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RESUMO

ZUNIGA, Abraham Damian Giraldo, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
junho de 2003. Estratégia de Purificacdo das Proteinas a-lactoalbumina
e B-lactoglobulina do Soro De Queijo. Orientadora: Jane Sélia dos Reis
Coimbra. Conselheiros: Luis Antonio Minim e José Antonio Marques Pereira.

A extracdo liquido-liquido convencional, usando solu¢des aquosas e
solventes organicos, ndo é adequada para separar compostos de origem
biolégica, como proteinas e células, pois a estabilidade destas € baixa em
solventes orgéanicos. Uma variante da extracdo liquido-liquido tradicional,
compativel com os processos de biosseparacdes, € a particdo em SAB, a qual
vem sendo usada com sucesso no isolamento de proteinas e de outras
biomoléculas. As técnicas cromatograficas destacam-se também na purificacao
de biomoléculas, pela sua elevada resolugcdo. Neste trabalho foram utilizadas
as técnicas de Cromatografia de Troca l6nica (CTI), Sistemas AQuosos
Bifasicos (SAB) e Cromatografia por Exclusdo Molecular (CEM) para
desenvolver uma estratégia de purificacdo das proteinas do soro de queijo a-
lactoalbumina (a-la) e p-lactoglobulina (B-Ig). Na etapa de adsorcdo foi

empregada a cromatografia de toca i6nica com a resina Accell Plus QMA ®,



ocorrendo uma adsor¢éo seletiva das proteinas a-la e B-lg. Na etapa de pré-
purificacdo das proteinas foi empregado um sistema aquoso bifasico composto
por 18% de polietilenoglicol 1500 Da (PEG) + 18% de fosfato de potassio
(FFP). Os coeficientes de particdo das proteinas mostraram que a o-la
migrou para a fase rica em PEG e a B-Ig para a fase rica em FFP. Na etapa de
polimento foi utilizada a cromatografia por exclusdo molecular (CEM) para
purificar as proteinas o-la e B-lg presentes, respectivamente, nas fases
polimérica e salina do sistemas aquosos bifasicos compostos por PEG + agua
+ FFP. As solugdes aquosas provenientes da CEM, contendo a-la e B-lg foram
entdo liofilizadas, obtendo-se uma pureza de 93% para a-la e 97% para p-lg,
com rendimentos aproximados de 47% e 65% para o-la e p-lg,
respectivamente. Por fim um estudo financeiro preliminar para a implantacao
de uma unidade de purificacdo destas proteinas apresentou um elevado grau
de atratividade do projeto com uma taxa de retorno de capital (TRC) inferior a

trés anos e uma taxa interna de retorno (TIR) superior a 35%.
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ABSTRACT

ZUNIGA, Abraham Damian Giraldo, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
June, 2003. Purification Strategy of proteins a-lactalbumin and -
lactoglobulin of whey. Adviser: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Committee
Members: Luis Antonio Minim and José Antonio Marques Pereira.

Convectional liquid-liquid extraction based on partition between an
aqueous phase and water-immiscible organic solvent is not appropriate for
biomolecules separation, such as proteins, due to its low stability in organic
solvents. An alternative is the partitioning using ATPS, which has been applied
recently with success for isolation of proteins and other biomaterials. The
strategy developed for purification whey proteins a-lactalbumin (a-la) e B-
lactoglobulin (B-lg) employed a combination of ion exchange chromatography,
aqueous two-phase system and size exclusion chromatography (SEC)
techniques. In the stage of adsorption ion exchange chromatography was used
with Accell Plus QMA ® resin. A selective adsorption of the proteins a-la and -
lg was verified. Aqueous Two-Phase Systems (ATPS) composed by 18% (w/w)
polyethylene glycol 1500 Da (PEG) + 18% (w/w) potassium phosphate (FFP)
was used in intermediary purification stage. The proteins a-la and B-lg were
satisfactorily separated in aqueous two-phase systems. Practically all B-lg
remained in the saline phase, and a-la was largely transferred to the polymeric

phase. Size exclusion chromatography (SEC) was used in the polish stage to

vii



purify the whey proteins a-la and B-Ig present, respectively, in the polymeric and
saline phases of aqueous two-phase systems, composed by 18% (w/w) PEG
1500 Da + 18% (w/w) (FFP). The yield and purity from whey proteins was
approximately 93% and 47% and 97% and 65% to o-la and B-lg, respectively.
To conclude the study, a preliminary financial analysis was accomplished for
the implantation of a unit proteins purification. This study showed high
attractiveness of the project, presented a return of investment inferior to three

years and a return internal rate superior to 35%.
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1. Introducé&o Geral

As proteinas do soro de queijo possuem elevado valor funcional e
nutricional. Podem ser usadas como espumantes, emulsificantes e sao
consideradas ingredientes alimenticios potenciais, com capacidade para substituir
outros ingredientes de caracteristicas semelhantes, como a clara de ovo, ovo
integral ou leite em pdé desnatado em uma ampla variedade de produtos
alimenticios, como por exemplo em produtos de panificagéo, produtos carneos, na
fortificacdo de cereais, bebidas nutricionais, queijos, produtos farmacéuticos
(USDEC, 1997), na microencapsulacéo de lipideos do leite (KEOGH et al., 1999),
em produtos extrusados (ONWULATA et al.,, 2001), no preparo de alimentos
funcionais, filmes comestiveis e alimentos nutracéuticos (MANN, 2000). A a-
lactoalbumina (a-la) e a B-lactoglobulina (B-Ig) sdo as proteinas presentes em
maior quantidade no soro de queijo e constituem cerca de 70% do contetdo
protéico total do soro (MORR e HA, 1993). Estas proteinas em forma purificada
séo benéficas a saude (ETZEL, 2000). Dentre as fun¢des atribuidas a a-la e a -
lg encontram-se as anticarcinogénicas, digestiva, reguladoras do sono e da vigilia,
sendo também usadas como suplemento alimenticio (MCINTOSHI et al., 1998) e
no desenvolvimento de formulas especiais, como por exemplo alimentos para
pessoas com fenilcetondria, uma enfermidade que provoca a ndo-metabolizacdo
de fenilalanina e causa, entre outros problemas, a deficiéncia mental
(GRASSELLI et al., 1997).

O crescimento da producdo de soro no Brasil, aproximadamente 3,2
milhdes de toneladas (ANUALPEC, 2002), resultante da demanda de queijo, criou
um problema para a industria de laticinios, isto €, a poluicdo produzida pelo soro
nos mananciais de agua devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio
(40.000 a 60.000 mg.L™") (FERRAT, 1980), pois somente 55% do total de soro
produzido é utilizado em produtos alimenticios de forma geral. Com o passar dos
anos, esse problema torna-se cada vez mais saliente, em razdo do surgimento,
dentro da opinido publica e da economia em geral, de uma preocupacao
predominante que é a luta contra a poluicéo.

Devido a vasta aplicabilidade das proteinas do soro de queijo e aos

grandes volumes de soro produzidos tanto no Brasil, quanto no mundo, varias



técnicas tem sido utilizadas para sua separacao e isolamento. Dentre elas pode-
se mencionar a cromatografia de troca iénica em leito fluidizado (CARRERE et
al., 1996), filtracdo em gel (YOSHIDA, 1990), precipitagdo com polifosfatos (AL-
MASHIKI e NAKAI, 1987), cromatografia de troca ionica (GERBERDING e
BYERS, 1998; HAHN et al., 1998, MANJI et al; 1985), ultrafiltracdo (MEHRA e
DONNELLY, 1993), combinagdo dos processos de precipitacdo e diafiltracao
(PETRA et al., 1997) e adsorcéao bioseletiva (GURGEL et al., 2001), dentre outros.
Existem também algumas patentes para o fracionamento das proteinas a-la e -
lg, como as de OUTINEN et al. (1996) e de ETZEL (1999).

Os resultados alcancados nos trabalhos citados levaram a valores
maximos de pureza de 91,9% para p-lg e de 90,6% para a-la, quando foi utilizada
uma resina composta por um hexapeptideo covalente (GURGEL et al., 2001).
Considerando que estes valores possam ser aumentados busca-se desenvolver
processos de separagao e purificagao alternativos, que possam ser aplicados em
escala continua, que sejam técnica e economicamente viaveis, assim como de
facil aumento de escala e que produzam fracées com elevados niveis de pureza.

Portanto, este trabalho visou estabelecer uma estratégia alternativa de
purificagdo das proteinas do soro de queijo a-la e B-Ig mediante a integracédo das
técnicas de adsorgdo, extracdo liquido-liquido com sistemas aquosos bifasicos e
de cromatografia por exclusdo molecular (CEM). A CEM foi empregada como
etapa de polimento para separar as proteinas das fases do sistema aquoso
bifasico a fim de obté-las puras. A etapa final de liofilizacdo foi utilizada para
concentrar o produto purificado. O trabalho esta organizado em forma de artigos
cientificos, sendo os trés ultimos apresentados, como anexos, na forma de artigos
de revisédo. Sendo assim distribuidos:

1. Obtencion de Fracciones Enriquecidas de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina

Usando Cromatografia de Intercambio I6nico en Escala Semipreprativa.

2. Otimizagdo da Dessorcdo da a-lactoalbumina e p-lactoglobulina em
Cromatografia de troca I6nica.

3. Separacdao e Purificagdo da a-lactoalbumina e B-lactoglobulina por
Combinacao da Cromatografia de Troca Ionica, Sistemas Aquosos Bifasicos e
Cromatografia de Exclusédo Molecular.

4. Andlise técnica e financeira de uma unidade de purificacdo de proteinas
do soro de queijo.



5. Extracdo Liquido — Liquido Usando Sistemas Aquosos Bifasicos: Uma
Reviséo.

6. Propriedades Funcionais das Proteinas do Soro de Leite.
7. Técnicas Usadas no Processo de Purificacdo de Biomoléculas.

Com este trabalho espera-se obter fracdes protéicas com elevado grau de
pureza em a-la e B-lg contribuindo assim para o aumento do valor agregado do
soro de queijo e para a reducdo do problema da poluicdo ambiental causada pelo

descarte do soro no solo e em leitos de rios.
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OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS DE a-LACTOALBUMINA Y
B-LACTOGLOBULINA USANDO CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO
IONICO EN ESCALA SEMIPREPARATIVA

Laboratério de Processos de Separacéo (LPS) / Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), Universidade Federal de Vigosa, MG — Brasil, CEP 36571-000

RESUMEN

En el presente trabajo fue desarrollado un proceso cromatografico en
escala semipreprativa para la purificacion de las proteinas del lactosuero a-
lactoalbumina (a-la) y B-lactoglobulina (B-1g). Los resultados mostraron que hubo
una adsorcion selectiva de a-la y B-lg (35,05% de a-lay 61,08% de B-Ig) en la
resina de intercambio i6nico Accell Plus QMA ® (Waters). Para la elucién de las
proteinas fueron testadas diferentes soluciones tampén como fases maviles y
varios tipos de gradientes de fuerza ionica. En esta etapa fueron obtenidas
varias fracciones conteniendo a-la y B-lg en diferentes proporciones. Con el uso
de los gradientes y diferentes tipos de sales fue posible obtener fracciones

enriguecidas de a-la y p-Ig.

Palabras clave: a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, lactosuero, cromatografia de

intercambio anidnico.

1. INTRODUCCION
La a-lactoalbumina (a-la) y la p-lactoglobulina (B-Ig) son las dos proteinas
presentes en mayor cantidad en el lactosuero y constituyen cerca del 70% del

contenido proteico total del mismo (MORR e HA, 1993). La a-la es una albumina



constituida de 123 residuos de aminoacidos, tiene una masa molar de 14,2 kDa
y su concentracion en el lactosuero varia de 0,6 a 1,7 g/L (YE et al, 2000). Es
una fuente proteica preferida para la formulacion de alimentos infantiles debido a
su elevado valor nutricional, alta digestibilidad y bajo potencial para causar
alergia (GURGEL et al., 2001, PUERTA et al., 2002). La B-lg esta presente en
mayor cantidad en el lactosuero, aproximadamente 50%, tiene una masa molar
de 18,4 kDa y contiene 162 residuos de aminoacidos, su concentracién en el
lactosuero se encuentra en el rango de 2 - 4 g/L (YE et al 2000). La B-Ig
también es de grande valor nutritivo y puede ser utilizada para el fortalecimiento
de bebidas energéticas a base de frutas, debido a su grande solubilidad y
estabilidad (DE WITH, 1998). Preparados enzimaticos hidrolizados con B-lg son
usados como complemento para convalecientes, ya que muchos péptidos de la
B-lg pueden ser adsorbidos directamente por el intestino (GRASSELLI et al,
1997).

Debido a las caracteristicas de estas proteinas, varios estudios fueron
hechos con el fin de separarlas o purificarlas. GIRALDO-ZUNIGA et al (2001)
utilizaron un sistema de dos fases acuosas compuesto por 18% de
polietilenglicol + 18% de fosfato de potasio + 64% de agua para separar la a-la 'y
la B-lg, obteniendo un coeficiente de particion elevado para ambas proteinas.
Otro estudio con este mismo propdésito es el realizado por YE et al. (2000)
quienes usaron una resina de intercambio aniénico para la separacién de
lactoferrina, a-la'y B-lg. Entre otras técnicas usadas para la purificacion de estas
proteinas, pueden ser mencionados también la filtracion por gel (YOSHIDA,

1990). La aplicacion en grande escala, de la mayoria de estos métodos, todavia



es limitado (HAHN et al., 1998), normalmente se utilizan pequefias cantidades
de muestras para ser separadas.

En las ultimas décadas, aumento el interés en las separaciones por medio
de técnicas cromatograficas. Este crecimiento es debido, al desarrollo de la
industria biotecnologica y a las necesidades de las industrias farmacéutica y
quimica por productos con elevado grado de pureza (GERBERDING e BYERS,
1998). Entre estas técnicas, la cromatografia de intercambio i6nico esta siendo
usada con mucho éxito, por conservar las caracteristicas naturales de las
biomoléculas separadas (NIVEN, 1995).

En este estudio fue desarrollada una técnica, en escala semi-preparativa,
para la separacion de las proteinas a-la y p-lg de las otras proteinas presentes
en el lactosuero. Para este fin, fue usada la resina de intercambio anionico
Accell Plus QMA® como adsorvente de las proteinas de interés, pues esta
resina presentd buenos resultados para la adsorcibn de esta proteinas
(FERREIRA, 2001). La desorcion de estas proteinas de la columna, nos llevo a

la obtencidn de fracciones con diferentes composiciones de a-lay B-Ig.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Equipo

El equipo utilizado en este trabajo fue el sistema cromatografico “AKTA®
purifier” (Pharmacia, Sweden), el cual es compuesto por dos bombas
dosificadoras (P-900), un misturador (m-925), una valvula de inyeccién (INV-
907), un detector (UV-900) , controlador de pH (pHC-900), sistema de control

(EIC-900) y un colector de fracciones (FRAC-900). El sistema fue controlado



mediante el software UNICORN®. Un diagrama esquematico del sistema

“AKTA® purifier” es mostrado en la Figura 1.
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Figura 1. Diagrama esquematico del sistema AKTA® purifier (Pharmacia, 1998)

La columna utilizada fue del tipo HR 10/10 (1 cm de diametro x 10 cm de
longitud) (Pharmacia), la cual fue empaquetada con la resina ACCELL PLUS
QMA® (Waters) mediante la ayuda de un equipo para empaquetamiento HR 10
(Pharmacia), siendo que el volumen del lecho de la columna fue de 6,2 mL. La
resina escogida para este estudio es compuesta por una matriz de silica con alto
grado de entrecruzamiento y con grupos de intercambio i6nico ligados
guimicamente a la matriz. El grupo de intercambio i6nico es el amino cuaternario
cargado positivamente. Esta resina tiene un tamafio nominal de particula en el
rango de 37um a 55 pum y un tamafio de los poros de 500 A. Debido a su
estructura rigida e incomprimible, esta resina es adecuada para el aislamiento y
purificacion de proteinas, enzimas e inmunoglobulinas, particularmente en los

casos de ampliacion de escala y en cromatografia preparativa (WATERS, 2002).

2.2. Preparacion del Lactosuero y Adsorciéon de las Proteinas
Para la adsorcion de las proteinas fue utilizada una solucion de 1%

(fraccion en masa) de aislado proteico de lactosuero en polvo WPI (Davisco



Foods, USA) preparada en tampén Tris (hidroximetil) -aminometano-HCL 0,05 M
y pH 7,6 y filtrada con filtro de acetato de celulosa (0,4 um). Esta condicion fue
determinada como Optima para la adsorcién de las proteinas por FERREIRA
(2001). La adsorcion fue realizada, mediante la inyeccion continua de la solucion
de 1% de WPI através de la columna de intercambio aniénico, hasta su
saturacion, utilizando un “Superloop” (Pharmacia) de 200 mL, para la inyeccion
de la muestra. Después de saturarse la columna, esta fue lavada con agua
deionizada, filtrada y desgasificada, para retirar el material que no fue
adsorbido. El tiempo de saturacion y lavado de la columna fueron determinados
experimentalmente. Para determinar el tempo de saturacién fueron analizadas
las fracciones al final de la columna mediante HPLC hasta verificar que las

concentraciones de entrada y salida eran iguales.

2.3. Condiciones de la Desorcion de las Proteinas

Después del lavado de la columna, fue realizada la desorciéon de las
proteinas adsorbidas a la matriz. Dicha desorcion se realizé usando diferentes
tipos de sales y de gradientes de fuerza idnica. Las Tablas 1 e 2 muestran las
fases moviles A y B y las programaciones de los gradientes utilizados,

respectivamente.

Tabla 1. Sales empleadas en la desorcion de las proteinas mediante gradiente

Sistema Fase Movil A Fase Movil B
1 Tampoén Tris-HCL 0,05M pH 7,6 NaCl 1M + Fase movil A
2 Tampoén Tris-HCL 0,05M pH 7,6  Fosfato de potasio 1M + Fase mavil A
3 Agua Acetato de Sodio 1M + Fase movil A




Tabla 2. Programacion de los gradientes usados en la desorcion de las
proteinas

NUmero Tempo (minutos) Fase moével B (%)

0-37 10
1 37-85 35
85 - 122 100
122- 150 0
0-57 10
57 - 109 28
2 109 - 153 39
153 - 190 60
190 - 219 100
219 - 237 0
0-15 5
15 - 29 10
29 - 44 20
44 - 59 25
59 - 87 30
3 87 - 95 35
95 - 203 40
203 - 210 45
210 - 217 50
217 - 223 60
223 - 230 100
230 - 250 0
0-47 10 (pH 5)
4 47 - 172 35 (pH 4)
172 - 215 100 (pH 4)
215 - 240 0

2.4. Analisis de las Fracciones Obtenidas en la Desorcion de la Columna
Para cada tipo de sal y de gradiente, fueron obtenidas varias fracciones

que fueron recogidas en el colector de fracciones. Estas fracciones fueron

filtradas (filtros de acetato de celulosa de 0,4 um) y analizadas, en duplicado,

mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) utilizando una columna



de exclusiéon molecular (CEM) en el sistema AKTA purifier®, con una columna
Superdex® HR 75/30 (Pharmacia), flujo isocratico, fase mévil compuesta por
tampon fosfato pH 7 + NaCl 0,05 M, flujo de la fase mévil de 1 mL.min-%,
temperatura ambiente (28°C), volumen de inyeccién de 100 uL y longitud de
onda de 210 nm. Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y el agua

deionizada, filtrada y desgasificada.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente fue verificado, que las proteinas a-la, B-lg y trazos de
albumina de suero bovino (BSA) quedaron adsorbidas en la resina. Para esto
fue realizado un experimento preliminar de adsorcion y desorcién de las
proteinas en conjunto, empleandose para la desorciéon una soluciéon de NaCl 1
M, con el objetivo de obtener solamente una fraccidon proteica. Después de
colectar estas fracciones, sus constituyentes fueron cuantificados mediante

CEM.

3.1. Saturacion, Desorcion y Fraccionamiento de las Proteinas

La saturacion de la columna de intercambio ib6nico, fue alcanzada
mediante la inyeccion continua de la solucion de aislado proteico descrita en el
item 2.2. El tiempo de saturacion fue calculado mediante las curvas de perfil de
concentraciéon obtenidas para ambas proteinas. Esta curva fue construida
analizando las concentraciones de las proteinas en la salida de la columna de
intercambio i6nico. El tiempo de saturacién fue definido como el tiempo en el
qual las concentraciones de entrada y salida fueron iguales.

En la desorcién de las proteinas fueron empleados gradientes de fuerza

ionica del tipo “paso”, los cuales pueden ser facilmente ampliados de escala



(HAHN et al., 1998). En La Figura 2 es presentado, uno de los cromatogramas

obtenidos con la aplicacion de los diferentes tipos de sales y gradientes testados

para la desorcion de las proteinas.
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Figura 2 - Cromatograma obtenido con el sistema 1 y el gradiente numero 1.

3.2. Andlisis de las Fracciones Obtenidas en la Desorcion
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El andlisis de las fracciones eluidas fue realizada mediante CEM, segun

la metodologia descrita en el item 2.4. El cromatograma del andlisis de la

segunda fraccion obtenida, cuando fueron utilizados el sistema 1 y el gradiente

namero 1 (Figura 2,) esta mostrado en la Figura 3. La fraccién analizada esta

compuesta por a-la y B-lg, lo que muestra una cierta capacidad de esta

condicion de trabajo, para la separacion de estas dos proteinas.

La Tabla 3 muestra las diferentes proporciones de a-la y B-Ig obtenidas

en las fracciones desorbidas en las diferentes condiciones testadas. En la

mayoria de los casos, la desorcion de las fracciones conteniendo las proteinas

de interés, fue hecha en bajas concentraciones de sal (0,1 a 0,25 M), lo cual es



ventajoso, pues podria ser eliminada una etapa a mas, normalmente usada para

separar la proteina de la sal.
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Figura 3 - Cromatograma de la fraccion 2 de la Figura 2 obtenido por CEM.

Tabla 3. Contenido de a-lay B-Ig en las diferentes fracciones obtenidas

Sistema Gradiente

1

W W N NN PP

N P W N

F1
45,13
35,30
74,50
26,20
14,50
36,73
35,51
20,94

F2
13,90
43,70
40,64
82,33
27,92
40,71

9,92
21,61

a-la (%)
F3 F4
20,20 12,30
48,03 24,09
0 -
52,40 13,22
33,10 12,10

39,20 6,27

F5

0

F1
54,80
62,10
15,84
73,40
82,30
63,05
63,00
79,00

F2
86,01
54,20
55,70
11,32
65,40
58,95
85,65
71,53

B-lg (%)
F3
70,80
51,71
99,90
46,90
64,80

58,59

F4
79,50
72,47
85,49
82,18

93,70

100

F: fraccion. *en el sistema 1 y gradiente 3, fueron obtenidas 8 fracfes, siendo

que las fracciones F5, F6, F7 y F8 fueron constituidas por 100% de B-lg.

En la tentativa de obtener fracciones de a-la y B-lg mas puras, se utilizé

una combinacién de gradientes de pH 'y de fuerza ionica (gradiente 4). Se utilizo

pH 5 para eluir las proteinas con punto isoeléctrico (pl) mayor que 5, luego la
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fuerza ionica fue aumentada y el pH disminuido para 4, para eluir las proteinas
con pl encima de 4. Estas condiciones fueron testadas debido a que al disminuir
el pH las proteinas de hacen menos positivas y pueden ser eluidas mas
facilmente (GU et al.,, 1991). Los resultados en estas condiciones fueron
similares a los obtenidos sin utilizar el gradiente de pH. Dos fracciones fueron
obtenidas, siendo la primera compuesta por 19,48 % de a-lay 71,35% de B-lIg y
la segunda fraccion por 12,59 % de a-la 'y 78,4 % de B-lg. En la bibliografia
existen estudios referentes al aislamiento de estas proteinas, como el trabajo de
YOSHIDA (1990) que utiliz6 cromatografia de filtracion en gel, seguida de
cromatografia de intercambio iénico y obtuvo fracciones con 73 % de a-la. En
las investigaciones de MANJI et al. (1985) y GURGEL et al. (2001) fueron
obtenidas fracciones con poco mas de 90% de pureza de a-la, trabajando con
volumenes de muestras de maximo 500 puL que son muy inferiores a las
empleados en este estudio. La utilizacion de volimenes mayores como los
empleados por GERBERDING et al. (1998) y HANH et al. (1998) condujo a
resultados comparables con los de este trabajo, o sea fracciones conteniendo
diferentes porcentajes de a-la e B-lg. Todas las fracciones obtenidas contenian
soluciones de sal empleado para la desorcion.

Puede ser observado que para cada tipo de gradiente fueron obtenidos
diferentes numero de fracciones, debido a que la elucién por pasos es realizada
mediante cambios de fuerza iénica o de pH ( PASECHNIK e PHLS, 1995). Por
este motivo cuando la fuerza idnica aumentaba, una nueva fraccibn era
obtenida, mas fue observado también que en algunos casos donde la fuerza
ibnica aumentaba, no eran obtenidas otras fracciones, este hecho es

posiblemente debido a que eran necesarias fuerzas i6nicas mayores.
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En cada ciclo de extraccion ( inyeccion y elucién) y fraccionamiento de las
proteinas fueron recuperadas cantidades relativamente grandes de estas
proteinas, por ejemplo la cuando fue inyectado en la columna 435 mg de j-
lactoglobulina, la cantidad adsorbida en la columna, fue de aproximadamente
300 mg, lo que verifica el fraccionamiento en escala semipreparativa.

La recuperacion total de las proteinas, empleando los diferentes sales y
gradientes, fue de aproximadamente 66% para a-lactoalbumina e de 75% para
B-lactoglobulina, con una diferencia media entre os tipos de sales de 4%.

Para las fracciones ricas en B-lg, los mejores resultados fueron obtenidos
mediante el empleo de del sistema 1 con gradientes 1 e 3, sistema 2 con
gradiente 1, y el sistema 3 con gradiente 1, donde fueron obtenidas fracciones
con 100%, 99,90%, e 85,65%, respectivamente. Para el caso de la a-la, el
sistema 2 con gradiente 1 y el sistema 1 con gradiente 3 fueron los mas
favorables a la obtencién de fracciones con 82,33 % y 14,50% de esta proteina.

Las fracciones conteniendo a-la y B-lg, con bajos contenido de sal,
pueden ser utilizadas en la industria de alimentos para aumentar la gelificacion,
rigidez y visco-elasticidad de los geles, pudiendo ser empleadas como sustituto
de las proteinas individuales (GURGEL et al., 2001). Las fracciones conteniendo
B-lg pura o en concentraciones elevadas, pueden ser utilizadas en productos
como bebidas energéticas y en la clarificacion de bebidas entre otras
aplicaciones. Esta proteina también presenta una alta digestibilidad y

solubilidad (DE WIT, 1998).
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4. CONCLUSIONES

La técnica de cromatografia de intercambio i6nico usando diferentes tipos
de gradientes, demostro ser efectiva en la separacion de a-la y B-lg de las otras
proteinas del lactosuero. Fueron obtenidas algunas fracciones conteniendo o-la
y B-lg en proporciones factibles de uso industrial. Las mejores condiciones para
la separacion de las proteinas a-lactolabumina y p-lactoglobulina fue cuando de
utilizo el sistema 2 con gradiente 1, donde solo fueron obtenidas tres fracciones
con elevados contenidos de ambas proteinas (82,33 de a-la e 99,90 de B-1g).
Cuando fue testado el cambio simultaneo de pH y fuerza idnica los porcentajes

de proteinas obtenidos en cada fraccion no fueron superiores.
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OTIMIZACAO DA DESSORCAO DE a-LACTOALBUMINA E
B-LACTOGLOBULINA EM CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Laboratério de Processos de Separacéo (LPS) / Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), Universidade Federal de Vicosa, MG — Brasil, CEP 36571-000

Resumo

Na etapa de dessorcdo sdo recuperadas biomoléculas de solucbes
diluidas, que foram previamente adsorvidas em resinas cromatograficas. Esta
etapa tem um papel importante no desenvolvimento de novos processos de
separacao de proteinas biologicamente ativas, particularmente em escala piloto,
onde a quantidade do composto dessorvido € determinante no rendimento do
processo. Para realizar a dessor¢ao na cromatografia de troca ibnica faz-se uso
de solugbes salinas de elevadas forcas ionicas, sendo o NaCl o sal mais
comumente empregado. No presente trabalho foram analisados o efeito da forga
ibnica de uma solucdo salina de fosfato de potassio e a influéncia da vazéao da
fase movel sobre o processo de dessorcdo das proteinas a-lactoalbumina e -
lactoglobulina previamente adsorvidas na resina Accell Plus QMA®. As condicfes
operacionais O6timas para estes fatores foram determinadas por meio da
metodologia de superficie de resposta, utilizando um planejamento fatorial 22. O
valor 6timo da quantidade de proteinas recuperadas da matriz cromatografica foi
estabelecido com 1,37 gmol.L™* de fosfato de potassio e 0,54 mL.min™* de vazdo

da fase movel.

1. Introducéao

Biomoléculas protéicas tais como a a-lactoalbumina (a-la) e p-lactoglobulina
(B-lg) sao consideradas aditivos alimentares potenciais. Podem ser empregadas
no desenvolvimento de alimentos especiais, para enfermos, devido as suas
excelentes caracteristicas nutricionais e funcionais (HOCH, 1997). Entretanto os

custos envolvidos no isolamento destes compostos devem ser baixos para
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viabilizar a sua comercializacdo. Na literatura encontram-se varios estudos sobre
o isolamento destas proteinas, porém sdo, na maioria, inviaveis e aplicam-se
somente para propositos de andlise de laboratério (KONRAD et al., 2000).

Dentre as diversas técnicas passiveis de uso na purificacdo de
biomoléculas, os métodos cromatograficos se destacam por apresentarem
elevada eficiéncia na separacao, alto poder de resolucdo e pela ampliacdo do seu
emprego em larga escala (PASECHNIK e PHLS, 1995). A utilizacdo de um linha
de processo com uma sequéncia de métodos cromatogréaficos possibilita purificar,
por exemplo, uma Unica enzima, entre os milhares de componentes presentes em
um extrato celular (NIVEN, 1995).

A variabilidade das técnicas cromatograficas, cada uma delas com
diferentes propriedades, fornece uma combinacdo poderosa para a purificagéo de
qualquer biomolécula (PHARMACIA, 1999). A quantidade e tipo de técnicas
usadas nos processos de purificacdo, dependerdo da natureza e caracteristicas
das amostras assim como do grau de pureza desejado no produto final
(PASECHNIK e PHLS, 1995).

