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RESUMO 

 

SOUSA, Rita de Cássia Superbi de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
fevereiro de 2008. Separação da lisozima, conalbumina e ovalbumina 
presentes na clara do ovo: aspectos tecnológicos e termodinâmicos. 
Orientadora: Jane Sélia dos Reis Coimbra. Co-orientadores: Luis Henrique 
Mendes da Silva e Luis Antônio Minim. 

 

Neste trabalho, estudou-se a integração dos processos de cromatografia de 

adsorção em leito expandido (ALE) e extração líquido-líquido por sistemas 

aquosos bifásicos (SAB) para a separação e purificação das proteínas da clara do 

ovo (ovalbumina, conalbumina e lisozima). A ALE foi empregada para a 

separação de duas frações protéicas da clara, uma rica em ovalbumina e outra 

contendo lisozima e conalbumina. Os SAB foram empregados com o objetivo de 

avaliar o comportamento da partição da lisozima e da conalbumina entre as fases 

superior e inferior, visando a separação destas proteínas da fração da ALE.  A 

extração líquida por SAB pode ser usada para purificação de biocompostos em 

larga escala por possibilitar a partição seletiva com elevados rendimentos. Nestes 

ensaios foi analisada a influência do tipo de sal e da concentração do polímero, 

sobre a partição das proteínas, a fim de se obter o melhor sistema para a separação 

das mesmas. Os sistemas aquosos bifásicos foram compostos por polietileno 

glicol (PEG) de massa molar 1500 g/mol e diferentes sais (fosfato de potássio, 

citrato de sódio, sulfato de lítio e sulfato de sódio). Em adição, foram calculados 

parâmetros termodinâmicos (ΔtrH, ΔtrS, ΔtrG) de transferência das proteínas. 

Observou-se que a lisozima migrou predominantemente para a fase superior, rica 

em PEG, e a conalbumina concentrou-se preferencialmente na fase inferior, rica 

em sal. Entre os sistemas avaliados, o SAB PEG1500 (18 % em massa)-sulfato de 

sódio apresentou a maior porcentagem de recuperação teórica da lisozima na fase 

superior (aproximadamente 95,0 %). A maior porcentagem de recuperação da 

conalbumina na fase inferior foi obtida no SAB PEG1500 (18 % em massa)-

citrato de sódio (aproximadamente 86,0 %). Este estudo mostrou que a integração 

de ALE e SAB pode ser usada para separação das proteínas ovalbumina, lisozima 

e conalbumina da clara do ovo. 
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ABSTRACT 

 

SOUSA, Rita de Cássia Superbi de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February,  2008. Separation of lysozyme, conalbumin and ovalbumin from 
the egg white: technological and thermodynamic aspects. Adviser: Jane 
Sélia dos Reis Coimbra. Co-advisers: Luis Henrique Mendes da Silva and Luis 
Antônio Minim. 

 
In this work, the separation of egg white proteins (lysozyme, conalbumina 

and ovalbumin) was studied integrating liquid-liquid extraction with aqueous two-

phase systems (ATPS) and expanded bed adsorption (EBA). EBA was used to 

separate two egg white protein fractions, one rich in ovalbumin and other rich in 

conalbumina and lysozyme. The partition behavior of conalbumin and lysozyme 

between top and bottom phases of ATPS was investigated with the objective to 

separate these proteins from EBA fraction. This technique is an advisable 

purification process applied to large scale since it provides a selective partition 

with high yields. The influence of the type of salt (potassium phosphate, sodium 

citrate, lithium sulfate or sodium sulfate) and polymer  (PEG 1500) phase 

concentrations (tie line length) in the system was studied in order to fit ratio of 

system to the separation. In addition, thermodynamic parameters (ΔtrH, ΔtrS, ΔtrG) 

were calculated and the results imply thermodynamic differences between 

partitioning of proteins. It was observed that the lysozyme partitioned 

preferentially to PEG phase and conalbumina to salt phase. Among the systems 

analyzed the ATPS PEG1500 (18 %)-sodium sulfate provided the best results for 

lysozyme extraction in the top phase (approximately 95,0 %) what demonstrates a 

good separation. The higher recovery of conalbumina in salt phase was obtained 

in the ATPS PEG1500 (18 %)-sodium citrate (approximately 86,0 %). This study 

showed that EBA and ATPS can be successfully used for recovery and initial 

purification of ovalbumin, lysozyme and conalbumin from egg white.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

  

 As proteínas do ovo de galinha têm sido extensivamente usadas como 

ingredientes em alimentos processados, como produtos de padaria, merengues, 

biscoitos e derivados de carne devido às suas importantes propriedades funcionais, 

tais como geleificação, emulsificação e formação de espuma. A clara de ovos é 

uma fonte natural de proteínas com alto valor nutricional e biológico. Três 

proteínas de particular importância presentes na clara são a lisozima, a 

conalbumina e a ovoalbumina que apresentam altos valores nutricionais e 

funcionais, despertando amplo interesse no campo de ensino e pesquisa, bem 

como na esfera industrial.  

O potencial para aplicações tecnológicas destas proteínas tem estimulado o 

desenvolvimento de processos integrados para sua separação e purificação 

visando manter suas características funcionais inalteradas, pois os processos 

convencionais, que usam precipitação por sais ou extração com solventes, podem 

levar à desnaturação e obtenção de proteínas com baixo grau de pureza. Assim, 

rotas alternativas de separação das proteínas da clara do ovo vêem sendo 

propostas.  

Uma técnica com potencial de adequação à separação destas proteínas é a 

adsorção, na qual certos componentes de uma fase fluida são transferidos para a 

superfície de um adsorvente sólido, em um fenômeno de superfície. O poder de 

fracionamento dos métodos cromatográficos por adsorção (batelada, leito fixo e 

leito fluidizado) transforma-os em uma técnica atrativa para separação de 

biomoléculas alvo de contaminantes. O uso da adsorção em leito expandido pode 

representar uma forma de obtenção de proteínas com menor custo, maior 

produtividade e em menor tempo, em relação aos processos convencionais de 

separação e purificação de biomoléculas devido à uma redução no número de 

operações unitárias que compõem o processamento, como a clarificação. Este 

método vem sendo usada por indústrias de bioquímica fina e farmacêutica no 

escalonamento de processos de separação de biocompostos. 

A partição de componentes biológicos em sistema aquoso bifásico (SAB) é 

também uma metodologia de separação simples e eficiente que vem sendo usada 

no isolamento de proteínas. Estes sistemas são compostos por duas fases ricas em 

água gerando assim um ambiente propício à separação de proteínas, enzimas e 
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células, quando comparados aos sistemas de extração contendo solventes 

orgânicos, pois ocorre sem que haja perda da atividade biológica das 

biomoléculas. Esta técnica permite isolar biomoléculas de misturas complexas e 

oferece vantagens, como curto tempo de processamento e fácil aumento de escala. 

Portanto, visando obter derivados de ovos com elevados níveis funcionais 

e nutricionais e assim agregar valor ao ovo, foi avaliada neste trabalho a 

integração: i) da adsorção em leito expandido (ALE), usando uma resina trocadora 

de cátions, para separar a ovalbumina da fração contendo as proteínas 

conalbumina e lisozima, com ii) a extração com sistemas aquosos bifásicos para 

separar as proteínas conalbumina e lisozima. Foi também modificada uma técnica 

de quantificação das proteínas isoladas por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) bem como foram determinados dados termodinâmicos de ΔtrH, ΔtrS e 

ΔtrG, para as proteínas ovalbumina, lisozima e conalbumina. 
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OBJETIVO GERAL 

 

• Analisar a viabilidade técnica da integração da adsorção em leito expandido, 

usando fase estacionária trocadora de cátions, com sistemas aquosos bifásicos 

para o desenvolvimento de um processo de separação e purificação das proteínas 

da clara do ovo (ovalbumina, lisozima e conalbumina). 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Estabelecer as condições ótimas na separação das frações protéicas 

(ovalbumina e lisozima/conalbumina) da clara empregando adsorção em leito 

expandido-troca catiônica. 

 

• Desenvolver um método analítico para quantificação das proteínas por 

cromatografia de troca catiônica. 

 

• Avaliar o emprego de sistemas aquosos bifásicos compostos por 

polietilenoglicol, sal e água como técnica de separação das proteínas: lisozima e 

conalbumina. Calcular o coeficiente de partição das proteínas. 

 

• Estudar a influência do tipo de sal formador de sistema aquoso bifásico 

(citrato de sódio, fosfato de potássio, sulfato de lítio e sulfato de sódio) e da 

concentração de PEG, sobre a partição da lisozima e da conalbumina. 

 

• Obter os parâmetros termodinâmicos associados à transferência das proteínas 

para cada uma das fases. 

 

• Estudar a solubilidade das proteínas da clara em função da concentração de sal 

e do pH do meio.  
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CAPÍTULO 1 

 

1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1. Ovo de Galinha 

 

O ovo de galinha (Gallus domesticus) é um produto natural com alto valor 

nutricional, sendo um alimento completo para o organismo humano. 

Adicionalmente, apresenta baixo custo, quando comparado a qualquer outro 

alimento de origem animal. Em 2001, o Brasil ocupou a sétima posição na 

produção mundial de ovos com 2,82 % do total comercializado (FAO, 2004).  

Atualmente, o Brasil ainda ocupa o 7o lugar como produtor mundial de 

ovo de galinha. Tal produtividade apresenta grande potencial de crescimento e 

desenvolvimento. No primeiro trimestre de 2006, a produção nacional de ovos de 

galinha (510,885 milhões de dúzias) cresceu 5,47 % em relação ao mesmo 

período de 2005 (484,401 milhões de dúzias).  Em termos de produção, o Sudeste 

do país concentrou 52,3 %, sobretudo, nos estados de São Paulo (33,6 %) e Minas 

Gerais (13,0 %). O Sul do país registrou 22,6 % da produção nacional de ovos de 

galinha, sendo o destaque para o Paraná com 9,4 % (IBGE, 2006). 

Segundo IBGE, nos nove últimos meses de 2006, a produção nacional de 

ovos de galinha atingiu 1,569 bilhões de dúzias e cresceu 4,57 % em relação ao 

mesmo período de 2005, considerando-se apenas os estabelecimentos com 10.000 

ou mais galinhas de postura. No período em análise, os principais estados 

produtores tiveram crescimento da produção de ovos, nos seguintes percentuais: 

São Paulo (2,44 %), Minas Gerais (2,38 %) e Paraná (9,0 %). 

Em torno de 80 % do ovo “in natura” de uma granja segue diretamente 

para o mercado consumidor. O restante destina−se ao uso industrial, geralmente 

na forma de clara, gema ou ovo integral desidratado. O produto desidratado é 

normalmente utilizado como ingrediente alimentar no preparo de biscoito, bolo, 

doce, maionese e massa (SIM, 1994). 

O ovo de galinha constitui uma fonte natural de ácidos graxos, minerais, 

proteínas, triacilgliceróis e vitaminas. Quanto ao valor nutricional em proteínas, 

somente o leite materno supera o do ovo que, por sua vez, é superior ao da carne 
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bovina, carne de ave, carne de porco, leite bovino e pescado (ALLEONI e 

ANTUNES, 2004). 

Os percentuais de casca, clara e gema oscilam entre 8 %-12 %, 56 %-62 % 

e 28 %-32 % do ovo de galinha fresco, respectivamente. A casca constitui uma 

fonte natural de Ca, Cu, P e Mg. A gema apresenta baixo teor em carboidratos, 

sendo, entretanto, rica em triacilgliceróis e proteínas, como a fosvitina e a 

lipovitelina. Adicionalmente, constitui uma expressiva fonte de vitamina A, do 

complexo B, vitamina D, vitamina E, ácido palmítico, ácido esteárico, ácido 

oléico, ácido linoléico, ácido linolênico, Ca, Fe, Mg, Na, Se e Zn (ALLEONI e 

ANTUNES, 2004). 

 

1.2. Clara do Ovo 

 

A clara representa cerca de 59,0 % do ovo de galinha fresco. Como a 

gema, a clara do ovo apresenta baixo teor de carboidratos, sendo, entretanto, 

relativamente abundante em Mg e Na. Contém cerca de 88 % de água e teor de 

proteínas entre 9,8 % e 10,6 % (FENNEMA, 1993; SIM, 1994). 

