos
bifasicos formados por PEG e MD mostrou ser uma técnica eficiente e que

pode ser aplicada em escala industrial.
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CONCLUSOES FINAIS

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se dizer que foi possivel a
separar a caseina utilizando sistemas aquosos bifasicos compostos
por PEG/sal e PEG/MD.

O sistema aquoso bifasico PEG/sal, mais adequado para a separacao
de caseina foi aquele cuja concentracdo dos componentes foi 25 %
(m/m) para PEG e 13 % (m/m) para sal, obtendo-se um valor de

coeficiente de particédo igual a 10,8.

Em relacdo a separacdo e recuperacao da caseina em sistemas
salinos os melhores valores do coeficiente de particao (10,8) e
porcentagem de recuperacdo (99 %), foram obtidos ao se utilizar
PEG-1500 e fosfato de potassio, a 25 °C.

O sistema aquoso bifasico, 6 % (m/m) PEG 1500 e 25 % (m/m) MD,
a 35 °C, foi o mais adequado para a separacdo de caseina, obtendo-

se valores de k na faixa de 0,118 a 0,123.
Observou-se que com o0 aumento da massa molar do PEG a

tendéncia do coeficiente de particdo foi decrescente para sistemas

PEG/sal e crescente para sistemas PEG/MD.
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O comportamento dos diferentes tipos de sais utilizados neste
trabalho é similar em todos os casos, sendo que os melhores valores
do coeficiente de particdo foram os obtidos com PEG-1500, a 25°C,
utilizando como sal o fosfato de potassio, seguido pelo sulfato de litio
e o sulfato de amodnio. Para o sulfato de zinco ndo foram obtidos
dados de particdo, j4 que a proteina permaneceu totalmente pela fase

superior, rica em PEG.

Observou-se um aumento do coeficiente de particdo, para sistemas
salinos, na faixa de temperatura de 5 a 25 °C e um decréscimo no
mesmo na faixa de 25 a 45 °C. Este comportamento foi atribuido as

caracteristicas proprias da proteina em estudo.

A caseina presente nas fases polimérica e salina dos diferentes SABs
testados, foram purificadas satisfatoriamente mediante o uso da CEM,
obtendo-se, aproximadamente, 99 % como percentagem do grau de

recuperacao.

Foi possivel estabelecer medidas da densidade das fases para os
dois tipos de sistemas estudados (PEG/sal e PEG/MD).
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APENDICE 1
TESTES PRELIMINARES

1.1 Determinacdo da concentracdo dos componentes de fases em

sistemas salinos

Polietilenoglicol 1500, fosfato de potassio (monobasico e dibasico; pH
7) e agua, na temperatura de 25 °C, foram o0s componentes usados para
selecionar a composicéo dos sistemas que levassem aos maiores valores do
coeficiente de particdo, baseando-se nos diagramas de equilibrio
estabelecidos por CARVALHO (2004).

Procedimentos estatisticos, caracteristicas e condi¢cdes dos sistemas
de trabalho, como: relacdo de volumes das fases (préxima da unidade),
estimativa do desvio padrdo, maior valor do k e a menor percentagem de
erro no balanco de massa, foram os aspectos avaliados na escolha do
sistema aquosos bifasico mais adequado a separacdo da caseina, conforme
apresentado na Tabela 1.

A relacdo de volume das fases foi calculada através da razao entre o

volume da fase superior rica em PEG e o volume da fase inferior rica no sal.

Partindo da densidade da agua, na temperatura ambiente, e da relacao

r= ’p\// , uma correlacéo foi obtida em fun¢éo do volume da agua e da altura

da mesma no tubo. Por exemplo, para o tubo 1 foi obtida a relacao,

y =5154x- 39447, em que X é a altura medida em cm e y € o volume
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correspondente em mL. Desta forma, antes de retirar as aliquotas de cada
fase, media-se a altura da fase com régua e calculava-se o volume

correspondente.