A escolha da técnica cromatografica a usar leva em consideracdo 0s
critérios de recuperacdo, resolucédo, velocidade e capacidade, posto que cada
técnica se comporta de maneira diferenciada frente a estes parametros.

Dentre os diferentes métodos cromatogréaficos, a cromatografia de troca
ibnica é a técnica de purificacdo de proteinas de maior emprego. Adicionalmente,
deve-se notar que € utilizada com efetividade pelas industrias farmacéutica e de
quimica fina para purificar diversas biomoléculas, mesmo quando é feita a
ampliagdo de escala (GERBERDING e BYERS, 1998). A cromatografia de troca
ibnica separa biomoléculas de acordo com suas proprias cargas e as cargas do
adsorvente nos quais sdo ligadas por meio de forcas eletrostaticas (LEVISON,
2002).

Nos processos de purificacdo de biomoléculas via cromatografia de troca
ibnica a avaliacdo da etapa de dessorcdo € necessaria ao estudo da recuperacao
de biomoléculas, tanto em nivel analitico quanto em escala piloto (LUO e HSU,
1997). Nos processos microbiologicos, a dessorcdo recebeu consideravel
atencao, por exemplo, na remocao in loco de produtos téxicos provenientes da

fermentacdo. GU et al. (1991) conectaram colunas cromatogréaficas a um tanque
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de fermentacdo para a remocao de contaminantes simultanea a fermentacéo. Os
produtos foram obtidos ap6s dessorver 0s contaminantes das colunas
cromatograficas. Embora a dessor¢cdo seja uma etapa importante na recuperagao
de biomoléculas, poucos sédo os estudos a seu respeito, principalmente no tocante
as quantidades dessorvidas do adsorvente.

Na literatura ndo foram encontrados relatos acerca da eficiéncia da
dessorcdo, ou seja quanto do produto ligado no adsorvente € recuperado na
dessorcdo, apesar desta etapa afetar diretamente 0s custos de producdo de
biocompostos. Assim, para avaliar a dessor¢cdo no caso especifico da a-la e B-Ig,
no presente trabalho foi estudada a dessorcdo desras proteinas com o emprego
do sal fosfato de potassio. Este sal foi escolhido devido ao seu posterior uso no
preparo de sistemas aquosos bifasicos como técnica de purificacdo intermediéaria.

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para otimizar o
processo. Esta € uma técnica de otimizacdo baseada em planejamentos fatoriais,
introduzida nos anos cinquenta, e desde entdo tem sido empregada com sucesso
na modelagem de diversos processos industrias (NETO et al., 2001). E composta
por duas etapas distintas, modelagem e deslocamento, que séo repetidas tantas
vezes quantas forem necessarias, com o objetivo de atingir uma regido 6tima de
superficie investigada (BOX e DRAPER, 1987).

2. Materiais e métodos

2.1. Proteinas do soro

As biomoléculas utilizadas como adsorvato, foram as proteinas o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina presentes no isolado protéico de soro de queijo
em p6 (BioPro, Davisco Foods, USA®). A partir deste isolado foi preparada uma
solucdo aquosa a 1% (fracdo massica), a qual foi injetada na coluna

cromatografica com o auxilio de um “superloop” de 200 mL.

2.2. Matriz cromatogréfica
A resina cromatografica usada como adsorvente, foi a Accell Plus QMA®
(Waters), que €é composta por uma matriz de silica com alto grau de

entrecruzamento, na qual estdo ligados grupos de troca anidnica amino
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quaternario (-C(O)NH(CH,)sN(CHz3)3"Cl). Esta resina tém um tamanho nominal de
particula na faixa de 37 pm a 55 pm e tamanho dos poros de 500 A. E
incompressivel, devido a sua estrutura rigida e é adequada ao isolamento e
purificagcdo de proteinas, enzimas e imunoglobulinas, particularmente nos casos
de aumento de escala e em cromatografia preparativa (WATERS, 2002). Foi
empregada com sucesso para estudos de adsorcao de albumina de soro bovino
(ARAUJO, 1996), beta-galactosidase (PEREIRA, 1999) e proteinas do soro de
queijo (FERREIRA, 2001).

2.2. Sistema cromatografico

O equipamento utilizado no presente trabalho foi o sistema cromatografico
“AKTA® purifier” desenvolvido pela Pharmacia (Suécia). O sistema consiste de
duas bombas dosadoras (P-900), um misturador (m-925), uma valvula de injecdo
(INV-907), um detector (UV-900), um controlador de pH (pHC-900), um sistema
de controle (EIC-900) e um coletor de fracbes (FRAC-900). E monitorado via o

software UNICORN®. Um diagrama esquematico do sistema “AKTA® purifier” é

mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Diagrama esquematico do sistema AKTA® purifier (Pharmacia, 1998)

A coluna empregada foi do tipo HR 10/10 (1 cm de diametro por 10 cm de
comprimento, Pharmacia), empacotada com a resina mediante a ajuda do

equipamento para empacotamento HR 10 (Pharmacia).
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2.2. Adsorcdo das proteinas

Para a adsor¢cdo das proteinas foi empregada a condicdo determinada
como Otima por FERREIRA (2001): uma solucdo de 1% (fracdo massica) de
isolado protéico de soro em po, IPS (BioPro, Davisco Foods, USA), preparada em
tampéao Tris-HCL 0,05 M e pH 7,6 e filtrada em filtro de acetato de celulose (0,4
um). A adsorcgéo foi realizada com a inje¢do continua desta solugcdo através da
coluna, até atingir a saturacdo da mesma, usando um “Superloop” (Pharmacia) de
200 mL para injecdo da amostra. Ap0s a saturacdo da coluna, verificada mediante
quantificacdo do eluente na saida da coluna, esta foi lavada com &gua
deionizada, filtrada e degaseificada, para a retirada do material ndo adsorvido
presente na coluna. O tempo de saturacdo e lavagem da coluna foi determinado
experimentalmente.

Para garantir a total dessor¢cdo das proteinas e a repetitividade dos
experimentos, foi implementado um procedimento de lavagem CIP (“clean-in-
place”), que envolve lavagens seqiienciais com NaOH 0,1 gmol.L™* (3 volumes de
coluna), H,O (3 volumes de coluna), HCI 0,25 gmol.L™ (3 volumes de coluna) e
NaCl 2 gmol.L™*, pH 7,5 (3 volumes de coluna).

2.3. Dessorgao das proteinas

Apés a lavagem da coluna as proteinas foram dessorvidas, usando
diferentes forcas idnicas (u) do sal fosfato de potéssio e diferentes vazdes
volumétricas da fase movel (Q). No planejamento para definicdo das condi¢cbes
Otimas de dessorcdo das proteinas, com estas variaveis, foi utlizado a
metodologia de superficie de resposta. Inicialmente, foi realizado um
delineamento fatorial 22, com trés repeticdes no ponto central, e, a partir dos
resultados obtidos, foram inseridas novas combinagdes de forga idnica e vazéao
volumétrica, mediante o deslocamento ao longo do caminho da maxima
inclinacdo. Na Tabela 1 encontram-se os valores de vaz&o volumétrica (Q) e forca

ibnica (u) utilizados nos experimentos.
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Tabela 1. Valores analisados no planejamento estatistico

Condicdo  Q (mL.min™) i (gmol.L™)

1 0,3 1
2 0,7 1
3 0,3 2
4 0,7 2
5 0,5 1,5
6 0,5 15
7 0,5 15
8 0,22 15
9 0,5 2,2
10 0,78 15
11 0,5 0,79

O planejamento inicial, foi realizado para as condi¢cbes de vazédo de 0,5
mL.min?; 1,0 mL.min® e 1,5 mL.min™ e para trés niveis de forca iénica 0,5

gmol.L'™:; 1 gmol.L™" e 1,5 gmol.L™.

2.4. Quantificagao das proteinas eluidas na dessorc¢éo.

Para cada condicao testada, a fragao recolhida no coletor de fracdes, foi
filtrada (membranas de acetato de celulose de 0,4 um) e quantificada, em
duplicata, por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR,
cromatografo SHIMADZU) segundo a metodologia descrita por GIRALDO-
ZUNIGA et al. (2000). Para quantificacéo simultanea das proteinas a-la e p-lg nas
amostras construiu-se uma curva de calibracdo utilizando solu¢cbes das proteinas
a-la e B-lg puras (Sigma®), com concentracbes na faixa de 0,02 mg.mL™ a 3,2

mg.mL™.

2.5. Determinacao da quantidade de proteinas adsorvidas na coluna
Para determinacdo da quantidade de proteina adsorvida na resina, €
preciso conhecer a area sob a curva de ruptura, para posteriormente calcular o
valor de “g”, mediante a equacdo 1. As curvas de ruptura das duas proteinas
foram construidas, para cada uma das condi¢cdes apresentadas na Tabela 1, com

os dados obtidos mediante a coleta de fracdes do eluente durante a adsorcao, em
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intervalos de tempo preestabelecidos. Em seguida estas fracfes foram analisadas

por CLAE-FR, conforme o item 2.4.

ty
C,*Q*t; - Q*[Iydt}+ Yit+Y,;
0

q= 1)
mads

o)
l+£j
Lo
y1=Co*Ar*L% g
Y2 =Co*Ar*L*(1-5,)*¢,

sendo a, b e t; parametros da equacao calculados por meio do ajuste e da andlise
de regressdo; Co (mg.mL™) a concentracdo inicial da solucdo; Ar (m?) a area da
segao transversal da coluna; L (m) o comprimento da coluna; &, e g as
porosidades do leito e da particula, respectivamente; Q a vazao volumétrica
(mL.min™); t; o tempo final de operacdo e mags @ massa do adsorvente (g).

Os termos y; ¢ Y2 representam as quantidades de soluto ndo-adsorvido (mg)
mas presentes na coluna nos espagos externo e interno a particula,
respectivamente, no instante em que o processo foi interrompido.

Um modelo empirico (sigmoidal) foi ajustado as curvas de ruptura. Por
meio de integragcdo numérica, utilizando um programa computacional em
linguagem Fortran, calculou-se a area sob a curva de ruptura, segundo o
procedimento estabelecido por FERREIRA (2001). Por exemplo, na Figura 2 €&
apresentada a area sob a curva de ruptura da B-lactoglobulina para uma vazao de

0,78 mL.min™. Posteriormente, calculou-se o valor de q.

2.6. Determinacéo da quantidade de proteinas recuperadas na dessorcao
Este parametro foi obtido por meio da diferenca entre a quantidade

adsorvida na coluna, como calculada no item 2.5, e a quantidade dessorvida,
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calculada no item 2.4. Assim foi possivel avaliar a recuperacédo de proteinas na

dessorcéo.

1 -

0.8 -
0.6 -

8
0.4 -

0.2 ~

0 T T T T T 1 LI
0 15 30 45 61 76 91 106

tempo (minutos)

Figura 2. — Curva de ruptura para B-lactoglobulina (vazéo igual a 0,78 mL.min™)
utilizada na determinacdo do equilibrio, por analise frontal. Co é a

concentracdo adimensional, e t, tempo de adsorcéo.

3. Resultados e discusséo
3.1. Dessorgéao das proteinas a-la e B-lg

Inicialmente foi realizado um experimento para verificar quais proteinas
presentes no IPS ficaram retidas na matriz cromatografica. Foi observado que a
resina Accell Plus QMA® adsorveu seletivamente as proteinas o-lactoalbumina e

B-lactoglobulina, com alguns tragcos de albumina de soro bovino.

3.1.1. Otimizac&o da dessor¢éao
Para determinar uma condicdo Otima do processo de dessorcdo das
proteinas o-la e B-lg, a forca idnica (u, gmol.L") e a vazdo da fase mével (Q,

mL.min™) foram escolhidas como as variaveis independentes do processo e a
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quantidade de proteinas dessorvida (D, % em massa) foi a variavel dependente

ou variavel resposta.

Tabela 2 - Quantidades dessorvidas para as diferentes condicdes testadas

Q (mL.min™) 1 (gmol.L7) Quantidade dessorvida (D,%)
a-la B-lg

0,3 1 65,0 69,0
0,7 1 69,0 77,0
0,3 2 62,0 69,5
0,7 2 65,0 73,0
0,5 15 71,0 81,0
0,5 15 70,0 80,0
0,5 15 71,0 82,0
0,22 15 63,0 69,0
0,5 2,2 65,0 71,0
0,78 15 66,0 72,0
0,5 0,79 68,0 77,0

O sal empregado na dessorcéo foi o fosfato de potassio (FFP) pois a fracdo
dessorvida contendo as proteinas serd usada no preparo de um sistema aquoso
bifasico composto por polietilenoglicol (PEG) + FFP + H,0, para separar a a-
lactoalbumina da B-lactoglobulina.

O modelo empregado para o planejamento fatorial 2> com trés repetices

do ponto central foi:

D(A%) = bo + blxl + b2X2 + b11X12 + bzzxz2 + b12X1X2 (1)

Este € o modelo quadratico completo, em que D (%) € a resposta predita,

b, € o termo de intercepto, b, e b, s&o os coeficientes dos termos lineares e b, e

b,, os coeficientes dos termos nao lineares.

A partir dos resultados experimentais apresentados na Tabela 2, foram
obtidas duas correlagbes para predizer a quantidade de proteinas dessorvidas.
Os dados dos coeficientes destas correlagdes estédo listados na Tabela 3. Para
este propésito foi utilizado o pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc., 1989),

procedimentos RSREG e REG. Foram feitos os testes de falta de ajuste,
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significancia dos parametros e andlise de residuos e do coeficiente de
determinacao (R?) para a escolha do melhor modelo.

Os parametros estimados e a andlise de variancia da regresséo com o
teste de falta de ajuste para os modelos determinados, sédo apresentados nas
Tabelas 3, 4 e 5, respectivamente. Nestes modelos observou-se que o coeficiente

do produto entre forga ibnica e vaz&o da fase moével (x.x,), foi ndo-significativo a

5% de probabilidade, pelo teste t. O modelo foi reavaliado, retirando-se o
parametro citado, e obteve-se um modelo simplificado, no qual todos os
parametros foram significativos a 5% de probabilidade, pelo teste t.

Na Tabela 3, pode ser observado um elevado valor de R? o que indica a
eficiéncia do modelo para ajustar os dados experimentais. Os valores
experimentais da quantidade de proteinas dessorvida em funcdo daqueles

preditos pelo modelo podem ser observados na Figura 2.

Tabela 3 — Parametros estimados

Proteina  Intercepto (bo) b1 b, b1 b> R?
a-la 70,66 1,4053 -1,4053 -3,1459  -2,1458  0,9730
B-Ig 81,02 1,9678 -1,4982 -5,2813  -3,5313  0,9526
Tabela 4 - Andlise de varidncia para o0 ajuste do modelo

[A)(%) =b, +bx +0b,x, +b X’ +b, x5 +b,xx, aos dados da Tabela
1, para a a-lactoalbumina

Fonte de variagéo N° de graus de  Quadrado médio Fcalculado
liberdade

Regress&o 4 24,1867 50,22

Residuo da regressao 6 0,4816

Falta de ajuste 4 0,5557 1,67"

Residuo puro 2 0,3333

Total 10

CV =1,09%

** gignificativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns - ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 5 - Andlise de variancia para o0 ajuste do modelo

D(%) = b, +bx +b,X, + b, x> +b,xZ +b,xX, aos dados da Tabela
1, para a B-lactoglobulina

Fonte de variagéo N° de graus de Quadrado médio Fcalculado
liberdade

Regressao 4 57,6665 20,67

Residuo da regressao 6 2,7905

Falta de ajuste 4 3,68575 3,69"°

Residuo puro 2 1

Total 10

CV =2,05%

** gignificativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
ns — nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

80 1

75 4

70 1

Valores preditos (D%)

65 4

60 65 70 75 80 85

Valores experimentais (D%)

Figura 2 — Valores experimentais da quantidade de proteinas dessorvida em
funcao dos valores preditos pelo modelo.

Os resultados experimentais mostraram que as melhores condicdes de
trabalho para a dessorcdo das proteinas a-la e B-lg dentro da faixa estudada

foram: u do sal fosfato de potassio igual a 1,37 gmol.L™* e Q igual a 0,54 mL.min™.
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Nestas condi¢cdes foi obtida a maior recuperacdo do adsorvato ligado ao
adsorvente. Foi observado também que as proteinas adsorvidas na coluna
cromatografica, ndo foram dessorvidas totalmente, ou seja ndo foi possivel
recuperar 100% das proteinas que ficaram ligadas a resina na etapa de adsorcao.
Este fato pode ter ocorrido devido: a) a uma forte ligacdo entre o grupo trocador
da resina e as proteinas ou b) ao efeito de “salting out” observavel em
concentragcbes muito elevadas de sal. Para obter maiores quantidades
recuperadas de proteinas podem ser empregados deslocadores especificos
como, por exemplo, o acido fitico (LUO e ANDRADE, 2000) .

As Figuras 3 e 4 mostram as superficies de resposta da quantidade de
proteinas dessorvida (% massica) da resina de troca iénica Accell Plus QMA®
para os valores de p e Q utilizados na dessorgdo das proteinas a-la e B-lg,

respectivamente.

Clo) Q

Figura 3 — Superficie de resposta para a dessorcédo de a-lactoalbumina com relacdo a forca
ibnica de FFP e vazéo da fase movel
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Figura 4 — Superficie de resposta para a dessorcdo de B-lactoglobulina com
relacdo a forca ibnica de FFP e vazéo da fase movel

Na maioria de estudos envolvendo a purificacdo de proteinas mediante
cromatografia, a etapa de dessorcdo tem sido avaliada com informacdes
relacionadas com a resolucédo dos picos, Unica variavel utilizada para analisar o
grau de separacdo. Em situacdes onde o tempo de operacdo, a diluicdo do
produto, a pureza e o rendimento alteram o custo e eficiéncia do processo a
simples medida da resolucdo ndo é a mais adequada para definir a eficiéncia
global da separacdo no processo cromatografico (LUO e HSU, 1997). Portanto,
alguns autores tém incluido novas variaveis objetivando detalhar o processo de
dessorcdo e consequentemente a separagdo de biomoléculas com técnicas
cromatograficas. LUO e HSU (1997), por exemplo introduziram uma variavel, o
“fator de otimizacdo da resolucdo”, que define a eficiéncia da separagcdo em um
processo cromatografico; porém, esta nova variavel é funcdo somente da
resolucdo e do tempo de dessorcdo, ndo considerando o rendimento ou
recuperacdo da biomolécula adsorvida na matriz cromatografica.

Na cromatografia de troca idnica as moléculas sdo ligadas a matriz por
acdo das forcas eletrostaticas entre as referidas moléculas e o0s grupos

carregados da matriz. A diminuicdo destas interacfes, por alteracdo da forca
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ibnica ou do pH do meio, permite recuperar as moléculas adsorvidas (DORSEY et
al., 1998). Quanto maior a forca ibnica do tampao, maior serd a recuperagado das
biomoléculas, devido a competicdo entre as proteinas e os ions presentes na fase
movel pelo sitio de adsorcdo da resina (PHARMACIA, 1999). No entanto, no
presente trabalho, quando a forca idnica do sal aumentou, observou-se que a
guantidade de proteinas recuperada diminuiu; este fato deve-se, provavelmente, a
alteracdo da solubilidade das proteinas com a variagdo da forga ibnica. Para
verificar este efeito, foram realizados testes experimentais de solubilidade da a-la
e B-lg. A Figura 5 mostra o comportamento de ambas proteinas em funcdo da
forca ibnica dos sais fosfato de potassio e cloreto de sédio. Nota-se que quando a
forca ibnica aumentou a solubilidade das proteinas diminuiu, devido
provavelmente a precipitacdo das proteinas, com uma consequente reducédo da
sua concentracdo no sobrenadante. Este fato pode justificar a reducdo da
quantidade de proteinas dessorvidas em forgcas ibnicas elevadas. Segundo
SGARBIERI (1997), as proteinas precipitam pelo efeito de “salting out”, no qual a
solubilidade das proteinas decresce, devido a competicdo entre estas e 0s ions
salinos pelas moléculas de agua, ocasionando maior interagdo proteina-proteina
e consequente agregacao das moléculas de proteina, seguida de precipitagao.

Como observado na Figura 5, em solucdes de NaCl a solubilidade das
proteinas foi pouco alterada ao variar a for¢ca ibnica, em comparacdo com
solucbes de FFP. Segundo ARAUJO (1999) o FFP é mais efetivo do que o NaCl
na precipitacdo de proteinas, devido & sua maior carga de ions. Este fato
possivelmente aumentou a recuperacao de proteinas na dessor¢cdo ao empregar
o NacCl.

Na avaliacdo da dessorcdo das proteinas uma solucdo de NaCl com
diferentes forgcas ibnicas também foi testada como eluente. Os resultados
mostraram que a quantidade de proteinas dessorvidas aumentou com 0 emprego
de NaCl, principalmente, em realacdo a B-lg; porém, as diferencas ao redor de
4%, ndo foram significativas, este fato justificou a sua nao utilizagdo como eluente
na dessorcao, visto que o FFP seria usado para particdo das proteinas na etapa
posterior de extracao liquido-liquido com sistemas aquosos bifasicos.

Diferentes valores de vazdo da fase mével foram testados na dessorcéo

objetivando minimizar os tempos de separagdo, aumentar a resolucdo e a
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eficiéncia do processo. Foi observado que este parametro influenciou também no
rendimento da dessorcdo das proteinas. O efeito da vaz&o, nos processos
cromatograficos, esta ligado diretamente a produtividade do processo (RICKER e
SANDOVAL, 1996), mas nao foram encontrados na literatura outros relatos
referentes a sua influéncia na recuperacdo de compostos. Este parametro afeta
de alguma forma o processo de dessorcao, pois foi verificado a influéncia da
vazao sobre a taxa de transferéncia de massa, a forma e a simetria dos picos de
proteinas (DORSEY et al., 1998).

120

—O— a-lactolabumina/FFP
—A— B-lactoglobulina/FFP
100 {1 .. —0— o-lactolabumina/NaCl

—+  B-lactoglobulina/NacCl

80 -

60 -

Proteina soluvel (%)

40

20 A

0 T T T T
0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Forca idnica (M)

Figura 5 — Solubilidade das proteinas a-lg e B-lg em funcdo da forca idnica de
solugdes de FFP e NaCl.

Dentre os estudos existentes, para a separagdo de proteinas do soro de
queijo, usando cromatografia de troca ibnica, o sal de maior uso na etapa de
dessorcao das proteinas € o NaCl, como observado na Tabela 6.

Nestes trabalhos (tabela 6) ndo foi explicitado os motivos para as escolhas
dos valores de u e Q avaliadas, bem como nao foram apresentados os dados de
dessorcédo das proteinas relativos tanto a quantidade de proteinas recuperadas na

dessorcd quanto a influéncia das variaveis u e Q no processo. Os dados
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disponiveis referem-se ao tipo de sal, aos valores de forca ibnica e a vazéao da
fase mével. Somente HEDDLESSON et al. (1997) apresentam a porcentagem de
proteinas recuperadas ao empregar a cromatografia de bioafinidade para
imobilizar trans-retinal em celite, que também foi utilizada como uma matriz
seletiva para adsorcéo da B-lactoglobulina do soro de queijo. A B-lg foi dessorvida
com uma solucdo de fosfato de sodio 0,4 gmol.L™, pH 7 a uma vazdo de 1
mL.min™, obtendo-se nestas condicdes uma recuperacdo de proteinas de
aproximadamente 87,1%, indicando assim que uma quantidade consideravel de
B-lg ficou ainda retida na coluna.

Este comportamento também foi verificado no presente trabalho, pois as
porcentagens de recuperagao de a-la e B-lg foram de aproximadamente 71,04% e
81,33%, respectivamente, indicando um bom resultado para o caso em estudo,

onde foi avaliado o processo dessortivo simultaneo de duas proteinas, a a-la e a

B-1g.

Tabela 6 - Sais empregados na dessorcao das proteinas do soro de queijo

Tipo de sal u (M) Q (mL.min™") Referéncia
NaCl 0,3 2 YOSHIDA, 1990
NaCl, NaAc 0,7 2 MANJI et al., 1985
NaCl 01-10 3,3 HANH et al., 1998
NaAc 0,05-0,1 50 GERBERDING e BYERS, 1998
NaCl 0,3 - YE et al., 2000
NaCl 0,1-05 0,15 GURGEL, 2001

4. Conclusdes

A solucéo salina de fosfato de potassio, empregada para a dessorcdo das
proteinas, foi adequada para a dessor¢cdo das mesmas, apresentando diferencas
minimas em comparacdo com a solucdo de NaCl. Mediante o método de
superficie de resposta foi possivel otimizar o processo de dessorcdo das
proteinas, sendo as condi¢des operacionais 6timas de dessorcao das proteinas a-

la e B-lg: 1,37 gmol.L™ de forca ibnica e 0,54 mL.min™ de vazdo da fase moével.
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Nestas condi¢cdes foi recuperado 71,04% e 81,33% para a-la e pB-lg,

respectivamente.

5. Referéncias Bibliograficas

ARAUJO, J. M. A. Quimica de alimentos/teoria e pratica. Vicosa: UFV,
imprensa Universitaria , 1999, 415p.

BOX, G. E. P., DRAPER, N. R. Empirical model-building and response
surfaces, United States of américa: Jhon Wiley & Sons, Inc, 1987, 669p.

DORSEY, J. G., COOPER, W. T., SILES, B. A,, FOLEY, J. P,, BARTH, H. G.
Liquid chromatography: theory and methodology, Analitical Chemistry, v. 70,
p.591-644, 1998.

ETZEL, M. R. Whey protein isolation and fractionation using ion exchangers. In:
Bioseparation Processes in Foods. Edited by SINGH, R. K and RIZVY, S.S.
N.Y. 1995. p. 389-415.

FERREIRA, R. C. Separacdo de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina de
proteinas do soro de queijo por adsor¢cdo em colunas de leito fixo,
Vicosa, MG: DTA, UFV, 2001. Dissertacdo (Mestrado), Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa , 2001, 81p.

GERBERDING, S. J., BYERS, C. H. Preparative ion-exchange chromatography of
proteins from dairy whey. Journal of Chromatography, v. 808, p.141-151,
1998.

GIRALDO ZUNIGA, A. D., COIMBRA, J. S. R., FERREIRA, R. C., MINIM. L. A.
Quantificacéo de proteinas do soro de queijo através de cromatografia liquida
de fase reversa. Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes. v 54,
n.316, p 17-21, 2000.

GU, T., TSAI, G., TSAO, G. T. Some considerations for optimization of desorption
chromatography. Biotechnology and Bioengineering, v.37, p. 65-70, 1991.

GURGEL, P. V., CARBONELL, R.G., SWAISGOOD, H. Fractionation of whey
proteins with a hexapeptide ligand affinity resin. Bioseparation, v. 9, p.385-
392, 2001.

HAHN, R., SHULZ, P. M., SCHAUPP, C., JUNGBAUER, A. Bovine whey
fractionation based on cation-exchange chromatography. Journal of
Chromatography, v. 795, p.277-287, 1998.

HEDDLESON, R. A., ALLEN, J. C., WANG, Q. W., SWAISGOOD, H. E. Purity and

yield of beta-lactoglobulin isolated by an N-retinyl-Celite bioaffinity column.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 45, n.7, p. 2369-2373, 1997.

31



HOCH, G. J. Whey to go. Food processing, v. 58, n. 3, p. 51, 1997.

KONRAD, G., LIESKE, B., FABER, W. A large-scale isolation of native b-
lactoglobulin: characterization of physicochemical properties and comparison
with other methods. International Dairy Journal, v. 10, p. 713-721, 2000.

LEVISON, P. R. Large-scale ion-exchange column chromatography of proteins
comparison of different formats. Journal of Chromatography, v.1, p. 123-135,
2002.

LUO, Q., ANDRADE , J. D. Phytic acid as an efficient low-molecular-mass
displacer for anios-exchange displacement chromatography of proteins. .
Journal of Chromatography B, v. 741, p.23-29, 2000.

LUO, R. G., HSU, J. T. Optimization of gradient profiles in ion-exchange
chromatography for protein purification. Industrial and Engineering Chemical
Research v. 36, p.444-450, 1997.

MANJI, B., HILL, A., KAKUDA, Y., IRVINE, D. M. Rapid separation of milk proteins
by anion exchange chromatography. Journal of Dairy Science, v. 68, p.3176-
3179, 1985.

MORR, C., HA, E. W. Whey protein concentrates and isolates processing and
functional properties critical reviews. Food Science and Nutrition, v.33, n.6,
p.431-476, 1993.

NETO, B, D., SCARMINIO, I. S., BRUNS, R, E. Como fazer experimentos —
pesquisa e desenvolvimento na ciéncia e na industria. Editorada Unicamp.
SP, Brasil, 401p.

NIVEN, G. W. Separation processes for biotechnology in the food industry. In:
Food processing: recent developments. Elsevier Science. N.Y, p. 143-195,
1995.

PASECHNIK, V. A., PHLS, J, M. Large-scale extraction and purification of
enzymes and other proteins. In: HandbooK of Enzyme Biotechnology. Edited by
Wiseman. N.Y. p.31-82. 1995.

PEREIRA, J. A. M. Adsorcéo de beta-galactosidase de Scopulariopsis sp. em
resina trocadora de ions objetivando a purificacdo e a ampliacdo de
escala, Campinas, SP: FEQ, UNICAMP, 1999. Dissertacdo (Doutorado),
Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 138p.
1999.

PHARMACIA BIOTECH, Protein purification handbook, Sweden, 97p, 1999.

32



RICKER, R. D., SANDOVAL, A. A. Fast, reproducible size-exclusion
chromatography of biological macromolecules. Journal of Chromatography,
V. 743, p.43-50, 1996.

SAS. Institute INC.SAS/STAT® User’s Guide, version 6, 4™ ed, Volume 2, cary,
NC: SAS Institute Inc., 1989, 846p.

SGARBIERI, V. C. Proteinas do leite e derivados. IN: Proteinas em alimentos
protéicos. Propriedades. Degradacdes. Modificacfes. Sdo Paulo- SP: Ed.
Livraria Varela. p 139-157, 1996.

WATERS CORPORATION, WWW.waters.com/SPE.chem.htm#ama (capturado
em 04/03/2002).

YE, A., SINGH, H. Influence of calcium chloride addition on the properties of
emulsions stabilized by whey protein concentrate. Food Hydrocolloids, v.14,
p. 337-346, 2000.

YOSHIDA, S. Isolation of B-lactoglobulin and a-lactoglobulin by gel filtration using
sephacryl s-200 and purification by diethylaminoethyl ion - exchange
chromatography. Journal of Dairy Science, v.73, p.2292-2298, 1990.