A clara do ovo é um ingrediente essencial que tem sido usado por muitos 

anos na indústria de alimentos devido às suas excelentes propriedades 

tecnológicas.  Além disso, possui muitas proteínas biologicamente ativas que 

poderiam lhe oferecer uma melhor valorização: lisozima como antimicrobiana e 

antivirótica (LOSSO, et al., 2000; IBRAHIM, et al., 2003), ovotransferrina como 

um agente antimicrobiano, avidina como carreadora de vitamina e agente 

antimicrobiano (MINE, 1995), flavoproteína como um estabilizador de vitamina e 

ovomucina como uma fonte de glicopeptídeos com atividades antiviróticas, 

antitumor e efeitos imunomodulantes. Além disto, a clara pode ser utilizada como 

agente espumante (TSUGE, 1997; WATANABE, 1998). 

 

1.2.1. Proteínas da Clara do Ovo 

 

A clara do ovo pode ser considerada um sistema que consiste de 

numerosas proteínas globulares numa solução aquosa (MINE, 1995; VADEHRA 

e NATH, 1973). Com base no valor nutricional e funcional, podem−se destacar a 
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ovalbumina, ovotransferrina, lisozima e ovomucina. A ovalbumina é uma 

glicoproteína com propriedades de coagulação e geleificação (VACCHIER et al., 

1995; AWADE et al., 1994). A ovotransferrina (conalbumina) é uma 

glicoproteína com atuação no transporte do ferro e de ampla atividade 

antimicrobiana. A lisozima tem propriedades antibactericidas e é usada 

amplamente na preservação de alimentos e na indústria farmacêutica (ALLEONI 

e ANTUNES, 2004; FENNEMA, 1993; SIM, 1994). 

Portanto, o estudo de cada biocomponente acima mencionado e de seu 

processo extrativo apresenta extensa aplicabilidade comercial e industrial, em 

particular no preparo e processamento do alimento industrializado e suplemento 

alimentar, bem como para uso medicinal (FENNEMA, 1993; SIM, 1994). 

Muitos procedimentos para purificação destas proteínas foram 

desenvolvidos para estudar e, em alguns casos para usar, a atividade biológica das 

proteínas da clara do ovo. As purificações foram principalmente conduzidas em 

cromatografia líquida devido à ausência de desnaturação da proteína e à alta 

seletividade (GUÉRIN-DUBIARD et al., 2005). Recentemente, a lisozima e a 

avidina são as principais proteínas da clara extraídas para aplicações comerciais. 

A lisozima é extraída em escala industrial por uma combinação das técnicas de 

cromatografia, adsorção, cristalização e precipitação (LI-CHAN et al., 1986; 

SHIBUSAWA et al., 1998) enquanto a avidina é purificada por cromatografia de 

afinidade (GUÉRIN-DUBIARD et al., 2005). Com o pI de 4,5, a ovalbumina foi 

principalmente purificada por cromatografia de troca aniônica (LEVISON et al., 

1992, 1996). A ovotransferrina tem sido purificada por ambas as cromatografia de 

troca catiônica e cromatografia de troca aniônica (AWADÉ et al., 1994; 

VACHIER et al., 1995; CROGUENNEC et al., 2000). A flavoproteína foi isolada 

por diferentes métodos envolvendo severos estágios de separação tais como 

precipitação com sal, troca aniônica e filtração em gel (GUÉRIN-DUBIARD et 

al., 2005). 

A Tabela 1 apresenta as proteínas presentes em maior quantidade na clara 

bem como algumas de suas características físicas (LINDEN e LORIENT, 1996). 
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Tabela 1. Propriedades das proteínas da clara. 

 

Proteína Extrato 
seco (%) 

Ponto 
Isoelétrico

Massa 
Molar (kg/mol)

Temperatura de 
desnaturação (°C)

Ovoalbumina 
Ovotransferrina 
Ovomucóide 
Ovomucina 
Lisozima 

54 
12 
11 
3,5 
3,4 

4,5 
6,1 
4,1 

4,5-5 
10,7 

44,500 
77,700 
28,000 

5,5-8,3*106 

14,300 

84 
61 
70 
-- 
75 

 

1.2.1.1. Ovalbumina 

 

A ovalbumina representa 54 % das proteínas da clara. Foi obtida na forma 

cristalina pela primeira vez em 1889 por Hofmeister. É classificada como uma 

fosfoglicoproteína por possuir carboidratos e fosfatos ligados ao polipeptídio. 

Pode ser encontrada nas formas A1, A2, A3 na proporção 85:12:3, 

respectivamente. A diferença entre essas formas está na quantidade de fósforo 

ligado à proteína, 2, 1 ou 0 átomo de fósforo por mole de ovoalbumina, 

respectivamente. Esta proteína possui massa molar de 45 kg/mol, uma ponte 

dissulfeto e quatro grupos sulfidrilos livres que só reagem após a desnaturação da 

proteína, o que indica que na forma nativa os grupos sulfidrilos estão protegidos 

em regiões hidrofóbicas da proteína. Cerca de 50 % dos aminoácidos da 

ovoalbumina são hidrofóbicos. Possui uma glicina acetilada no terminal N e 

prolina no terminal carboxílico. Contém uma única cadeia lateral de carboidrato 

formada de D-manose (2 %) e N-acetilglicosamina (1,2 %) (SGARBIERI, 1996; 

STADELMAN e COTTERILL, 1995). 

A ovalbumina possui uma menor superfície hidrofóbica e maior 

flexibilidade molecular na interface óleo-água do que a lisozima (ACTON et al., 

1990). Ela pode ser desnaturada quando submetida ao calor, pela absorção 

superficial ou em filmes, através da agitação ou pela ação de vários agentes 

desnaturantes (VADEHRA e NATH, 1973). Em solução é facilmente desnaturada 

por exposição de sua superfície (por exemplo, na agitação), mas é relativamente 

estável ao tratamento térmico. O aquecimento da clara a 62 °C pH 9,0 por 3,5 min 

alterou entre somente 3 % e 5 % da proteína enquanto que em pH 7,0 

praticamente não houve alteração (ALLEONI, 2003). 
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Durante a armazenagem, a ovalbumina sofre uma alteração passando para 

uma forma mais estável ao calor, a s-ovalbumina. Uma espécie intermediária foi 

também detectada, possuindo temperatura de desnaturação de 88,5 °C, comparada 

com 92,5 °C da s-ovalbumina e 84 °C da ovalbumina, pelo termograma do 

calorímetro diferencial de varredura (DSC) (DONOVAN e MAPES, 1976). 

 

1.2.1.2. Conalbumina (Ovotransferrina) 

 

Representa 12 % das proteínas da clara, tem massa molar 77,7 kDa e é 

formada de um único polipeptídio. Contém ainda 0,8 % de hexose e 1,4 % de 

hexosamina; não possui grupo sulfidrilo livre ou radical prostético (VADEHRA e 

NATH, 1973). Possui habilidade para se ligar com íon metal formando um 

complexo proteína-metal resistente à desnaturação pelo calor, pressão, enzimas 

proteolíticas e agentes desnaturantes (AZARI e FEENEY, 1958).  

Todas as transferrinas conhecidas ligam-se ao ferro dando uma coloração 

vermelha e uma absorção máxima a 465 nm. Os sítios de complexação de ferro 

pelas diferentes transferrinas parecem ser similares e os ligantes são em geral, 

cadeias laterais dos mesmos aminoácidos. A forte tendência de ligação do ferro à 

ovotransferrina confere a esta proteína, como às transferrinas em geral, 

propriedades bacteriostáticas. Quando não ligada ao ferro a ovotransferrina é mais 

sensível ao tratamento térmico do que a ovalbumina, porém menos susceptível à 

desnaturação de superfície (ALLEONI, 2003, ZABIK, 1992). 

Conalbumina e ovalbumina podem ser gelatinizadas individualmente com 

tratamento álcali, já as outras proteínas da clara do ovo não possuem esta 

característica (CHANG, 1979). A gelatinização destas proteínas depende, 

primeiramente, da abertura de suas moléculas. SEIDMAN et al. (1963) e 

CUNNINGHAM e LINEWEAVER (1965) determinaram que a estabilidade da 

conalbumina ao calor foi mínima, próxima ao pH 6,0. Em pH 9,0 a estabilidade ao 

calor desta proteína foi marcadamente maior. Por outro lado, a estabilidade da 

ovalbumina foi maior em pH neutro (YANG e BALDWIN, 1995). 
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1.2.1.3. Lisozima 

 

A lisozima é uma glicoproteína que representa 3,4 % das proteínas da clara 

do ovo. Possui um peso molecular relativamente baixo, que pode variar de 14,3 

kDa a 14,8 kDa e o seu ponto isoelétrico é 10,7. Possui forma de esfera alongada e 

se apresenta como dímero entre pH 5 e 9 (STADELMAN e COTTERILL, 1995; 

OSUGA e FEENEY, 1977).  

Esta enzima é homologa à lisozima humana e à α-lactoalbumina. É 

formada de um único polipeptídio com 129 resíduos de aminoácidos e quatro 

pontes dissulfeto, não possuindo grupos sulfídricos livres (SGARBIERI, 1996). 

As cadeias laterais acídicas e básicas e os grupos terminais estão distribuídos na 

superfície da molécula. A localização da cadeia polar também parece estar na 

superfície, entretanto a maioria das cadeias não-polares (hidrofóbicas) está no 

interior da molécula. Um dos grupos hidrofóbicos está localizado na superfície, 

exatamente onde se encontra o sítio ativo da proteína (LI-CHAN e NAKAI, 

1989). 

A inativação térmica da lisozima como uma enzima depende da 

temperatura e do pH. Quando a lisozima é dissolvida em solução tampão de 

fosfato, não ocorre inativação a 63 °C por 10 minutos a pH 9,0. Porém, a 65 °C a 

atividade da lisozima em pH 9,0 é reduzida em 70 % durante o mesmo período. A 

lisozima é 50 vezes mais sensível ao calor na clara do ovo que em solução tampão 

fosfato (STADELMAN e COTTERILL, 1995).  

O interesse por essa proteína iniciou-se devido a sua ação enzimática em 

algumas bactérias e em alguns vírus, uma propriedade que elevou o potencial de 

aplicação como agente microbiano em vários alimentos e também como um 

possível agente terapêutico (VADEHRA e NATH, 1973). Sua ação enzimática 

inclui a clivagem de polissacarídeos, ligação glicosídica β-1,4 entre N-

acetilglicosamina e ácido murâmico, em parede celular de bactérias. Além da 

atividade glicosídica possui também atividade de transglicosidade e de esterase, 

exercendo uma ação antimicrobiana (SGARBIERI, 1996). 

A lisozima possui características básicas e, devido a isto, tende a formar 

ligações eletrostáticas com outras moléculas. Algumas interações, 

particularmente, com a ovomucina têm importância prática considerável no efeito 

espumante e em outras propriedades funcionais (LI-CHAN e NAKAI, 1989). 
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Além disso, a lisozima é usada, por exemplo, como aditivo em leite para crianças, 

como componente em preparações oftálmicas e como droga em tratamentos de 

úlceras e infecções (GHOSH, 2000).  

Devido ao grande potencial de uso desta enzima, há uma necessidade de se 

desenvolver uma técnica simples e efetiva para sua purificação. A lisozima 

disponível comercialmente é produzida da clara do ovo usando uma combinação 

de processos convencionais tais como: cromatografia, adsorção, cristalização e 

precipitação (SHIBUSAWA et al., 1998). 

No entanto, os SAB aparecem como outro método potencial para a 

extração da lisozima da clara do ovo por ser um sistema adequado para 

purificação contínua em larga escala de biomoléculas e permitir o uso de 

equipamentos tradicionais de extração líquido-líquido (COIMBRA et al., 1994, 

1998). 