Tabela 1. Relacao de critérios utilizados na escolha da melhor composi¢éo do SAB

Sistema testado
PEG 1500/ fosfato de potassio (% m/m)

Critérios 16/15 16/13 16/8,8 17/15 17/13 17/8,8 21/15 21/13 21/8,8 25/15 25/13 25/8,¢

Relacao dos 0,7 0,8 0,9 0,7 0,8 0,9 0,8 0,9 0,9 1 1 0,9
volumes das
fases

Valor do k 275 507 708 34 748 1831 50 9,6 15 9,86 10,8 13

Estimativa_do +0,05 +0,04 +0,20 +0,01 +0,25 +0,37 +0,05 +0,04 +0,15 +0,09 +0,01 +0,25
desvio padréo
de k

%deerrono 1,79 19 22 133 131 6,03 19 134 130 033 0,24 14
balanco de
massa

Foram escolhidos aqueles sistemas com relacdo de volume de fase
igual ou proximo de 1.
Os valores de coeficiente de particAo na maioria das composicdes

testadas para os SAB PEG 1500 e fosfato de potassio, foram menores que
10. Foram selecionados os sistemas com Kk superiores ou iguais a 10, para
dar prosseguimento aos estudos.

Estimativa do desvio padrdo de k foi estabelecida como a

variabilidade do valor do coeficiente de particdo. Por exemplo, para o SAB
composto por 25,0 % de PEG e 8,8 % de fosfato de potassio, se obtiveram
valores do k na faixa de 12,75 e 13,25. Foram considerados aqueles
sistemas com a menor variabilidade de dados do coeficiente de particéo.

Porcentagem de erro no balanco de massa, foram considerados os

menores valores, sendo que para a maioria dos sistemas ao percentual de
erro foi menor ou igual a 6.

Experimentos fatoriais, aplicados no delineamento inteiramente

casualizado (DIC) com analise da variancia (ANOVA) e nivel de significancia
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de 5 % foi o método estatistico utilizado para escolha do melhor sistema
formado por PEG 1500 e fosfato de potassio.

Os resultados da analise de variancia (Tabela 2) mostraram que néo
houve diferenca significativa e também néo foi observada interagédo entre as
varias concentracdes testadas, ou seja, hdo é possivel aplicar nenhum teste
de médias para determinar qual dos sistemas testados é o mais adequado a
separacao de caseina.

O sistema formado por 25 % (m/m) PEG 1500, 13 % (m/m) fosfato de
potassio e 62 % (m/m) agua, foi o selecionado para dar continuidade ao
trabalho, pois, segundo os critérios estabelecidos, foi 0 mais adequado na
separacdo da caseina. Adicionalmente, este sistema gera fases com
composicéo distante do ponto critico, 0 que ndo ocorre para o sistema 17 %
(m/m) PEG 1500, 8,8 % (m/m) sal, cujo valor de k foi igual a 18,31.

Tabela 2. Andlise de variancia para a escolha do melhor SAB & separacgéo da caseina

FV GL SQ QM Fe Fi
A 2 46,096 24,548 0,73™ 3,44
B 3 21,513 7,171 0,21™° 3,05
AxB 6 15,038 2,5 0,075"° 2,55
Tratamentos (11) 82,65
Residuos 24 79,799 33,24
Total 35
Em que:
FV Fator de variancia
A Tratamento A., porcentagem de PEG
B Tratamento B, porcentagem de sal

AXxB Interacdo dos tratamentos Ae B
GL Graus de liberdade

SQ Soma de quadrados

QM Quadrado médio

Fec Valor calculado de F
F: Valor tabulado de F
n.s. nao significativo ao nivel de 5 % de significancia
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1.2 Determinacéo da quantidade de proteina adicionada ao sistema

Sendo que o método de quantificacdo da proteina usado neste
trabalho, método de Bradford, apresenta a desvantagem no trabalho com
quantidades elevadas de proteinas, pois os resultados se afastam da regiédo
linear, testou-se a quantidade de proteina minima detectavel por esse
método. Para tanto, foram adicionadas ao sistema 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg mL"
! de proteina, e segundo a Figura 1, o valor do coeficiente de particdo é
constante ao aumentar a quantidade de proteina adicionada ao sistema.

A quantidade minima detectavel pelo método de Bradford nos
sistemas foi de 1 mg mL™. Quantidades menores adicionada aos sistemas
dificultavam a leitura por espectrofotometria no UV visivel, gerando erros no
balanco de massa. Na Figura 2, se mostra a curva analitica da caseina

utilizada neste trabalho para calcular a concentracdo da proteina nas fases.