33



SEPARACAO E PURIFICACAO DA a-LACTOALBUMINA E
B-LACTOGLOBULINA POR INTEGRACAO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA
IONICA, SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS E CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSAO MOLECULAR

Laboratorio de Processos de Separacéo (LPS) / Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), Universidade Federal de Vigosa, MG — Brasil, CEP 36571-000

Resumo

No presente trabalho foi desenvolvida uma rota de separacao e purificacao
das proteinas presentes em maior quantidade no soro, a a-lactoalbumina (a-la) e
a pB-lactoglobulina (B-g). O processo de purificacdo destas biomoléculas foi
composto pela integracdo de varias etapas. A primeira delas foi a adsorcédo das
proteinas presentes na solugdo de isolado de soro de queijo em p6é em uma
coluna cromatogréfica, empacotada com a resina Accell Plus QMA®, seguida da
dessorcdo das proteinas do adsorvente usando fosfato de potassio 1,37 M e pH
7,0. A segunda etapa consistiu na separacao individual das proteinas a-la e B-Ig
provenientes da dessorcdo, em um sistema aquoso bifasico (SAB) composto por
18% de fosfato de potassio (FFP) pH 7,0 + 18% de polietilenoglicol (PEG) + 64 %
de agua. Na terceira etapa as proteinas a-la e B-lg foram separadas das fases
salina e polimérica do SAB e purificadas por cromatografia de exclusdo molecular
(CEM) usando o gel Shepadex G-25® médio. Os resultados mostraram a
ocorréncia de uma adsor¢cdo seletiva das proteinas a-la e B-Ig na resina Accell
Plus QMA®. A particdo com SAB foi bem sucedida, sendo que a a-la migrou para
a fase polimérica e a B-lg para a fase salina. A CEM foi eficiente na separacéo
tanto da a-la da fase rica em PEG quanto da f-lg da fase rica em sal. As
solucdes procedentes da CEM foram liofilizadas e as proteinas obtidas com uma
pureza de 93% para a-la e 97% para a p-lg. O rendimento total do processo foi de
47,39% e 65,12% para a a-la e a B-lg, respectivamente. As proteinas do soro de
queijo tem aplicacdes potenciais na medicina e na industria de alimentos devido a

suas excelentes propriedades funcionais e nutricionais.
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1. Introducéo

As proteinas sdo componentes cuja fungdo basica é fornecer a quantidade
de aminoacidos essenciais da dieta necessaria para a sobrevivéncia de animais e
homens. Dentre os diferentes tipos de proteinas existentes, as do soro de gueijo
destacam-se pelas suas excelentes propriedades funcionais e nutricionais pois
contém peptideos e proteinas bioativas que podem ser empregadas no preparo
de alimentos funcionais, filmes comestiveis, alimentos nutracéuticos e formulas
alimenticias infantis, dentre outras aplicacbes (FRIEDMAN, 1996; MANN, 2000;
GIRALDO-ZUNIGA et al., 2002). Estas proteinas, em forma purificada, s&o
benéficas & saude e permitem o desenvolvimento de alimentos especiais como,
por exemplo, formulados para fenilcetondricos. Fracdes enriquecidas com a-
lactoalbumina, rica em triptofano, sdo empregadas no preparo de alimentos com
elevado teor de triptofano e com baixas concentracdes de p-lactoglobulina,
proteina que estimula reacdes alergénicas e a diarréia (GRASSELLI et al., 1997,
BRAMAUD et al., 1997; HUGUNIN, 1999; ETZEL, 2000).

MCINTOSHI et al. (1998) evidenciaram também que o consumo de
proteinas do soro de queijo auxiliou na reducdo da incidéncia de cancer. Na

Tabela 1 sdo mostradas algumas propriedades biolégicas das proteinas a-la e f3-

lg.

Tabela 1 - Fungdes bioldgicas das proteinas a-lactoalbumina e p-lactoglobulina.

Proteina Funcéo Biologica
o-lactoalbumina Anti-carcinogénica
Reguladora do sono e da vigilia

B-lactoglobulina Digestiva
Suplemento alimenticio
Anti-carcinogénica
Fonte: MCINTOSHI et al. (1998); GRASELLI et al. (1997)

As caracteristicas das proteinas do soro de queijo, acima mencionadas,
despertaram o interesse pela sua recuperacado, purificacdo e comercializacao.
Somado a isto: a) o crescimento da industria de laticinios com consequiente

aumento do volume de soro produzido, tanto no Brasil quanto no mundo
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(ANUALPEC, 2002) e b) a preocupacdao com poluicdo do meio ambiente,
ocasionada pelo descarte do soro de queijo no solo ou em leitos de rios sem
tratamento prévio, ratificam a necessidade da implementacdo de um processo de
recuperacao destas proteinas que agregue valor ao sub-produto soro de queijo e
diminua a poluicdo ambiental.

No processo de recuperacdo e purificacdo de biomoléculas, tais como
enzimas e proteinas, 0s processos cromatograficos destacam-se devido a sua
eficiéncia na separacédo e ao seu elevado poder de resolugcdo que levaram ao
aumento do seu emprego em larga escala (PASECHNIK e PHLS, 1995) e,
também, por ndo provocar desnaturacdo dos biocompostos (NIVEN, 1995).
Dentre as diferentes técnicas cromatograficas, a cromatografia de troca ibnica e a
cromatografia de exclusdo molecular sdo de vasto uso na purificacdo de
proteinas. Estas metodologias vem sendo utilizadas com sucesso na purificacdo
de biomoléculas pelas industrias de quimica fina e farmacéutica (GERBERDING e
BYERS, 1998). Na literatura sdo encontradas diversas referéncias de aplicacbes
destas técnicas, inclusive relacionadas a separacdo de proteinas do soro de
queijo, porém usando quantidades minimas de amostras.

Uma outra operacdo de separacdo de biomoléculas é a extracéo liquido-
liquido usando sistemas aquosos bifasicos (SAB). Os SAB sao constituidos por
duas fases distintas, que promovem a separacédo de biomoléculas, em condi¢des
amenas e em um ambiente adequado, de forma que sejam preservadas as suas
principais caracteristicas (ALBERTSSON, 1986). A alta concentracdo de agua, de
65% a 90%, em tais sistemas favorece a estabilidade das proteinas durante a
separacdo quando comparados com sistemas tradicionais, compostos com
solventes organicos (LI et al., 1997).

Para o isolamento de proteinas do soro de queijo tém sido usados
diferentes métodos, como a cromatografia de troca ibnica em leito fluidizado
(CARRERE et al., 1996), filtracdo em gel (YOSHIDA, 1990), precipitacdo com
polifosfatos (AL-MASHIKI e NAKAI, 1987), cromatografia de troca ibnica
(GERBERDING e BYERS, 1998; HAHN et al., 1998) e ultrafiltracdo (MEHRA e
DONNELLY, 1993), dentre outros. Existem também patentes para o
fracionamento das proteinas a-la e B-lg, como o processo proposto por OUTINEN

et al. (1996), no qual foi feita uma clarificagdo inicial do soro seguida do
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tratamento da solucdo clarificada em uma coluna de troca anidnica. A fracao
contendo a-la foi recuperada mediante a lavagem da coluna com agua
deionizada. A fracéo rica em B-lg foi obtida por meio da eluicdo da proteinas com
uma solucéo de NaCl. O inconveniente em usar uma solucéo salina na elui¢édo € a
necessidade da posterior separagdo da proteina da fase salina.

A ultrafiltracdo por membranas é usada para obter concentrados protéicos
do soro (WPC) apesar da membrana ser rapidamente obstruida pelas
fosfolipoproteinas e particulas suspensas do soro, levando a diminui¢do no fluxo
de filtracdo (GRASSELLI et al., 1997). Industrialmente sdo comercializados
também diferentes tipos de isolados protéicos do soro de queijo (IPS). Estes
produtos, cujo conteudo protéico é de aproximadamente 91%, conte]ém todas as
proteinas do soro. Uma rota usada para a producao de IPS € o uso combinado da
cromatografia de troca ibnica, ultrafiltracdo e secagem por atomizacdo (USDEC,
1997), mas o0s processos produtivos destes IPS ndo estdo disponiveis na
literatura. A comercializacdo individual das proteinas em forma purificada ainda é
baixa embora exista demanda para estes produtos.

O pequeno numero de relatos sobre a separacdo de proteinas de soro de
queijo incentiva a busca por processos de separacdo e purificagdo alternativos
que possam ser aplicados em escala continua, que sejam técnica e
economicamente viaveis bem como de facil aumento de escala, pois a maioria
dos estudos de purificacdo destas proteinas geram fragcdes com niveis de pureza
baixos e sdo de dificil aumento de escala.

No presente trabalho, foi desenvolvido um processo alternativo para
recuperar e purificar as proteinas a-la e B-Ig presentes no soro de queijo. As
proteinas foram isoladas pela combinacdo dos processos de cromatografia de
troca idnica (para adsorver seletivamente a-la e B-lg), seguido de sistemas
aquosos bifasicos (para particionar a a-la da B-lg) e da cromatografia de exclusédo
molecular para purificacéo final das proteinas. As solucfes contendo as proteinas

purificadas foram entéao liofilizadas.
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2. Materiais e métodos

2.1. Proteinas do soro
Foi empregada uma solucéo 1 % (fracdo em massa) de isolado protéico de
soro de queijo em p6 (Biopro, Davisco Foods, USA®), na qual estavam presentes

as proteinas de interesse, a-la e p-Ig.

2.2. Equipamentos

O equipamento utilizado no presente trabalho para as operacbes de
separacéo foi 0 sistema cromatografico “AKTA® purifier” (Pharmacia, Suécia). O
sistema € composto por duas bombas dosadoras (P-900), um misturador (m-925),
uma valvula de injecao (INV-907), um detector (UV-900), um controlador de pH
(pPHC-900), um sistema de controle (EIC-900) e um coletor de fragcbes (FRAC-
900). Este sistema é monitorado via o software UNICORN®. Para andlise e
quantificacdo das proteinas foi empregado o cromatografo liquido de alta
eficiéncia (HPLC) da SHIMADZU (Série LC - 10Avp) equipado com uma coluna
de fase reversa (C-18).

A coluna empregada no sistema “AKTA® purifier” foi do tipo HR 10/10 de 1
cm de didmetro por 10 cm de comprimento (Pharmacia, Suécia) empacotada com
a ajuda do equipamento para empacotamento HR 10 (Pharmacia). As resinas
utilizadas foram a Accell Plus QMA® (Waters) e Shepadex G-25® para a

cromatografia de troca ibnica e de exclusdo molecular, respectivamente.

2.3. Purificacédo das proteinas

A metodologia para a purificacdo das proteinas a-la e B-lg, foi desenvolvida
com a integracdo da: a) adsorcao e dessor¢cao das proteinas por cromatografia de
troca ibnica, b) particdo/separacédo das proteinas com sistemas aquosos bifasicos
e ¢) purificacdo das proteinas usando cromatografia de exclusdo molecular. Cada
uma destas etapas € descrita a seguir.

2.3.1. Adsorcao e dessorcgéao
Para a adsorcao das proteinas foi empregada uma solucdo de 1% (fracédo

em massa) de isolado protéico de soro em po, (Biopro, Davisco Foods, USA),
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preparada em tampao Tris-HCL 0,05 M e pH 7,6 e filtrada em filtro de acetato de
celulose (0,4 um). A adsorcdo foi realizada mediante a injegdo continua da
amostra através da coluna empacotada com a resina Accell Plus QMA® até
atingir a saturacao. Para tanto foi usado um “Superloop” de 200 mL (Pharmacia).
ApOGs a saturacdo a coluna foi lavada com A&agua deionizada, filtrada e
degaseificada para a retirada do material ndo adsorvido.

Apoés a lavagem da coluna as proteinas foram dessorvidas do leito, usando
uma solucdio de fosfato de potassio 1,37 gmol.L™*, pH 7,0 a uma vazéo de 0,54
mL.min™. A determinacdo destas condicées foi obtida em um experimento prévio

realizado para testar a influéncia do tipo de sal sobre a dessorcao das proteinas.

2.3.2. Particdo em sistema aquoso bifasico (SAB)

Para a particdo das proteinas foi empregado o sistema aquoso bifasico
composto por 18% de fosfato de potassio (FFP) pH 7,0 + 18% de polietilenoglicol
(PEG) de massa molar 1500 Da + 64% de &gua. Estas condicfes foram
estabelecidas por GIRALDO-ZUNIGA et al. (2001) como as melhores para a
particdo de a-la e B-lg em SAB.

O SAB foi formado adicionando a solucdo salina, originaria da dessorcéo
na coluna de troca idnica, o PEG e a agua em quantidades adequadas para
formar o sistema. O sistema foi pesado em um becker e em seguida agitado
magneticamente, durante duas horas e deixados em repouso por 12 horas, para a

separacao das fases.

2.3.3. Cromatografia de exclusdo molecular (CEM)

As duas fases separadas do SAB, sendo uma fase rica em fosfato de
potéssio (fase inferior) e a outra rica em polietilenoglicol (fase superior), foram o
meio de trabalho para a CEM. Cada fases continha uma proteina especifica
sendo necessario separar a o-la da fase polimérica e a p-lg da fase salina. A CEM
foi conduzida segundo as condi¢des operacionais definidas por ROJAS (2001),
em que a agua deionizada foi a fase movel. A fase salina foi injetada diretamente
na coluna, com o auxilio de um dispositivo de injecdo (“superloop”), em volume de

0,5 mL. A fase polimérica foi diluida com agua na proporcao 1:1, devido a sua alta
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viscosidade, e injetada em volume de 0,5 mL. A vazédo da fase movel foi de 2
mL.min™*.

O eluente contendo PEG foi monitorado por absor¢édo de UV a 280nm e
aguele contendo sal foi monitorado por condutividade elétrica. As fracbes foram
coletadas apGs cada inje¢cdo em um coletor de fragBes (Frac-900, Pharmacia). As
fracbes contendo as proteinas foram inicialmente congeladas a -40°C e entdo
liofilizadas em um equipamento LABCONCO X-23, por um tempo aproximado de
8 horas.

2.4. Andlise e quantificacdo das proteinas

2.4.1. Eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas foram analisadas qualitativamente mediante a eletroforese em
gel de poliacrilamida, utilizando SDS, segundo a metodologia descrita por
LAEMMLI (1970). A concentracdo do gel de separacédo foi igual a 15%. Esta
técnica foi escolhida por permitir detectar compostos de dificil analise na
cromatografia além de possibilitar uma comparacdo entre todas as etapas do
processo de purificagdo em um unico gel.

Foi utilizado o equipamento com sistema vertical de placas (140 mm x 160
mm, espacamento de 0,75 mm, SIGMA ALDRICH, MO, USA). Foi aplicada uma
voltagem de 60V no gel de empilhamento e uma de 120 V no gel de separacéo.
(fonte EC-154, E-C Apparatus Corporation) até que o marcador de frente atingisse
aproximadamente 1 cm da borda inferior do gel.

Para revelacdo das bandas nos géis estes foram imersos em solucéo
fixadora, contendo metanol 40% (v/v) e acido tricloroacético 20% (m/v), por uma
hora. Em seguida foram corados em solucdo de azul de comassie R-250 (0,25%,
v/v), metanol (50%, v/v) e acido acético (10%, v/v) por um periodo de 3 horas e
descorados em solucdo de metanol (10%, v/v) e &acido acético (5%, v/v). Apos

revelacdo os géis foram armazenados em solucéo de glicerol 10% (v/v).
2.4.2. Cromatografia liquida de fase reversa (HPLC-RP)

Para quantificar as proteinas em cada etapa do processo bem como obter

o rendimento final foi empregada a cromatografia liquida de alta eficiéncia em
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fase reversa (CLAE-FR, cromatégrafo SHIMADZU Série LC - 10Avp) de acordo
com a metodologia descrita por GIRALDO-ZUNIGA et al. (2000). As analises
foram feitas em duplicata, em uma coluna do tipo C18 .

3. Resultados e discusséo
3.1. Adsorcao e dessorcédo das proteinas a-la e B-lg

Para a adsorcéo das proteinas foi empregada a solucao de isolado protéico
descrita no item 2.3.1. O tempo de duracdo de cada experimento adsortivo
dependeu da vazao de trabalho e foi calculado mediante a construgao das curvas
de ruptura e quantificacdo das proteinas no eluente na saida da coluna usando
CLAE-FR (item 2.4.2). A Figura 1 mostra uma curva de ruptura obtida para a a-la;
observa-se que 150 minutos apés o inicio do processo de adsorcdo a coluna foi
praticamente saturada. Nesta condi¢cdo, a concentracdo de saida sera igual a

concentracéo inicial.

1.0 °
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0 50 100 150
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Figura 1 - Curva de ruptura para a a-lactoalbumina (vazéo de 0,5 mL.min™).

A interrupcéo da etapa de adsorcao é usualmente estabelecida quando a

concentragdo do eluente da coluna atinge entre 1% a 5 % da concentragéo inicial;
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porém, é também usual saturar a coluna para garantir uma adsorcao total das
proteinas (GERBERDING e BYERS, 1998).

Para a resina testada, a capacidade de adsor¢cdo da proteina a-la foi
inferior a da B-lg. Este fato deve-se, provavelmente, a diferenca de carga liquida
na superficie das proteinas e, consequentemente, a diferenca de solubilidade
entre as proteinas. Apesar de ambas serem globulares e possuirem pontos
isoelétricos préximos, a a-la é mais hidrofébica do que B-lg, em conseqiiéncia da
presenca de triptofano, aproximadamente 6% em massa, que é o principal
aminoacido apolar na estrutura da a-la (BRAMAUD et al., 1997). Assim a maior
quantidade de aminoéacidos apolares na superficie da a-la reduz o seu numero de
cargas e, consequentemente, a capacidade adsortiva da a-la, j& que a presenca
de carga liquida é necesséria para que haja a interacdo adsorvato-adsorvente
nesse processo. A baixa concentragdo da a-la pode também ter influenciado sua
capacidade de adsorcdo pois é provavel que exista competicdo entre ambas
proteinas na adsorcao.

A Figura 2 mostra um cromatograma do eluente oriundo da etapa de
dessorcdo das proteinas que ao ser comparado com o0 cromatograma tipico dos
padrbes de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina (Figura 3) confirma a adsorcéo

seletiva das duas proteinas pelo adsorvato.
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Figura 2 — Cromatograma da fracao obtida na dessorcéao
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Figura 3 - Cromatograma tipico dos padrdes de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina.

3.2. Particdo em sistemas aquosos bifasicos

A particho em sistemas aquosos bifasicos (SAB) € avaliada pelo
coeficiente de particdo (K), que é a relacdo entre a concentracdo da biomolécula
na fase superior e aquela na fase inferior (ALBERTSSON, 1986). As Figuras 4 e 5
apresentam cromatogramas das fases polimérica e salina, respectivamente, onde
visualiza-se a particdo seletiva das proteinas. Os resultados mostraram que
praticamente toda a B-lg (98%) permanece na fase salina (baixo valor de K),
enquanto a a-la se transfere em grande parte (95%) para a fase polimérica (alto
valor de K), o que é indicativo da viabilidade da separacdo destas proteinas por
extracdo liquido-liguido em SAB compostos por PEG e fosfato de potassio. Este
comportamento de particdo das proteinas € funcdo, provavelmente, da
hidrofobicidade de cada proteina. Proteinas com maior nimero de aminoécidos
apolares, como a a-la, tem uma elevada afinidade pela fase rica em PEG, que é
mais hidrofoébica do que a fase rica em sal (ANDERSSON e BAILEY, 1987).

SRINIVAS et al. (1999) purificaram a peroxidase a partir de folhas da
planta Ipomoea palmetta mediante a combinacdo de SAB-CEM e concluiram que
0s SAB sdo um eficiente estagio de purificacdo priméria desta biomolécula. LI e
BEITLE (2002) que também obtiveram sucesso na purificacdo de proteinas

usando uma combinacdo SAB-técnicas cromatograficas, enfatizaram que os SAB
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sdo uma alternativa poderosa na purificacdo intermediaria de proteinas, ou seja,

antes do emprego de alguma técnica de cromatografia.
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Figura 4 — Cromatograma da fase polimérica
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Figura 5 - Cromatograma da fase salina

3.3. Cromatografia de exclusdo molecular

Para estabelecer as condicbes de operacdo da CEM, foram testados
diferentes volumes de amostra e vazdo. O ponto de partida foram as condi¢cdes
pré-estabelecidas por ROJAS (2001). A resolugdo cromatografica foi usada como
uma medida da separacdo das proteinas das fases polimérica e salina por ser
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uma variavel importante no desempenho da separacdo de biomoléculas mediante
cromatografia (LOUGH et al., 1996).
A resolucao foi determinada segundo FISCHER (1974):

_ VRz _VR1
R = m ; (VR2 > VR1) (1)

em que:
Vg1 : Volume Retencéo do pico 1
VRrz2 : Volume Retencdo do pico 2
Wyi: Largura do pico 1
Wy, : Largura do pico 2

As Figuras 6 e 7, mostram os cromatogramas das fases polimérica e salina
apos a CEM. Pode-se observar que a cromatografia de exclusdo molecular foi
eficiente na separacdo dos componentes de cada fase. No caso da fase
polimérica, a a-la foi separada do polietilenoglicol e no da fase salina, a B-lg foi
separada do sal. Esta separacdo ocorreu devido a diferenca no tamanho das
moléculas, ja que a CEM efetua a separacdo de compostos com base no seu
tamanho (IRVINE, 1997). Assim, moléculas grandes coma a a-la e a -l movem-
se rapidamente através da coluna e as moléculas pequenas como o PEG e o FFP
sao eluidas lentamente pela fase movel porqgue penetram nos poros do gel, o que
aumenta seu tempo de retencdo (BARTH et al., 1998).

A Figura 8 mostra um eletroforetograma do processo de purificacdo das
proteinas com as etapas discriminadas. As colunas A e L correspondem as
bandas dos marcadores moleculares (Sigma, USA) cuja composi¢ao encontra-se
na Tabela 2.

E possivel acompanhar na Figura 8 a sequéncia para a purificacdo das
proteinas a-la e B-lg. Na coluna D, onde foi injetada uma amostra de isolado
protéico de soro em pod, pode ser observado a presenca de albumina de soro
bovino (BSA), peptideos de massa molar 55 kDa e 36 kDa assim como de a-la e
B-lg. Nos produtos finais, nas linhas J e K, observa-se praticamente somente a

presenca das proteinas B-lg e a-la, ou seja na forma purificada.
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As quantidades de proteinas recuperadas em cada etapa sao

apresentadas na Tabela 3. Apdés a dessorcdo verificou-se que quantidades
consideraveis de proteinas ficaram adsorvidas na coluna. Na etapa usando SAB
as perdas forma da ordem de 1,5% e para CEM de 1%.
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Figura 6 — Cromatograma da fase polimerica apos a CEM (absorvancia a 210 nm).
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Figura 8 - Eletroforetograma de amostras nas diversas etapas do processo de
purificacdo das proteinas

A = Marcador molecular

B = Padréo de a-la; (14 kDa)
C = Padréo de B-lg; (18 kDa)
D = Solucao de isolado protéico de soro em pé (IPS)
E = Fracdo ap0s dessorcao

F = Fase salina do SAB

G = Fase polimérica do SAB

H = Fase salina ap6s CEM

| = Fase polimérica ap6s CEM
J = Fracao H liofilizada

K = Fracéo | liofilizada

L = Marcador molecular
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Tabela 2 — Composicdo dos marcadores moleculares

Linha Proteina Massa molar (kDa)
1 Miosina 205
2 B-galcatosidase 116
3 Fosforilase b 97
4 Frutose-6-fosfato quinase 84
5 Albumina do soro bovino 66
6 Desidrogenase 55
7 Albumina do ovo 45
8 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 36
9 Anidrase carbonica 29
10 Tripsinogénio 24
11 Inibidor de tripsina 20
12 a-lactoalbumina 14

Tabela 3- Quantidade de proteina recuperada em um ciclo de purificacdo

Fracéo Proteina total (mg) Rendimento(%)
o-la B-lg o-la B-lg

Solucéao inicial 128,1 627,90
Cromatografia de troca iGnica

Adsorcao e dessorcao 65,53 427,84 51,15 68,14
Sistemas aquosos bifasicos

Fase polimérica 62,25 2,98 48,59

Fase salina 8,56 419,28 66,77
Cromatografia por Exclusdo Molecular

Solucéo livre do PEG 61,32 2,91 47,08

Solucéo livre do Sal 8,43 412,99 65,77
Liofilizacdo 60,71 408,86 47,39 65,12
Pureza 93% 97%

Verifica-se na Tabela 3 que houve um rendimento total do processo de
aproximadamente 47% para a o-la e 65% para a B-lg. A quantificacdo das fracdes
liofilizadas contendo a-la e B-lg mostrou a fracao rica em a-la com pureza de 93%,
tracos de B-lg e pequenas quantidades de PEG, de aproximadamente 6%
(quantificado por refratometria). Na fracdo rica em B-lg, com pureza de 97%,
foram detectadas pequenas quantidades de a-la. As purezas obtidas neste
trabalho sé@o elevadas quando comparadas com dados disponiveis na literatura.

Por exemplo, YOSHIDA et al. (1990) separaram as proteinas do soro de queijo
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em cinco fracdes, usando CEM com a resina Sephacryl S-200. As fraces obtidas
na CEM, foram purificadas por cromatografia de troca ibnica com a resina DEAE-
TP. A pureza obtida foi de 73% para a fracdo rica em o-la e a fragdo de B-lg foi
obtida em condigc&o quase pura, porém ambas fragdes continham tris-hidroximetil-
aminometano e NaCl que foram usados na eluigdo na troca ionica. Estes autores
nao apresentam dados referentes as quantidades de sais, de recuperacdo e
rendimento em cada etapa do processo.

MANJI et al. (1985) em um estudo de purificagdo de proteinas de soro de
queijo empregaram a cromatografia de troca aniénica, com uma solugdo de
acetato de sodio como fase movel, obtendo uma boa purificagdo para a p-lg. As
fracOes de a-la e BSA apresentaram alguns contaminantes. As fragces protéicas
coletadas na saida da coluna cromatogréafica foram liofilizadas, sendo detectada
nestas amostras a presenca de grandes quantidades do acetato de sodio usado
como fase movel. Este problema poderia ter sido solucionado com o uso de CEM
apos a dessorcdo. A aplicacdo desta técnica no presente trabalho, permitiu
eliminar o sal e o polimero da solugéo protéica. MANJI et al. (1985) ndo indicaram
0s niveis de pureza das proteinas, nem as quantidades recuperadas ou O
rendimento do processo, além de empregarem volumes de amostras pequenos,
da ordem de 500 pL.

OUTINEN et al. (1996b) descreveram um processo para o fracionamento
das proteinas a-la e B-lg utilizando diferentes resinas de troca ibnica. Nas
condicbes Otimas estabelecidas, o0s autores conseguiram recuperar
aproximadamente 75% a 80% das proteinas com purezas de 66% e 80% para o-
la e B-lg, respectivamente. A B-lg também foi isolada por meio de uma
combinacdo dos processos de precipitacdo e diafiltracdo, obtendo-se a proteina
com 95% de pureza e 60% de rendimento do processo (PETRA et al., 1997).
GURGEL et al. (2001) empregaram a adsorcao bioseletiva, usando uma resina
composta por um hexapeptideo covalente, para purificar a a-la a partir de uma
solucéo de isolado protéico de soro em po. Na etapa de dessorcéo foi usada um
gradiente de 0,1 gmol.L™ a 0,5 gmol.L™* de NaCl, sendo obtidas quatro fracdes
com diferentes conteudos protéicos. As maximas purezas foram de 90,6% para a-

la e 91,9% para a B-lg, com rendimentos de 47,9% e 26,3% para a-la e B-lg,
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respectivamente. Estes resultados foram obtidos a partir de volumes de amostras
de 500 plL.

Como pode ser observado os niveis de pureza nos estudos referenciados
sdo menores que os do presente trabalho podendo-se afirmar que o resultado
deste trabalho com relacdo a pureza esta entre os mais altos descritos. Assim, o
emprego das trés etapas para a purificacdo das proteinas o-la e B-lg € uma
alternativa técnica viavel para a purificacdo destas proteinas; embora, ndo seja
possivel afirmar se € ou ndo a mais indicada, jA que para tanto seria necessario
comparar a factibilidade econémica financeira dos varios processos mencionados,

mas, os dados para efetuar tal estudo sado escassos na literatura.

4. Conclusdes

A cromatografia de troca idnica usando a resina Accell Plus QMA®, foi
uma técnica de concentracdo seletiva das proteinas o-la e B-Ig. O sistema
aguoso bifasico composto por 18% de PEG 1500 e 18% fosfato de potassio
particionaram adequadamente ambas proteinas e a cromatografia de exclusédo
molecular foi capaz de purificar as proteinas das fases na etapa de polimento. A
estratégia de purificacdo desenvolvida, mediante a combinacdo destas trés
técnicas de separacéo, foi eficiente na separacéo e purificacdo das proteinas a-la
e B-lg a partir de uma solucéo de isolado protéico do soro de queijo. As purezas
obtidas foram do 97% para a B-lIg e de 93% para a a-la e o rendimento foi de

65,12% e 47,39%, para B-lg e para a a-la, respectivamente.
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ESTUDO PRELIMINAR DE IMPLANTAQAO DE UMA UNIDADE DE
PURIFICACAO DE PROTEINAS DO SORO DE QUEIJO

Laboratério de Processos de Separacéo (LPS) / Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), Universidade Federal de Vigcosa, MG — Brasil, CEP 36571-000

RESUMO

A unidade de purificacdo de proteinas do soro de queijo sera instalada no
municipio de Vicosa, microrregido da Zona da Mata, estado de Minas Gerais, por
razdes de disponibilidade de matéria-prima, energia, agua, infra-estrutura e méao-
de-obra especializada. Esta unidade captard da regido 5904 litros de soro

diariamente.

A empresa terd uma area construida de 548,66 m?, distribuidos entre a
unidade de processamento, &rea administrativa e utilidades; em um terreno de
1400 m?. Havera a geracdo de 32 empregos diretos, sendo 5 na érea
administrativa e 27 na area de producdao, divididos em trés turnos de oito horas
cada. Com sua hierarquia pouco verticalizada, contarA& com mao-de-obra

especializada, distribuida nos segmentos de diretoria, geréncia e producao.

Além da geracdo direta de empregos, ocorrera o incentivo a producao
leiteira, acarretando um aumento no namero de empregos no campo. Havera
também maior circulacdo de renda na regido devido a arrecadacao de impostos,
contribuindo para o desenvolvimento da mesma. Outra grande contribuicdo da
unidade sera a implantacdo e difusdo de novas tecnologias, ofertando produtos

de qualidade e alto valor agregado.