Outra técnica que tem sido discutida em termos de separação direta da 

lisozima é a adsorção em leito expandido (OWEN e CHASE, 1997). Esta técnica 

oferece vantagens como diminuição de custos e de tempo por reduzir o número de 

etapas de operação, aumentando a recuperação e a qualidade do produto (TONG 

et al., 2002).  
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CAPÍTULO 2 - ADSORÇÃO DAS PROTEÍNAS DA CLARA DO OVO EM 

LEITO EXPANDIDO  

 

RESUMO 

 

A adsorção em leito expandido (ALE) é uma técnica cromatográfica que 

opera com o leito com uma maior porosidade, e vem sendo utilizada na 

eliminação dos processos de filtração e/ou centrifugação, reduzindo-se assim o 

número de operações unitárias dentro da indústria de bioprocessos, uma vez que 

estas podem comprometer em até 80 % o custo de processo de recuperação da 

biomolécula. No presente trabalho estudou-se as condições de separação de duas 

frações protéicas presentes na clara do ovo, uma rica em ovalbumina e outra 

contendo lisozima e conalbumina, utilizando-se a resina de troca catiônica 

Streamline SP. Os resultados mostraram que foi possível obter duas frações 

protéicas da clara do ovo. Na primeira fração foi possível recuperar em torno de 

95,0 % de ovalbumina. A segunda fração apresentou um rendimento semelhante 

para a lisozima e para a conalbumina, sendo necessário um próximo processo de 

separação para estas duas proteínas. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A clara é uma fonte natural de proteínas de interesse tecnológico de 

reconhecido valor nutricional e biológico. Três proteínas de particular importância 

presentes na clara são a lisozima, conalbumina (ovotransferrina) e ovoalbumina. 

A lisozima (3,5 % do total de proteínas da clara) tem propriedades antibactericidas 

e é usada amplamente na preservação de alimentos e na industria farmacêutica.  A 

conalbumina (13 % do total de proteínas da clara) é uma glicoproteína com 

atuação no transporte do ferro e de ampla atividade antimicrobiana. A 

ovoalbumina (54 % do total de proteínas da clara) é uma glicoproteína com 

propriedades de coagulação e gelificação (VACCHIER et al., 1995; AWADE et 

al., 1994).  

O potencial para aplicações tecnológicas destas proteínas tem estimulado o 

aparecimento de novas metodologias, para sua separação e purificação. A 

adsorção foi aplicada, em escala de laboratório, para a purificação das proteínas 
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da clara do ovo por LEVISON et al. (1992), AWADE et al. (1994), VACCHIER 

et al. (1995) e CROGUENNEC et al. (2000). 

Pesquisas recentes apresentam a cromatografia por adsorção em leito 

expandido (ALE) como uma operação viável e com grande potencial para 

purificar a proteína desejada de um meio in natura. O uso de ALE pode 

representar uma forma de obtenção de proteínas, em relação aos processos 

convencionais de separação e purificação de biocompostos, por um custo menor, 

com maior produtividade e, em um menor tempo. Este fato decorre de uma 

redução no número de etapas que compõem o processamento, como clarificação, 

concentração e pré-purificação (SMITH et al., 2002; LYDDIATT, 2002). 

 Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar as condições ótimas para a 

aplicação da cromatografia de adsorção em leito expandido na separação das 

proteínas da clara do ovo ovalbumina, lisozima e conalbumina. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Uso da Troca Iônica na Separação de Proteínas 

 

A troca iônica é empregada usualmente em etapas iniciais de purificação, 

separando grupos de compostos baseados em suas cargas elétricas, sendo em geral 

necessárias outras etapas de purificação subseqüentes. É usada na separação de 

proteínas, baseando-se na carga da proteína que se quer isolar. Se esta possuir 

carga positiva, a solução deve passar por uma coluna com carga negativa 

(impedindo a passagem das proteínas com carga positiva). O processo de 

purificação por troca-iônica tem como objetivo a adsorção à matriz da proteína-

alvo ou dos contaminantes, com posterior eluição (PESSOA e KILIKIAN, 2005). 

O princípio básico da cromatografia de troca-iônica baseia-se na 

competição entre íons de interesse e contaminantes pelos grupos carregados da 

fase estacionária. As moléculas de proteína têm em sua superfície grupamentos 

com cargas positivas e negativas. As cargas positivas são oriundas, sobretudo, dos 

aminoácidos histidina, lisina, arginina e das aminas terminais, e as cargas 

negativas são devidas ao ácido aspártico e glutâmico e aos grupamentos 

carboxílicos terminais (PESSOA e KILIKIAN, 2005). 
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O primeiro estágio da cromatografia de troca-iônica é estabelecer o 

equilíbrio do trocador iônico em termos de pH e força iônica, que permitirão a sua 

ligação com as moléculas de soluto desejadas. Os grupos trocadores ficam 

associados com contra-íons, usualmente simples cátions ou ânions como cloreto 

ou sódio. O segundo estágio é a aplicação da amostra e sua subseqüente adsorção. 

Nesta etapa as moléculas de soluto, carregadas com cargas apropriadas, deslocam 

os contra-íons e se ligam reversivelmente com a matriz. Substâncias não ligadas 

podem ser lavadas do leito trocador usando a fase móvel tamponante. No terceiro 

estágio, as substâncias são removidas da coluna por mudanças das condições de 

eluição desfavoráveis à ligação iônica das moléculas de soluto. Isto normalmente 

envolve o aumento da força iônica do tampão de eluição ou troca de seu pH. A 

dessorção é alcançada pela introdução de um gradiente crescente de concentração 

salina e as moléculas de soluto são liberadas da coluna na ordem de suas forças de 

ligação. As moléculas fracamente ligadas são eluídas primeiro. O quarto e o 

quinto estágios são: a remoção das substâncias não eluídas da coluna e o 

restabelecimento do equilíbrio da coluna para as condições iniciais para próxima 

purificação (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 1997).  

 

2.2. Cromatografia de Troca-Iônica por Adsorção em Leito Expandido  

  

 A disposição convencional do adsorvente na forma de um leito 

empacotado, exige a alimentação de meios isentos de partículas em suspensão, 

portanto, previamente clarificados o que demanda tempos elevados de operação 

devido, em geral, à reduzida difusividade do meio através do leito. Como 

alternativa ao leito empacotado, o meio adsorvente pode encontrar-se suspenso 

que, com o uso de adsorventes que reduzam a limitação difusional do líquido 

através deste, diminuem o tempo de processo (PESSOA e KILIKIAN, 2005). 

As etapas de clarificação e concentração (captura) nos processos de 

purificação de uma biomolécula representam um grande problema a ser 

solucionado. Na maioria das vezes, utilizam-se técnicas centrifugação ou filtração. 

Ainda assim, tais técnicas podem não resolver o problema de clarificação da 

amostra, trazendo uma série de transtornos como a obtenção de uma solução ainda 

particulada. Este material particulado pode-se acumular nos distribuidores de 

fluxo da coluna ou nos espaços vazios existentes entre as partículas no leito fixo, 



 
17

ocasionando o entupimento do leito, proporcionado um aumento na queda de 

pressão do sistema, inviabilizando o processo (PESSOA e KILIKIAN, 2005). 

No entanto, pesquisas recentes (LYDDIATT, 2002) apresentam a 

cromatografia por adsorção em leito expandido (ALE) como uma operação viável 

e com grande potencial que necessita somente de um único passo para purificar a 

proteína desejada de um meio in natura. Assim, não seria necessário o emprego 

de uma clarificação inicial do meio nem da concentração ou mesmo da pré-

purificação no processo (JANSON e RYDEN, 1998; SUBRAMANIAN, 1998).  

A principal vantagem da utilização da adsorção em leito expandido, sobre 

a adsorção em leito fixo, é que a coluna pode ser alimentada com solução 

contendo material particulado, como células ou resíduos celulares em suspensão. 

Dessa forma, tem-se redução de uma operação unitária preliminar para separação 

dos contaminantes particulados, tais como a filtração ou a centrifugação, 

reduzindo o número de etapas no processo e evitando a perda da atividade da 

biomolécula alvo devido à presença de proteases, ácidos nucléicos, etc. 

(SANTOS, 2000). 

Em termos gerais, um leito expandido é um sistema cuja porosidade é 

maior que a do leito empacotado ou sedimentado. Leitos expandidos são, algumas 

vezes, considerados parte integrante do campo de trabalho da tecnologia de leitos 

fluidizados, razão por que alguns autores não diferem essas duas expressões 

(VEREDAS, 2000). 

Embora utilizados inicialmente na década de 70 como ferramenta para a 

recuperação de proteínas, os leitos fluidizados não mostraram na época muito 

interesse principalmente pelas dificuldades técnicas existentes, como por 

exemplo, a limitação das propriedades físicas das matrizes adsorventes (DASARI 

et al., 1993). É notável, porém, o crescente interesse pesquisadores a partir da 

década de 90 como CHASE (1994), CHASE e DRAEGER (1992), CHANG et al. 

(1993), DASARI et al. (1993), DE LUCA et al. (1994), McCREATH et al. 

(1995), FREJ et al. (1994), BATT et al. (1995), CHANG e CHASE (1996), 

FEUSER et al. (1999), LEVISON et al. (2000), SANTOS et al. (2000), TONG et 

al. (2002, 2003) e CHENG et al. (2003) para recuperar e purificar proteínas de 

soluções contendo ou não material particulado. 

A adsorção em leito expandido baseia-se na fluidização. Dessa forma, 

partindo-se de um leito fixo e aumentando-se a vazão de fluido atinge-se uma 
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velocidade na qual a força de arraste iguala-se ao peso das partículas, ou seja, a 

força de arraste iguala-se a queda de pressão em uma determinada área 

transversal. Então, um leito fluidizado estável é formado quando as partículas 

adsorventes são suspensas devido ao equilíbrio entre a velocidade de 

sedimentação e a velocidade do fluido ascendente (DOS SANTOS, 2001). 

A Figura 1 ilustra o principio de funcionamento de um processo de 

adsorção em leito fixo e expandido. Pode-se observar que operando em leito fixo 

o material particulado bloqueia a coluna. Entretanto, ao ser operado de forma 

expandida o material particulado passa pelo leito sem haver a obstrução da coluna.  

 

 
 
Figura 1. Processos de adsorção em leito fixo e leito expandido. 

 

2.2.1. Princípio e Operação da ALE 

 

O equipamento utilizado na adsorção em leito expandido consiste 

basicamente de uma coluna com um distribuidor e um pistão, que permite a 

mudança de posicionamento durante o processo, além dos acessórios comuns aos 

processos cromatográficos como bombas, registradores, etc. (DOS SANTOS, 

2001). 
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O modo de operação da adsorção em leito expandido difere um pouco dos 

processos cromatográficos convencionais (leito fixo) uma vez que se opera com 

uma maior porosidade, da ordem de 0,7 a 0,8 para velocidade linear (na ordem de 

300,0 a 400,0 cm/h), quando comparado com os processos em leito fixo cujos 

valores típicos de porosidade do leito são aproximadamente 0,4. É baseado nesse 

fato que se utiliza o leito expandido como alternativa para os processos 

biotecnológicos que contêm material particulado, uma vez que as células 

rompidas ou não, podem passar pelo leito sem obstruir a coluna (DOS SANTOS, 

2001).  

Na adsorção em leito expandido o equilíbrio entre o sistema tamponante e 

o adsorvente é realizado com o fluxo ascendente e com o leito na forma 

expandida. Ou seja, nessa etapa o pistão é posicionado na parte superior da coluna 

permitindo assim a expansão de leito. Após a etapa de equilíbrio, segue-se a etapa 

de aplicação do material. Essa etapa também é realizada com fluxo ascendente e 

com o leito na forma expandida, ou seja, com uma maior porosidade do leito. 

Aplicada a amostra, realiza-se a lavagem, também com fluxo ascendente, para se 

retirar do leito o material fracamente ligado ao adsorvente, tais como células 

residuais, outros tipos de materiais particulados e moléculas não adsorvidas (DOS 

SANTOS, 2001). 

Em seguida, o fluxo de solução tamponante para o leito é interrompido, 

espera-se a sedimentação do adsorvente e o pistão é abaixado até a superfície do 

adsorvente. Nessa etapa, o sentido do fluxo é invertido e a eluição é realizada com 

o sentido do fluxo descendente com o leito fixo. Pode-se utilizar a eluição da 

proteína alvo com o leito expandido, porém o volume de eluição é maior, 

diluindo-se a proteína alvo na solução, o que não é interessante. Após a eluição, a 

regeneração do adsorvente é realizada in situ. Como na eluição, pode ser realizado 

tanto na forma expandida como em leito fixo, sendo que o procedimento de 

limpeza no modo fixo é mais comum (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 

1997).  