12

*
b

-— —o PEG-1500
10 -

— —a- - PEG-4000

»- - 2 PEG-6000

- ' 1 PEG-8000

1 15 2
Quantidade de proteina adicionada (mg/mL)

Figura 1. Determinacéo da quantidade inicial de proteina nos SABs
compostos por 25 % (m/m) PEG, 13 % (m/m) sal e 62 % (m/m) 4gua
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Abs = 0,92664* conc -0,00701
0.1 1 RA2= 0,9822

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 11

Concentracao (mg/mL)

Figura 2. Curva analitica da caseina pelo método de Bradford
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APENDICE 2
VALORES DO COEFICIENTE DE PARTICAO DA CASEINA

Tabela 1. Comprimento das linhas de amarracéo (TLL) e coeficiente de particdo para
caseina em sistemas compostos por PEG, MD e agua.

SABs
SISTEMA TEMPERATURA % PEG % MD % TLL k
)

6 25 30,408 0,128

PEG-4000/ MD-DE10,5 35 7,5 27 40,357 0,129
8 28 40,968 0,131

6 25 40,629 0,136

PEG-6000/ MD-DE10,5 35 8 28 45,774 0,136
9 30 46,234 0,136

6 25 36,251 0,140

PEG-8000/ MD-DE10,5 35 9 26 41,753 0,139
9,5 28 43,674 0,139

6 25 38,749 0,152

PEG-4000/ MD-DE10,5 45 7 27 39,505 0,147
8 28 40,274 0,150

6 25 34,029 0,147

PEG-6000/ MD-DE10,5 45 7,5 26 35,044 0,144
8 28 36,983 0,144

6 25 36,466 0,174

PEG-8000/ MD-DE10,5 45 8 27 38,851 0,175
9 28 39,227 0,175
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Tabela 2. Coeficientes de particdo da caseina em SABs formados por PEG de diferentes
massas molares, diferentes tipos de sais e diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Tipo de sal Massa molar do PEG k
1500 10,80
25 Fosfato de potassio 4000 8,67
6000 7,36
8000 4,83
1500 10,21
45 Fosfato de potassio 4000 7,35
6000 7,32
8000 4,41
1500 3,92
5 Fosfato de potassio 4000 4,19
6000 3,83
8000 3,66
1500 9,27
25 Sulfato de litio 4000 7,66
6000 6,76
8000 5,44
1500 5,80
45 Sulfato de litio 4000 4.83
6000 4,35
8000 3,96
1500 3,81
5 Sulfato de litio 4000 3,67
6000 3,67
8000 3,36
1500 7,26
25 Sulfato de amdnio 4000 6,92
6000 6,20
8000 5,66
1500 5,44
45 Sulfato de amoénio 4000 4,98
6000 4,69
8000 4,39
1500 3,30
5 Sulfato de amdnio 4000 3,76
6000 2,88
8000 2,60
1500
25 Sulfato de zinco 4000
6000
8000
1500
45 Sulfato de zinco 4000
6000
8000
1500
5 Sulfato de zinco 4000
6000
8000
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APENDICE 3
ELETROFORESE

3.1 Fundamento tedrico

O termo eletroforese foi criado por Michaelis, em 1909, para
descrever a migracao de coldides sob a influencia de um campo elétrico, a
eletroforese representa por tanto, a migracdo de ions submetidos a corrente
elétrica (COUTO, 1998).

A eletroforese consiste na migracdo de moléculas ionizadas, de
acordo com suas cargas elétricas e pesos moleculares em campo elétrico
(ver figura). Moléculas com carga negativa migram para o poélo positivo
(&nodo) e moléculas com carga positiva migram para o polo negativo
(catodo). A carga liquida das moléculas é funcao somatdria dos aminoacidos
gue as constituem. Em razao das proteinas serem substancias anféteras, ou
seja, capazes de adquirirem carga positiva ou negativa em funcdo do pH, é
indispensavel manter constante o pH do meio durante a eletroforese, pelo
uso de solugdes-tampao.
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Aplicacdo das
amaostras

Pdlo negativo ) Cuba
eletralitica -

=

‘ ‘ Pilo positivio

Migragdo das bandas no gel. Bandas com
maior pesa molecular ficam na parte superiar,
e handas com menor peso, na parte inferiar.

O sistema-tampéo usado consiste em duas partes: o tampé&o do gel
usado na preparacao do gel e o tampao do tanque, ou cuba eletrolitica, na
gual se encontram os eletrodos (anodo e catodo). Nos tampdes dos tanques
e do gel, a corrente elétrica é conduzida por ions, e nos eletrodos, por
elétrons. Na presenca de um sistema-tampao adequado, a hidrélise da agua,
gue se da na superficie dos eletrodos, permite a troca entre elétrons e ions.