O investimento inicial da unidade sera de R$ 4.909.114,82, com uma
necessidade de capital de giro de R$ 1.604.187,51. Os custos totais anuais serao
da ordem de R$ 15.038.504,32 e a receita anual sera da ordem de R$
17.723.520,00.

Os indicadores financeiros demonstram a viabilidade do investimento, com um
Tempo de Retorno de Capital de 2,85 anos, Ponto de Nivelamento de 33,95%,
Taxa Interna de Retorno de 35,95% e Valor Presente Liquido de R$ 4.870.244,33.
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1. INTRODUCAO

O presente estudo é decorrente da necessidade de conhecer a viabilidade
econdbmica do processo de purificacdo de proteinas a-lactoalbumina e f-
lactoglobulina, desenvolvido no laboratério de Processos de Separacao (LPS) do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV) —-MG.

O processo foi desenvolvido inicialmente em escala de laboratorio. Os
dados colhidos na etapa experimental, foram a base para dimensionar os
equipamentos e para efetuar o aumento de escala. O recomendado € aumentar o
tamanho dos equipamentos de forma gradativa para observar o comportamento
das etapas do processamento em relacdo a eficiéncia dos equipamentos. Este
procedimento foi inviabilizado devido a impossibilidade de sua conducdo na

maioria dos centros académicos.

A avaliagdo do aumento de escala para as técnicas cromatograficas foram
efetuadas com o emprego de um software desenvolvido por SARAIVA (2003), o
que permitiu maior aproximacao de situacfes reais, embora alguns parametros

tenham sido estimados.

7

Assim, neste trabalho, € apresentada uma avaliacdo econOmica da
implantacdo de uma unidade de purificacdo das proteinas a-lactoalbumina e -
lactoglobulina presentes no soro de queijo possibilitando ter-se uma estimativa
dos custos envolvidos em cada etapa do processo e identificar as etapas mais

onerosas.

2. CARACTERIZACAO DA EMPRESA

A unidade de purificacdo de proteinas do soro de queijo sera instalada na
cidade de Vicosa-MG e terd capacidade instalada de 5904 litros de soro. A

captacdo do soro sera a granel por meio de caminh&o isotérmico.

Com o objetivo de recuperar as proteinas presentes no soro de queijo e

aumentar o valor agregado deste sub-produto da industria de laticinios, a
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empresa purificara e comercializara as proteinas o-lactoalbumina (93% de
pureza) e B-lactoglobulina (97% pureza) do soro de leite.

Os produtos em po6, comercializados em frascos de vidro de 10 g e 50 g,
se destinardo ao uso como ingredientes para as industrias de alimentos
funcionais e nutracéuticos, devido as caracteristicas particulares destas proteinas,
assim como para a industria farmacéutica. A distribuicdo sera terceirizada.

A unidade consistird de uma planta industrial de separacéo e purificacédo
das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, um laboratério para analises de
rotina, um prédio administrativo, uma guarita, um prédio para utilidades (caldeira,
sistema de refrigeracdo e oficinas) e uma estacao de tratamento de residuos
totalizando uma area construida de 548,66 m? em um terreno de 1400 m?.

A empresa prevé a geracdo de 32 empregos diretos sendo 5 na area
administrativa e 27 na area de producao, distribuidos em trés turnos de trabalho.

3. MERCADO

Historicamente, o mercado brasileiro de laticinios sempre dependeu das
importacbes para manter e suprir as necessidades internas, mas esta
conseguindo reverter essa tendéncia e, surpreendentemente, comecando até a
exportar parte de sua producdo (ANUALPEC, 2002).

A evolucédo da producédo interna de produtos lacteos no Brasil pode ser
observada na Tabela 1.

Esses numeros mostram que apesar do aumento de producéo, isolados
protéicos de soro de leite em p6 e outros derivados de leite ndo sdo produzidos
em larga escala no Brasil, embora ndo existam levantamentos precisos do total de
producdo destes derivados. Estima-se que no Brasil 50% do soro seja despejado
diretamente nos rios, 0 que ndo € sO um crime previsto por lei como é também
rejeitar um ingrediente de elevadas caracteristicas nutricionais e funcionais
(GIRALDO-ZUNIGA et al., 2002).
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Tabela 1 - Dados da producéo interna de lacteos no Brasil

PRODUCAO INTERNA
(em milhdes de litros)

PRODUTOS 1998 1999 2000 2001
LEITE IN NATURA 2.550 2.582 2.671 2.100
LEITE PASTEURIZADO 1.965 1.720 1.711 1.650
LEITE UHT 2.965 3.300 3.727 4.100
LEITE EM PO 2.420 2.300 2.262 2.600
QUEINJOS 6.751 6.830 7.161 7.250
IOGURTES 290 284 297 300
LEITE CONDENSADO 433 438 468 470
CREME DE LEITE 279 265 287 300
OUTROS PRODUTOS 1.043 1.351 1.183 1.745
TOTAL 18.696 19.070 19.767 20.515

Fonte: www.milknet.com.br

Nos EUA, maiores produtores de soro no mundo, O processamento
diversificado e otimizado do mesmo resultou em um re-aproveitamento de 95%.
Além disso, o soro de leite marca um novo comeco em uma nova era ha
formulacdo de alimentos e suplementacdo alimentar. As proteinas do soro
representam um grande mercado potencial, por ter larga aplicagdo em alimentos
e bebidas em geral e, especialmente, aqueles voltados a saude e a boa forma,
fazendo do soro um dos mais importantes produtos no crescente mercado de
ingredientes alimenticios que movimenta US$ 50 bilh6es por ano e continua em
franca expansdo (USDEC, 2002). O uso destas proteinas como ingredientes em
alimentos funcionais lacteos e ndo lacteos esta aumentando progressivamente
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais, tais como:
anticarcinogénicas, regulador do sono e digestiva.

Analisando a situagcdo econGmica e tendéncias da industria de laticinios
nacional, nota-se que muitas empresas continuardo expandindo e investindo no
setor, usando toda a criatividade para melhorar a competitividade. Um fator que
também pode ser considerado relevante é a propria flutuacdo do cambio uma vez

que a maioria dos produtos tem seu preco fixado em délar. Tais fatores mostram
gue o0 momento é oportuno e adequado para analisar o impacto econémico que a
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industrializacdo e a comercializacdo otimizadas das proteinas do soro podem ter
para a industria brasileira.

4. LOCALIZACAO

O Brasil tem passado por importantes mudancas em relacdo a distribuicéo
geografica da producao de leite. As bacias leiteiras tradicionais localizam-se, na
atualidade, nas regides sudeste e sul do pais, notadamente nos Estados de Minas

Gerais, Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul.

Como o produto alvo da empresa a ser instalada é originado do soro e
conseqglentemente do leite, € necessario precisar onde ficam o0s maiores
produtores de leite do Brasil. Na Tabela 2 pode-se observar que MG ocupa,
atualmente o primeiro lugar na producéo leiteira do Pais, com cerca de 6 bilhdes
de litros anuais. Assim, o projeto da unidade de purificacdo de proteinas do soro
de queijo, foi desenvolvido para a cidade de Vigosa, localizada na Zona da Mata
Mineira.

Tabela 2 - Dados dos seis maiores estados produtores de leite no Brasil em 2000.

Producéo de Leite
Estados Milhdes de litros
1° |Minas Gerais 5.865
2° |Goias 2.194
3° |Rio Grande do Sul 2.102
4° |S&o Paulo 1.861
5° |Parana 1.799
6° |Santa Catarina 1.003

Fonte: Embrapa Gado de Leite

O estado de Minas Gerais é composto por varias mesorregides
geograficas, como mostrado na Figura 1. Dentre estas mesorregides observa-se
que o maior numero de laticinios esta localizado nas regides sul, zona da mata,
central e triangulo (Figura 2). Todas estas mesorregides estdo relativamente
préoximas a regido da zona da mata, o que indica ser essa a melhor regido para a
implantacé@o da industria proposta.
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Figura 1 — Mesorregides geogréaficas do estado de Minas Gerais
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Figura 2 — Distribuicdo por mesorregido do numero de unidades processadoras
de leite com SIF em Minas Gerais
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ApoOs definir a mesorregido, foi selecionada a microrregiao, pelo critério da
disponibilidade de méao de obra especializada e infraestrutura oferecida. Decidiu-
se entdo pela cidade de Vicosa, que também conta com 0s servicos da
Universidade Federal de Vicosa e do laticinios da FUNARBE/UFV. Vigcosa é um
dos mais importantes Municipios da Zona da Mata. E sede da Universidade
Federal Vicosa, tida como um dos mais importantes centros de estudos
agrondmicos da Ameérica Latina. Seu nome presta uma homenagem a Dom
Antonio Vigoso, bispo de Mariana.

5. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima aqui considerada trata-se de 5904 litros de soro por dia,
adquiridos em laticinios de vigcosa e demais municipios da microrregido, que

apresentam em conjunto um volume de matéria-prima disponivel constante.

5.1. SORO

O soro de queijo, também chamado de soro de leite, € um subproduto da
industria de laticinios, de cor amarelo-esverdeada, obtido pela coagulacdo do
leite. O seu sabor, ligeiramente &cido ou doce, e a sua composi¢do dependem do
tipo e do processo de fabricacdo do queijo (BEM-HASSAN e GHALY, 1994). A

composicdo média do soro doce e do acido é mostrada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao média e pH de soros doce e acido

Soro doce (%) Soro acido (%)

Umidade 93-94 94 — 95
Gorduras 0,3-05 0,3-0,6
Proteinas 0,8-1,0 0,8-1,0
Lactose 45-5,0 3,8-4,2
Cinzas 0,5-0,7 0,7-0,8
Acido lactico e outros 0,1 0,1-0,8
Calcio 0,05 0,13
Sédio 0,07 0,06
Potéassio 0,13 0,15
Fésforo 0,06 0,09

PH 6,4 4,7
Fonte: modificado de MADRID et al. (1996), MULVIHILL (1992) e MORR e HA

(1993).
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A presenca de proteinas no soro torna-o um material adequado para uso
na alimentacdo humana. Nas Ultimas décadas observou-se crescente interesse
pela qualidade nutricional dessas proteinas sendo observado uma tendéncia do
aumento do numero formulagdes de alimentos infantis e dietéticos nas quais o
soro pode ser adicionado. As caracteristicas nutricionais e funcionais das
proteinas do soro estdo relacionadas com a sua estrutura e funcdo bioldgica. E
importante ressaltar que tém uma alta digestibilidade e sdo constituidas por
aminoacidos presentes em quantidades equilibradas que lhe conferem, ou até
excedem, os requisitos nutricionais para adultos e criancas (DE WITT, 1998;
TOSI et al., 1997).

A produc&o mundial do soro de queijo € de aproximadamente 84,9 milhdes
de toneladas anuais (ANUALPEC, 2002). No Brasil estes nimeros estdo em torno
de 3,2 milhdes de toneladas de soro, gerando 256 mil kg de proteinas, o que

justifica o interesse crescente na utilizacdo comercial deste subproduto.

6. DIMENSIONAMENTO

A unidade industrial ter4 capacidade instalada para receber 5904 litros de
soro por dia, perfazendo um volume mensal de captacdo de cerca de 177 mil
litros.

A Tabela 4 apresenta o volume mensal de producao da unidade industrial.

Tabela 4 - Volume mensal de producao.

Produto Producéao / kg Producéao frascos de
509
a-lactoalbumina 72 252
B-lactoglobulina 220 4400

7. Fluxograma de producéo

O fluxograma de producao bem como o balanco global de massa para um
dia de operacéo estao apresentados, na Figura 3.
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5904 Kg de Soro

o-la=6,61Kg
B-lg = 16,89 Kg
Gorduras e Micelas
Filtro |— de caseina
29,5 kg
Pasteurizador
5874,5 Kg de Soro Pasteurizado e Filtrado
o-la =6,58 Kg
B-lg = 16,80 Kg
Filtrado
Ultrafiltracio —— Agua, Lactose e Minerais
3524,9 Kg
Retentado a 10 g/Lde Proteinas
2349,6Kqg o-la = 6,58 Kg
B-g = 16,80 Kg
- Materiais para equilibrio,
Troca lonica €——— ~
dessorcéo e lavagem da coluna
1400Kg de Solucéo de FFP
o-la = 3,95Kg
B-lg = 11,76Kg
Separacdo por SAB = 308kg de Polietilenoglicol e 30,4kg de agua
o-la = 3,95Kg
B-lg = 11,76Kg . i
812 Kg de Fase Polimérica Diluigao Agua 812 Kg
812 Kg de Fase Salina a-la=3,70 Kg
! 1624K
B-lg = 11,35 Kg g
Aqua Cromatografia de Cromatografia de Aqua
g Exclusdo Molecular Exclusdo Molecular 9
B-lg = 7,69Kg o-la = 3,36Kg
3552kg de solugdo 7104Kg de solucao
0,3116% 0,052%
. , Agua . , Agua
Concentragdo a Vacuo 3459,8Kg Concentragdo a Vacuo 7030,8Kg
| |
3 0, -
Solugdo a 20% de B-Ig Solugéo a 5% de o-la
56,2Kg 73.2K
Liofilizagdo <19
B-lg = 11,01Kg o-la = 3,59Kg

97% de pureza

93% de pureza

Figura 3 - Fluxograma de producéo e balan¢co de massa para o processo.
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8. CONSUMO DE COMBUSTIVEL E DEMANDA DE ENERGIA ELETRICA

Dada a necessidade de vapor calculada, optou-se pela aquisicdo de uma
caldeira flamo-tubular com geracdo de 1000 kg/h de vapor, cujo combustivel sera
0 Oleo combustivel fornecido pela BR-Distribuidora (Petrobras) — Unidade
Uberlandia. A necessidade diaria de 6leo combustivel sera igual a 331,67 kg.

Para estimar o consumo de energia elétrica da unidade foram considerados
como pontos de maior consumo 0s seguintes itens: iluminagdo, compressores,
bombas, agitadores dos tanques e silos. Com base nesses itens chegou-se a um
consumo diario de 2570 kW.h.

9. ETAPAS DE PRODUCAO

9.1.RECEPCAO DO SORO

O soro sera recebido a granel, transportado por caminhdes com tanques
isotérmicos com capacidade para 8000 L. Na plataforma de recepcédo serdo
realizados testes relativos ao teor de proteinas, gordura, pH e contagem em
placas. O soro sera entdo bombeado para os silos de armazenamento, passando
antes por um medidor de vazdo que registrara a quantidade de soro alimentada

na linha. Em seguida sera processado.

9.2. PASTEURIZACAO DO SORO

Dos silos de armazenamento, 0 soro sera bombeado para a pasteurizacéo
a uma taxa de 1500 L/h. O tratamento térmico sera realizado em um
pasteurizador de placas a 75°C por 15 segundos. O objetivo da pasteurizacao €
destruir todos 0s microrganismos patogénicos presentes no  soro.
Simultaneamente a pasteurizacdo ocorrerq a separacdo da matéria gorda, ou

desnate, do leite.

9.3. ULTRAFILTRACAO

A ultrafiltracdo € um processo de separacdo por membranas onde
moléculas (soluto) de diferentes massas molares sao separadas da solucdo, dada
uma pressao aplicada. As membranas de ultrafiltracdo tém sua precisdo de

separacao determinada pelo tamanho de seus poros e sua distribuicdo. Uma
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solucdo a ser ultrafiltrada tera suas moléculas separadas em funcdo da sua
massa molar, da sua forma e do seu tamanho. Esta técnica estd emergindo
gradativamente como processo de biosseparacdo importante para a purificacao
de substancias como drogas terapéuticas, enzimas, horménios, anticorpos, etc.
(SAKSENA e SIDNEY, 1994)

Para a concentragdo das proteinas do soro até 10 g/L sera utilizada a
técnica de ultrafiltracdo, ocorrendo também a remocéo parcial da lactose e dos

sais minerais junto com a agua.

9.4. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Na cromatografia de troca ibnica, a separacdo ocorre de acordo com a
carga das biomoléculas. Este € o método mais comumente empregado para
purificacdo de proteinas. E também utilizada com muita efetividade pelas
industrias de bioquimica fina e farmacéutica e no escalonamento dos processos
de isolamento de proteinas (GERBERDING e BYERS, 1998). O adsorvente a ser
empregado serd a resina Accell Plus QMA® (Waters) empacotada em duas
colunas Chromaflow 600 de 35 L de volume e com uma operacdo de 8 ciclos.
Nesta etapa as proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina ficardo adsorvidas na

matriz.

9.5. EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO COM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Uma alternativa adequada aos processos tradicionais em biosseparacdes
€ a particdo em sistemas aquosos bifasicos (SAB), a qual vem sendo usada com

sucesso no isolamento de proteinas e de outros materiais de origem biologica.

Os SAB séo constituidos por duas fases imisciveis, que promovem a
separacdo de biomoléculas, em condi¢cdes amenas e em um ambiente adequado,
de forma que sejam preservadas as suas principais caracteristicas. Esses tipos
de sistemas resultam da incompatibilidade, em solu¢des, de dois polimeros, por
exemplo polietilenoglicol (PEG) e dextrana, ou entre um polimero e um sal, como
PEG e fosfato de potassio (COIMBRA et al, 2002). A alta concentracdo de agua,

de 65% a 90%, em tais sistemas favorece a estabilidade das proteinas durante a
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separacdo, quando comparados com sistemas tradicionais, compostos com

solventes organicos (LI et al., 1997).

Serd empregado o SAB composto por 18% de fosfato de potassio e 18%
de polietilenoglicol no equipamento extrator Graesser. O SAB sera formado pela
solucéo de fosfato de potassio usada na etapa de dessorcdo da cromatografia de

troca ibnica adicionada de polietilenoglicol e agua.

9.6. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

A técnica de cromatografia por exclusdo molecular (CEM) efetua a
separacao de acordo com o tamanho efetivo das moléculas. A coluna é recheada
com material inerte cujos poros tém tamanho controlado. As moléculas pequenas
podem penetrar na maioria dos poros apresentando um maior tempo de retencao,
enguanto as maiores sado excluidas de todos os poros. Assim, moléculas grandes
movem-se rapidamente através da coluna e as moléculas pequenas sao eluidas
lentamente pela fase movel (COLLINS et al., 1997; IRVINE, 1997).

Apés a separacédo das fases do SAB, a CEM sera empregada para separar
a a-lactoalbumina e B-lactoglobulina do polietilenoglicol e do fosfato de potassio,
respectivamente. A resina a ser utilizada sera a resina Shepadex® G-25-media

(Pharmacia) empacotada na coluna Chromaflow 1000.

9.7. CONCENTRACAO DO ELUENTE APOS CEM

Em um evaporador com recompressao térmica de vapor (TVR) tem-se uma
otimizacdo do uso de energia na forma do vapor que promove a concentracdo do
liguido de alimentacdo para o teor de solidos desejado. Teoricamente, neste
sistema, tem-se que cada 1 kg de vapor originario da caldeira serd capaz de
evaporar 1 kg de agua por efeito. Assim se, por exemplo, para o caso de um
evaporador de triplo efeitos, 1 kg de vapor fornecido podera evaporar 3 kg de
agua da matéria prima a ser concentrada. A agua evaporada no primeiro efeito é
utilizada como fonte de energia para o mesmo fim no segundo efeito, que esta a
uma pressdo menor que O primeiro, e, assim sucessivamente. Obviamente o
namero de efeitos a ser empregado € determinado por questbes de custo e

escala de projeto.
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No processo de concentracao o evaporador do tipo TVR sera utilizado para
concentrar a solugéo proveniente da cromatografia de exclusdo molecular. Apés a
concentracdo, as fases séo resfriadas e armazenadas em tanques isotérmicos

para posterior secagem por liofilizacao.

9.8. LIOFILIZACAO

A liofilizacdo é uma técnica de conservacdo que emprega a reducdo da
umidade do produto e resulta em compostos de alta qualidade. E aplicada em
substancias de alto valor comercial como alimentos dietéticos, produtos
farmacéuticos, enzimas, proteinas, horménios, alguns tipos de hortalicas e sucos
de frutas.

A liofilizacdo baseia-se na mudanca do estado sélido da agua para o de
vapor, por sublimacdo, em determinadas condi¢cdes de temperatura e pressao.
Como método de desidratacao, reduz significativamente a contracdo do produto,
a decomposicao térmica, perda de volateis, as agfes enzimaticas, a desnaturacéo
de proteinas bem como as alteragbes da morfologia inicial do material
(BARUFFALDI e OLIVEIRA, 1998).

O produto final, contendo as proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina,

serd liofilizado em um liofilizador FIC modelo L-50.

9.9. ACONDICIONAMENTO DOS PRODUTOS

Todos os produtos secos serdo acondicionados em embalagens de vidro
ambar, com capacidade para 10g e 50g, e, com tampas herméticas para evitar o
ganho de umidade do produto. O envase sera feito manualmente acondicionando-
se posteriormente as embalagens em pallets pléstico.

Os produtos em pd serdo acondicionados em local fresco e serdo
protegidos do contato com umidade excessiva durante seu armazenamento. As
reacdes quimicas nos produtos em po a temperatura ambiente e com baixo
conteudo de umidade séo lentas a ponto do valor nutritivo ndo ser afetado até

mesmo depois de anos de armazenamento.
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10. BOAS PRATICAS DE FABRICACAO

De acordo com a portaria 368/97MAA, a unidade industrial adotara as boas
praticas de fabricacdo (BPF) visando padronizar os processos produtivos e
assegurar a qualidade dos produtos. Serdo obedecidos requisitos como asseio e
higiene nas areas produtivas, condi¢cdes externas a fabrica apropriadas, agua com
qualidade minima garantida, estacdo de tratamento de efluentes, dentre outros
abordados na portaria.

11. EQUIPAMENTOS

Os equipamentos devem seguir algumas normas de fabricacdo e
localizac&o, as quais resultam em um melhor desempenho das operacdes e bem
estar dos funcionarios. O uso do aco inox € imprescindivel jA& as formas e
superficies dos equipamentos ndo devem permitir o acumulo de residuos que
aumentam o0s riscos de contaminacdo do produto por favorecerem o
desenvolvimento de microrganismos. O material da superficie em contato com o
leite e seus derivados deve ser atoxico e ndo pode interagir com o alimento,
sendo capaz de resistir as repetidas aplicacbes de substancias usadas no

processo normal de limpeza.

No geral, os equipamentos a utilizar sdo: 1 caminhao isotérmico, 4 bombas,
1 silo isotérmico de armazenagem, 1 pasteurizador de soro, 1 sistema de
membranas para ultrafiltracdo, 2 colunas cromatogréaficas de troca ibnica, 1
extrator graesser, 1 coluna cromatografica de exclusdo molecular, 01
concentrador TVR, 01 liofilizador, 01 empilhadeira elétrica, 01 transpalleteira, 01

balanca, 01 caldeira geradora de vapor e 1 sistema de refrigeragéo.

12. CONSTRUCAO

De uma forma geral, o projeto da unidade industrial deve levar em
consideragcdo a segurancga e o conforto dos funcionarios no seu interior, ou seja,
deve apresentar condi¢cbes de iluminagcdo, arejamento e indice de ruidos
adequados e proporcionar facilidades na higienizacdo, manutencdo dos
equipamentos, minimizar as probabilidades de contaminacfes e impedir a entrada

de pragas e animais de qualquer espécie. Na elaboracdo do projeto devem ser
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previstos: otimizacdo dos espacos, area para ampliagcbes futuras, areas para
descarte de residuos longe da unidade de processamento, instalagbes sanitarias
sem comunicagao direta com o setor de processamento e meios de controle de

insetos, passaros e roedores no setor de producao.

As recomendac0es listadas a seguir foram baseadas no Manual de Boas
Praticas de Fabricacdo para a Industria de Alimentos publicado pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (SBCTA) e complementadas com
algumas especificacdes da industria de laticinios, mas ndo reproduzem as regras
na integra. Pretende-se neste perfil fornecer informacdes suficientes para alertar o
empreendedor quanto aos esforcos necessarios para atingir as exigéncias legais
e os padrées minimos de qualidade. Recomenda-se que ao decidir por realizar
um investimento como este, o empreendedor procure o auxilio de profissionais da
area, informe-se sobre o0s aspectos legais vigentes e consulte literaturas mais

aprofundadas.

13. INSTALACAO DE EQUIPAMENTOS

Os equipamentos devem ser instalados de forma a permitir a circulacéo de
pessoal ao redor, ficando afastados das paredes e de outros equipamentos cerca
de 60 cm e também devem estar suspensos 30 cm acima do piso, facilitando a
limpeza e manutencédo. Os angulos formados entre a base dos equipamentos,

pisos e paredes devem ser arredondados, com raio minimo de 5 cm.

14. INVESTIMENTOS
O investimento necessario para a implantacdo da unidade mostrou-se um

pouco elevado como pode-se observar na Tabela 5.

Tabela 5 - Investimentos fixos necessarios a implantacdo da unidade

ITEM VALOR (R$)
Terreno 28.000,00
Obras 281.462,58

Equipamentos 4.143.350,68
Outros 456.301,56

Total 4,909.114,82
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Da Tabela 5 pode-se observar que 0s equipamentos sdo 0s de maior custo
no total dos investimentos representando aproximadamente 63% do mesmo,
principalmente por serem, muitos deles, importados e de alta tecnologia. Esta €
uma caracteristica dos projetos com base tecnoldgica voltados a biotecnologia e
recuperacdo de biomoléculas (DATAR, 1990). No trabalho de EVANGELISTA et
al. (1998), para purificacdo de B-glucoronidase recombinante a partir de milho
transgénico, também foram obtidos altos custos em relacdo aos equipamentos
utilizados.

O capital de giro necessario para o empreendimento proposto neste
trabalho é de R$ 1.604.187,51 uma vez que é considerado 100% das vendas a
prazo. O capital a ser financiado pelo BNDES sera de R$ 4.477.956,61.

15. CUSTOS E RECEITAS

Os custos anuais de producdo da unidade totalizaram o valor de R$
15.038.504,32. Dentre esses custos, 0s reagentes, as resinas e 0S impostos sao
0S que mais oneram a producdo. Porém, esse valor € compensado por uma
receita anual de R$ 17.723.520,00. A Tabela 6 mostra a participacdo de cada
produto na receita, e a Figura 4 mostra o ponto de equilibrio da unidade, sendo
que este € relativamente baixo, mostrando atratividade para o investimento .

Tabela 6 - Contribuicdo de cada produto com a receita

PRODUTO PRECO (R$) QUANTIDADE RECEITA (R$) %
a-lactoalbumina 12.750 862 10.985.400,00 61,98%
B-lactoglobulina 2.550 2642 6.738.120,00 38,02%
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Figura 4 - Ponto de equilibrio da Unidade

16. LINHAS DE FINANCIAMENTO

Para o presente empreendimento, o BNDES apresenta uma linha de
financiamento (FINEM) que custeia 80% dos equipamentos e 60% dos demais
investimentos a uma taxa de 14% ao ano. O empréstimo apresentaria dois anos
de caréncia e a amortizacdo da divida seria de seis anos. O empréstimo terd um
valor de R$ 4 477 956,612.

17. ANALISE FINANCEIRA

Nas condi¢cOes avaliadas, o projeto apresentou os indicadores econémicos
mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Indicadores econdmicos do Projeto.

Descricdo do indicador Valor calculado
Tempo de retorno de capital (TRC) 2,83 anos
Ponto de nivelamento (PN) 33,95%
Taxa interna de retorno (TIR) 35,95%
Valor presente liquido (VPL) R$ 4.870.244,33
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Pode ser verificado na Tabela 7 que o capital investido podera ser
recuperado apés 2,8 anos. Observa-se que operando somente com 33,95% da
capacidade instalada da planta é possivel manter a receita igual ao custo. E
desejavel que este valor de até 40% (DA SILVA, 2000) .

A taxa interna de retorno (TIR) estabelece uma medida da rentabilidade de
um projeto (DA SILVA, 2002). Da tabela podemos concluir que o investimento &
totalmente recuperado, com um rendimento de 35,95% ao ano, durante a vida util
do empreendimento. Este valor esta muito acima do valor pago pela poupanca e
por outros tipos de aplicacdes financeiras do mercado, aproximadamente 20%.

Como a maioria dos projetos agroindustriais, este empreendimento
mostrou-se sensivel as variacdes na receita e nos custos, como pode ser
observado na Figura 5. A sensibilidade alcancou o valor de zero somente quando
a variacao foi de 20%, um fato muito interessante para este tipo de projetos.

/0 T T T

-20% -15% -10% -5% 0% 5% 10% 15% 20%

Variagcédo

‘— — — RECEITA CUSTOS TOTAIS — - — -INVEST FIXO - - - - - CAPITAL DE GIRO

Figura 5 - Andlise de sensibilidade do projeto.

18. CONCLUSAO

Os indicadores econémicos mostraram um elevado grau de atratividade do
projeto, uma vez que o TRC foi inferior a trés anos e a TIR superior a 35%.
Porém, percebe-se também a necessidade de um alto investimento inicial,
restringindo de certa forma, os potenciais investidores para tal empreendimento.
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A execucdo de uma analise de mercado mais apurada indicaria com maior
confiabilidade o real mercado existente bem como 0s potenciais consumidores
dos produtos ofertados por esta industria, 0 que levaria ainda a uma maior certeza
sobre os riscos para um empreendedor investir seu capital neste projeto.
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RESUMO

O presente trabalho apresenta uma revisdo da literatura sobre a extracdo liquido-liquido
usando sistemas aquosos bifasicos (SAB). A extragdo liquido-liquido convencional, usando
solucBes aquosas e solventes organicos, ndo é adequada para separar compostos de origem
bioldgica, como proteinas e células, pois a estabilidade destas é baixa em solventes organicos. Uma
variante da extracdo liquido-liquido tradicional, compativel com os processos de biosseparagoes, € a
particdo em SAB, a qual vem sendo usada com sucesso no isolamento de proteinas e de outros
biocompostos. Novos SAB apropriados para o processamento em larga escala, estdo sendo
desenvolvidos. Por exemplo, polimeros, como maltodextrina e outros derivados de amido e de
celulose vem sendo utilizados como uma alternativa ao emprego da dextrana, cujo custo é elevado.
Bioligantes especificos sdo usados para aumentar a seletividade na particdo das biomoléculas.
Adicionalmente, extratores liquidos, disponiveis no mercado e operados em modo continuo, tém

sido testados na separacdo de proteinas, obtendo-se resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Sistemas Aquosos Bifasicos, Biosseparagdo, Equipamentos para Extracéo
Liquido-Liquido
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1. INTRODUCAO

A extracdo com Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) permite isolar biomoléculas de
misturas complexas e oferece vantagens, como curto tempo de processamento e facil aumento de
escala, além de usar um meio adequado para o trabalho com compostos de origem bioldgica. As
fases da maior parte dos SAB sdo constituidas por 70% a 90% de &gua [54, 76], 0 que favorece a
estabilidade das biomoléculas durante a separacdo, quando se compara com sistemas tradicionais,
compostos com solventes organicos [81]. Recentes melhorias da técnica, com o emprego de novos
SAB compostos por polimero + sal, polimero + polimero, copolimeros + sal ou copolimeros +
polimero, permitem o seu uso em nivel industrial. A extracdo com SAB foi bem sucedida na
separacdo e purificacdo de diferentes enzimas e proteinas [76]. Uma discussdo detalhada
envolvendo aspectos basicos dos SAB assim como diferentes aplicacdes podem ser encontrados em
ALBERTSSON [1], WALTER et al. [137] e ZASLAVSKY [143].