A Figura 2 apresenta um esquema da seqüência de operações do processo 

de cromatografia em leito expandido, quais sejam: leito sedimentado, expansão do 

leito, aplicação do meio ao leito expandido, eluição com o leito empacotado e 

regeneração. 
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Figura 2. Etapas de um sistema de leito expandido. 

 

2.2.2. Hidrodinâmica do Leito Expandido 

 

 O conhecimento do comportamento do leito em função das propriedades 

físicas das partículas e do fluido é de fundamental importância para as operações 

usando ALE. Essa caracterização baseia-se em especial na medida da expansão do 

leito em função da velocidade linear do fluido e, ainda, em função dos fatores 

distribuição de tamanho de partículas, viscosidade do fluido e presença de células. 

Tal caracterização é importante uma vez que a expansão do leito e os fatores a ela 

associados interferem na ligação proteína-adsorvente (PESSOA e KILIKIAN, 

2005). 

CHASE e DRAEGER (1992) mencionam que o sucesso da purificação de 

proteínas, usando a adsorção em leito expandido, depende crucialmente da 

habilidade do sistema em produzir um leito com expansão estável. Essa condição 

é fundamental para que se possa realizar um aumento de escala, partindo-se de 

resultados obtidos em escala de laboratório. 

Na adsorção em leito expandido, correlaciona-se a expansão do leito 

devida à vazão usando a equação de RICHARDSON e ZAKI (1954). Para 

partículas rígidas estes autores propuseram que a relação entre a velocidade 

superficial do líquido (U) e a velocidade de equilíbrio (Ut) fosse dada por: 
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n

tU
U ε=                                                                                                      (1) 

ondeε  é a porosidade do leito e n é o índice de expansão ou coeficiente de 

Richardson e Zaki. 

A porosidade do leito expandido é determinada por uma relação do grau de 

expansão do leito. O grau de expansão do leito fornece a relação entre a altura 

final do leito após a expansão (H) e a altura do leito sedimentado (Ho). 

H
H0

0 )1(1 εε −−=                                                                                       (2) 

sendo 0ε  a porosidade do leito fixo e H0 é a altura do leito sedimentado. 

No leito empacotado, ε0 é aproximadamente 0,4 (DOS SANTOS et al. 2002). 

O valor de n é função de número de Reynolds terminal ( tRe ) e da relação 

entre o diâmetro da partícula (d) e da coluna (D). 

)/(2065,4 Ddn +=                           )2,0(Re <t                                       (3) 

03,0Re)/(1840,4 −+= tDdn                )0,1Re2,0( << t                                (4) 

1,0Re)/(1840,4 −+= tDdn                  )200Re0,1( << t                              (5) 

1,0Re40,4 −= tn                                    )500Re200( << t                            (6) 

40,2=n                                              )500(Re >t                                     (7) 

 onde tRe  é dado pela expressão: 

1

Re
μ
ρν dt

t =                                                                                                 (8) 

em que d é o diâmetro da partícula, ρ  a densidade do líquido, 1μ  a 

viscosidade do líquido e Ut a velocidade terminal ou de Stokes apresentada na 

equação (9): 

)(
18 1

2

ρρ
μ

ν −= st
gd                                                                                       (9) 

sendo sρ  a densidade do sólido. 

Através da linearização da equação (1) pode-se determinar a velocidade de 

equilíbrio de uma partícula e o coeficiente de Richardson e Zaki experimentais se 

a porosidade do leito for conhecida. A equação (10) apresenta a equação 

linearizada de Richardson e Zaki. 

lnU = lnU t + nlnε                                                                                  (10) 



 
22

 sendo o coeficiente angular igual a n e o coeficiente linear igual a log UT. 

 

Considerando ainda a formação de um leito estável, existem três modos de 

se avaliar a estabilidade do leito: 

 

2.2.2.1. Observação Visual 

 

A observação visual da estabilidade do leito é utilizada mais com o caráter 

confirmativo, por ser rápida e não dispendiosa, porém não se garante a 

reprodutibilidade dos resultados (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 

1997). 
 

2.2.2.2. Grau de Expansão do Leito  

 

O grau de expansão do leito (GE) é um número adimensional que consiste 

da medida relativa da altura do leito expandido (H), para uma determinada vazão, 

com a altura do leito fixo (Ho) do adsorvente (Figura 3) (DOS SANTOS, 2001). 

0H
HGE =                                                                                                  (11) 

Valores de GE para sistemas operando em leito expandido giram em torno 

de 2 a 3. Nessa condição, a porosidade do leito é suficiente à passagem de células 

e seus fragmentos (DOS SANTOS, 2001). 

 

 
Figura 3. Grau de expansão do leito (H/H0). 
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Muito embora o GE seja importante para avaliar a expansão do leito, este 

não indica diretamente o quão próximo está o leito expandido do empacotado. 

Entretanto, essa indicação pode ser obtida mediante análise da distribuição do 

tempo de residência (DTR), sobretudo a partir do valor do coeficiente de 

dispersão axial da fase fluida (Daxi) (PESSOA e KILIKIAN, 2005). 

 

2.2.2.3. Distribuição do Tempo de Residência (DTR) 

 

A distribuição do tempo de residência (DTR) é obtida utilizando-se uma 

técnica de estímulo e resposta por meio de um traçador. Este parâmetro 

caracteriza o tipo de escoamento existente dentro da coluna. O conhecimento do 

tipo de escoamento existente, ou seja, se o mesmo é empistonado, de mistura 

perfeita, ou se intermediário entre esses dois, é de fundamental importância, pois 

as diferentes características destes influenciam a cinética de adsorção proteína-

adsorvente. Outro fator importante é que, a partir dos parâmetros obtidos da DTR 

pode-se avaliar a possibilidade, ou não, de se introduzir a amostra ao leito (DOS 

SANTOS, 2001). 

Dentre as técnicas de estímulo e resposta existentes, as conhecidas como 

pulso e frontal são as mais aplicadas no estudo da expansão do leito. Usando-se a 

técnica frontal com sinal negativo e comparando-se as variâncias dos modelos de 

dispersão axial (Daxi) com os de tanques em série (FREJ et al., 1997), número de 

pratos teóricos (N) e altura de pratos podem ser obtidos. Dessa forma, a relação 

entre o número de pratos teóricos e o coeficiente de dispersão axial é dada por: 

axiD
UHN
ε2

=                                                                                               (12) 

sendo U a velocidade linear do fluido, Daxi, o coeficiente de dispersão axial 

da fase fluida, N o número de pratos teóricos, H a altura do leito expandido e ε a 

porosidade do leito. 

Nesse procedimento de determinação da DTR a solução contendo o 

traçador, como uma solução de acetona (1,0 % v/v), é bombeada para o leito até 

que a leitura no detector seja máxima (100 %) (essa etapa refere-se ao sinal 

positivo). Uma vez que o traçador esteja produzindo resposta máxima, marca-se 

um tempo de referência (tempo zero) e espera-se que a resposta chegue à linha de 

base (essa etapa refere-se ao sinal negativo). Define-se então o tempo de 
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residência médio (t) como a distância do tempo zero até a leitura (absorbância) de 

50 %. O desvio-padrão (σ) é definido como a metade da distância entre os pontos 

de leitura 15,85 % e 84,15 % da absorbância máxima. O número de pratos 

teóricos (N) é determinado pela técnica de sinal negativo pela equação abaixo: 

2

2

σ
tN =                                                                                                     (13) 

onde t é o tempo de residência e σ é o desvio padrão. 

Os parâmetros mencionados são ilustrados na Figura 4, que apresenta o 

perfil de resposta da utilização da técnica frontal na determinação do DTR. 

 

 
 

Figura 4. Distribuição do tempo de residência. 
 

Os dados de literatura mostram que valores do coeficiente de dispersão da 

fase líquida para a adsorção em leito expandido variam entre 10 e 10-3 cm2.s-1, 

porém a maior parte apresenta valores de Daxi da ordem de 0,1 cm2.s-1 (DOS 

SANTOS, 2001). 

 

2.2.2.4. Determinação do Coeficiente de Dispersão Axial 

 

A importância do estudo da dispersão em fase fluida na ALE deve-se ao 

fato da DTR influenciar no processo de adsorção. A medida da mistura axial da 

fase líquida é realizada através da análise da DTR. Devido à mobilidade das 

partículas, os leitos fluidizados possuem uma tendência de comportarem-se como 

sistemas misturados. É possível também torná-los similares aos leitos 

empacotados (fixos), controlando a dispersão axial da fase líquida, sendo este um 
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dos principais fatores almejados (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 

1997).  

 

2.2.3. Adsorventes 

 

O emprego da fluidização do leito com os adsorventes convencionais 

utilizados na adsorção em leito fixo provocam elevada mistura entre o líquido e o 

adsorvente gerando uma dispersão axial elevada, diferindo do comportamento 

desejável de escoamento tubular apresentado pelo leito fixo e aproximando-se 

indesejavelmente ao comportamento de tanque agitado. Neste caso, a existência 

de apenas um estágio de equilíbrio compromete a eficiência do processo de 

separação por adsorção. Algumas alternativas foram criadas para limitar o grau de 

mistura existente do leito fluidizado. BUIJS e WESSELINGH (1980) 

desenvolveram uma coluna com bandejas, providas de distribuidores de fluxos, 

que serviam como suporte para o adsorvente sólido, entretanto, a redução do grau 

de mistura não foi suficiente para a melhoria da eficiência da coluna e do 

processo, se comparada com o leito fixo. 

CHETTY e BURNS (1991) desenvolveram uma coluna de leito fluidizado 

estabilizado magneticamente usando adsorventes de afinidade não magnetizados, 

misturados com partículas de material magnetizado inerte em relação a adsorção; 

com esse procedimento obtiveram baixa mistura no leito. Porém, devido à 

complexidade do equipamento, não houve um favorecimento no que diz respeito 

ao aumento de escala para uso industrial.  

No início dos anos 90, CHASE e DRAEGER (1992) desenvolveram uma 

coluna cromatográfica provida de um distribuidor de fluxo que permitia uma 

fluidização estável do leito com escoamento tubular mesmo utilizando 

adsorventes a base de agarose convencionalmente utilizados em adsorção em leito 

fixo. Essa fluidização estável só era conseguida quando baixas velocidades de 

fluxos eram utilizadas, provocando baixa produtividade no processo de 

purificação de biomoléculas a partir de meios complexos. Estes pesquisadores 

perceberam a necessidade de serem desenvolvidos adsorventes com alta 

velocidade de sedimentação. Surgiu então a necessidade de desenvolver 

adsorventes capazes de exibir características físicas e adsortivas desejáveis para 
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que a técnica de fluidização sólido-líquido pudesse ser usada na separação de 

biomoléculas apresentando as mesmas características encontradas em leito fixo. 

A escolha do adsorvente é um parâmetro muito importante quando se usa 

um leito expandido. Dessa forma, a capacidade física e química dos adsorventes 

deve ser considerada, uma vez que, a própria expansão do leito pode provocar a 

atrição das partículas adsorventes comprometendo assim o processo. A principal 

característica que um adsorvente deve apresentar para ser usado em leito 

expandido é uma maior massa específica que o meio de fluidização e uma 

distribuição de tamanho que favoreça a segregação do leito (SANTOS, 2000).  

No ano de 1993, a Pharmacia Biotech introduziu no mercado novos tipos 

de adsorventes e colunas denominados de STREAMLINE, designados 

especialmente para a tecnologia de leito expandido. Estas resinas cromatográficas 

STREAMLINE, ao contrário das convencionais, permitem a adsorção de amostras 

contendo materiais particulados e/ou células como proteínas, enzimas, etc. 

(CHENG et al., 2003; TONG et al., 2003; DOS SANTOS et al., 2002; SMITH et 

al., 2002).  