A eletroforese pode ser conduzida em solucdo com gradiente de
densidade ou em diferentes meios-suporte, tais como papel de filtro, silica
gel, membranas de acetato de celulose, gel de agarose, amido ou
poliacrilamida, entre outros. O suporte deve ser quimica e fisicamente inerte,
de modo a né&o interferir na mobilidade das moléculas. No caso de
eletroforese em géis, especialmente de poliacrilamida, a migracdo das
moléculas € profundamente influenciada pelas malhas (poros) do gel.

Para que a técnica funcione, deve ser desenvolvida sob voltagem (V),
corrente (I) e poténcia (W) constantes, fornecidas por uma fonte apropriada
de energia que tem por principio converter a corrente alternada em corrente
continua. Além disso, depende de varios fatores, muitos deles oriundos da
maneira e das condicdes que a técnica é conduzida, embora algumas

condicBes minimas sejam requeridas para seu sucesso.
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Para proteinas, geralmente 0s géis sdo imersos numa solucdo de
"coomasie blue", como corante, e, para enzimas, 0s géis sdo incubados em
solucdo especifica, contendo os componentes (substrato, coenzimas,
solucdo-tampdo e sais) necessarios para a revelacdo das bandas de
atividade enzimatica. O conjunto das bandas nos géis é denominado
Zimograma, que pode ser representado por fotografias ou esquemas.

No caso de moléculas de DNA ou de RNA, varios séo os sistemas de
revelacdo das bandas. Estes sdo consequéncia dos corantes usados.
Quando se usa o corante brometo de etidio no gel ou na amostra, a
deteccdo das bandas é feita através da fluorescéncia, emitida por esse
corante, em presenca da luz ultravioleta. Pode-se, também, detectar as
bandas através de radioatividade, de nitrato de prata e de

guimiluminescéncia. A escolha é feita a partir do tipo de técnica que se

deseja empregar ou da conveniéncia e praticidade em cada laboratério
(Figura 2) (COUTO, 1998; EMBRAPA, 2001)
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Figura  Diferentes sistemas de revelacéo dos géis: a) brometo de etidio; b) nitrato de
2. prata; c) raio — X; d) quimiluminescéncia; e) coomasie blue e f) fast blue BB

salt, a e B naftil acetato.

99



3.2 Eletroforese da caseina em SABs

Neste trabalho utilizou-se a eletroforese com uma técnica qualitativa,
tendo como objetivo monitorar a presenca da caseina nas fases dos
sistemas aquosos bifasicos. Para isso, utilizou-se a técnica conhecida como
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. O equipamento usado foi
sistema vertical de placas, cujas dimensdes sdo 140 mm de altura e 160 mm
de largura (SIGMA ALDRICH, USA). O método para a realizacdo deste
técnica foi o proposto por COUTO (1998).

Na Figura 3 se mostra a eletroforese SDS-PAGE da caseina nas
fases onde se encontrava em maior concentragdo, fase superior e inferior,
para os sistemas compostos por PEG/sal e PEG/MD, respectivamente.

A quantidade de amostra colocada no gel foi de 10 ni, o tempo de
corrida foi de aproximadamente 2 horas e a técnica de revelacao utilizada foi
“coomasie blue”. Pode-se dizer que a eletroforese foi uma ferramenta que
auxiliou a comprovar presenca da caseina nas fases coletadas dos sistemas

aguosos bifasicos, possibilitando assim sua posterior analise por CEM.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida para confirmar a presenca da
caseina nas fases dos SABs estudados. (de esq a dir.) 1. marcador, 2. PEG-1500,
3. fase superior SAB PEG-1500/fosfato de potassio (25°C), 4. fase superior SAB
PEG-1500/fosfato de potéssio (45°C) 5. fase superior SAB PEG-1500/sulfato de
litio (25°C), 6. fase superior SAB PEG-1500/sulfato de amdnio (25°C), 7. fase
superior SAB PEG-1500/sulfato de zinco(25°C), 8. solu¢céo de caseina (10 mg/mL),
9. fase inferior SAB PEG-1500/MD (35°C), 10. fase inferior SAB PEG-1500/MD
(45°C)
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