2. TIPOS DE SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Os SAB sdo formados quando dois polimeros ou um polimero e um sal sdo misturados
acima de certas concentracBes, ou seja, acima das condicBes termodindmicas criticas. Séao
constituidos por duas fases imisciveis, que promovem a separacdo de produtos, provenientes ou nao
da biotecnologia, em condi¢fes amenas e em um ambiente adequado, de forma que sejam
preservadas as suas principais caracteristicas. Esses tipos de sistemas resultam da
incompatibilidade, em solucdes, de dois polimeros, por exemplo polietilenoglicol (PEG) e dextrana
(Dex), ou entre um polimero e um sal, como PEG e fosfato de potassio (FFP) [1]. No entanto, o
mecanismo de formacao de duas fases, ainda ndo é bem conhecido.

A formacéo de SAB foi, de acordo com ALBERTSSON [1], primeiramente observada por
Beijerink, em 1896, ao misturar &gar, gelatina e 4gua em certas concentracdes. A fase superior se
tornou rica em gelatina e a inferior em &agar. Beijerink observou também a formacdo de fases com
sistemas agar + amido + &gua. Posteriormente, Dobry e Boyer—Kawenoky estudaram de forma
sistematica a miscibilidade de pares de polimeros na presenca de agua ou de solventes organicos,
observando a ocorréncia ou ndo da separacgdo de fases.

Porém, apenas em 1956, com os trabalhos de ALBERTSSON [1], deu-se o inicio do
emprego de SAB para a separacdo de biomoléculas. O autor constatou que misturas de duas
solucdes de polimeros estruturalmente diferentes também poderiam levar a formacdo de SAB. Essa
técnica foi entdo aplicada para particdo de moléculas com atividade biol6gica, como proteinas,
enzimas e células.

Existe uma grande variedade de polimeros hidrofilos, naturais ou sintéticos, capazes de

formar fases quando misturados com um segundo polimero ou com um sal.
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Os SAB PEG + Dex ou PEG + sais sdo amplamente utilizados, por se encontrarem disponiveis no
mercado em grandes quantidades e ndo serem toxicos [121].

Para uso em escala industrial, a Dex apresenta custo muito elevado. Assim, os sistemas
PEG + sal tém sido empregados para extracdo de enzimas em larga escala, pelo reduzido custo,
baixa viscosidade [70] e elevada seletividade [54]. SAB salinos (PEG + sal) sdo formados a
temperatura ambiente, sendo a fase superior rica em PEG e a fase inferior rica em sal, como
mostrado na Figura 1. Entretanto estes sistemas ainda apresentam algumas limitacdes, como por
exemplo a desnaturacdo de biomoléculas, quando as concentracdes de sal sdo altas. Para superar as
limitagBes, novos compostos estdo sendo usados como substitutos da Dex ou do sal em SAB, para
processamento em larga escala. Por exemplo, o hidroxipropil-amido (HPS) forma SAB com PEG
com muita facilidade e foi introduzido no mercado com os nomes comerciais de Reppal PES® e
Aquafase® PPT. As propriedades desses sistemas si0 em muitos casos semelhantes as dos SAB
poliméricos PEG + Dex [128]. Um outro sistema, composto por PEG + MD, foi usado para a
separacao de células de Lactobacillus acidophilus H2B20 UFV de um meio fermentado [85], para a
particdo de albumina de soro bovino (BSA) [5] e para a separacdo de a—la e de p—Ig [118]. A BSA,
o-lactoalbumina (a-la) e pB-lactoglobulina (B-lg) também foram particionadas em SAB
polipropilenoglicol (PPG) 1.400 + MD [117]. SARUBBO et al [110] empregaram um sistema
formado por goma de castanheira (CTG) + PEG para a separa¢do de BSA. JOHANSSON et al [62]
vem testando SAB gerados por solu¢fes aquosas de somente um composto formado por um
copolimero linear de 6xido de etileno (EO) e 6xido de propileno (PO) hidrofobicamente modificado
com grupos miristicos (Ci4H,9) (HM-EOPOQ). Este copolimero HM-EOPO, que produz um SAB ao
ser misturado com agua, apresenta potencial para emprego em biosseparacfes, pois parte de
somente um Unico polimero e da dgua para formacao das fases e pode ser usado em temperaturas e
concentracdes de sal moderadas. Adicionalmente, pode-se recuperar o copolimero mediante
aquecimento moderado. As parti¢des de BSA, lisozima e &cido latico nestes sistemas foram também
avaliadas. Um numero maior de sistemas, com seus respectivos diagramas de fase, esta detalhado
em ALBERTSSON [1] e ZASLAVSKY [143].

Recentemente foram determinados dados de equilibrio de fases para SAB
compostos por PPG (ou por um copolimero tri-bloco de PEG-PPG) + agua + um sacarideo de baixa
massa molecular (glicose ou maltose ou MD), por exemplo PPG + glicose, PPG + maltose, PPG +
MD, copolimero PEG-PPG + glicose, copolimero PEG-PPG + maltose e copolimero PEG-PPG +
MD [88]. Nestes SAB, foi observado que o aumento da massa molar dos polimeros resultou em
aumento na regido bifasica. Na Tabela 1 podem ser observados diferentes tipos de sistemas aquosos

bifasicos avaliados em literaturas.
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KIM e RHA [70] estudando a separacdo de fases de SAB compostos por PEG e diferentes
tipos de sais (sulfato de aménia, FFP, tartarato de sddio, fosfato de sodio e citrato de potassio)
aplicaram a teoria da exclusdo para analise do mecanismo de formac&o de fases. Foi verificado que
o sal foi excluido da fase polimérica pelo PEG sendo entdo concentrado no solvente livre de PEG.
Observaram também que a separagdo de fases dos sistemas PEG + sal ocorreu quando a
concentracdo do sal no solvente livre de PEG alcangou sua solubilidade limite e que a solubilidade
limite diminuiu com o aumento da massa molecular (MM) do PEG.

A literatura relata que a formag&o de duas fases, para quase todos os sistemas polimero +
polimero + solvente, ocorre, em geral porque uma baixa concentracdo molar dos polimeros em
solucdo (menor que 0,05 mol/L) leva a um pequeno aumento de entropia durante a mistura. Por
outro lado, como cadeias poliméricas tém uma area superficial, por molécula, maior do que a de
compostos de baixa MM, as energias de interacdo entre os dois polimeros se sobrepdem a energia
livre de Gibbs do sistema [14, 27].

Fase superior rica em PEG
PEG 3549%
Sal 3,45 %

Ponto de mistura do sistema
PEG 18,75%

Sal 13,42% Agua 61,06 %
Agua 67,83%
e Fase inferior rica em sal
PEG 1,67%
Sal 23,24%

Agua  75,09%
Figura 1 - Composicdo das fases (% m/m) para um ponto de mistura do sistema PEG1500 + FFP +
agua, a 25°C e pH 7 [38].
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Tabela 1 - Sistemas aquosos bifasicos tipicos

Polimero Polimero Referéncia
PEG Dex 11, 21, 42, 43, 47, 48, 72, 84, 121,
105,130,139, 144,

MD 85, 123, 118
Polietilenamida 34
HPS 125, 132, 135
Repall PES 15, 22,134, 135
Amido modificado 99
CTG 110

Polipropilenoglicol MD 117

EOPO HPS 98

Dex Goma guar 120,133
Ucon* 21
EOPO** 4,100
Ficoll 143

Polimero Sal
PEG Fosfato de potassio 1,11, 23, 24, 25, 32, 39, 44, 48, 49, 50, 53, 56,
66, 87, 92, 93, 105, 109, 116, 119, 121, 136
Fosfato de sodio 11, 66, 116
Sulfato de sédio 105, 111
Sulfato de aménia 64, 140
Sulfato de magnésio 17, 49, 83
Carbonato de potassio 140
Polimero Agua
EO50P0O50 Agua 62
HM-EOPO Agua 97

*Ucon: copolimero de igual contetido de EO e PO
**EQPO: copolimero composto de EO e PO;

3. DIAGRAMAS DE EQUILIBRIO DE FASES

Os dados de equilibrio de fases para SAB podem ser representados em diagramas de
equilibrio, em uma dada temperatura e pressao. A representacdo grafica dos dados termodinamicos
de SAB é de grande importancia para os estudos de separacdo de biomoléculas pois sdo usados
como uma ferramenta bésica de ponto de partida para o desenvolvimento de um processo de
extracdo[65]. Para construcdo dos diagramas os valores referentes as concentracdes dos
componentes nas fases em equilibrio podem ser obtidos a partir de diferentes pontos de misturas dos
constituintes do sistema [20, 1]. O tipo de representacdo para o diagrama de equilibrio normalmente
utilizado na literatura referente a SAB é o diagrama retangular.

A Figura 2 apresenta um diagrama de fases tipico para um SAB polimero + polimero. A
concentragdo de um dos componentes é representado no eixo horizontal e o teor do outro

componente no eixo vertical. A quantidade de agua (ou do terceiro componente) é calculada por
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diferenca. A curva CEB, que divide a regido bifasica da regido monofasica, é denominada curva
binodal ou curva de equilibrio. Na regido acima da curva binodal ha formacao de duas fases (regido
bifasica), e abaixo dela a mistura é totalmente miscivel (regido monofésica). Supondo que o ponto
A represente a composi¢do de uma solucdo aquosa contendo os polimeros P e Q, ap6s o equilibrio
termodindmico ter sido atingido, as composicdes das fases resultantes serdo representadas pelos
pontos B e C [1].

No ponto critico (E), as duas fases apresentam composi¢des e volumes idénticos, sendo
portanto indistinguiveis. Os segmentos de curva EC e EB representam as fases ricas nos polimeros

Q e P, respectivamente. [1].

Fasze superior |

(rica em ) Faseinferor

(rica em P

Palimero O (%)

Paolimero P (%)

Figura 2 - Diagrama de fases para um sistema polimero-polimero (modificado de [1]).

Todos os sistemas com pontos de mistura localizados sobre o segmento de reta CAB,
denominado linha de amarracdo, possuirdo composicOes finais idénticas da fase superior (rica em
Q) e inferior (rica em P). As linhas de amarracdo unem 0s pontos que representam as fases no
equilibrio, porém os volumes dessas fases sdo diferentes ja que a variacdo da composi¢do do ponto
de mistura ao longo da linha de amarragdo produz mudangas no volume das fases. Se a composicéo
for expressa em fragdo massica, a razdo entre as massas das fases ricas em P e Q sera igual a razdo
entre os comprimentos das linhas AC e AB [143].

Para estudos de separagdo de fases em SAB ha necessidade de uma medida numérica
padrdo para a composicao das fases. Determinou-se empiricamente que o comprimento da linha de
amarracdo, usualmente referido como TLL, é um valor adequado para utilizagdo como tal medida.
O valor TLL pode ser calculado a partir das concentrages dos componentes nas fases pela equacéo
1[142]:
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TLL = {[C(P): - C(P)]" + [C(Q): - C(Q)I}** (1)

em que C(P), e C(Q), sdo, respectivamente, as concentracdes dos polimeros P e Q na fase n, sendo
n={1,2} [142].

Uma outra caracteristica importante dos diagramas de fases é a inclinagcdo da linha de
amarracdo (STL), calculada pela equacdo 2. A STL permite inferir a propor¢do de compostos a

serem usados para a formag&o de duas fases.

STL = AC(P)/AC(Q) )

em que AC(P) = [C(P). - C(P)2] e AC(Q) = [C(Q). - C(Q)2].

Na construcdo dos diagramas de equilibrio é necessario coletar um nimero significativo de
dados experimentais, 0 que na préatica implica em uma elevagdo de custos e dispéndio de tempo,
necessario para realizacdo dos experimentos. Visando minimizar estes gastos foram desenvolvidos
modelos termodindmicos computacionais nesta area especifica, para predizer o equilibrio de fases
em sistemas multicomponentes sendo necessarios apenas poucos dados experimentais.

Os modelos propostos na literatura para predizer o comportamento das fases dos SAB, séo
baseados na teoria da expansdo osmética do Virial e na teoria “Lattice” [82]. A expansdo osmotica
do Virial deriva do conhecimento da pressdo osmética do solvente na solucéo, e tem sido usada para
a predicdo do comportamento de fases dos SAB polimero + polimero e do coeficiente de parti¢do de
biomoléculas [20]. EDMON e OGSTON [35] propuseram a expansao osmética do Virial para
predizer os diagramas de equilibrio de fases de misturas aquosas de PEG e Dex. Este modelo foi
modificado por KING et al [71] para ser utilizado na predicdo da separacdo de biomoléculas. Um
outro modelo baseado na teoria “Lattice” é 0 modelo UNIQUAC (UNIversal QUAsi-Chemical
Activity Coefficient), o qual foi empregado por KANG e SANDLER [67, 68] para descrever o
comportamento das fases do SAB composto por PEG + Dext + agua. Este modelo incorpora o
efeito de polidispersdo do polimero sobre o comportamento do sistema. Recentemente KABIRI-
BADR e CABEZAS Jr. [65] propuseram um modelo termodinamico, baseado na teoria da expansao
osmotica do Virial, para predizer o comportamento de SAB polimero + sal, que também inclui o
efeito da MM do polimero sobre o comportamento do sistema. Alguns outros modelos
termodin&micos descritos na literatura para predi¢do do equilibrio em SAB sdo 0 UNIFAC e NRTL
(Non-Random Two-Liquid). Uma revisdo destes e de outro modelos foi feita por CABEZAS Jr.
[20].
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4. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DOS SAB

Propriedades fisico-quimicas de SAB como densidade, viscosidade e tenséo interfacial sdo
afetadas pela concentra¢do dos constituintes do sistema. Para SAB poliméricos, as densidades das
fases ndo sdo muito diferentes da densidade da 4gua, comumente entre (1,0 e 1,1) g/mL. Este fato é
devido a uma das caracteristicas peculiares de SAB, que € o alto conteido de agua nas fases [66].
Os SAB PEG + sais apresentaram uma diferenca de densidades entre as fases na faixa de 8% a
14%.

A Figura 3 apresenta, para SAB PEG 1500 + FFP, as densidades das fases, a 25°C [38]. A
fase inferior, rica em FFP, é mais densa que a fase superior, rica em PEG. Houve um aumento das
densidades das fases com a elevacdo da concentracdo dos constituintes dos sistemas (PEG e sal),
sendo que o sistema que apresentou a maior diferenca de densidade foi formado por 18% de PEG
1500 e 18 % FFP.

Sistemas contendo proteinas solUveis apresentaram um aumento mais pronunciado na
diferenca de densidade, o que pode ser atribuido a particdo desigual de biomoléculas presentes no

sistema [66].

S1 S2 S3 S4 S5

‘ OFase polimérica OFase salina B Diferenca (x10) ‘

Figura 3 - Densidade das fases para SAB (%PEG 1500, %FFP). S1(14%,14%), S2(14%,16%),
S3(14%,18%) S4(16%,16%), S5(18%,18%).

A baixa tensdo interfacial (y) de SAB poliméricos, de (1,0x10* a 0,1) mN/m, proporciona
condicBes amenas para a extracdo de biomoléculas, como enzimas e células frageis [142]. Por
exemplo, SAB com diferentes concentracdes de PEG e Dex apresentaram dados de tensdo
interfacial na faixa de (1,5x107 a 0,35) mN/m [36] e de (5 x 10* a 7 x 10) mN/m [108]. Estes
valores sdo relativamente baixos se comparados com sistemas de extracdo liquido-liquido

convencional, compostos por solventes organicos, tais como hexano + agua, glicerina + hexano e

82



tolueno + 4gua cujos valores de tensdo interfacial situam-se na faixa de (48,5; 34,9 e 35,7) mN/m,
respectivamente [30].

Foram obtidos valores de tenséo interfacial entre (0,05 a 0,121) mN/m para o SAB PEG +
MD [91] e entre (0,28 a 1,01) mN/m para 0 SAB PEG + FFP [9]. Os autores observaram o aumento
da tens&o interfacial com o incremento da MM do PEG. ALBERTSSON [1], determinou para SAB
polimero + sal, dados de tens&o interfacial na faixa de (0,1 a 2,0) mN/m.

MISHIMA et al [86] avaliando a influéncia da temperatura e da MM do PEG sobre a
tensdo interfacial de SAB PEG + FFPdibasico, verificaram que o valor desta propriedade, entre
(0,98 x10™ e 1,26) mN/m, aumentou tanto com a elevacdo da MM do PEG quanto com 0 aumento
do comprimento da linha de amarragdo. O efeito da temperatura sobre a tensdo interfacial foi
insignificante. KIM e RHA [69], também para SAB PEG + FFP, relataram dados de y variando
entre (1x10° e 0,08) mN/m.

Com relacdo a viscosidade das fases de SAB, COIMBRA [27] obteve para sistemas 14 %
PEG 1550 + 18% FFP (pH 7), valores de 17 cP e 2,6 cP para as fases polimérica e salina,
respectivamente. GIRALDO-ZUNIGA [38], para SAB 18% PEG 1500 + 18% FFP (pH 7),
encontrou valores de 25 cP e 2,5 cP para as fases polimérica e salina, respectivamente. Deve-se
notar que a viscosidade da fase polimérica € muito maior que a viscosidade da fase salina.

MACHADO [85], obteve para sistemas PEG + MD maiores viscosidades para a fase
inferior, rica em MD que para a fase superior, rica em PEG, com diferencas da ordem de 80 cP.
Verificou também que um aumento na MM do PEG provocou a elevacdo da viscosidade de ambas
as fases, porém com maior impacto sobre a fase rica em MD. VENANCIO et al [135] relataram
elevados valores de viscosidade da fase inferior, rica em HPS, em SAB PEG + HPS em relagéo aos
valores da fase superior. Outros estudos envolvendo viscosidade e densidade de SAB, estdo
relacionados na Tabela 2. As viscosidades das fases também aumentam quando sdo incorporados
aos sistemas a biomassa contendo os compostos a serem separados [66, 27].
Tabela 2 - Propriedades fisicas de SAB

Sistema Viscosidade (cP) Densidade (kg/m°) Referéncia
Fase superior  Fase inferior  Fase superior Fase Inferior

PEG + MgSO, 14,16-28,75 1,25-1,50 1071 - 1083 1115 - 1167 111
17,7 - 153,2 1,77 - 2,97 1065 - 1076 1105 - 1105 17

PEG + FFP 7,19-19,88 1,86 - 2,77 1127 - 1150 1087 - 1089 66

PEG + HPS 10-11 195 - 298 1020 - 1022 1088 - 1107 135

PEG + MD 6,2-12,1 82,1- 100 1012 - 1058 1059 - 1122 85

8,06 - 20,6 15,9 - 66,0 1070,5- 1082,9 1114,6-1174,7 103
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5. APLICACOES DOS SAB

Os SAB vem sendo empregados com muito sucesso na separacdo de diversas

biomoléculas. Uma listagem de alguns trabalhos publicados pode ser consultada na Tabela 3.

Tabela 3 - Aplicagdes dos SAB

Composto SAB Referéncia
BSA PEG + Dex 45
BSA e ovalbumina PEG + Dex 89
Endopoligalacturonase PEG + polivinil &cool 141
B-lg, antitripsina, caseina PEG + FFP, PEG+ 49
MgSO,
Amiloglucosidase PEG + Na,SO, 111, 96
Fumarase PEG + FFP 92
Lisozima PEG + FFP 56, 24
B-galactosidase, lisozima PEG + Dex 84
a-amilase, bacillus subtilis PEG + FFP 87
a-la, B-1g PEG + FFP 23, 25, 38
Penicilina acilase PEG + FFP 44
o-amilase, amiloglucosidase PEG + FFP 114
Escherichia coli PEG + FFP 66
BSA PEG + HPS 134
Alcool desidrogenase PEG + HPS 135
BSA PEG + goma guar 133
BSA HM + EOPO 62
BSA, lisozima EO50P0O50 + HM- 97
EOPO
Acido latico EOPO + Dex 100, 101
BSA PEG + GAC 110
Lignina PEG + K,CO3, NH,SO, 140
a-amilase PEG + MgSO, 17
B-lg, BSA, Caseina Dex + goma guar 120
Glutenina PEG + Dex 130
BSA, lisozima PEG + FFP 24
Xilanase PEG + FFP 32
a-la, p-lg, BSA PEG + MD 118
Lactobacillus acidophilus PEG + MD 85
Lisina, glisina PEG +Dex 144

PEG62: Co-polimero com 20% de oxido de etileno e 80% de oxido de propileno

A purificacdo de proteinas em grande escala empregando SAB, por exemplo, constitui
uma técnica alternativa e economicamente viavel, comparada com 0s processos tradicionais de
purificacdo de biomoléculas. Algumas aplicacdes ja testadas em escala piloto sdo mostradas na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Extracdo de proteinas com SAB

Biomolécula Sistema Referéncia
Pululanase PEG - Dex 52
Formaldeido desidrogenase PEG - Dex 74
Fumarase PEG - FFP 93
[- galactosidase PEG - FFP 131
a-glucosidase PEG - FFP 54
Superéxido dismutase PEG - FFP 18
Lactato desidrogenase PEG - aquafase® 126

6. DISTRIBUICAO DE BIOMOLECULAS EM SAB

Materiais biolégicos adicionados em SAB distribuem-se entre as duas fases, sem perda da
atividade biolégica. A relacdo entre as concentrag@es de certa biomolécula na fases 1 e 2 define o

coeficiente de particao (K) em sistemas aquosos [1]:

K=C1/C2 (3)

em que
C. = concentracdo da biomolécula na fase 1 (mg/mL)
C, = concentracdo da biomolécula na fase 2 (mg/mL).
Existem outras relacdes para expressar o coeficiente de particdo. Por exemplo segundo
DIAMOND e SHU [33] pode ser definido pela expressdo

K= Kamb + Kest- (4)

em que Kimp € Ko representam, as contribuicdes dos fatores ambiental e de ordem
estrutural respectivamente. Dentre os fatores ambientais estdo consideradas propriedades do SAB,
como tipo e concentracdo de sais, tipo, concentracdo e massa molecular do polimero, pH,
temperatura e ligantes especificos. ALBERTSSON [1] propds o0 modelo mais simples para o célculo

de K, desmembrando-o em:

Ln K =In K¢ + In Khigror. + IN Kpisit. + In Keons. + In Klig (5)

em que os subindices el., hidrof., hifil., conf. e lig. referem-se as contribui¢Ges eletrostaticas,

hidrofobicas, hidrofilicas, de conformacéo e de interagdo com os ligantes.
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Estudos empiricos com SAB mostraram que a distribuicdo de proteinas é funcdo de

diversos fatores, como:

e Massa molecular (MM) do polimero

A MM do polimero exerce influéncia sobre a particdo, alterando o equilibrio e 0 nimero
de interagdes entre o polimero e a proteina. Em geral, o0 aumento da MM do polimero, que
enriquece uma das fases, causard a migracdo do biocomposto para a outra fase. Entretanto, este
efeito diminui com o aumento da cadeia polimérica [14, 2]. 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 mudangas da MM do polimero do que as proteinas com baixa MM.
Como visto, por exemplo na Tabela 5, o coeficiente de parti¢cdo do citocromo ¢ foi pouco afetado
(de 0,18 para 0,17) quando a MM da dextrana aumentou, isto é quando foram usados os sistemas
PEG 6000 + Dex 40 e PEG 6000 + Dex 500. J& para a B-galactosidase, de maior MM, o coeficiente
de particdo aumentou de 0,24 para 1,59 nas mesmas condicfes. Esta tendéncia de comportamento
também pode ser observada na Tabela 6 para diferentes MM de PEG + Dex 500. Polimeros com

diferentes MM podem ser usados para otimizar a separacdo de proteinas de variados tamanhos [2].

Tabela 5- Efeito da MM da Dex sobre 0 K de proteinas com diferentes MM (SAB 6% PEG 6.000 +

8% Dex)

Proteina MM (Da) Dex40 Dex70 Dex220 Dex 500 Dex 2000
Citocromo c 12 384 0,18 0,14 0,15 0,17 0,21
Ovalbumina 45 000 0,58 0,69 0,74 0,78 0,86
Albumina de soro bovino 69 000 0,18 0,23 0,31 0,34 0,41
Desidrogenase lactica 140 000 0,06 0,05 0,09 0,16 0,1
Catalase 250 000 0,11 0,23 0,40 0,79 1,15
[-galactosidase 540 000 0,24 0,38 1,38 1,59 1,61
Fosfofructoquinase 800 000 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03
Ribulose difosfato carboxilase 800 000 0,05 0,06 0,15 0,28 0,50

Fonte: ALBERTSSON et al [3]
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Tabela 6- Efeito da MM do PEG sobre o K de proteinas com diferentes MM (SAB 8% Dex 500 +

6% PEG )

Proteina MM PEG 4000 PEG 6000 PEG 20000 PEG 40000
Citocromo ¢ 12 389 0,17 0,17 0,13 0,12
Ovalbumina 45 000 1,25 0,85 0,50 0,50
Albumina de soro bovino 69 000 0,52 0,34 0,14 0,11
Desidrogenase lactica 140 000 0,13 0,08 0,05 0,03
Catalase 250 000 0,82 0,38 0,16 0,10

Fonte: ALBERTSSON et al [3]

MACHADO [85], utilizando um sistema PEG + MD para parti¢do 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 4.000 para 8.000 Da provocou um
decréscimo de 70 vezes no valor de K.

GIRALDO-ZUNIGA et al [37], empregando SAB PEG + FFP para a separacdo de
proteinas do soro de queijo, observaram que os coeficientes de parti¢do da o-la diminuiram com o
aumento da MM do PEG. Para a B-Ig foi verificada uma tendéncia inversa, isto é o crescimento de
K com a elevagdo da MM do PEG, exceto para PEG 8.000.

e Concentracdo dos polimeros

Particulas como organelas e células fragmentadas sdo adsorvidas mais fortemente na
interface de SAB com o aumento da concentra¢do dos polimeros. A elevacdo na concentracdo dos
polimeros normalmente provoca, o deslocamento da curva binodal e do ponto critico, além de
alterar a composicdo das fases. Como resultado, substdncias sol(veis, como proteinas, séo
distribuidas preferencialmente para uma das fases, modificando assim o coeficiente de particéo [2].

SCHMIDT et al [113] verificaram que o aumento da concentracdo de PEG de 14% para
20% em um sistema PEG 4.000 + FFP aumentou em aproximadamente 5 vezes o K da a.-amilase.

Na avaliacdo da particdo de células microbianas em SAB PEG 4.000 + MD, MACHADO
[85] observou que o aumento da concentracdo de PEG diminuiu K, ou seja, quanto maior foi a
concentracdo de PEG maior nimero de células de Lactobacillus acidophilus migrou para a fase

inferior, rica em maltodextrina.

e Potencial hidrogeniénico
O pH altera as cargas da superficie das proteinas e, consequientemente, o seu coeficiente

de particdo [80]. Um exemplo cléssico é a desnaturacdo de proteinas devido a reducdo de pH. A
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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 [113], constataram o aumento de K da o-amilase de 0,7 para 20 com a

elevacgdo do pH de 5,3 para 9,5. Este efeito foi observado também por SARUBBO et al [110].

e Sais

A presenca de sais em SAB polimero + polimero, é importante para o sucesso da particdo
de praticamente todas as espécies de moléculas e particulas celulares [10]. ALBERTSSON et al [2]
estudaram com detalhes a influéncia da adicdo de diferentes tipos de sais sobre o K de proteinas em
SAB PEG + Dex.

A adicdo de sais, em SAB poliméricos, em concentragdes de (0,1 a 0,2) mol/L, gera uma
diferenca de potencial entre as fases, resultante da preferéncia dos ions salinos por uma das fases
[14]. A presenga de céations e de &nions monovalentes diminuiu 0 K de proteinas carregadas
negativamente nas ordens Li*<NH,<Na'<Cs'<K" e F'<CI'<Br<I’, respectivamente. Para proteinas
carregadas positivamente a ordem acima € invertida. A presenga de anions divalentes fosfato,
sulfato e citrato aumentaram o K da proteina relativo aos anions monovalentes [2].

No caso de células microbianas, para sistemas PEG 400 + MD, foi verificado que o K
diminuiu com a adi¢éo de sal. Quando foi feita a adicdo de 0,9% de NaCl, o K das células caiu
drasticamente de 0,84 para 0,08 [85].

HAN e LEE [47] observaram, para SAB PEG + Dex, que a incorporacdo de sais de fosfato
ocasionou uma reducdo do K da BSA cuja superficie é carregada negativamente. No entanto o K da
lisozima, que € carregada positivamente, aumentou com a adicéo de fosfato.

Para SAB salinos, HARRIS et al [49] constataram para sistemas PEG + sulfato de
magnésio que os valores de K da B-lg, da caseina e da a-antitripsina (AAT) aumentaram com a
elevacdo da concentracdo de NaCl. Este mesmo comportamento foi também observado por LU e
TJERNELD [84] na parti¢cdo de B-galactosidase.

e Carga dos polimeros

Polietilenoglicbis carregados ionicamente, tém sido usados para direcionar a particdo de
proteinas. Carregados positivamente, na forma de trimetilamina-PEG (TMA-PEG) concentram
compostos com carga negativa na fase superior, rica em PEG. Os compostos com carga positiva sao
entdo excluidos da fase rica em PEG. PEG carregados negativamente apresentam uma tendéncia de

atuacéo inversa [2].
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e Grupos hidrofébicos

Quando séo usadas baixas concentragdes de PEG carregado com grupos hidrofobicos (em
torno de 1 mM), como por exemplo o palmitato, ocorre uma elevagéo da afinidade de proteinas com
sitios hidrofobicos pela fase superior [2]

HAN e LEE [48] ao empregarem um SAB PEG-palmitato + FFP na distribuicdo de
Bacillus subtilis relataram que o microrganismo foi particionado preferencialmente para a fase
superior, rica em PEG-palmitato.