 Os ligantes clássicos (SP-sulfapropil, DEAE – dietil aminoetil e IDA – 

ácido iminodiacético, para adsorção em troca iônica; IgG para adsorção por 

afinidade; Streamline Phenyl para a adsorção por hidrofobicidade) são acoplados 

ao suporte das partículas adsorventes (agarose-quartzo ou agarose-metal) 

elevando sua densidade e viabilizando a expansão do leito. Altas velocidades de 

fluxos podem ser usadas, durante a aplicação da amostra, devido às partículas de 

adsorventes possuírem altas velocidades de sedimentação conseguida através da 

inclusão de um núcleo de cristal de quartzo na matriz de agarose (TONG et al., 

2002).  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

 

Os padrões de ovalbumina, lisozima e conalbumina foram adquiridas da 

Sigma Aldrich (St. Louis, USA). A resina empregada nos experimentos foi a 

resina de troca catiônica Streamline SP® (Amersham Pharmacia Biotech, 

Sweden), com densidade e tamanho de partícula de 1,2 g mL-1 e 100 a 300 μm, 
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respectivamente. Nos experimentos foram empregados água ultrapura (sistema 

Milli-Q, Millipore Inc., USA) e reagentes químicos de grau analítico ou 

cromatográfico. 

Os ovos frescos foram adquiridos no mercado local da cidade de Viçosa - 

MG (Brasil). A clara in natura, separada manualmente da gema de ovo, foi pré-

acondicionada em uma diluição de 1:1 (v/v) de clara e água deionizada. A mistura 

resultante foi agitada a 4 °C durante 1 hora. Esta solução foi posteriormente 

empregada nos experimentos. 

 

3.2. Separação das Frações Protéicas da Clara usando Adsorção em Leito 

Expandido 

 

Nesta etapa foi utilizada uma resina trocadora de cátions Streamline SP 

(Pharmacia Biotech) como fase estacionária. O sistema cromatográfico 

empregado foi o AKTA Purifier 10/100 (Pharmacia Biotech). 

Uma coluna XK 16/20 (Pharmacia Biotech) (altura: 20 cm, diâmetro 

interno: 1,6 cm) foi empacotada com a resina de trabalho e primeiramente 

expandida com água deionizada. Logo após, foi equilibrada com 5 volumes de 

coluna (VC) de tampão A (0,04 mol L-1 de tampão citrato, pH 3,8), para condução 

do método de adsorção.  

A amostra de clara pré-acondicionada foi diluída 1: 2 (v/v) em tampão A e, 

então, aplicada dentro da coluna em 3 VC, para a obtenção das curvas de ruptura, 

sendo a absorbância detectada na região de UV (215 nm). Foram testadas três 

vazões de trabalho (2, 3 e 4 mL min-1). 

Após a obtenção da curva de ruptura, o leito foi lavado com o tampão A (4 

VC) para retirada das proteínas que não foram adsorvidas. Posteriormente, o 

escoamento do meio tamponante foi interrompido a fim de se obter uma 

sedimentação do leito. O fluxo pela coluna foi invertido e a etapa da eluição das 

proteínas foi efetuada utilizando-se um tampão B (0,5 mol L-1 de NaCl em  0,04 

mol L-1  de tampão citrato, pH 3,8) em gradiente linear crescente, como 

apresentado na Tabela 1. Os experimentos foram realizados com duas repetições. 
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Tabela 1. Gradiente de eluição das proteínas da clara. 

 

Estágio % do Tampão A % de Tampão B  

01 100  0 
02 30 70 
03 0 100 

 

Todas as soluções usadas para análise cromatográfica foram filtradas à 

vácuo utilizando filtros de acetato de celulose (0,45 μm) e posteriormente 

deixadas em ultra-som (Branson 1510, USA) por 15 min para desgaseificação.  

 

3.3. Quantificação das Proteínas nas Frações Protéicas 

 

O conteúdo protéico da clara diluída e das frações obtidas por ALE foi 

quantificado por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) (ÄKTA Purifier 

10/100, Pharmacia Biotech) usando uma coluna Mono S® HR 5/5 (Pharmacia 

Biotech) de troca catiônica. Foi utilizado um gradiente de fase móvel composto 

pelo tampão acetato 0,05 mol L-1, pH 5,6 (tampão A) e tampão acetato 0,05 mol 

L-1, pH 5,6 + 0,5 mol L-1 de NaCl (tampão B). A vazão e volume de injeção de 

amostra foram de 1,0 mL min-1 e 50 μL, respectivamente. A eluição das proteínas 

foi feita em gradiente e programada segundo a Tabela 2. O comprimento de onda 

utilizado na detecção das proteínas foi de 215 nm.  

 

Tabela 2. Gradiente de eluição das proteínas da clara. 

 

% Tampão Tempo (min.) A B 
0 
1 
3 
7 
9 
14 
15 
18 

100 
100 
65 
65 
25 
25 
0 
0 

0 
0 
35 
35 
75 
75 
100 
100 
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3.4. Atividade Enzimática 

 

A atividade enzimática da lisozima foi determinada empregando a M. 

Lysodeikticus (Sigma, USA) em uma concentração de 0,25 mg mL-1 em tampão 

fosfato (0,06 mol.L-1, pH 6,2) como substrato (TONG et al., 2002). Esta técnica 

baseia-se no decrescimento da absorvância do substrato lida a 450 nm (Cary 50, 

Varian, Austrália) pela adição de uma solução protéica contendo lisozima após 2 

minutos de reação. 

 

3.5. Grau de Expansão do Leito 

 

O grau de expansão do leito (GE) é um número adimensional que consiste 

da medida relativa da altura do leito expandido (H), para uma determinada vazão, 

com a altura do leito fixo (Ho) do adsorvente, de acordo com a equação (11): 

0H
HGE =  (DOS SANTOS, 2001). 

 

3.6. Distribuição do Tempo de Residência (DTR) 

 

Os experimentos de DTR foram realizados objetivando determinar o 

coeficiente de dispersão axial do líquido para diferentes fluxos utilizados neste 

trabalho. Acetona a 1 % (v/v) em tampão fosfato (0,05 mol L-1, pH 7,0) a 25 °C 

foi usada como traçador na técnica frontal com sinal negativo para se obter o 

número de pratos teóricos (N). O DTR foi determinado pela metodologia proposta 

por DOS SANTOS et al. (2002), os quais relacionam o número de pratos teóricos 

da coluna com o da distribuição de tempo de residência. 

O tampão fosfato (0,05 mol L-1, pH 7,0) foi bombeado pelo leito até a 

obtenção de uma resposta estável. O pistão móvel da coluna foi movido até a 

superfície do leito e o escoamento foi mantido até a estabilização da leitura no 

detector. Em seguida, a solução contendo o tampão fosfato e 1 % (v/v) de acetona 

foi introduzida na coluna sendo o escoamento mantido até obtenção da leitura 

máxima de absorbância (100 %). Essa etapa refere-se ao sinal positivo.  

Nesse instante, troca-se a fase móvel por uma isenta de acetona e esse 

tempo é estabelecido como tempo zero. O escoamento é mantido até que se 
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verifique o registro da absorbância como zero. Define-se então o tempo de 

residência médio como o tempo gasto para que a absorbância seja igual a 50 % de 

seu valor máximo. O desvio padrão é dado como a metade do intervalo de tempo 

entre os valores respectivo a 15,85 % e 84,15 % da absorbância máxima. O 

número de pratos teóricos (N) é determinado por meio da técnica de sinal negativo 

segundo a equação (13). 

 

3.7. Determinação do Coeficiente de Dispersão Axial (Daxi) 

 

O coeficiente de dispersão axial (Daxi) foi calculado empregando a equação 

abaixo que relaciona o número de pratos teóricos da coluna (N), a altura do leito 

expandido (H), a velocidade do fluido e a porosidade do leito expandido (ε) e a 

velocidade linear do fluido (U). 

N
HUDaxi ⋅⋅

⋅
=

ε2
                                                                                         (14) 

onde  ε é determinado pela equação (2). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Expansão do Leito e Determinação do Coeficiente de Dispersão Axial 

 

Em todos os experimentos realizados, o leito estudado apresentou, 

visualmente, uma boa estabilidade, sem que nenhum movimento característico de 

turbilhões fosse observado.  

Na Figura 5, verifica-se que o grau de expansão do leito (H/Ho) varia 

linearmente com o aumento da vazão do tampão A. O mesmo comportamento foi 

observado por DOS SANTOS (2001) ao estudar os parâmetros hidrodinâmicos 

em diferentes resinas cromatográficas empregadas em leito expandido. 

A vazão de 3 mL min-1 foi utilizada na etapa de adsorção das proteínas, 

pois neste caso, não foi observado o rompimento do leito, fenômeno que ocorre 

em valores de vazões superiores. 
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Figura 5. Expansão do leito (Streamline SP®) em função da vazão. 
 

Na Figura 6 observa-se que houve uma variação linear nos valores do 

coeficiente de dispersão axial com a mudança de velocidade da fase móvel 

empregada, com R2 de 0,99. Os valores de Daxi estão dentro da literatura para leito 

expandido. BATT et al. (1995) encontraram valores de Daxi iguais a 1,86 x 10-6 m2 

s-1, para uma série de experimentos realizados para resinas Streamline, usando 

velocidades de 135 cm h-1 e altura de leito sedimentado de 8,6 cm. THOMMES et 

al. (1996) encontrou valores de Daxi na faixa de 6,0 x 10-6 a 9,0 x 10-6 m2 s-1 em 

coluna com altura de leito 6,0 cm e velocidades lineares variando de 375 a 200 cm 

h-1. TONG et al. (2003) pesquisaram o comportamento de dispersão axial da fase 

líquida em leito expandido com resina Streamline DEAE como função da vazão, 

encontrando valores de Daxi entre 2,2 x 10-6 e 1,1 x 10-5 m2 s-1 para velocidades do 

líquido de 60 a 470 cm h-1. 
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Figura 6. Coeficiente de dispersão axial em função da velocidade linear 

do fluido. 

 

4.2. Adsorção e Dessorção das Proteínas da Clara in natura no Leito 

Expandido 

 

Nas Figuras 7 e 8 são apresentadas as curvas de eluição associadas aos 

processos de adsorção e dessorção das proteínas da clara in natura, 

respectivamente. Na adsorção a vazão utilizada foi 3 mL.min-1 e, na dessorção, foi 

empregada uma vazão de 2 mL min-1.  

No processo de dessorção foram obtidas duas frações de proteínas da clara. 

A ovalbumina é encontrada em maior porcentagem na primeira fração e lisozima 

e a conalbumina se concentram na segunda fração. Embora o gradiente de 

dessorção utilizado não tenha sido eficaz para separar a lisozima da conalbumina 

ele apresenta uma efetiva separação da ovalbumina das outras proteínas (fração 

01). A fração 02 (que concentra lisozima e conalbumina) deverá ser submetida a 

outro processo de biosseparação para uma purificação completa, como o emprego 

de extração líquida por sistemas aquosos bifásicos. 
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Figura 7. Cromatograma representativo da adsorção das proteínas da clara 

in natura no leito expandido. 
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Figura 8. Cromatograma representativo da dessorção das proteínas da 

clara in natura no leito expandido. 
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De acordo com a Tabela 3, podemos verificar que aproximadamente 94,86 

% da ovalbumina foram recuperados na fração 01 enquanto os índices de 

recuperação da conalbumina e da lisozima foram relativamente baixos na fração 

02. Este fato pode ser devido a uma perda considerável das proteínas nas etapas de 

adsorção e lavagem. 

O índice de recuperação foi calculado de acordo com a equação (15): 

100(%) orecuperaçã de Índice x
Ci
Ce

=                                                       (15) 

onde Ce é a concentração da proteína após eluição e Ci é a concentração 

inicial da mesma na alimentação. 

 

Tabela 3. Índice de recuperação das frações obtidas após a eluição das 

proteínas da clara. 

 
Fração Índice de recuperação (%)  
  Ovalbumina Conalbumina Lisozima  UA* 
Fração 01 94,86±1,05 9,16±1,47 N.D. 23,70±2,72 
Fração 02  2,95±0,85 63,06±1,36 38,11±0,91 333,80±2,67 

*Unidade de Atividade Enzimática (Lisozima).  

 

4.2.1. Curvas de Ruptura 

 

Monitorando-se a concentração do soluto na saída do leito, em função do 

tempo ou volume, obtém-se a curva de ruptura (breaktrough curve). A Figura 9 

apresenta a curva de ruptura das proteínas da clara do ovo a uma vazão de 3 mL 

min-1. Acima desta velocidade foi observada, visualmente, uma baixa estabilidade 

do leito. O aumento da velocidade linear provoca um aumento na expansão do 

leito o que ocasiona uma diminuição na eficiência da coluna em adsorver as 

proteínas. 