BERGGREN et al [15] 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 hidrofébica foi

fortemente influenciado pelo aumento da hidrofobicidade do polimero constituinte do SAB.

e Temperatura

A influéncia da temperatura sobre a particdo de biomoléculas é percebida de maneira
indireta. A temperatura pode levar a mudancgas na viscosidade das fases ou na estrutura dos
polimeros alterando a forma da curva binodal no diagrama de fases [14].

Os sistemas com constituicdo préxima da composi¢do do ponto critico sdo mais afetados
por mudangas de temperatura, devido a instabilidade inerente a regido do ponto critico. Um
deslocamento da curva binodal pode levar o sistema facilmente para a regido monofasica [12, 127].

Para SAB PEG + MD, foi observado um aumento da inclinagdo das linhas de amarragéo
com a elevacdo da temperatura do sistema [85]. O mesmo comportamento foi observado para
sistemas PEG + sal [117]. Os autores observaram ainda que houve uma tendéncia de deslocamento
da curva binodal para regides mais concentradas de PEG e sal quando houve uma diminuicdo da

temperatura.

7. PARTICAO DE PROTEINAS POR AFINIDADE

Muitas proteinas apresentam interagbes Unicas com pequenas moléculas denominadas
ligantes. Estas interagdes facultam alteracGes na particdo das proteinas levando a aumentos na
seletividade do sistema. Este tipo de extragéo seletiva, chamada de parti¢éo por afinidade, que usa
ligantes especificos adicionados em uma das fases do SAB ou imobilizados em um dos polimeros
formadores do SAB tem sido bastante efetiva na separagdo de proteina e enzimas [61]. Usualmente
somente uma fragdo do polimero que forma a fase é usada como transportador do ligante [61, 96].
As forcas de ligagOes que ocorrem entre o ligante e a proteina, sdo basicamente as forgas de Van der
Waals, hidrofébicas e eletrostaticas. A intera¢do entre uma proteina e um ligante é usualmente mais

complexa do que, por exemplo, a interacdo enzima-substrato [19].
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A atuacdo do ligante sobre a particdo da proteina pode ser observada por meio de
mudangas relativas no valor de K da proteina. O coeficiente de particdo, com a presenca de ligantes,
K*, pode ser definido de acordo com a Equacéo (6):

K*= K/K g (6)

Na qual Ky incorpora um fator quantitativo do efeito de particdo por afinidade. A Tabela 7

apresenta uma lista de alguns ligantes usados na particdo de proteinas por afinidade.

Tabela 7 — Ligantes usados na particao de proteinas por afinidade

Ligante Proteina Referéncia
Nucleotideos Desidrogenases, quinases 61
Azul de cibacron Glucose-6-fosfato, 60, 41

Fosfofructoquinases

Triazina Dehidrogenases, quinases 59
Acido palmitico BSA 2,61
APGP* [-galactosidases 119
Amido Glucoamilase 39
NADH Formato desidrogenase 31
Triazina Glutamato piruvato transminase 73
Triazina Lactato desidrogenase 57
Triazina Piruvatoquinase 73

*APGP: p-aminofenil 1-tio-B-D-galactopiranosideo

SILVA et al [119] usando o ligante especifico APGP, ligado ao PEG para purificar a -
galactosidase de Kleuveromyces lactis, obtiveram um indice de recuperacdo de 83% da enzima na
fase superior, rica em PEG, do SAB PEG-APGP + FFP. O uso do ligante APGP aumentou em 1,6
vezes o fator de purificacdo da enzima.

GRIMONPREZ et al [41], verificaram para a distribuicdo da enzima fosfofrutoquinase em
SAB PEG + Dex que a adicdo de azul de cibacron, usado como ligante, aumentou a particdo da

enzima na fase superior, rica em PEG.

8. BIOCONVERSAO EXTRATIVA EM SAB
SAB tem sido usados também no processo de bioconversdo extrativa de enzimas, células
e organelas [8, 135]. O catalisador usado na bioconversdo é retido em uma das fases e o produto

gerado migra para a outra fase. Na grande maioria dos estudos, com diferentes SAB, o catalisador
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bioldgico foi particionado para a fase inferior e o produto para a fase superior. Houve, no entanto,
casos que em este modelo ndo foi seguido, ou seja o produto foi igualmente distribuido entre as
fases [79]. A bioconversdo extrativa em SAB pode ser conduzida de modo continuo ou
semicontinuo e integrada a outras técnicas de purificagdo como por exemplo com a ultrafiltracdo
[122]. O uso de SAB integrado com uma unidade de ultrafiltragdo foi empregado tanto por
LARSON et al [79] em uma linha de processamento para a conversdo de amido a glucose quanto
por TIERNELD et al [124] para conversédo de celulose a agucares redutores. Em ambos 0s casos 0s
acucares foram removidos da fase superior, rica em PEG, do sistema PEG + Dex por ultrafiltracéo.
A Figura 5 apresenta 0 esquema proposto por TIERNELD et al [124] para as linhas de
conversdo de celulose e de amido em glucose, em modo continuo e em pequena escala. Os autores

utilizaram um misturador-separador e uma unidade de ultrafiltracdo visando a reciclagem de PEG.

Faze supeiror

izturador Separado
Ewstrator

Faze inferior

. ,
zolucdo a;ucarag

g Inid. de Ultrafiltrapao

PEG+enzima

Figura 5 - Bioconversdo de celulose em acucares [124].

Outro caso de bioconversdo extrativa foi descrito por STRED’ANSKY et al [122], que
estudaram a hidrolise de lactose por B-galactosidase em SAB PEG + Dex. Tanto as células de
levedura quanto a enzima livre permaneceram em sua maioria na fase inferior, rica em Dex. Os
carboidratos produzidos (glicose e galactose) e a lactose foram distribuidos igualmente entre as
fases. A particdo dos produtos aumentou com a elevacdo da MM e da concentracdo dos polimeros
envolvidos.

A bioconversdo extrativa em SAB permite o reaproveitamento dos catalisadores usados na
bioconversdo. Por exemplo, TIERNELD et al [124] conduziram a hidrdlise enzimatica da celulose
em SAB, o que facilitou a reutilizagdo da enzima sem perda da atividade bioldgica. WAN et al

[138] converteram o fumarato em malato usando Brevibacterium ammoniagenes, obtendo
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produtividade maior em SAB que pela técnica de imobilizacdo de células. A Tabela 8 apresenta

algumas aplicag6es envolvendo bioconversdo em SAB.

Tabela 8 - Bioconversdao em SAB

Bioconverséao Referéncia
Celulose em acucares redutores 124
Amido em glucose 51

Lactose em glucose 90
Monosacrideos em oligosacarideos 13

Amido em etanol 77
Glucose em etanol 75
Glucose em a-amilase 7
Producéo de celulose por tricoderma reesei 95
Producéo de amilase por bacillus subtilis 6

9. RECICLAGEM DOS REAGENTES CONSTITUINTES DOS SAB

A quantidade de reagentes quimicos consumida, tais como de sais e polimeros, pode
determinar a competitividade de extragdes com SAB em relagdo a outras técnicas de biosseparacao.
Por este fato, a possibilidade de reutilizagdo dos constituintes das fases deve ser considerada ao se
efetuar o escalonamento, pois os custos dos componentes das fases aumentam linearmente com a
escala de producéo [74].

A reciclagem de reagentes tem sido estudada basicamente para SAB compostos por PEG +
sais [93, 105]. A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada ao processo, chegando a niveis
de recuperacdo de (90 a 95)% [55]. O PEG pode ser diretamente reutilizado do final de uma etapa
intermediaria para a primeira etapa de um novo processo de extracdo [55], sendo esta alternativa a
que parece ser economicamente viavel [93]. A recirculacdo dos reagentes constituintes dos SAB
pode reduzir os custos do processo, pela diminuicdo de gastos com reagentes e com o tratamento de
efluentes. Segundo PAPAMICHAEL et al [93] em um processo de purificacdo da enzima fumarase,
em duas etapas, a recirculacéo direta da fase superior da segunda extracdo para a primeira extracao
originou uma reducdo no custo dos reagentes de 43% para a operacdo descontinua e de 24% para
operagdo continua. A Figura 4 apresenta um esquema da linha de operagdo da segunda extracdo

proposta pelos autores.
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RITO-PALOMARES et al [104] obtiveram para SAB PEG + FFP uma reducdo de 25% no
custo de reagentes, em operagdo continua, com a reciclagem da fase superior rica em PEG durante a
recuperacdo de levedura de cerveja. Verificaram ainda que a eficiéncia do processo de extracdo

manteve-se inalterada por até 5 ciclos de recirculagdo.

Egoque de =al | KOH

_‘b_'_’-
toque de PEG

m

Triturador de célulgs

Feciclagem de PEG

Mizturador estafico

+u]
Produto

Ho

Centrifuga [2]

Centrifuga

Estoque de zal 2

Figura 4 - Esquema de um processo de extracdo com recirculacéo de PEG [93].

O descarte de sais é geralmente mais problematico. Em sistemas contendo células, acido
nucléico, proteinas sollveis e insollveis, a separacdo de sais da fase priméaria por técnicas de
separacdo mecéanica, tais como centrifugagdo ou ultrafiltracdo é muito dificil de ser conduzida
eficientemente. A eletrodiélise € considerada um método geral para a reciclagem de sais e para a
dessalinizacdo da fase rica em PEG [55]. Sais também foram recuperados usando uma mistura
alcool alifatico + sal + agua [40]. Especificamente, para a separagdo de FFP, um resfriamento

abaixo de 6 °C provocou a precipitacdo do sal, possibilitando a sua reutilizacéo [93].
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10. EQUIPAMENTOS CONVENCIONAIS DE EXTRACAO LIiQUIDO-LIQUIDO
OPERADOS COM SAB

Para a aplicacdo de SAB na separagdo de biomoléculas, em larga escala, torna-se
necessario o uso de equipamentos em operacdo continua. Equipamentos disponiveis no mercado,
com emprego na extracdo liquido-liquido convencional, podem ser utilizados para a extragdo com
SAB. A Tabela 9 apresenta alguns tipos de extratores liquido-liquido que foram operados com
SAB. Por exemplo, a coluna do tipo “spray”, como pode ser visto, € uma das mais estudadas por
sua extrema simplicidade de construgio e de operagdo. E basicamente constituida por um vaso
cilindrico, na base do qual se instala um distribuidor por onde é introduzida a alimentacdo da fase
dispersa. O distribuidor tem, normalmente, o formato de uma placa com orificios. As gotas

formadas no distribuidor sobem ao longo da coluna, coalescendo no topo da mesma [63, 129].

Tabela 9- Extratores liquido-liquido operados com SAB

Tipo de extrator Sistema Referéncia
“Spray” PEG + Dex 112
“Spray” PEG + MD 103
“Spray” PEG + Dex 106
“Spray” PEG + Na,SO, 106
“Spray” PEG-HPS 134
“Spray” PEG + Dex 94

Kunhi PEG + FFP, PEG+Dex 53
Graesser PEG + FFP 53, 58,25, 38
Discos rotativos PEG + FFP 28, 102
York Sheibel PEG + Na,SO, 107
Podbielniac PEG + Dex, PEG + FFP 53
Westfalia PEG + FFP 92

Pratos perfurados PEG + Na,SO, 16

Pratos perfurados PEG + Na,SO, 46
Misturador-separador PEG + FFP 53

BHAWSAR et al [16] estudaram a transferéncia de massa com a a-amiloglucosidase no
sistema PEG + Na,SO, em uma coluna de pratos perfurados. Observaram que o coeficiente de

transferéncia de massa diminuiu com a elevacdo da concentracdo das fases e aumentou com a
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elevacdo da vazdo da fase rica em PEG, com o nimero de orificios e o com o diametro dos orificios
nos pratos perfurados.

PORTO et al [102] usando uma coluna de discos rotativos (RDC) para a extracdo de BSA
em SAB PEG + FFP verificaram que o coeficiente de transferéncia de massa para BSA foi
independente da vazéo da fase polimérica. Foi observado também que a fracdo retida da fase rica
em PEG no interior do equipamento (“hold-up” da fase dispersa) aumentou com o incremento da
vazdo da fase polimérica.

Dentre os equipamentos de extracdo liquido-liquido disponiveis no mercado, o extrator do
tipo Graesser (Raining Bucket Contactor) mostrou ser bastante apropriado ao manuseio de SAB
[53, 26, 38].

COIMBRA et al. [25, 26] e GIRALDO-ZUNIGA [38] analisaram o comportamento
hidrodindmico de um extrator Graesser de 100 cm de comprimento por 10 cm de didmetro interno,
operando com o SAB PEG + FFP. O equipamento foi utilizado para separagdo continua das
proteinas do soro de queijo a-la e B-lg, obtendo-se um resultado satisfatorio em baixas velocidades

de rotacdo. A figura 6 apresenta uma montagem experimental de um extrator Graesser.

Figura 6 — Figura do Extrator Graesser [38]

11. CONCLUSOES

A extragdo liquido-liquido de biomoléculas, usando Sistemas Aquosos Bifasicos apresenta
vantagens como baixo custo do material, boa reprodutibilidade e facil aumento de escala. A
distribuigdo de um biocomposto em SAB pode ser analisada, através do coeficiente de parti¢do (K)
que € a razdo entre as concentra¢fes do biomaterial nas fases. O grau de separacdo pode ser alterado
por meio da variacdo de alguns fatores, como a carga elétrica, a hidrofobicidade e a adi¢do de
ligantes bioespecificos dentre outros. Os SAB apresentam um elevado potencial para a separacao de
biomoléculas, sendo economicamente competitivos na separacdo de proteinas e componentes

celulares.
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RESUMO

No passado o soro de leite era basicamente empregado para alimentacao
animal. Hoje o uso de concentrados e isolados protéicos do soro é abundante em
diferentes setores da industria de alimentos, sendo adicionado em produtos
carneos, de panificacdo, na fortificacdo de cereais, bebidas nutricionais, queijos,
produtos farmacéuticos, na microencapsulacéo de lipideos do leite e em produtos
extrusados a base de milho, batata e arroz, dentre outros. O aumento da sua
utilizacdo na industria de alimentos deve-se ao fato das proteinas do soro
constituirem o maior grupo de ingredientes funcionais, que apresentam
capacidade para formacdo de espumas, de gelificacdo, emulsificacdo e de
retencdo de agua, além de excelentes propriedades nutricionais . Esta revisao
aborda consideracdes sobre as proteinas do soro de leite, as suas principais
propriedades funcionais, biolégicas e nutricionais assim como suas aplicacbes na

area alimenticia.

Palavras chave: Soro de leite, proteinas, propriedades funcionais, propriedades
nutricionais.
1. Introducéo

O soro de leite € um subproduto da industria de queijos, de cor amarelo-
esverdeada, obtido pela coagulacdo do leite. O seu sabor, ligeiramente acido ou

doce, e a sua composicdo dependem do tipo e do processo de fabricacdo do
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queijo, respectivamente. A composicdo do soro é de aproximadamente 93%
de agua, 5% de lactose, 0,9% de proteinas, 0,3% de gordura, 0,2% de
acido lactico e pequenas quantidades de vitaminas (BEM-HASSAN e
GHALY, 1994).

A producdo mundial do soro de leite € de aproximadamente 120 milhdes
de toneladas anuais (ANUALPEC, 2001), o que gera em torno de 720.000
toneladas de proteinas. No Brasil estes numeros sdo de aproximadamente 3
milhdes de toneladas de soro e 240 mil kg de proteinas, o que justifica o interesse
crescente na utilizagdo comercial deste subproduto, embora o aumento da
producdo de soro de leite cause sérios problemas de poluicdo, quando este &
descartado diretamente no solo ou em leitos de rios (FRIEDMAN, 1975).

Com o correr dos anos, o soro de leite deixou de ser processado somente
para sua simples comercializagdo evoluindo para sua transformacdo em uma
variedade de produtos com valor agregado muito superior ao do soro in natura.
Em particular os concentrados protéicos de soro (WPC), tém mercado
assegurado por conferirem excelentes propriedades funcionais e valor nutricional
aos variados produtos alimenticios aos quais podem ser adicionados. A utilizacédo
de tecnologias ndo convencionais no processamento do soro aumentam a faixa
de aplicacdo e o valor comercial dos WPC. A ultrafiltracdo, microfiltracao,
nanofiltracdo e osmose reversa dentre outras permitem remover certos
componentes do soro liquido que afetam desfavoravelmente suas propriedades
funcionais, como lipidios, lactose, proteinas insollveis e microrganismos
(HANEMAAIJER, 1985).

A presenca de proteinas no soro torna-o um material adequado para uso
na alimentagdo humana. Estas proteinas sdo compostas por aminoacidos
essenciais em propor¢cdes equilibradas e tém uma alta digestibilidade (RENNER,
1989; TOSI et al., 1997).

As caracteristicas nutricionais e funcionais das proteinas do soro de leite
estdo relacionadas com a sua estrutura e funcéo biolégica. Nas ultimas décadas
observou-se crescente interesse pela qualidade nutricional dessas proteinas,
visando o uso do soro na formulacdo de alimentos infantis e alimentos dietéticos
(DE WITH, 1998).
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2. Propriedades funcionais dos produtos de soro

O termo “funcionalidade” tem sido aplicado para se referir as propriedades
nao-nutritivas que conferem aos alimentos maior conveniéncia no manuseio,
melhor aparéncia na apresentacdo e melhor aceitacdo pelos consumidores. A
maioria das propriedades funcionais influenciam o carater sensorial de um
alimento, em especial a textura (SGARBIERI, 1998). As proteinas do soro estdo
sendo usadas em uma grande variedade de alimentos e constituem o maior
grupo de ingredientes funcionais, com capacidade para formacdo de espumas,
gelificacdo, emulsificacdo e capacidade de retencdo de agua, além das
propriedades nutricionais (MORR e HA, 1993; IBANOGLU e KARATAS, 2001) .

2.1. Solubilidade

A solubilidade das proteinas € determinada por trés fatores principais: grau
de hidratacéo, densidade e distribuicdo de cargas ao longo da cadeia e presenca
de substancias ndo-protéicas como fosfatos , carboidratos e lipidios, que podem
apresentar efeito estabilizante. Para que uma proteina se solubilize, deve interagir
com o solvente por meio de pontes de hidrogénio, dipolo-dipolo, e interacdes
ibnicas. A solubilidade é funcdo principalmente do pH, forca ibnica, tipo de
solvente e temperatura (FENNEMA, 1993). A insolubilidade completa das
proteinas produz um precipitado, que ocorre quando varias moléculas do
polipeptidio se aproximam de tal forma, que produzem agregados de proteina
suficientemente grandes, visiveis a olho nu e que podem ser centrifugados em
baixa forca. Estes agregados sédo formados por ajuste do pH no ponto isoelétrico
da proteina, com a adicéo de sal, uso de certos solventes ou combinacéo destes
com a temperatura (ARAUJO, 1999). Em valores de pH superiores ou inferiores
ao do ponto isoelétrico, a proteina apresenta cargas positivas ou negativas e as
moléculas de dgua podem interagir com estas cargas, contribuindo assim para a
solubilizacdo (FENNEMA, 1993).

Do ponto de vista pratico, os dados sobre as caracteristicas de solubilidade
sdo muito Uteis para determinar as condi¢des 6timas de extracao e purificacdo de
proteinas bem como proporciona igualmente um bom indice para as possiveis
aplicacbes dos ingredientes protéicos frente a diferentes condicbes de

processamento.
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As proteinas de soro de leite sdo altamente solGveis, especialmente
guando comparadas ao caseinato de soédio e a proteina da soja (FENNEMA,
1993). A solubilidade € uma propriedade funcional determinante para produtos
fluidos e semifluidos.

Em bebidas prontas para ingestdo, uma adequada solubilidade dos
compostos protéicos evita a floculacdo ou sedimentacdo protéica, melhorando
tanto a aparéncia quanto a textura do produto. Em sopas e molhos prontos, a
ocorréncia de coagulacdo, sedimentacdo ou separacao associada a presenca de
proteinas insollveis € altamente indesejavel.

No leite, bem como em bebidas com sabor de chocolate, baunilha ou café,
um pH neutro produz as melhores caracteristicas de sabor. Tanto as caseinas
quanto as proteinas de soro sao solluveis nestes sistemas alimentares e a escolha
entre estas duas alternativas € feita em funcdo de outras propriedades, tais como
valor nutritivo, sabor e custo. Em refrigerantes de fruta e do tipo cola ou ainda em
misturas de sucos de fruta, um pH acido realca o sabor. Enquanto as proteinas de
soro sdo soluveis em solucdes acidas, a proteina de soja e as caseinas tendem a
precipitar neste meio.

Em testes com concentrados protéicos de soro, sem pectina e com pectina,
pode ser observado a real influéncia do pH da solugao sobre a solubilidade das
proteinas. A Tabela 1 mostra os percentuais de solubilidade para 2 diferentes

valores de pH.

Tabela 1* — Solubilidade de Concentrado protéico de soro (WPC) e mistura de
WPC-pectina a 60 °C e diferente pH.

Solubilidade (%)

pH 4,6 pH 7,0
WPC 74,2 99,0
WPC-Pectina 78,9 89,1

(*Mishra et al. (2001))

2.2. Retencdo de agua e viscosidade
A capacidade de retencédo de agua envolve uma interacao entre a proteina,
ou alimento protéico, com a agua. A maior ou menor afinidade da proteina para

com a agua também influencia outras propriedades como textura, viscosidade,
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gelificacdo e emulsificacdo. A atracao hidrofilica pode ser medida em termos do
grau de hidratacdo (massa de agua/g de proteina) e da habilidade do produto
para captar agua espontaneamente (esponjamento). Os termos mais frequentes
encontrados na literatura para se referir a capacidade de uma proteina, ou
alimento protéico, de absorver e de reter agua sdo capacidade de ligar agua, de
reter agua, de absorver agua (SGARBIERI, 1996).

O fator de principal influéncia sobre o comportamento viscoso dos fluidos
protéicos € o didmetro aparente das moléculas (ou particulas dispersas). Este
diametro depende: a) das caracteristicas intrinsecas da molécula protéica, tais
como massa molecular, tamanho, volume, estrutura, assimetria, cargas elétricas e
facilidade de deformacdo. Estas caracteristicas podem ser modificadas por
fatores ambientais como por exemplo o pH, a forca ibnica e a temperatura
(DEMETRIADES e McCLEMENTS, 2000, BHARGAVA e JELEN, 1995); b) das
interacBes proteina-solvente, que afetam o enchimento e a solubilidade e c) das
interacdes proteina-proteina, que determinam o tamanho dos agregados. A
existéncia de interagbes proteina-lipidio também podem ter um impacto
significativo sobre as propriedades reoldgicas do sistema (PATINO et al., 2000).

BOURAOUI et al. (1997) estudando a reologia de uma pasta composta de
surimi de salmao, sal e WPC concluiram que a adicdo de WPC contribuiu para
melhorar as propriedades reolégicas da pasta cujo comportamento foi o de um
fluido ndo newtoniano. Um outro estudo das propriedades reoldgicas de géis
formado com WPC e B-lg, revelou que o WPC participou na formacéo e no reforco
dos géis produzidos com B-lg. As propriedades mecéanicas do gel formado com a
mistura de WPC e B-lg melhoraram, evidenciando um efeito sinérgico, quando a
razdo da mistura foi de 2:1 (B-lg:WPC). Observou-se também que um aumento
da fracdo de WPC na mistura levou a um decréscimo na viscosidade do gel da
mistura (RENARD et al., 1999).

BHARGAVA e JELEN (1995) avaliando o efeito do congelamento sobre as
propriedades funcionais das proteinas de soro relataram que o congelamento de
solugbes de WPC nao afetou significativamente a viscosidade da solugéo e a
firmeza do gel formado. Os autores concluiram que o congelamento € uma

técnica alternativa de conservacédo para estocagem de solucées de WPC.
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2.3. Gelificacéao

Uma das propriedades mais importantes dos concentrados protéicos do
soro € a de formar géis (MANGINO, 1992). A formacdo de gel de proteinas
globulares é o resultado de um processo de aglutinacéo induzido pela alteracao
de determinadas condicfes, como uma mudanca de temperatura (VERHEUL e
ROEFS, 1998). Sob condi¢des especificas, as proteinas de soro formam géis
nado-reversiveis. Mudancas no pH da solugdo, concentracdo e tipo de sais ou
condi¢cdes de aquecimento também alterardo as propriedades de aglutinacédo e a
formacdo de géis das proteinas do soro (VERHEUL e ROEFS, 1998).

A capacidade de formacdo de géis pelas proteinas do soro de leite pode
ser influenciada por varios fatores, como concentracdo das proteinas,
temperatura, tratamento térmico, pH, forca ibnica e presenca de ions covalentes
(VARDHANABHUTI et al. 2001). Por exemplo, géis compostos por solucdes de
proteina com concentracdo entre (3 e 5)% e temperaturas entre (55 e 70)°C, sdo
mais translicidos e mais macios. Géis mais opacos sao formados em maiores
concentracfes de proteinas (10%) aquecidas em temperaturas mais altas, (90 a
100)°C. Em condicdes de acidez elevada,os geéis sdo opacos, umidos e fracos.
Em solucdes neutras ou de pH mais altos, os géis sao translicidos e de maior
elasticidade (USDEC, 1997). Em pH neutro onde as principais proteinas estédo
carregadas negativamente, os géis sdo formados em baixas forgcas idnicas
(concentracéo de NaCl de aproximadamente 0,05 mol/dm® ou menor). Quando a
forca idnica aumenta para 0,2 mol/dm® a aparéncia do gel varia de translicido
para branco opaco (VERHEUL e ROEFS, 1998). Estes mesmos autores
observaram que com a elevacdo da concentracdo de NaCl a estrutura do gel
tornou-se mais grosseira e com poros muito grandes. Também verificaram um
aumento no coeficiente de permeabilidade do gel com a elevacdo da
concentracdo do sal. O coeficiente de permeabilidade diminuiu com o incremento
da concentracdo das proteinas do soro para todas as concentracdes de sal
testadas, o que indica que os poros do gel sdo menores quando maior quantidade
de proteina esta presente.

A propriedade funcional de gelificagdo das proteinas do soro, também pode
ser influenciada pelas variantes genéticas de p-lg. Géis de solugbes protéicas

contendo a variante B-lg A podem diferir significativamente daqueles contendo a
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B-lg B. Embora géis de solucbes de WPC a baixas concentracdes de sal,
formados com variantes de B-lactoglobulina A e B sejam semelhantes, quando a
concentracdo do sal € incrementada a variante B da B-lg forma géis mais rigidos
e com maior facilidade para quebrar do que o gel formado com a variante B
(BIKKER et al., 2000).

Microparticulas de géis de proteina de soro mantém o nivel de
umidade de produtos de panificagcdo e embutidos, conferem opacidade a bebidas
e produtos lacteos e melhoram a textura e as qualidades gustativas em produtos
com teor de gordura reduzido, produtos de panificacdo, queijo, iogurte, pudins,

manjares, em carnes e frutos do mar picados (USDEC, 1997).

2.4. Emulsificacao e retencéo de gordura

Os isolados protéicos do soro sdo usados na industria de alimentos como
emulsificantes, sendo que entre seus maiores componentes encontram-se as
proteinas globulares que podem formar cadeias protéicas devido a interacdes
idnicas e hidrofébicas (DEMETRIADES e McCLEMENTS, 2000).

As proteinas de soro contém grupos hidrofilicos e hidrofébicos, e tem
desempenho funcional semelhante aos emulsificantes tradicionais como a gema
do ovo, em molhos tipo maionese, com a vantagem de possuir um menor teor de
colesterol. Os WPC sao usados freqientemente em sistemas contendo alimentos
em emulséo, pela sua habilidade de estabilizar emulsfes de 6leo em agua. A a-la
e a PB-lg sdo adsorvidas na interface Oleo-agua, formando assim emulsdes
estaveis (YE e SINGH, 2000).

A presenca de sais como CaCl, em solu¢des de WPC, usados para formar
emulsdes, aumentam o tamanho médio da particula, a concentracdo de proteina
na superficie e causam uma diminuicéo na estabilidade da emulsdo. O ion Ca?*
produz aglutinacdo de proteinas do soro em solugdo, levando a um decréscimo
na capacidade de emulsificacdo (YE e SINGH, 2000). A adicdo de um
polissacarideo como a pectina, formando um complexo solavel proteina—pectina,
mostrou maior estabilidade da emulsdo assim como uma alta atividade de
emulsificacao, igual a 94% (MISHRA et al., 2001)

SUNDER et al. (2001) estudando as caracteristicas fisico-quimicas de

emulsdes Oleo-agua com misturas de proteina do soro e fosfolipidios observaram
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que as emulsdes contendo proteinas do soro mostraram emulsificaram em altas
temperaturas, apresentaram maior quantidade de gotas aglutinadas e
consequentemente um incremento na consisténcia e que altas quantidades de
proteinas melhoram o0 comportamento da emulsdo. As emulsdes exibiram
comportamento newtoniano.

As propriedades de retencdo de gordura dos produtos de soro estao
associadas as suas carateristicas de emulsificagdo que é o resultado da presenca
de simultanea de grupos hidrofilicos e hidrofébicos.

2.5. Espuma e aeracao

A capacidade de uma proteina formar espuma refere-se a expansao de
volume da dispersdo protéica com a incorporacdo de ar por batimento, agitacdo
ou aeracdo. E uma propriedade funcional de interfase que depende da natureza
da proteina, da solubilidade e do estado de desnaturacdo da proteina, da
presenca de sais e de outros aditivos utilizados no processamento dos alimentos
(SGARBIERI, 1996).

A formacdo de espuma é semelhante a formacdo de emulsdo, s6 que
neste caso as proteinas de soro tém a funcéo de estabilizar a interface em torno
da micela de ar. Estas propriedades sao de importancia crucial na fabricacao de
coberturas aeradas e glaceadas, sorvete e frozem iogurt. IBANOGLU e KARATAS
(2001) observaram que a formacdo de espumas de um isolado protéico €&
influenciada significativamente por altas pressoes .

A propriedade de formar espuma € usualmente representada por dois
parametros, espumabilidade e estabilidade da espuma. A estabilidade da espuma
diz respeito a retencdo do volume maximo de espuma formada em funcdo do
tempo de repouso e é geralmente medida pela liberacdo de fluido da espuma
(SGARBIERI, 1996). Em estudo feitos com WPC em combinagdo com pectina, foi
observado, conforme mostrado na Tabela 2, que a estabilidade da espuma

aumentou com a adicao de pectina (Mishra et al., 2001).
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Tabela 2 — Estabilidade da espuma formada por WPC e mistura de WPC-pectina,

a 30 °C e diferentes valores de pH.