TONG et al. (2002) e THOMMES et al. (1996) estudaram as curvas de 

ruptura obtidas experimentalmente para determinadas proteínas e analisaram 

principalmente o efeito da variação da velocidade linear sobre a adsorção das 

proteínas encontrando que um aumento neste valor diminuiu a capacidade 

dinâmica de adsorção da resina.  
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Figura 9. Curva de ruptura das proteínas da clara em leito expandido. 

 

Via de regra, o tempo de ruptura diminui com o decréscimo da altura do 

leito, com o aumento do tamanho da partícula do adsorvente, com o aumento da 

velocidade do fluido através do leito e com o aumento da concentração inicial do 

soluto na alimentação. CHASE (1994) afirma que na prática deve-se interromper 

a alimentação na coluna quando a concentração de adsorbato na saída é 

aproximadamente 10 % da concentração inicial. Isto se deve ao fato de que acima 

deste ponto há uma perda considerável do composto de interesse, que passa pela 

coluna sem ser adsorvido. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, os resultados encontrados mostraram uma hidrodinâmica 

estável do leito expandido, com valores de coeficiente de dispersão axial de 

acordo com os valores encontrados na literatura. A resina de troca catiônica 

permitiu a separação de duas frações protéicas da clara do ovo. A análise do 

índice de recuperação das proteínas após a eluição demonstra uma boa eficiência 

na separação da ovalbumina, concentrada na fração 01, das outras proteínas da 

clara (lisozima e conalbumina), presentes na fração 02. Porém na segunda fração 

protéica obtida, foram encontrados baixos índices de recuperação das proteínas e, 



 
36

portanto, esta fração poderia ser submetida a um próximo processo de separação, 

como o uso de extração líquido-líquido por sistemas aquosos bifásicos.  
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CAPÍTULO 3 - PARTIÇÃO DAS PROTEÍNAS DA CLARA DO OVO 

(LISOZIMA E CONALBUMINA) EM SISTEMAS AQUOSOS BIFÁSICOS 

 

RESUMO 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar a influência do tipo de sal e da 

concentração de polietilenoglicol (PEG) no coeficiente de partição da lisozima e 

da conalbumina da clara do ovo. Os sistemas aquosos bifásicos (SAB) avaliados 

foram compostos por PEG 1500 e sais inorgânicos (fosfato de potássio, citrato de 

sódio, sulfato de lítio e sulfato de sódio), a temperatura de 25 °C e pH 7,0. As 

concentrações de PEG 1500 g mol-1 testadas foram 14 %, 16 % e 18 % (em 

massa). Foram também determinados os parâmetros termodinâmicos (ΔtrG, ΔtrH e 

ΔtrS) associados à transferência de cada proteína para cada uma das fases. Os 

sistemas testados podem ser empregados na separação destas duas proteínas da 

clara, dado que a lisozima migra preferencialmente para a fase superior e a 

conalbumina para a fase inferior. Entre os sistemas avaliados os que 

proporcionaram as melhores condições para a extração de lisozima foram 

PEG1500-citrato de sódio e PEG1500-sulfato de sódio. No SAB PEG1500-

sulfato, a lisozima proveniente da fração 2 do leito expandido, apresentou a maior 

porcentagem de recuperação teórica na fase superior (95,0 %). A partição da 

lisozima em SAB PEG-citrato foi entalpicamente dirigida, entretanto, em SAB 

PEG-sulfato foi entropicamente dirigida. Verificou-se uma alta recuperação da 

conalbumina na fase inferior nos SAB PEG-sulfato, sendo a partição 

entalpicamente dirigida.  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A clara de ovos é uma fonte natural de proteínas com alto valor nutricional 

e biológico. Entre estas, a lisozima e a conalbumina apresentam particular 

importância devido ao elevado valor nutricional e funcional, despertando amplo 

interesse no desenvolvimento de novas técnicas para sua separação e purificação 

visando manter suas características funcionais inalteradas (ROJAS et al., 2006). 

Os SAB têm adquirido importância e crescente sucesso para a 

concentração, isolamento e separação de proteínas. Estes sistemas são constituídos 
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por duas fases imiscíveis, que promovem a separação de biomoléculas, em 

condições amenas e em um ambiente adequado, de forma que sejam preservadas 

as suas principais características. A alta concentração de água, de 65 % a 90 % em 

massa, em tais sistemas favorece a estabilidade das proteínas durante a separação, 

quando comparados com sistemas de extração líquida tradicionais, compostos 

com solventes orgânicos. Apresentam também vantagens como rapidez da 

separação, baixo custo e possibilidade de aplicação em grande escala. Têm sido 

importante ferramenta na partição e/ou concentração de compostos como células 

animais ou vegetais, microorganismos, fungos e seus esporos, cloroplastos, 

mitocôndrias, membrana vesicular, enzimas, proteínas, ácidos nucléicos, vírus, 

metais, entre outros (ZASLAVSKY, 1995; ALBERTSSON, 1986). 

Assim, os objetivos deste capítulo foram: (i) avaliar o emprego de SAB 

compostos por polietilenoglicol (PEG), sal e água como técnica de separação das 

proteínas: lisozima e conalbumina; (ii) estudar a influência do tipo de sal 

formador do SAB (citrato de sódio, fosfato de potássio, sulfato de lítio e sulfato de 

sódio) e da concentração de PEG (14, 16 e 18 % em massa), sobre a partição das 

proteínas e (iii) obter os parâmetros termodinâmicos associados à transferência 

das proteínas para cada uma das fases. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Sistemas Aquosos Bifásicos (SAB) 

 

A extração de biomoléculas em sistemas de duas fases líquidas imiscíveis, 

constituídas de uma fase aquosa e um solvente orgânico, é utilizada há cerca de 60 

anos na purificação de antibióticos e ácidos orgânicos. Para proteínas, no entanto, 

tais sistemas não são adequados devido à sensibilidade dessas moléculas à 

desnaturação promovida pelos solventes orgânicos. Alternativamente à extração 

em solventes orgânicos, as proteínas podem ser purificadas em sistemas 

constituídos por duas fases aquosas imiscíveis. A purificação é resultado de uma 

partição diferenciada da molécula-alvo e impurezas entre as duas fases líquidas 

(PESSOA e KILIKIAN, 2005). 

Os sistemas aquosos bifásicos (SAB) são formados por espécies químicas 

que, quando misturadas em determinadas faixas de composição e temperatura, 
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dividem-se em duas fases com composições diferentes, em equilíbrio 

termodinâmico. As fases são regiões que possuem propriedades termodinâmicas 

intensivas diferentes, como densidade, índice de refração e composição. Mas 

como as duas fases dos SAB estão em equilíbrio, nenhuma propriedade 

termodinâmica está variando em uma dimensão temporal, ou ainda, não há troca 

resultante de matéria entre as fases. Estas fases estão separadas por uma interface 

que é a região na qual as propriedades termodinâmicas intensivas de cada fase 

transitam para valores diferentes, sempre tendendo para o valor daquela 

propriedade no seio da outra fase em equilíbrio (CARVALHO, 2004). 

A formação dos SAB é conhecida desde o final do século 19. Em 1896, 

Beijerinck descobriu que soluções aquosas de gelatina e ágar ou gelatina e amido 

solúvel, misturadas em uma dada faixa de temperatura e concentração, formavam 

misturas turvas que, em repouso, separavam espontaneamente em duas fases 

líquidas límpidas. A fase mais densa era enriquecida em ágar (ou amido) e a fase 

superior em gelatina, sendo que a água era o componente majoritário em ambas as 

fases. Posteriormente, Ostwald e Hertel em 1929, continuaram os estudos sobre 

esses sistemas e verificaram que amidos provenientes de origens distintas (arroz, 

milho, etc.), isto é, possuindo diferentes frações de amilose e amilopectina, 

produziam diferentes diagramas de fase. Esses resultados mostravam a grande 

influência que pequenas variações nas interações intermoleculares têm sobre as 

composições das fases em equilíbrio. Com objetivo de verificar uma possível 

generalidade do fenômeno de separação de fase em sistemas contendo 

macromoléculas, Dobry e Boyer-Kawenoki, no final da década de 40, estudaram a 

miscibilidade de um grande número de diferentes pares de polímeros, dissolvidos 

em solventes orgânicos ou em soluções aquosas. Estes autores constataram que 

dos 35 pares de macromoléculas estudados, apenas 4 não produziram a formação 

das duas fases, e puderam concluir que a incompatibilidade entre polímeros era 

um fenômeno geral (DA SILVA e LOH, 2006). 

Porém, foi apenas com os trabalhos de ALBERTSSON (1986), em meados 

da década de 50, que ficou evidente para a comunidade científica a grande 

potencialidade de aplicação destes sistemas à partição/purificação de materiais 

biológicos, desde proteínas até células. Nestes casos, a extração através de SAB é 

adequada para substituir a extração convencional por solventes orgânicos, pois, 

pelo fato do solvente ser a água, são ambientalmente seguros e permitem a 
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separação de partículas sensíveis à desnaturação em outros solventes 

(GUSTAFSSON et al., 1986). Desde então, as pesquisas nesta área têm-se 

aprofundado, tornando a utilização dos SAB importante ferramenta na partição e, 

ou concentração de compostos como células animais ou vegetais, 

microorganismos, fungos e seus esporos, cloroplastos, mitocôndrias, membrana 

vesicular, enzimas, proteínas, ácidos nucléicos, vírus, metais, entre outros 

(HATTI-KAUL, 2001).  

Nos últimos anos a extração líquido-líquido usando sistemas aquosos 

bifásicos (SAB) tem adquirido importância e crescente sucesso para a 

concentração, isolamento e separação de proteínas (PESSOA e KILIKIAN, 2005). 

JOHANSSON et al. (1996) estudaram os efeitos de íons na partição da lisozima 

em sistemas aquosos bifásicos compostos por óxido de etileno e copolímeros de 

óxido de propileno. PENG et al. (1995) desenvolveram correlações para predição 

do coeficiente de partição da lisozima em sistemas contendo PEG e K2HPO4-

KH2P04. FARRUGGIA et al. (2004) avaliaram a influência de altas concentrações 

de cátions monovalentes na partição de ovalbumina e lisozima em SAB 

compostos por PEG1500 e fosfato de potássio. SU e CHIANG (2006) 

investigaram o comportamento de partição da lisozima em SAB PEG1500 

variando os sais (fosfato de sódio, citrato de sódio e sulfato de sódio). PICÓ et al. 

(2007) realizaram uma investigação calorimétrica das interações proteína-

polímero e suas relações com a partição das proteínas. SHIBUSAWA et al. (1998) 

determinaram os coeficientes de partição de ovalbumina, conalbumina e lisozima 

em sistemas PEG1000-fosfato de potássio. 

A base da partição em SAB é a distribuição seletiva de compostos entre as 

duas fases. Esta distribuição é governada por um grande número de fatores, por 

exemplo: natureza e tamanho da partícula alvo; constituição, tamanho e estrutura 

molecular do polímero; temperatura; natureza do eletrólito e pH do sistema 

bifásico (ALBERTSSON, 1986). Por isto, a predição e a interpretação da partição 

de biopartículas em sistemas aquosos bifásicos é uma difícil tarefa, embora a 

manipulação das propriedades do sistema tornando predominante um determinado 

tipo de interação venha a ser uma forma de controlar a partição (HATTI-KAUL, 

2001).  
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2.1.1. Tipos de Sistemas Aquosos Bifásicos 

 

Sistemas de duas fases aquosas são formados pela reunião de determinados 

polímeros, polieletrólitos, ou ainda, polímeros em combinação com solutos de 

baixa massa molar, em uma mesma solução, formando quatro grupos. Em um 

primeiro grupo podem ser considerados os sistemas formados por dois polímeros 

não-iônicos, como polietilenoglicol (PEG)/dextrana, PEG/polivinil álcool, 

polipropilenoglicol (PPG)/dextrana e Ficoll/dextrana. No segundo grupo tem-se 

um polieletrólito e um polímero não-iônico como, por exemplo, 

carboximetilcelulose de sódio/metil celulose. Os SAB formados por dois 

eletrólitos constituem o terceiro grupo: sulfato dextrana de 

sódio/carboximetildextrana de sódio. Finalmente, em um quarto grupo, tem-se um 

polímero não-iônico e um composto de baixa massa molar: PPG/fosfato de 

potássio, PEG/fosfato de potássio, PPG/glicose, PEG/glicose e PEG/citrato de 

sódio (PESSOA e KILIKIAN, 2005). Exemplos de sistemas aquosos bifásicos são 

mostrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Sistemas aquosos bifásicos e seus componentes. 