Estabilidade da espuma (%)

pH 4,6 pH 7,0
WPC 27,9 247
WPC-Pectina 40,1 35,3

(*MISHRA et al. (2001))

Em outro estudo observou-se que a presenca de CaCl, aumentou o volume
da espuma formada na presenca de B-lg. O aumento da concentracdo de a-la
elevou também o volume da espuma (IBANOGLU e IBANOGLU, 1999).

2.6. Sabor

Na forma pura, as proteinas de soro caracterizam-se por um sabor muito
suave. O soro realca sabores ja existentes ou acrescenta o seu préprio sabor ao
produto final. O aquecimento de proteinas de soro resulta na formagéo de sulfetos
volateis. Aminoacidos livres sao convertidos a componentes de sabor pelo calor
e por meio da interacdo quimica com outros compostos. Por exemplo os WPC
usados na padronizacdo do teor de proteinas no leite, ndo afetam
significativamente a qualidade sensorial do leite nas faixas usadas para a
padronizacao de proteinas (RATTRAY e JELEN, 1996).

WPC usados na fabricacdo de massas para macarrdao contribuiram
favoravelmente para o aumento do valor protéico da massa, além de serem bem
aceitados pelo consumidor. Os testes mostraram que € possivel usar
concentragces de WPC de até 18% sem alterar o sabor das massas (TOSSI et al,
.1997).

3. Propriedades nutricionais das proteinas do soro

As proteinas sdo nutrientes essenciais aos organismos animal e humano e
devem estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Além do
aspecto quantitativo deve-se levar em conta o aspecto qualitativo das proteinas,
isto €, o seu valor nutritivo (LEHNINGER, 1976).
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O valor nutritivo de uma proteina dependerda da sua composicao,
digestibilidade, da biodisponibilidade dos seus aminoacidos essenciais, da
auséncia de toxicidade e/ou de propriedades antinutricionais. As proteinas
simples sdo compostas de aproximadamente 20 aminoacidos, nove dos quais sao
considerados essenciais, isto é, ttm que estar presentes na dieta em quantidades
e proporcdes definidas, uma vez que 0 organismo humano nao possui
capacidade de sintetiza-los, a partir de outras substancias . Tais aminoacidos séo
a histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e
valina (SGARBIERI, 1996). As dietas deficientes em um ou varios aminoacidos
essenciais nao permitem um crescimento adequado e podem conduzir a um
aumento na mortalidade e a transtornos cerebrais com dificuldades no
aprendizado (FENNEMA, 1993). As proteinas do soro sdo compostas por
aminoacidos essenciais em propor¢cdes equilibradas e tém uma alta
digestibilidade (RENNER, 1989; TOSI et al., 1997).

As proteinas do soro de leite apresentam um dos mais altos indices de
valor biolégico em comparacéo a outras fontes de proteinas, tais como ovos,leite,
carne bovina, soja e caseina. O teor de aminoacidos essenciais das proteinas do
soro é maior do que quaisquer outras fontes, contem niveis elevados de leucina e
lisina em comparacdo ao isolado protéico de soja ou clara de ovo desidratada,
ainda possui uma boa fonte de aminoacidos contendo enxofre, tais como a
cisteina e metionina (RICHARDS, 2002). Estas proteinas avaliadas segundo o
método “Protein Digestibility Corrected Amino Acid Scoring” (PDAACS), alcanca o
valor de 1,0 em funcdo de sua excelente digestibilidade e pelo fato de fornecer ou
superar a quantidade recomendada de cada aminoacido essencial. Também,
guando sao usados outros métodos de determinacéo de qualidade protéica, como
o Indice de Eficiéncia Protéica (PER), o soro obtém excelentes pontuacido na
escala. Quanto mais elevado o valor de PER, melhor a qualidade da proteina. A
caseina que € a proteina de referéncia apresenta valor PER de 2,5. Proteinas
com valor PER acima de 2,5 sdo consideradas proteinas de alta qualidade. A
proteina do soro, tem um PER maior do que 3,0, sendo entdo considerada uma
excelente proteina do ponto de vista nutricional (USDEC, 1997).

As proteinas do soro sdo completas pois contém, em quantidades variaveis

e na proporcdo correta, os aminoacidos que o organismo humano necessita.
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Quase todos os aminoacidos presentes no soro superam as doses diarias
minimas de nutrientes recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(FAO/WHO, 1985), tanto para criancas ente 2 e 5 anos de idade quanto para
adultos, como observado na Tabela 3. Para adultos, as proteinas do soro contém

mais que o dobro dos padrées recomendados pela FAO/WHO.

Tabela 3 — Teor de amino&cidos essenciais de proteinas de soro e necessidades

nutricionais de adultos e criancas.

Aminoacidos  Adulto (mg) Crianca 2 a5 anos (mg) Soro (mg)

Histidina 16 19 20
Isoleucina 13 28 59
Leucina 19 66 103
Lisina 16 58 88
Metionina 17 22 41
Fenilalanina 19 63 62
Treonina 9 34 68
Triptofano 5 11 24
Valina 13 35 59

Fonte: modificado de GLASS e HEDRICK, 1976 ; FAO, 1985

Os WPC tem mostrado um PER maior do que o do leite em pd. Existem
evidéncias, em estudos com animais, de que as proteinas do soro produzem
imunomodulacdo, aumentando a resisténcia ao cancer. Estas proteinas
apresentam 0 Unico inconveniente da presenca de B-lg que tem resposta
alergénica para lactentes e que é a proteina presente em maior quantidade no
soro (RATTRAY e JELEN, 1996)

Na Figura 3 as proteinas de soro sdo comparadas com outros tipos de
proteinas, incluindo, soja, amendoim, milho e gliten de trigo, onde pode-se
observar que o PER das proteinas do soro s6 € menor do que o do ovo de

galinha.
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Glutende Trigo 0.8
Milho ]2.2

Soja 12.2

Amendoim ]1.8

Ovo de galinha ]3.9

caseinato de sodio ]2.6

Proteinas do soro ]13.2

Caseina ]2.5

0 ] 2 3 y
PER
Figura 3 - indice de Eficiéncia Protéica (PER) para diferentes proteinas de origem
animal e vegetal (USDEC, 1997) .

A digestibilidade da proteina é outro fator importante na determinagéo do
valor nutritivo de uma proteina. E avaliada pela raz&o entre o teor de nitrogénio
absorvido e o teor de nitrogénio ingerido com a dieta, expresso em porcentagem.
As proteinas do soro tém uma alta digestibilidade e complementam os
aminoacidos essenciais (RATTRAY e JELEN 1996). O valor biologico também é
elevado, maior que o da caseina e préoximo do da proteina do ovo, como
mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros bioldgicos das proteinas do soro

Proteinas do Caseina Proteinas

soro do ovo
Coeficiente de Eficacia Protéica (PER) 3,2 2,5-3,0 3,9
Utilizacao Liquida da Protéica (NPU) 95 79 94
Valor Biologico (VB) 100 85 94
Digestibilidade 97 97 97

Fonte: LINDEN e LORIENT, 1996

O soro contém a maior parte das vitaminas hidrossolUveis presentes no
leite. E particularmente rico em vitamina B, suprindo uma quantidade apreciavel
das necessidades humanas de vitaminas B,, Bs e Bg (LINDEN e LORIENT, 1996).
Na Tabela 5 pode-se apreciar os contetudos de vitamina do soro comparado com

as necessidades diarias.
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Tabela 5 — Contelido de vitaminas do soro e necessidades diarias

Concentracdo (mg/mL) Necessidades diarias (mg)

Tiamina (vit. By) 0,38 15
Riboflavina (vit B,) 1,2 15
Acido nicotinico (vit. Bs) 0,85 10-20
Acido pantoténico (vit. Bs) 3,4 10
Piridoxina (vit. Bg) 0,42 15
Cobalamina (vit. B1») 0,03* 2%
Acido ascoérbico (vit. C) 2,2 10-75

* expresso em ug.

Segundo a USDEC (2002), a reduc¢ao da incidéncia de cancer, o realce de
propriedades imunologicas, a fortificagdo dos 0ssos e a diminui¢cdo do colesterol
sanguineo, podem ser considerados como alguns benéficos nutracéuticos

atribuidos aos derivados do soro.

4. Caracteristicas das Proteinas do soro

As proteinas do soro correspondem a 20% das proteinas do leite sendo
que a a-lactoalbumina e a B-lactoglobulina representam de (70 a 80)% do total
das proteinas do soro. No soro sao encontradas também a albumina de soro
bovino, imunoglogulinas, protease-petonas, lactoferrina, lactoperoxidase e outras
enzimas (MORR E HA, 1993). A Tabela 6 apresenta algumas caracteristicas

fisico-quimicas das proteinas presentes no soro de leite.

Tabela 6* — Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas do soro de leite

Proteina Concentracéo (g/L) Massa Molecular (KDa) Ponto Isoelétrico
B-lactoglobulina 2-4 18,3 52
o-lactoalbumina 1-15 14,2 42-51
Imunoglobulinas 0,4-1,0 146 - 900 55-8,3
Albumina do soro 0,3-0,6 66 - 69 4,7- 4,9
Protease-peptone 0,5 4 -20 -
Lactoferrina 0,05 78 - 92 8,0-9,0
Lactoperoxidase 0,06 78 - 89 9,6

*Modificado de MORR e HA (1993) e MCKENZEY (1970)
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4.1. B-lactoglobulina (B-1g)

A B-lg € a proteina presente em maior quantidade no soro. Corresponde a
cerca de 50% do total das proteinas do soro, apresenta polimorfismo genético (A,
B, C e D), é constituida por 162 residuos de aminoacidos estruturados de acordo
com a posicdo do aminoacido: Asp (10), Asn(5), Thr(8), Ser(7), Glu(6), GIn(9),
Pro(8), Gly(4), Ala(15), Cys(5), Val(9), Met(4), lle(10), Leu(22), Try(4), Phe(4),
Lys(15), His(2), Trp(2), Arg(3). A sequéncia de aminoacidos da B-lg A difere em
duas posicoes, Asp (64) e Val (118), da sequéncia da p-lg B (MORR e HA, 1993;
WALSTRA e JENNESS, 1987; CHEFTEL et al., 1989).

Foi a primeira proteina do leite a ser cristalizada, sendo extensivamente
estudada e caracterizada. A B-lg € uma proteina globular tipica, relativamente rica
em aminoacidos sulfurados. Os residuos de cisteina sdo capazes de reagir com
0s grupamentos sulfidricos da k-caseina em certas condi¢cdes de tratamento
térmico, podendo afetar significativamente a coagulacdo do leite pela renina e a
estabilidade da estrutura micelar da caseina; € responsavel pelo aparecimento do
sabor de cozido em leites aquecidos (WALSTRA e JENNESS, 1987; CHEFTEL
et al., 1989).

Esta proteina €é termolabil. Apresenta mudancas conformacionais
reversiveis em temperaturas menores que 70°C. Temperaturas elevadas podem
provocar sua desnaturacdo e polimerizacdo irreversivel ou um significativo
aumento na susceptibilidade de degradacdo desta proteina por pepsina e
quimiotripsina. E considerada também um excelente agente de gelatinizacio
(MORR e HA, 1993)

A estrutura globular da p-lg € resistente a acdo de acidos e enzimas
proteoliticas presentes no estdbmago. Essa estabilidade confere uma funcao
biolégica a esta proteina no transporte do retinol (pro-vitamina A) do estdmago
para o intestino. Todavia ainda ndo € conhecido o mecanismo pelo qual a B-Ig
remove o retinol dos glébulos de gordura, onde normalmente ficam alojados.
Outras funcdes fisiolégicas que podem estar associadas com a B-lg sdo a
capacidade de se ligar a acidos graxos livres e o estimulo para a sintese da
glutationa, um tripeptideo anticarcinogénico produzido no figado capaz de evitar a
formacdo de tumores intestinais (FOX e MCSWEENEY, 1998; DE WIT, 1998).
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A B-lg sendo uma proteina de grande valor nutritivo e elevadas solubilidade
e estabilidade pode ser usada para a fortificacdo de bebidas e sucos de frutas.
Preparados enzimaticos hidrolisados com B-lg sdo usados como suplemento para
convalescentes, ja que muitos peptidios da B-lg podem ser absorvidos
diretamente pelo intestino. Também a partir de hidrolisados de B-lg séo
preparados leites com baixo contetdo de fenilalanina, utilizados na alimentacao
de lactantes com fenilcetondria, uma enfermidade de origem genética que
provoca a nao-metabolizacdo de fenilalanina e pode causar, entre outros
problemas, deficiéncia mental (GRASSELLI et al., 1997).

4.2. a-lactoalbumina (a-la)

A a-la, uma proteina globular, constitui cerca de 22% do total de proteinas
do soro (LINDEN e LORIENT, 1996). Apresenta 2 variantes genéticas (A e B) e
uma sequéncia de aminoacidos similar a lisozima. Entre os 123 residuos de
aminoacidos da o-la 54 sdo idénticos aos da lisozima [Asp(9), Asn(12), Thr(7),
Ser(7), Glu(8), GIn(5), Pro(2), Gly(6), Ala(3), Cys(8), Val(6), Met(1), 1I(8), Leu(13),
Try(4), Phe(4), Lys(12), His(3), Trp(4), Arg(1)]. Por muitos anos foi considerada
a prote ina do soro mais estavel ao calor, até ser evidenciado que € bastante
susceptivel a desnaturacdo pelo calor. RUEGG et al. (1977) relataram tanto a
desnaturacao da a-la a 65,2°C e pH 6,7 quanto a reversibilidade da desnaturacéo
sob resfriamento (entre 80% e 90%). DE WIT et al. (1983) observaram que a a-la
foi desnaturada entre (62 e 63)°C e que 90% foi renaturada em pH 6,5. Este alto
grau de renaturacao foi provavelmente o responsavel pela suposicado da aparente
resisténcia ao calor atribuida a a-la. CHAPLIN e LYSTER (1986) verificaram que
solucdes de a-la aquecidas a 77°C e imediatamente resfriadas, levaram a 10% de
desnaturacao irreversivel. Com o aguecimento desta mesma solucdo a 95°C e
manutencdo da temperatura por 15 minutos, somente 40% da proteina foi
renaturada.

Devido ao fato do fons Ca**, Zn*" e outro fons metdlicos serem passiveis
de ligacdo com a a-la, esta proteina € desnaturada em temperaturas mais altas, ja
que proteinas ndo ligadas a metais sdo desnaturadas em temperaturas de
aguecimento relativamente mais baixas e ndo tem capacidade de se renaturar. A

associacdo com ions metalicos facilita a renaturacdo da proteina apdés uma
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desnaturacao pela acdo do calor. Os ions calcio, por exemplo, unem-se em
regibes da estrutura da o-la ricas em residuos de acido aspartico (BERNAL e
JELEN, 1984).

A o-la é rica em triptofano, aproximadamente 6% em peso, adequa-se
muito bem para a nutricdo humana, € apropriada para o preparo de alimentos
infantis, e é quica a de mais baixo custo com estas caracteristicas (GRASSELLI
et al., 1997)

Uma das principais funcdes fisiologicas da a-lac esta relacionada com a
sua participacdo na sintese da lactose nas glandulas mamarias. A associacao da
o-la com a enzima galactosiltransferase, complexo lactose sintetase, catalisa
preferencialmente a adicdo da galactose na molécula de glicose (SGARBIERI,
1996).

A partir da a-la, obtém-se peptidios contendo triptofano, que séo
precursores da serotonina, uma substancia que regula a vigilia e o sonho. A
hidrolise da a-la também gera um peptidio formado pela unido sequencial dos
aminodcidos tirosina, glisina, leucina e fenilalanina (Tyr-Gly-Leu-Phe), que é uma
exorfina ou morfina exdgena pois possui acdo opiadcea. Este composto tem
potencial para emprego no tratamento de distarbios psicossomaticos
(GRASSELLI et al., 1997).

4.3. Albumina de soro bovino (BSA)

Essa proteina, com 582 residuos de aminoacidos, apresenta uma estrutura
similar ao encontrada & da albumina do soro sanguineo. E a Gnica com grande
cadeia polipeptidica entre as proteinas do soro, sendo formada por Asp(39),
Asn(12), Asx(3), Thr(34), Ser(28), Glu(59), GIn(19), GIx(1), Pro(28), Gly(16),
Ala(46), Cys(35), Val(36), Met(4), lle(14), Leu(61), Tyr(19), Phe(27), Lys(59),
His(17), Trp (2) e Arg(23). Possui um grupo sulfidrila livre na posicdo 34 (N-
terminal) e 17 pontes dissulfeto intramolecular. A molécula tem forma eliptica e é
dividida em trés dominios (MORR e HA, 1993; FOX e McCSWEENEY, 1998).

A BSA é capaz de se ligar a acidos graxos insoluveis, e provavelmente, é
um componente importante na formacéo de glutationa no figado, um peptideo que
aumenta a capacidade de resposta imunolégica de individuos HIV soro positivos e

de acdo anticarcinogénica e antimutagénica. A unido com o0s &cidos graxos
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estabiliza a molécula de proteina contra a desnaturacéo térmica (GUMPEN et al.,
1979; DE WIT, 1998). Assim como outras proteinas do soro (B-lg e lactoferrina),
apresenta concentracdes consideraveis de cisteina e glutamil cisteina,
importantes precursores da biossintese da glutationa (McINTOSH et al., 1995).

A BSA é soluvel em agua até 35% a 3°C, no entanto precipita entre 40°C e
45 °C e sofre desnaturacdo acida em pH 4 devido a repulsdo dos residuos de
aminodcidos carregados positivamente, ao longo da cedia polipeptidica (DE WIT,
1989)..

4.4. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas representam uma classe especial de proteinas de
elevada massa molecular encontrada no soro sanguineo e em outros fluidos do
organismo. No colostro bovino tem a finalidade de conferir imunidade passiva aos
bezerros, protegendo-os contra doencas até que seu proprio sistema imunologico
de defesa seja ativado (SGARBIERI, 1996).

No soro de leite, sdo encontradas em pequenas quantidades trés classes
de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM), embora essa concentracdo seja maior no
colostro. A IgG é a que esta em maior quantidade no leite bovino, cerca de 75%
do conteudo total das imunoglobulinas do leite, enquanto a IgA é a de maior teor
no leite humano. Todas as classes de imunoglobulinas podem ser encontradas na
natureza na forma de monbémeros ou polimeros, tendo como estrutura basica
quatro cadeias polipeptidicas, duas leves e duas pesadas, ligadas
covalentemente por pontes de dissulfeto. A IgG é um monbémero ou
correspondente a estrutura basica da imunoglobulina; IgA € um dimero formado
por duas unidades (4 cadeias polipeptidicas) ligadas por duas estruturas o
componente secretor (SC) e de juncdo e a IgM é um pentdmero formado por
cinco unidades (20 cadeias polipeptidicas) ligadas pelos componentes de juncéo
(FOX e McCSWEENEY, 1998). Estas proteinas sao termolabeis e suas
propriedades funcionais e tecnoldgicas nao foram ainda determinadas (KINSELLA
e WHITEHEAD, 1990).

As imunoglobulinas desnaturam a temperatura maiores do que a a-la e -

lg, porém na presenca de outras proteina do soro, elas sdo extremamente
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sensiveis a temperatura,0 que € provocado pela interacdo com B-lg e BSA via
pontes dissulfeto (DE WIT, 1989).

4.5. Protease-peptona

Os trés componentes da molécula de protease-peptona foram
reclassificados como fragmentos de B-caseina. Estes fragmentos de proteina
contém baixas concentracdes de residuos aminoacidos de enxofre e aromaticos
gue ndo sao precipitados pelo aquecimento do leite a 95°C por 20 minutos em pH
4,6. Além de estarem presentes no leite, fragmentos de B-caseina adicionais, sdo
provavelmente formados pela acdo da renina usada na producdo de queijo
(MORR e HA, 1993).

4.6. Lactoferrina

As transferrinas compreendem um grupo especifico de metaloproteinas, e
entre elas a lactoferrina, proteina encontrada no leite, suco pancreatico, lagrimas
e leucdcitos. Normalmente apresenta concentracdes entre (0,02 a 0,35) g/L no
leite bovino, enquanto teores bem superiores sdo observados em leite humano, (2
a 4) g/L. A concentracdo de lactoferrina no leite humano reduz ligeiramente
durante a lactacdo, mas aumenta da mesma forma no leite bovino (KINSELLA e
WHITEHEAD, 1989; FOX e McSWEENEY, 1998).

Essa glicoproteina liga-se fortemente aos ions ferro indicando que pode
apresentar duas funcdes biolégicas importantes: absorcdo de ferro, tornando-o
mais biodisponivel, e protecdo contra infeccdo entérica em neonatais (FOX e
McSWEENEY, 1998). O complexo ferro-lactoferrina € muito resistente a
protedlises e estavel até pH 2. Em razdo da concentracdo da lactoferrina ser
consideravelmente maior no leite humano do que no leite bovino e pela maior
resisténcia as infec¢cdes das criancas amamentadas com leite materno, atribuida
as substancias antimicrobianas como a lactoferrina, hd um grande interesse em
usar essa proteina para suplementar formulagdes lacteas infantis. A concentracao
da lactoferrina também aumenta quando ocorre a mastite, podendo-se atribuir a
ela um efeito protetor sobre as glandulas mamarias (LINDEN e LORIENT, 1996;
FOX e McSWEENEY, 1998).

124



A lactoferrina inibe irreversivelmente o crescimento de um grande namero
de microorganismos principalmente bactérias com necessidade metabdlica do
ferro, como consequéncia da sua potente afinidade pelo ion ferro. Sua acédo é
mais potente durante a fase de crescimento exponencial (LINDEN e LORIENT,
1996).

4.7. Lactoperoxidase

A lactoperoxidase representa cerca de (0,5 a 1,0) % das proteinas do soro.
E uma heme proteina constituida por duas subunidades idénticas (FOX e
McSWEENEY, 1998).

Além de ser utilizada como um indicador na avaliacdo do processo de
pasteurizacdo, a lactoperoxidase € importante na tecnologia de leite e derivados
pois pode ser usada como um indicador da infeccdo pela mastite e pode causar
oxidacdo de lipideos insaturados além do complexo lactoperoxidase-tiocianato-
dgua oxigenada ter acdo bactericida sobre um grande numero de germes
patogénicos e um efeito bacteriostatico sobre certos Gram® tais como o0s
streptoccocus lactis e os lactobacillus thermophylus (LINDEN e LORIENT, 1996).
A ativacdo deste complexo, principalmente onde ndo ha um programa eficaz de
resfriamento do leite, pode promover um maior controle no desenvolvimento de
bactérias mesofilas e psicotréficas do leite, principalmente as espécies Listeria,
Staphylococcus, Campylobacter, Salmonella e Bacillus cereus (SANTOS et al.,
1999).

Determinadas acdes fisiologicas tem sido atribuidas a lactaperoxidase,
como: protecdo nas glandulas mamarias contra a mastite e na prevencao ou
reducdo de infeccbes entéricas em alguns animais (DE WIT, 1998; FOX e
McSWEENEY, 1998).

5. Aplicacdes dos produtos do soro em alimentos

O soro é uma fonte altamente representativa de proteinas com excelentes
propriedades funcionais, sendo adicionado como ingrediente em muitos produtos
alimenticios tradicionais assim como apresenta potencial para aplicagcbes no
desenvolvimento de novos produtos (MISHRA, 2001, DECKER, 2001). Os
concentrados protéicos derivados das proteinas do soro, principalmente aqueles

com baixos teores de lactose, minerais e lipideos apresentam uma boa
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capacidade espumante/emulsificante. Concentrados de proteinas de soro, com
baixo teor de lipideos, podem substituir com relativo sucesso as proteinas da
gema de ovo, em Iguns produtos aerados, como por exemplo, os meréngues (DE
WIT, 1998).

O soro de leite liquido, WPC ou o isolado protéico de soro (WPI) podem ser
usados na padronizacdo de proteinas do leite. As proteinas do soro tém uma alta
digestibilidade e complementam os aminoacidos essenciais (RATTRAY e JELEN
1996).

O uso de WPC em concentracdes de (8 a 10)% em combinacdo com amido
de mandioca (1-5)% melhorou significativamente a textura final de salsichas de
porco com baixo teor de gordura (LYONS et al., 1999).

O soro de leite também tem sido usado na producdo de queijos, visando
aumentar o rendimento e melhorar suas caracteristicas nutricionais (HINRICHS,
2001), assim como na microencapsulacdo de lipidios (KEOGH et al., 1999) e em
alimentos extrusados a base de milho, batata e arroz (ONWULATA et al., 2001).
O aumento da sua utilizacdo na industria de alimentos deve-se ao fato das
proteinas do soro constituirem o maior grupo de ingredientes funcionais, que
apresentam capacidade para formacéo de espumas, de gelificacdo, emulsificacdo
e de retencdo de agua, além de excelentes propriedades nutricionais (MORR e
HA, 1993; IBANOGLU e KARATAS, 2001).

Na Tabela 7 sdo apresentadas outras aplicacbes do soro de leite na

industria de alimentos.
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Tabela 7* - Alguns exemplos de aplicacdo das proteinas do soro em produtos

alimenticios

Aplicacéo

Efeito funcional ou nutricional

Produtos de panificacdo

Mistura para sorvete

Molhos tipo maionese

Produtos céarneos e frutos do mar

Produtos lacteos (sobremesas como flans,
iogurtes, etc..)

Massas alimenticias tipo macarréao
Molhos para saladas e sopas

Preparados secos para molhos e outras
misturas
Bebidas nutricionais

Merengue, bolos, produto de confeitaria e outras
sobremesas congeladas
Produtos nutricionais, incluindo formulas infantis

Salgadinhos e snacks
Carnes processadas
Salsicha

Produtos de extruséo
Microencapsulagéo de gorduras do leite

Cria emulsdes estaveis, atua tdo bem quanto a
gema de ovo, porém com menor teor de
colesterol do que a gema de ovo em po.
Gelificagdo (géis prendem grandes quantidades
de agua). Ajuda a lubrificar e confere ao produto
a textura lisa e cremosa tipica de gorduras.
Realca o sabor natural de queijo e de outros
derivados do leite. No iogurte enriquece o valor
nutricional, alem de melhorar a textura, flavor,
viscosidade e as propriedades nutracéuticas.
Melhor textura e gosto. Produz firmeza por meio
de interacdes proteina-gluten.

Retencdo de &gua, aumento de viscosidade,
melhoria da textura do produto

Aumenta a viscosidade e melhora a textura.

Melhora a qualidade nutricional e aumenta a
viscosidade.

Auxilia a manter a estabilidade da espuma e
melhora a capacidade de aeracéo.

Melhora o perfil nutricional do produto, permite o
enriqguecimento do perfil vitaminico e a
fortificacdo com minerais.

Confere o sabor de manteiga.

Realca o sabor natural daecarne.

Melhora o rendimento e as propriedades
nutricionais.

Melhora a expanséo e textura.

Reducéo da gordura livre.

(*modificado de FOX e MCSWEENEY (1998), USDEC (1997),
ONWULATA et al. (2001) e KEOGH et al. (1999)).

GASPAR et al. (1998),
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RESUMO

A presente revisdo da literatura teve por objetivo mostrar as diferentes técnicas que podem ser
empregadas no processo de purificacdo de biomoléculas. Além da selecdo e combinagédo de
técnicas de separacdo para o desenvolvimento da estratégia de purificacdo foram abordadas a
precipitacdo, a centrifugacdo, a tecnologia de membranas (osmose reversa, ultrafiltracéo, dialise e
microfiltracdo), a extracdo liquido-liqguido usando sistemas aquosos bifasicos, as técnicas
cromatograficas (troca idnica, interacdo hidrofébica, fase reversa, exclusdo molecular, leito
expandido), as separacdes bioseletivas (cromatografia por afinidade, precipitacdo por afinidade,
particdo de proteinas por afinidade em sistemas aquosos bifasicos) e novas técnicas de
separacdo (leito mével simulado, micelas reversas e cromatografia em contracorrente). Verificou-
se que as técnicas cromatograficas estdo presentes em todos os processos de purificacdo de
biomoléculas, embora ainda existam restricbes técnicas e econdmicas na aplicacdo de alguns

tipos de cromatografia em escala preparativa.

1. INTRODUCAO

O interesse crescente pelos processos de purificacdo de biomoléculas
deve-se principalmente ao desenvolvimento da biotecnologia e a demanda das
indUstrias farmacéutica e quimica por produtos com alto grau de pureza. A
industria de alimentos também apresentou aumento no uso de biomoléculas,
como enzimas e proteinas, principalmente em cervejarias € em processos de

fermentacao.
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O objetivo deste trabalho de revisdo é mostrar os diferentes tipos de técnicas que
podem ser usadas nas etapas do processo de purificacdo e as técnicas
promissoras que podem ser aplicas na purificagdo de biomoléculas.

2. PROCESSO DE PURIFICACAO

O esquema basico para a separacdo de biomoléculas foi sugerido por
pesquisadores liderados pelo quimico Arthur B. Little em 1917 (CUSSLER e
DING, 1995). Esse comité considerou que as separacdes quimicas poderiam ser
classificadas como “operacfes unitarias”, que incluiam destilacdo, adsorcéo,
filtracdo, etc. Os pesquisadores argumentaram que a inclusdo da destilacdo foi
baseada em idéias comuns, ja que era usada para purificar 6leo cru ou para fazer
conhaque. A tal inclusdo gerou grande polémica, pois outros cientistas
consideravam impossivel o uso da destilacdo para muitos materiais biologicos.
Foi questionado que somente alguns compostos de baixo peso molecular
poderiam ser destilados, tais como os aromas. Entretanto, a destilacdo néo
serviria para a separacdo de antibioticos, hormonios e proteinas. Em 1986,
BELTER sugeriu que cada separacdo fosse considerada como quatro passos
sequenciais, ou seja, clarificacdo ou remocdo de compostos insoluveis,
isolamento do produto ou concentracdo, purificacdo intermediaria e polimento.
Essa foi a melhor estratégia para a purificacdo de biomoléculas, sendo utilizada
em processos biotecnoldgicos como base para o desenvolvimento de processos
de purificacdo de proteinas, enzimas, células e hormdnios. Tal estratégia também
mostrou-se eficiente no desenvolvimento de novas rotas ou esquemas de
purificacdo em nivel de pesquisa de laboratorio e industrial (CUSSLER e DING,
1995).