Polímero Polímero 
Polipropileno glicol  Polietileno glicol (PEG) 

Dextrana (Dx) 
Polivinil álcool (PVA) 
Maltodextrina (MD) 
Dextrana (Dx) 
Ficoll 
Hidroxipropil-amido (HPS) 
Polivinil alcohol (PVA) 
Polivinil pirrolidona (PVP) 

Polietileno glicol 

Maltodextrina (MD) 
Polímero Componente de baixa massa 

molar 
Polietileno glicol e copolímeros 
 

Sais inorgânicos: (NH4)2SO4, 
NH2CO2NH4, Na2HPO4, K2CO3, 
K3PO4, K2HPO4, KH2PO4, 
Na2SO4, Li2SO4, FeSO4, Na3Cit 

Polietileno glicol Glicose, maltose 
Polipropileno glicol 
 

Sais inorgânicos: K2HPO4, 
KH2PO4 
Glicerol 

              Fonte: ZASLAVSKY, 1995. 
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Em princípio, todos os tipos de sistemas aquosos bifásicos podem ser 

empregados na separação de biomoléculas. Mas, dentre os diferentes sistemas, o 

mais estudado é aquele composto por PEG, dextrana e água. Os sistemas PEG-

dextrana e PEG-sais são normalmente usados também por se encontrarem 

disponíveis no mercado em grandes quantidades e não serem tóxicos, mas para 

uso em escala industrial, a dextrana apresenta custo muito alto. Os SAB formados 

por polímero-sal-água apresentam vantagens em relação aos compostos por 

polímero-polímero-água como baixo custo e menor tempo de separação de fases. 

Assim, os sistemas PEG-sal têm sido usados para a extração em larga escala. 

Estes sistemas podem ser formados a temperatura ambiente, sendo a fase superior 

rica em PEG e a fase inferior rica em sal, a separação de fases é atingida mais 

rapidamente devido á menor densidade de uma das fases, o que facilita o uso 

destes sistemas em aplicações industriais (SALABAT, 2001; GIRALDO-

ZUÑIGA et al., 2000; HUSTED et al., 1985). 

 

2.1.2. Constituintes das Fases 

 

2.1.2.1. Polietilenoglicol (PEG) 

 

O polietileno glicol, HO-(CH2-CH2-O)n-H, é um polímero sintético, 

hidrofílico, não iônico, de cadeia linear ou ramificada, com massa molar variável 

e juntamente com outros polímeros sintéticos, constitui a base para as indústrias 

de plásticos, embalagens, fibras, adesivos, tintas e esmaltes. É solúvel em água e 

em vários solventes orgânicos. É produzido mundialmente em grandes 

quantidades e com massas molares variando de poucas centenas a milhares de 

Daltons, sendo obtido a partir da ligação de polímeros de oxietileno de massa 

molar menor que 40000 g mol-1 com metóxido de sódio ou hidróxido alcalino 

(CARVALHO, 2004).  

A designação PEG é usada para compostos de baixa massa molar (abaixo 

20000 g mol-1) e a designação PEO poli (óxido de etileno) é restrita para 

compostos de altas massas molares (maiores que 20000 g mol-1). Os métodos de 

produção para PEG e PEO são distintos: PEG é produzido pela polimerização do 

óxido de etileno com um catalisador solúvel em meio ácido ou básico (mais 

comum), enquanto que a preparação de PEO emprega catalisadores insolúveis. Os 
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PEG’s com massas molares menores que 1000 g mol-1 são fornecidos na forma de 

soluções incolores estáveis ou pastas. Os de massas molares elevadas, acima de 

1000 g mol-1, são encontrados na forma de pó ou flocos brancos. PEG’s são 

higroscópicos e absorverão quantidades significativas de água se expostos a alta 

umidade. Antioxidantes são frequentemente adicionados ao PEG para evitar 

decomposição oxidativa (ALVES, 2003).  

A utilização do PEG é de grande interesse na biotecnologia principalmente 

por excluir, em ambiente aquoso, outros polímeros de sua vizinhança, não se 

solubilizando com eles. Por serem compostos biodegradáveis e atóxicos, a 

descarga de PEG não é problemática para o meio ambiente. O PEG possui uma 

variedade de propriedades pertinentes para aplicações biomédicas, são elas: 

insolubilidade em água a elevadas temperaturas, forma complexos com cátions 

metálicos, alta mobilidade com grande poder de volume excluído em água, agente 

precipitante de proteínas e ácidos nucléicos. Uma propriedade do PEG muito 

importante para sua aplicação comercial é sua atoxicidade. Segundo COIMBRA 

(1995), o PEG foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), sendo 

considerado não antigênico nem imunogênico. Estas características têm permitido 

a larga utilização de PEG e seus derivados em alimentos, cosméticos, sabões e 

medicamentos. Vale ressaltar que na indústria de alimentos, é regulamentada a sua 

utilização como veículo em adoçantes de mesa (Portaria nº 38, de 13 de janeiro de 

1998) e em suplementos vitamínicos e ou minerais (Resolução - RDC nº 2, de 2 

de janeiro de 2001). Possivelmente, essa característica do PEG ser inerte está 

relacionada à manutenção da viabilidade das células sujeitas à partição em 

sistemas aquosos bifásicos. 

O polietileno glicol, (Figura 1), é formado por unidades de óxido de 

etileno, em que cada unidade contém sítios ativos (oxigênios portadores de pares 

de elétrons livres), onde são formadas as interações com as moléculas de água e 

com os íons dissociados do sal (cátions e ânions). 
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Figura 1. Representação planar parcial da molécula de PEG com os sítios 

disponíveis para as interações com os demais componentes do sistema. 

 

2.1.2.2. Sais 

 

a) Fosfato de Potássio Monobásico e Dibásico 

 

O fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) possui cor branca e é 

granulado. Apresenta solubilidade em água igual a 22,2 g/100mL a 20 °C. É 

insolúvel em álcool. Possui o pH entre 4,4 e 4,7, quando em solução de 50 g/L 

d’água. O fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) é branco, higroscópico, solúvel 

em água e ligeiramente solúvel em álcool. Pode ser convertido em pirofosfato por 

ignição. A solução aquosa formada com este sal é ligeiramente alcalina (pH entre 

8,7 e 9,3 quando em solução aquosa de concentração de 50 g/L). A solubilidade 

em água a 20 °C é igual a 160 g/100mL (SIGMA-ALDRICH, 2001). 

 

b) Citrato de Sódio 

 

Também chamado de citrato trissódico, o citrato de sódio (C6H5Na3O8) 

apresenta-se na forma de cristais brancos, inodoros e estáveis em ar. É 

normalmente comercializado na forma de citrato trissódico dihidratado, com 

massa molar de 294,10 g/mol. Apresenta solubilidade de 42,5 g/100mL em água a 

25 °C. Possui pH entre 7,5 e 9,5 a 20 °C quando em solução de 50 g/L de citrato 

trissódico dihidratado em água É usado em fotografia como agente seqüestrante 

para remover traços de metais, como anticoagulante e na indústria de alimentos 

como emulsificante, acidulante e seqüestrante (CARVALHO, 2004). Citrato de 

sódio é biodegradável, atóxico e pode ser descarregado em plantas de tratamento 

biológico de água residuária (ALVES, 2003). 
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c) Sulfato de Lítio 

 

O sulfato de lítio (Li2SO4) possui solubilidade de 35,64 g/100mL em água 

a 18°C. É um componente de interesse tecnológico com aplicações na detecção de 

radiação a laser, como um elemento ótico de transmissão de imagens, na 

fabricação de cristais de alta resistência na indústria farmacêutica. Este sal pode 

ser também utilizado na recuperação de soluções com a adição de agentes 

precipitantes, como anti-solventes, em função da sua solubilidade invertida e da 

pequena variação da solubilidade com a temperatura. Esta técnica é uma 

alternativa para a recuperação deste sal visando substituir a precipitação por 

congelamento e evaporação (TABOADA, 2002). 

 

d) Sulfato de Sódio 

 

O sulfato de sódio (Na2SO4) é um sal branco, cristalino, com solubilidade 

em água de 16,86 g/100mL a 18 °C. Apresenta pH entre 5,2 e 9,2 a 20 °C quando 

em solução de 50 g/L de sulfato de sódio em água (CARVALHO, 2004). Possui 

larga aplicação industrial e em particular nas indústrias têxtil, de papel, detergente 

e vidro. 
 

2.1.3. Diagrama de Fases do Sistema Aquoso Bifásico 

 

Para a utilização de SAB é necessário o conhecimento do comportamento 

das fases nos sistemas. Para isto são efetuados os diagramas de fases para os 

componentes, nos quais as composições dos constituintes para a separação das 

fases são determinadas. As Figuras 2 e 3 apresentam exemplos de diagrama de 

fases, mostrando a composição das fases em equilíbrio, em coordenadas 

triangulares e retangulares, respectivamente. 
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Figura 2. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifásicos, expresso em 

coordenadas triangulares. 

 

 

 
 
Figura 3. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifásicos, expresso em 

coordenadas retangulares. 

 

Convencionalmente, os componentes presentes em maior quantidade nas 

fases inferior e superior são representados no eixo das abscissas e das ordenadas, 

respectivamente. A quantidade de água é calculada por diferença. A curva que 
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divide a região em duas fases é chamada de curva binodal ou curva de equilíbrio. 

A região acima da curva binodal é chamada de bifásica e a abaixo, monofásica 

(ALBERTSSON, 1986). 

Também são representadas as linhas de amarração (“tie lines”), que são 

retas que ligam pontos no diagrama que representam a composição das duas fases 

em equilíbrio. Qualquer conjunto de pontos que pertençam à região bifásica e que 

estejam sobre a mesma linha de amarração fornecerá fases superiores que 

possuirão propriedades termodinâmicas intensivas iguais (densidade, volume 

molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo distintas as suas variáveis 

termodinâmicas extensivas (massa, volume, etc.). Aplica-se o mesmo raciocínio 

para as fases inferiores formadas a partir de composições globais localizadas sobre 

uma mesma linha de amarração (ZASLAVSKY, 1995, DA SILVA e LOH, 2006). 

Para se estudar a separação de fases em SAB, faz-se uso de uma medida 

numérica de referência para a composição das fases. O comprimento da linha de 

amarração, usualmente referido como TLL, é um valor empírico adequado para a 

utilização como tal medida. O valor TLL pode ser calculado, a partir das 

concentrações dos componentes nas fases, pela equação (1): 

2 2[ ] [ ]TLL PEG Sal= Δ + Δ                                                                        (1) 

onde [ΔPEG] e [ΔSal]  correspondem a diferença de concentração de PEG 

e sal nas fases superior e inferior expressa em % em massa, respectivamente 

(CARVALHO, 2004).  

Outra particularidade de um diagrama de fases é o ponto crítico (Pc). O 

ponto crítico é aquele no qual as propriedades físico-químicas (composição e 

volume, dentre outras) das duas fases são teoricamente iguais (ALBERTSSON, 

1986). Quanto mais a composição do sistema se aproxima do ponto crítico, menor 

é a diferença entre as fases, ou seja, no ponto crítico as composições e os volumes 

entre as fases teoricamente são iguais. No entanto, nas proximidades do ponto 

crítico, pequenas alterações na composição dos sistemas provocam drásticas 

mudanças, levando o sistema de uma para duas fases e vice-versa 

(ALBERTSSON, 1986). 
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2.1.4. Variáveis que Influenciam o Sistema Aquoso Bifásico 

 

São diversas as variáveis que influenciam na formação e na partição de 

biomoléculas dos sistemas bifásicos aquosos. Entretanto, ao se fazer um estudo da 

partição de biomoléculas é necessário conhecer os dados de equilíbrio para todos 

os sistemas. Para cada sistema seja polímero/polímero ou polímero/sal existe um 

diagrama de fases que define as proporções entre os componentes formadores das 

fases. Alguns desses diagramas estão disponíveis na literatura (ALBERTSSON, 

1986), porém é importante que ao testar um novo sistema se construa um 

diagrama nas condições de trabalho a serem utilizadas na extração (temperatura, 

pH, massa molar do PEG e adição de suspensões biológicas). 