2.1 SELECAO E COMBINACAO DE TECNICAS DE SEPARACAO PARA
DESENVOLVER A ESTRATEGIA DE PURIFICACAO

No esquema proposto por BELTER (1986) a purificacdo de biomoléculas
exige o emprego de muitas técnicas, devendo-se buscar a mais apropriada para
cada estagio de separagdo. Assim, sdo empregadas técnicas diferentes na
remocdo de compostos insollveis ou clarificagdo, no isolamento do produto ou

captura, na purificacéo intermediaria e no polimento (Tabela 1). Por exemplo, para
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o isolamento e purificacdo de enzimas sdo usadas técnicas como
homogeneizagéo, centrifugacao, filtracdo, evaporacdo e cromatografia (BUCKE,
1983). As técnicas cromatograficas estdo presentes em todos os processos de
purificacdo. Com a utilizacdo dessas em sequéncia é possivel purificar uma Unica
enzima das muitas presentes num extrato celular. Por essa razao, NIVEN afirmou
que a cromatografia representava o estado da arte na purificacdo de proteinas
(1995).

A disponibilidade de diferentes técnicas cromatograficas com diferentes
propriedades fornece combinacdo poderosa para a purificacdo de qualquer
biomolécula (PHARMACIA., 1999). A gquantidade e tipo de técnicas usadas
dependerdo da natureza e das caracteristicas das amostras, assim como do grau
de pureza desejado no produto final (PASECHNIK e PHLS, 1995).

Tabela 1- Técnicas de separacdo que podem ser usadas nas diferentes etapas do
processo de purificacao

Estagios ou etapas

Técni raca —— — .
écnica de separacao Clarificagdo  Captura ou Purificacdo Polimento

primeira intermediaria
purificacéo

Precipitacéo * *
Centrifugagao
Homogenizacéao
Filtracao
Cristalizacao
Sistemas aquosos
bifasicos
Cromatografia de troca * %k * % % * % K
ibnica

Cromatografia com ligante * %k * %k * %
especifico (afinidade)

Cromatografia por * K * % % *
interacéo hidrofobica

Cromatografia por * * % %
exclusdo molecular

Diafiltracao *
Ultrafiltracéo *
Cromatografia em fase * % * % K
reversa

* %k %

* %

Fonte: MATEJTSCHUK et al. (1998), BROCKLEBANK (1990) e PHARMACIA...
(1999).
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Na escolha de técnicas cromatograficas, comumente, sdo empregados 0s

critérios de recuperacao, resolucédo, velocidade e capacidade (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros caracteristicos das técnicas usadas no processo de

purificacéo

Técnica Capacidade Velocidade Resolucdo Rendimento

Cromatografia por troca ibnica Alta -Média Alta Alta — Médio
Média

Cromatografia por interacdo Média Alta Média Médio

Hidrofobica

Focalizacao Isoelétrica Baixa - Alta Médio

Cromatografia por afinidade Média- Alta Muito Alta Baixo

baixa
Cromatografia por exclusao Muito baixa Média Alta — Médio
molecular baixa

Fonte: Adaptado de HARRIS e ANGAL (1995) e PHARMACIA... (1999).

3. TECNICAS USADAS NO PROCESSO DE PURIFICACAO DE
BIOMOLECULAS

A purificacdo de determinada biomolécula envolve uma série de etapas
convenientemente ordenadas, visando a obtencdo do méaximo de rendimento e

pureza, além de custos compativeis com os de mercado.

3.1. PRECIPITACAO

A precipitacdo e conseqiente recuperacdo de proteinas soluveis, mediante
a adicado de reagentes ou de solugdes, constitui técnica simples e rapida para a
concentracdo de proteinas (TEOTIA et al., 2001). E muito empregada pelas
industrias como operacdo inicial no processo de purificacéo, reduzindo em grande
parte o volume do meio racional para estagios posteriores (GLATZ, 1998). Essa
técnica geralmente ndo é utilizada na recuperacédo de células presente em meios
muito diluidos (CHISTI, 1998).

Algumas aplicacfes desta técnica sdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Aplicacbes da precipitacdo com diferentes tipos de agentes

precipitantes

Proteina Agente Referéncia
precipitante
B-amilase Alginato TEOTIA et al., 2001
Lactoperoxidase CMC LALI et al., 2000
o-amilase Alginato SARDAR et al., 1998
Xilanase Alginato GUPTA et al., 1994
Endopoligalacturonase Alginato GUPTA et al., 1993
Proteinas do soro de leite Cloreto de ferro KUWATA et al., 1985
exceto a B-lg
Glicerol fosfato desidrogenase (NH4)2S0,4 BENTLEY et al., 1973
Lisozima Acido poliacrilico STERNBERG e
HERSHBERG, 1974
Alcool oxidase Polietilenoglicol JANSSEN e RUELIUS, 1968

3.2. CENTRIFUGACAO

As centrifugas sdo muito usadas em processo de escala piloto ou
comercial para separar solidos, desde caseinas, glutinas, leveduras, bactérias e
células até meios fermentados contendo enzimas funcionais, anticorpos e
proteinas terapéuticas. Diversas centrifugas comerciais estdo disponiveis no
mercado, que no entanto € dominado por dois fabricantes pincipais, a Westfalia
separator AG (Oelde, Germany) e a Alfa Laval Separation (Tumba, Sweden)
(MIDDELBERG e O'NEILL, 1998). Dentre outras aplicacdes, essa operacdo €
utiizada na recuperacdo de isolados protéicos, proteinas dos processos de
lavagem, separacdo de leveduras e clarificacdo de 6leo animal (WESTFALIA,
2001). Além de ocupar pequena area na planta, as vantagens da centrifugacéo
incluem: agilidade na separacdo, boa capacidade para retirar agua, baixo custo

de operacéo e capacidade para separar a maior parte de materiais celulares.

3.3. TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

Os sistemas de separagcdo por membranas foram usados durante muito
tempo nos processos da industria quimica, sendo depois empregados pela
industria de alimentos. As aplicacdes tipicas na industria de alimentos incluem a
purificagdo da agua, a concentracdo e a clarificacdo de sucos de frutas, de
produtos lacteos, de bebidas alcodlicas e no tratamento de aguas (SING e
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HELDMAN, 1993). Nos sistemas de separacdo por membrana, o fluido contendo
dois ou mais componentes é colocado em contato com uma membrana que
permite a passagem seletiva de alguns componentes mais rapida do que de
outros. A natureza fisica e quimica das membranas, por exemplo, o tamanho do
poro e a distribuicdo do tamanho do poro, afetam diretamente a separacao
(Tabela 4).

Tabela 4 - Aplicacdo das diferentes membranas na separacdo de varios

compostos

Compostos Massa Molecular Tamanho (nm) Compostos retidos

(Da) OR UF MF D
Leveduras e 103 - 10* X
Fungos
Bactérias 300-10* - X X
Coldides 100-10° X X X
Virus 30-300 X X X
Proteinas 10* - 10° 2-10 X X
Polissacarideos 10% - 10° 2-10 X X
Enzimas 10* - 10° 2-5 - X X
Antibiéticos 300 - 10° 0,6-1,2 - -
Acucares Simples 200 - 400 0,8-1,0 X
Acidos Organicos 100 - 500 0,4-0,8 X
fons Inorganicos 10 - 100 0,2-0,4 X

Fonte: FANE e RADOVICH (1990).

OR = Osmose Reversa, F = Ultrafiltracdo, MF = Microfiltracdo, D = Dialise

Os processos da tecnologia de membrana, divididos em osmose reversa
(OR), ultrafiltracdo (UF), microfiltracdo (MF) e didlise (D) oferecem vantagens na
recuperacdo de bioprodutos. Tais vantagens, segundo FANE e RADOVICH
(1990), envolveu a facilidade no escalonamento dos equipamentos, 0 processo
ocorre em temperaturas moderadas, 0 estresse quimico e fisico pode ser
minimizado, elevada estabilidade e a concentracdo e a purificacdo pode ser
obtidas em uma Unica etapa.

As membranas empregadas pela osmose reversa (OR) séo caracterizadas
pelo tamanho de corte de massa molecular de aproximadamente 100 Da, cujo
processo envolve pressdbes 5 a 10 vezes maiores que a ultrafiltracdo
(ROSENBERG, 1995). Na técnica de ultrafiltracdo (UF) a faixa de presséo varia

de 70 a 700 kPa e o tamanho dos poros de 0,001 a 0,02 m, com ponto de corte
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de 1000 a 80000 Da (SING e HELDMAN, 1993). A ultrafiltracdo esta emergindo
gradativamente como processo de biosseparacdo importante para a purificacéo e
polimento de bioprodutos como drogas terapéuticas, enzimas, hormonios,
anticorpos, etc. (SAKSENA e SIDNEY, 1994). A microfiltracdo (MF) constitui
extensdo da UF, porém as membranas apresentam tamanho de poro maior. As
macromoléculas passam através da membrana, ficando retidos os coloides e as
células (FANE e RADOVICH, 1990). O tamanho do poro varia de 0,2-2,0 pum,
pode separar de forma seletiva as particulas com massa molecular acima de 200
kDa (ROSENBERG, 1995).

3.4. EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO USANDO SISTEMAS AQUOSOS
BIFASICOS

A extracao liquido-liquido convencional usando solucdo aquosa e solventes
organicos nao é adequada para separar biomoléculas (como proteinas), devido
sua baixa estabilidade em solventes organicos (SUBRAMANIAM, 1998). A
alternativa adequada para o0s processos tradicionais de biosseparacbes é a
particdo em sistemas aquosos bifasicos (SAB), que vem sendo usada com
sucesso no isolamento de proteinas e de outros materiais de origem biolégica
(KULA et al., 1982, ALBERTSSON 1986). Os SAB resultam da incompatibilidade
de dois polimeros em solucgdes, por exemplo polietilenoglicol (PEG) e dextrana ou
entre um polimero e um sal (como PEG e fosfato de potéssio). A
incompatibilidade ocorre em funcdo da concentracdo desses compostos
(ALBERTSSON 1990; COIMBRA, 1995). A alta concentracdo de agua (de 65% a
90%), em tais sistemas favorece a estabilidade das proteinas durante a
separacdo, quando comparados com sistemas tradicionais compostos com
solventes organicos (LI et al., 1997). Os sistemas PEG-sal tém sido usados para
extracdo de enzimas em larga escala (HUSTED et al., 1985) por apresentarem
baixo custo e elevada seletividade das proteinas o-lactoalbumina e f-
lactoglobulina (COIMBRA et al., 1995; GIRALDO-ZUNIGA et al., 2001). Outra
vantagem dos SAB é reciclagem dos seus componentes (RITO PALOMARES et
al., 1994). Extensa revisao de literatura sobre o assunto pode ser encontrada em
COIMBRA et al. (2002).
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3.5. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

As separa¢des cromatogréaficas consistem na particdo do soluto entre uma
fase movel e outra estacionaria. Comumente, a fase estacionaria € solida, sendo
formada por matriz de particulas empacotadas em coluna de forma tubular. A fase
movel que contém a mistura de componentes a serem separados passa através
da coluna. A alimentacdo € introduzida na coluna como um pulso e o0s
componentes individuais sdo separados devido sua distribuicdo diferencial entre
as fases (DORSEY et al., 1998). Separacdes com altas resolucbes podem ser
obtidas pela mudanca gradual na fase movel, mediante o emprego de eluicdo em
gradiente (NIVEN, 1995).

3.5.1 Cromatografia de Troca I6nica

Na cromatografia de troca ibnica, a separacdo ocorre de acordo com a
carga das biomoléculas. Foi constatado que esse é o método de purificacdo de
proteinas mais comumente empregado. Além disso, € utilizada com muita
efetividade pelas industrias de bioquimica fina e farmacéutica, para o
escalonamento dos processos de isolamento de proteinas (GERBERDING e
BYERS, 1998).

Muitos tipos de adsorventes e colunas empregadas na cromatografia troca
ibnica encontram-se disponiveis no mercado. Como exemplo tem-se 0 sistema
BioPilot da Pharmacia®, capaz de operar coluna preparativa (HR 50/10) com
vazao de 30 mL/min e alimentacdo da amostra de até 4 g por ciclo (PASECHNIK
e PHLS, 1995). Os processos em nivel industrial que utilizam esse tipo de
cromatografia para purificar as proteinas do soro de leite sdo o BiPRO® e os
processos Vistec e Spherosil (ETZEL, 1995; MORR e HA, 1993). Algumas outras

aplicacdes da cromatografia de troca idnica estdo compiladas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Aplicacbes da cromatografia de troca i6nica na separacdo de
biomoléculas.

Biomolécula Tipo de Resina Referéncia

B-galactosidase Accel Plus QMA® PEREIRA, 1999

o-la, B-lg e BSA Q-sepharose ®, GERBERDING E BYERS,
S-Sepharose ® 1998

o-la e imunoglobulina S-Sepharose, Fractogel HAHN et al., 1998
EMD, S-Hyper D-F

B-lg Celite —trans-retinal HEDDLESON et al., 1997

BSA Accel Plus QMA® ARAUJO, 1996

B-lactoglobulina Celite —trans-retinal WANG e SWAISGOOD,
1993

B-caseina Mono S® HOLLAR et al., 1991

o-la e B-lg Mono Q ® MANJI et al., 1985

o-la: alfalactoalbumina, B-lg: betalactoglobulina e BSA: Albumina do soro bovino

3.5.2 Cromatografia por Interacdo Hidrofébica (CIH)

A cromatografia por interacdo hidrofébica (CIH) foi desenvolvida nos anos
1970 (RASSI et al., 1990) para a separacdo de proteinas, mediante o uso de
colunas empacotadas com resinas de agarose modificada. Em 1980 foram
desenvolvidas novas microparticulas para serem empregadas como fase
estacionaria, tornando possivel a utilizacdo da CIH mediante a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A CIH, usada para separar proteinas com hidrofobicidade diferentes, é
ideal para ser empregada na etapa de captura de biomoléculas ou no estagio de
purificacdo intermédia (PHARMACIA BIOTECH, 1999). Fosfato de aménio ou sais
de sulfato sdo efetivos para promover interacdes hidrofébicas. Essa técnica em
combinagcdo com sistemas aquosos bifasicos também tem mostrado bons
resultados na extracdo de proteinas a partir de um meio de células nao clarificado
(BROCKLEBANK, 1987).

Algumas aplicacdes da CIH podem ser observadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Aplicacdes da CIH na separagdo de biomoléculas

Composto Referéncia

a-amilase LAUER et al., 2000
Estrogénio HYDER et al., 1985
B-amilase MILLER et al., 1985
Albumina e y-globulina do soro humano GOHEEN e MATSON, 1985
Lipoxidase KATO et al., 1985

Glucose isomerase KATO et al., 1986
Glucosidases JOSIC et al., 1986
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3.5.3 Cromatografia de Fase Reversa (CFR)

Mediante a utilizagcdo de cromatografia de fase reversa podem ser obtidas
separacdes com elevada rapidez, ou seja, 20 segundos em alguns casos (MAA e
HORVATH, 1988). O tempo rapido de separacdo auxilia 0 monitoramento de
bioprocessos, que requer andlises periddicas dos compostos mediante HPLC. A
CFR é considerada técnica de alta resolugdo para a analise de proteinas, mas o
seu uso em escala preparativa € limitado devido a ndo preservacdo que a
integridade estrutural das proteinas (RASSI et al., 1990). Desta forma, a CFR é
muito usada nos laboratérios de pesquisa, em laboratérios de analise de
alimentos e no controle de qualidade. No entanto, pode ser empregada em
processos de purificacdo de compostos biofarmacéuticos em grande escala.

As fases estacionarias usadas na CFR sdo estaveis em ampla faixa de pH
(1 a 13) e adequadas para a separacao de peptidios e proteinas. As fases moveis
tipicas empregadas sdo misturas organicas-aquosas, contendo metanol,
isopropanol e acetonitrila dentre outros como modificadores organicos
(TWEETEN e TWEETEN, 1986).

3.5.4 Cromatografia por Exclusdo Molecular

Na cromatografia por exclusdo molecular (CEM) a separacao ocorre de
acordo com o tamanho efetivo das moléculas. A coluna é recheada com material
inerte cujo tamanho dos poros € controlado. As moléculas pequenas podem
penetrar na maioria dos poros apresentando maior tempo de reten¢do, enquanto
as maiores sdo excluidas de todos os poros. Assim, moléculas grandes movem-
se rapidamente através da coluna e as pequenas sdo eluidas lentamente pela
fase movel (COLLINS et al., 1997, IRVINE, 1997).

A CEM é empregada ha mais de quatro décadas como técnica de
separacdo, dessalinizacdo para estimar a massa molecular de peptidios e
proteinas (IRVINE, 1997). O desenvolvimento de diferentes tipos de géis e a
existéncia de colunas comerciais empacotadas contribuiram para melhorar a
resolucdo das separacdes e também para diminuir o tempo de andlise. Tal fato
provocou rapido aumento no uso da CEM como técnica de separagdo e
purificacdo de macromoléculas. A CEM também ¢é usada para separar
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mondmeros, dimeros, trimeros, imunoglobulinas, anticorpos, produtos de reacfes

de mistura complexa e diversas outras aplicagdes (RICKER e SANDOVAL, 1996).

3.5.5 Cromatografia em Leito Expandido

Na adsorcdo em leito expandido as particulas ndo sdo empacotadas
firmemente na coluna (BRUCE et al., 1999). Esse tipo de cromatografia exige
apenas uma etapa para purificar a proteina desejada a partir de meio “in natura”,
sem precisar de clarificagéo inicial do meio, concentragdo ou purificagao inicial
(PHARMACIA..., 1999).

A fase estacionaria do leito expandido € equilibrada, na forma expandida,
com o tampao de equilibrio (Figura 1). A amostra contendo as células é aplicada,
no sentido de baixo para cima (2), no leito estabilizado. Desta forma, a proteina
de interesse e alguns contaminantes adsorvem na resina, enquanto as células
saem pela parte superior da coluna. O tempo para que a proteina alvo seja
adsorvida depende do fluxo de aplicagdo da amostra, bem como da quantidade
de resina utilizada na expansdo (BRUCE et al., 1999). Ap6s a aplicacdo da
amostra, a resina é lavada de baixo para cima (3), com o tampéo de lavagem,
para remocdo dos restos celulares e das proteinas ndo adsorvidas pela resina. A
etapa de eluicdo da proteina de interesse (4) é efetuaa de cima para baixo, ou
seja, apdés sedimentacdo do leito. Em seguida, a coluna é limpa e regenerada
para um novo uso (5). O propoésito dessa tecnologia € combinar as etapas de
clarificacdo e adsor¢cdo em uma s0, a fim de aumentar o rendimento e diminuir o

tempo de processo, 0s custos, etc.
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Figura 1 - Etapas de um sistema de purificacdo em leito expandido
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A cromatografia em leito expandido pode substituir as etapas de
clarificacdo e concentragdao do produto (PHARMACIA BIOTECH, 1999), que

representam grande problema para as industrias farmacéuticas.

3.6. SEPARAQ@ES BIOSELETIVAS
3.6.1 Cromatografia por Afinidade Quimica

A forma mais comum de efetuar separacdes bioseletivas € a cromatografia
por afinidade. Pesquisas de dados da literatura revelam que dentre os métodos
cromatograficos existentes, a cromatografia por afinidade é a segunda técnica
mais comumente usada na purificagdo (CLONIS, 1990). Nessa técnica, 0s
compostos (com afinidade pelo ligante) sdo imobilizados em matriz
cromatografica mediante ligagéo seletiva reversivel do ligante com a molécula de
interesse (NIVEN, 1995). E ideal para a captura ou purificacdo intermediaria de
biomoléculas, podendo ser usada sempre que houver ligante adequado para a
proteina de interesse (PHARMACIA BIOTECH, 1999).

A especificidade oferecida pela cromatografia por bioafinidade pode ser
aproveitada para conseguir biosseparacées com elevado grau de seletividade
(HEDDLESON et al., 1997). Para aumentar a eficiéncia dessa técnica, o material
de suporte ndo deve ligar as proteinas nao desejadas. Os sistemas de
bioafinidade sdo os mais poderosos métodos de separacao disponiveis, devido ao
alto grau de resolucéo, capacidade e seletividade que se pode obter. Por essa
razdo sdo frequentemente usados em escala preparativa para a purificacao
comercial de produtos farmacéuticos, de pesquisa e para a remogao de
contaminantes especificos como as proteases (PHARMACIA BIOTECH., 1999).

3.6.2 Filtragcao por afinidade

O uso de interacbes por bioafinidade ndo se restringe apenas as colunas
cromatograficas. Varios tipos de suporte podem ser usados para aumentar a
seletividade de técnicas com baixa resolugcdo na separacdo de biomoléculas,
mediante a introducdo de elementos de afinidade. Por exemplo na filtracdo por
afinidade o ligante é anexado ao suporte que pode ser retido pela membrana de
filtracdo. Em processo de dois estagios, o meio a ser purificado € misturado com o

adsorvente e os contaminantes néo ligados a matriz sdo removidos por filtracéo,
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enguanto o complexo enzima-ligante permanece no retentado. A enzima € logo
eluida e recuperada do permeado mediante segundo processo de filtracdo.
LUCAS et al (1998) empregaram membranas de ultrafiltracdo modificadas com
polietilemina para separar seletivamente a proteina a-lactoalbumina a partir de
concentrado protéico de soro de leite. Observaram separacdo seletiva de a-

lactoalbumina, que ficou retida na membrana.

3.6.3 Precipitacéo por afinidade

A precipitacdo biosseletiva € possivel mediante a utilizacdo de ligantes
especificos, que induzem a precipitacdo das proteinas de interesse ou pela
imobilizacdo de ligantes em transportadores poliméricos, os quais podem ser
precipitados. Essa técnica apresenta alta seletividade e vem sendo usada com
muito sucesso na purificacdo de diversas enzimas e proteinas (TEOTIA et al.,
2001).

3.6.4 Separacao de Proteinas por Afinidade em Sistemas Aquosos Bifasicos

Muitas proteinas apresentam interacfes Unicas com pequenas moléculas,
permitindo a alteracdo da particdo e a obtencdo de seletividade, cujo efeito é
denominado de particho por afinidade. A extracdo seletiva com ligantes
especificos imobilizados em um dos polimeros tem sido bastante efetiva
(JOHANSSON e ANDERSSON, 1984).

A particdo por afinidade usando ligante especifico pode ser limitada
somente a uma das fases do SAB, anexado ao principal polimero dessa fase.
Usualmente, apenas uma fracdo do polimero que forma essa fase é usada como
transportador do ligante (JOHANSSON, 1998; PERSSON et al., 1988).

SILVA et al. (1997) usaram o ligante especifico APGP, acoplado ao PEG
para purificar a enzima de Kleuveromyces lactis. Conseguiram recuperar 83% da

enzima na fase superior do SAB composto por PEG-APGP/fosfato.

4. NOVAS TECNICAS DE SEPARACAO
4.1 LEITO MOVEL SIMULADO (LMS)
Uma série de colunas de adsorcéo (doze colunas, por exemplo), contendo

adsorvente apropriado. As colunas sdo conectadas a recipientes que contém a
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alimentacdo e o eluente, que recebem as correntes de saida do produto através
de linhas controladas por um conjunto de véalvulas de posicBes multiplas. Esse
conjunto de vélvulas controladoras permite que sejam alternados, em intervalos
de tempo regulares, os pontos de entrada da alimentacdo, do eluente e das
correntes de saida. O sistema troca portanto as posicfes entre os pontos de
entrada e saida, simulando assim o escoamento em contra-corrente (STRUBE et
al., 1997).

Em 1961 a United Oil Products (UOP) patenteou processo que permitia a
simulacdo do movimento de um solido por meio de conexdo adequada entre as
colunas (Figura 2). Esses sistemas cromatograficos continuos tém sido utilizados
em escala industrial, principalmente nas industrias petroquimicas (Processos
SORBEX e PAREX, desenvolvidos pela UOP) e de processamento de agucares
(LUDEMANN-HOMBOURGER et al., 2000). Na atualidade, o sistema de leito
movel simulado € empregado com muito sucesso nos processo de separacdo nas
industrias de alimentos e de quimica fina (AZEVEDO e RODRIGUES, 2000).

t e ot

Alimentacio A+B Alimentagio A+8

Zona |l Zona Zonall Zona ll

Extrato Refinado

Zona | Zona IV Zona | Eluerte Zona IV
Eluerte

Figura 2 - Principio do LMS de 12colunas (Fonte: LUDEMANN-HOMBOURGER
ET AL., 2000).

O sistema de leito mével simulado apresenta vantagens econémicas, por
diversas razbes, a relagcdo aos outros sistemas cromatograficos em batelada.
Trata-se de processo continuo que permite a separacdo de mistura de compostos
similares, possibilitando alta producdo e baixo consumo de solvente. Em geral
nesse tipo de sistema o volume de adsorvente necessario € aproximadamente
25% do requerido pela cromatografia em batelada (GOTTSCHLICH et al., 1996).
No caso de enzimas, o LMS foi utilizado por HUANG et al. (1986) para a
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purificacdo de tripsina a partir de extrato de pancreas de porcos e por
GOTTSCHLICH et al. (1996) para o estudo da purificacdo de quimotripsina
bovina. GOTTSCHLICH e KASCHE (1997) também empregaram o LMS para a
purificacdo de anticorpos monoclonais. Mais recentemente, AZEVEDO e
RODRIGUES (2000) separaram frutose e glucose presentes em suco de caju,

obtendo pureza ao redor de 90% de cada acucar.

4.2 MICELAS REVERSAS

A extracado liquido-liquido usando micelas de fase reversa, constitui nova
técnica de separacdo que apresenta alta seletividade e facilidade no
escalonamento, podendo ser operada continuamente (JARUDILOKRUL et al,
2000). A capacidade dos sistemas com micelas de fase reversa para extrair
seletivamente a proteina alvo duma mistura de compostos, ainda nao esta
completamente esclarecida. No entanto, sabe-se que pode ser influenciada por
fatores como pH, tipo e concentracdo do sal, tipo de solvente, temperatura e
concentracdo do surfactante e incorporacdo do ligante (ASHRAFIZADEH e
KHOSHKBARCHI, 1998).

Na Tabela 7 sdo mostradas outras aplicacdes de extracdo com micelas de
fase reversa

Tabela 7 — Aplicacbes das micelas reversas na extracdo de biomoléculas

Composto Referéncia
BSA ZHANG et al 2000
o-quimiotripsina ASHRAFIZADEH e KHOSHKBARCHI, 1998

Lisozima, ribonuclease e citocromo ¢  JARUDILOKKUL et al., 2000
o--quimiotripsina RABIE e VIERA, 1998
Lisozima, ribonuclease e citocromo ¢ POPPENBORG et al., 2000
Lisozima JARUDILOKKUL et al., 2000b

4.3. CROMATOGRAFIA EM CONTRACORRENTE

A cromatografia em contracorrente originou-se dos estudos pioneiros de
ITO et al. (1998), que construiram o primeiro equipamento no Japao. Esse foi
projetado para separar particulas em suspensdo ou solutos em solucdo com

solvente, mediante campo de aceleracdo centrifuga. Pode ser definida como
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técnica cromatografica que emprega duas fases liquidas imisciveis, sendo uma
dessas distribuida longitudinalmente em tubo vazio de maneira uniforme. A outra
passa através dos tubos, sendo misturada com a primeira fase (SHIBUSAWA et
al., 1998). A fase estacionaria e a fase movel sao liquidas, por exemplo para a
separacdo de proteinas sao usados, mais comumente, 0S sistemas aquosos
bifasicos compostos de dois polimeros ou de um polimero e um sal (FOULCAULT
e CHEVOLOT, 1998). Existem também outros sistemas de solventes usados na
area de produtos naturais, ou seja, 0 sistema ternario composto por
cloroférmio/metanol/agua e o quaternario composto por hexano/acetato de
etila/metanol/agua.

A técnica da cromatografia em contracorrente foi aplicada com mito
sucesso na separacdo de muitas biomoléculas, devido a alta capacidade de
recuperacdo e facilidade no manuseio das amostras. Por exemplo OWEN e
CHASE (1997) separaram lisozima através de cromatografia em contracorrente,
utiizando um equipamento continuo de quatro estagios. Estes pesquisadores
conseguiram uma purificacdo continua, com 95% de rendimento e 66% de

pureza.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os avancos em biotecnologia representam potencial para a industria de
alimentos no desenvolvimento de novos produtos e processos. Esse
desenvolvimento incluiria a purificacdo de biomoléculas, tais como enzimas e
proteinas, a partir de meios complexos como os de fermentacdo ou de efluentes
industriais. Assim, torna-se necessario o conhecimento das técnicas empregadas
no processo de purificacdo de biomoléculas, sobretudo as técnicas
cromatograficas. No entanto, deve-se considerar que ainda existem restricdes
técnicas e econbmicas na aplicagdo de algumas destas técnicas, sobretudo em
escala preparativa, mas isto ndo tem impedido que muitos laboratérios utilizem a
cromatografia para a producdo de substancias com atividade biologica, de custo
elevado no mercado, o que justificaria 0 emprego das técnicas cromatogréficas na
producdo de alguns miligramas de substancias com atividade biologica. Para que
a purificacdo de biomoléculas de baixo valor comercial, em grande escala possa
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ser economicamente viavel novos desenvolvimentos na engenharia de processo e

nas técnicas de separacdo devem ser realizados.
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3. Conclusdes Gerais

Diante dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir:

1- A técnica de cromatografia de troca i6nica utilizando a resina Accell Plus
QMA® e com diferentes gradientes mostrou ser efetiva na adsorgéo seletiva e

consequentemente na separacdo das proteinas o-la e p-Ig do soro de queijo.

2 - Utilizando como fase mével uma solugéo salina de fosfato de potassio 1,37 M,
€ possivel promover a dessorcdo das proteinas o-la e B-lg da resina. Obteve-
se uma recuperacdo da ordem de 71% e 81% para o-la e p-lg,

respectivamente.

3 - A estratégia de purificacdo desenvolvida mediante a integracdo das técnicas
de cromatografia de troca ibnica, sistemas aquosos bifasicos e a
cromatografia de exclusdo molecular foi eficiente na separagao e purificagéo
das proteinas a-la e B-Ig a partir de uma solugéo de isolado protéico de soro
de queijo. As purezas obtidas mediante este processo foram de 97% para B-Ig

e 93% para a-la.

4 -Uma andlise financeira preliminar permitiu observar que o projeto de
implantacdo de uma unidade de purificacdo de proteinas de soro de queijo
com uma capacidade para processar 5904 litros de soros por dia tém um
elevado grau de atratividade. Apresentou uma taxa de retorno de capital

inferior a trés anos e uma taxa interna de retorno superior a 35%.
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