As variáveis que influenciam a partição de biomoléculas entre duas fases 

podem ser classificadas como variáveis inerentes ao próprio sistema (por 

exemplo: componentes do sistema, massa molar do polímero, concentração do 

polímero ou do sal, pH e temperatura) ou à proteína alvo (por exemplo: 

hidrofobicidade, distribuição de cargas, ponto isoelétrico e massa molar) (COSTA 

et al., 1998; COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 

2003; TUBIO et al., 2004). Os mecanismos que governam a partição de materiais 

biológicos não são ainda entendidos por completo, sabe-se que o coeficiente de 

partição é resultante de forças de van de Walls, hidrofóbicas, ligações de 

hidrogênio e interações iônicas das biomoléculas com as fases do sistema 

(GÜNDÜZ e KORKMAZ, 2000). 

 

2.1.4.1. Massa Molar e Concentração do Polímero 

 

Em geral, um aumento da massa molar do polímero do sistema de duas 

fases aquosas, para uma determinada composição de fases, diminui a partição de 

material biológico para a fase rica em polímero. Quanto maior for a massa molar 

do polímero, menor é o volume de solvente disponível, o que implica em uma 

diminuição de solubilidade das proteínas na fase rica em polímero e 

conseqüentemente uma diminuição do coeficiente de partição (ALBERTSSON, 

1986).  

O efeito da massa molar dos polímeros por sua vez depende da massa 

molar da biomolécula a ser separada. No caso de proteínas, aquelas com massas 
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molares maiores são mais influenciadas pelas mudanças na massa molar dos 

polímeros que as proteínas com pequena massa molar (ASENJO, 1990). O PEG é 

capaz de excluir (teoria do volume excluído) as proteínas sem desnaturação de 

acordo com o aumento de sua massa molar. O mesmo efeito não pode ser 

observado quando as moléculas menores de proteínas são utilizadas (SCHMIDT 

et al., 1996). A massa molar do polímero influencia na separação do biomaterial 

por alteração do diagrama de fase (isto é, por influenciar a composição das fases) 

e por mudança no número de interações polímero-proteína. Em geral, o aumento 

na massa molar de um dos polímeros (em sistemas polímero e polímero) levará a 

uma separação mais acentuada do material em outra fase. Entretanto, a magnitude 

desse efeito decresce com o aumento da cadeia do polímero (ALBERTSON, 

1986; FORCINITI e HALL, 1991).  

Com relação à concentração do polímero, tem sido demonstrado que o 

sistema de fases desloca-se em direção à região bifásica com o aumento da 

concentração do polímero. A viscosidade das fases também aumenta com o 

aumento na concentração do polímero e isto pode influenciar a partição da 

proteína alvo (ASENJO, 1990; ALBERTSSON, 1986).  

  

2.1.4.2. Tipo de Cátion e pH 

 

A redução do pH desloca a curva de equilíbrio para a direita. Assim, as 

concentrações necessárias à formação de duas fases líquidas, em um sistema 

polímero e sal, aumentam. Em relação à partição de proteínas, o pH altera as 

cargas da superfície das proteínas e, conseqüentemente, o seu coeficiente de 

partição (LEHNINGER, 1976). Um exemplo clássico é a desnaturação de 

proteínas devido à redução de pH. A distribuição de proteínas desnaturadas em 

soluções líquidas é diferente daquela obtida em seu estado natural, por 

apresentarem área superficial significativamente maior que na forma nativa. 

Contudo, a influência da carga da biomolécula depende muito do tipo de sal 

presente no sistema, uma vez que diferentes sais dão origem a diferentes 

potenciais elétricos entre as fases.  

Mudanças no pH podem também induzir mudanças conformacionais na 

estrutura das proteínas, causando mudança em seus comportamentos de separação. 

Em condições extremas de pH é possível que ocorra a desnaturação das proteínas. 
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Geralmente, a partição de proteínas desnaturadas é diferente da partição das 

mesmas proteínas na forma nativa, o que pode ser atribuído não só a maior área 

superficial da forma desnaturada, mas também ao fato da superfície exposta desta 

ser muito mais hidrofóbica. Como regra geral as proteínas carregadas mais 

negativamente (nos casos em que o pH é superior ao pI) tem maior afinidade pela 

fase superior que é rica em PEG (ALBERTSSON, 1986, FORCINITI e HALL, 

1991). 

 

2.1.4.3. Tipo e Concentração de Sal 

 

A composição do sal é outra variável de suma importância na partição de 

todas as espécies de moléculas e partículas celulares (COSTA et al., 1998). Sais 

que possuem distribuição diferenciada entre as duas fases são importantes para o 

sistema, pois eles terão grande influência na diferença de potencial elétrico entre 

as fases. A adição de sais, mesmo que em concentrações milimolares, influencia 

fortemente a partição de materiais eletricamente carregados. Embora os sais se 

distribuam quase que igualmente entre as fases, existem pequenas diferenças nos 

coeficientes de partição de diferentes sais, o que significa que diferentes íons 

possuem diferentes afinidades pelas fases, criando uma diferença de potencial 

elétrico entre as fases, que por sua vez direciona a partição de materiais biológicos 

carregados (SARUBBO, 2000). A adição de sais, tais como NaCl, em um sistema 

PEG e dextrana tende a diminuir o coeficiente de partição das proteínas 

carregadas negativamente e tende a aumentar o coeficiente de partição das 

proteínas carregadas positivamente (CASCONE et al., 1991; SCHIMIDT et al., 

1996). 

 

2.1.4.4. Temperatura 

 

A influência da temperatura é bastante complexa devido ao seu efeito na 

composição das fases em equilíbrio, assim como a alteração da estrutura da 

biomolécula e desnaturação (SARUBBO, 2000). Geralmente, para baixas 

temperaturas (menores que 20°C) a curva binodal desloca-se em direção às baixas 

concentrações dos componentes que formam as fases, resultando no aumento do 

comprimento das linhas de amarração. Os sistemas de fases próximos do ponto 
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crítico podem ser mais influenciados pela mudança de temperatura devido à sua 

instabilidade, quando a curva binodal é deslocada, podendo assim o sistema passar 

facilmente para a região monofásica (BAMBERGER et al., 1985; TJERNELD et 

al., 1985). 

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema, polímero e 

polímero ou polímero e sal. Para o sistema PEG e dextrana, foi constatada que 

com o aumento da temperatura era necessária uma concentração maior dos 

polímeros para a separação das fases. Neste caso, para que a separação das fases 

seja favorecida, deve-se trabalhar em temperaturas inferiores à ambiente. Já para 

PEG e sal, ocorre justamente o contrário, pois em temperaturas maiores ou 

próximas à ambiente a separação das fases do sistema é facilitada. Foi observado 

também para o sistema PEG e sal, que o aumento da temperatura favorece o 

aumento da concentração de PEG na fase superior do sistema e conseqüentemente 

ocorre uma redução da concentração do polímero na fase inferior (FORCINITI e 

HALL, 1991; ZASLAVSKY, 1995). Alguns trabalhos relatam um aumento do 

coeficiente de partição com a temperatura (JOHANSSON et al., 1984); outros que 

não há relação entre o coeficiente de partição e a temperatura (TJERNELD et al., 

1985), demonstrando a necessidade de estudos mais aprofundados para se 

esclarecer o efeito deste parâmetro sobre a partição.  

 

2.1.5. Coeficiente de Partição 

 

Materiais biológicos adicionados em SAB distribuem-se entre as duas 

fases, sem perda da atividade biológica. A relação entre as concentrações de certa 

biomolécula nas fases superior e inferior do SAB define o coeficiente de partição 

(K) em sistemas aquosos (ALBERTSSON, 1986): 
[ ]
[ ]inf

sup

P
P

K =                                                                                                     (2) 

onde [P]sup e [P]inf são as concentrações de equilíbrio da proteína 

particionada nas fases ricas em PEG-(superior) e salina-(inferior), 

respectivamente.  

Entre as relações capazes de expressar o coeficiente de partição pode ser 

citada, por exemplo, segundo DIAMOND e HSU (1989) a expressão: 

estamb KKK +=                                                                                             (3) 



 
55

em que Kamb e  Kest representam as contribuições dos fatores ambiental e de 

ordem estrutural respectivamente. Dentre os fatores ambientais estão consideradas 

propriedades do SAB, como tipo e concentração de sais, tipo, concentração e 

massa molar do polímero, pH, temperatura e ligantes específicos. ALBERTSSON 

(1986) propôs o seguinte modelo mais simples para o cálculo de K, 

desmembrando-o em: 

..... lnlnlnlnlnln ligconfhifilhidrofel KKKKKK ++++=                                          (4) 

em que os índices el., hidrof., hifil., conf. e lig. referem-se às contribuições 

eletrostáticas, hidrofóbicas, hidrofílicas, de conformação e de interação com os 

ligantes, respectivamente.  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O trabalho experimental foi realizado no Laboratório de Processos de 

Separação (LPS) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da 

Universidade Federal de Viçosa, Viçosa – MG. 

 

3.1. Materiais 

 

A lisozima e a conalbumina foram adquiridas da Sigma Aldrich (USA). 

Polietilenoglicol (PEG) 1500 g mol-1 (SYNTH, Brasil), fosfato de potássio 

(monobásico e dibásico) (VETEC, Brasil), sulfato de sódio, citrato de sódio e 

sulfato de lítio (CROMOLINE, Brasil) foram utilizados no preparo dos SAB.  

Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico, não necessitando de 

maiores purificações. Nos experimentos foram empregados água ultrapura 

(sistema Milli-Q, Millipore Inc., USA) e reagentes químicos de grau analítico ou 

cromatográfico.  

 

3.2. Escolha dos Sistemas de Trabalho 

 

Os dados de equilíbrio para os sistemas aquosos bifásicos utilizados neste 

trabalho foram obtidos por CARVALHO (2004) e OLIVEIRA (2006). A partir 

dos sistemas bifásicos contendo PEG de massa molar 1500 g mol-1 e do sal 
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formador da fase (fosfato de potássio, citrato de sódio, sulfato de lítio ou sulfato 

de sódio), foram obtidos os coeficientes de partição da lisozima e da conalbumina 

na temperatura de 25 ºC em função da concentração do PEG (14 %, 16 % e 18 % 

em massa) e do tipo de sal. As análises foram conduzidas em duplicata. 

 

3.3. Preparo dos Sistemas Aquosos Bifásicos (SAB) 

  

Sistemas aquosos bifásicos foram preparados pela mistura de PEG 1500 g 

mol-1 e um sal (fosfato de potássio, citrato de sódio, sulfato de lítio ou sulfato de 

sódio). Para preparar os SAB, soluções estoques dos componentes das fases PEG 

1500, a 50 % em massa, fosfato de potássio, pH 7,0, a 30 % em massa, e água 

foram misturados até a obtenção da composição total do sistema. Para o preparo 

de uma solução estoque de fosfato de potássio, o ajuste do pH em 7,0 foi obtido 

adicionando fosfato de potássio monobásico e dibásico na proporção de 1:1,82, 

respectivamente. O sulfato de sódio, o sulfato de lítio e o citrato de sódio foram 

empregados pela pesagem de sua forma sólida. Os valores de pH das soluções 

salinas utilizadas de sulfato de sódio e sulfato de lítio eram próximos de 7,0, não 

necessitando de ajustes.  

Todos os sistemas foram preparados em tubos de centrífuga graduados. A 

massa total do sistema em cada tubo foi de 12 g, sendo que a quantidade de cada 

proteína (lisozima e conalbumina) adicionada ao sistema foi de 5,0 mg (Balança 

analítica, M-310, DENVER INSTRUMENT, USA). As proteínas foram os 

últimos componentes a serem adicionados. Cada tubo foi agitado manualmente 

por, aproximadamente, 3 minutos e então centrifugado (EPPENDORF 5702, 

Brasil) a 4000 rpm por 10 minutos, objetivando acelerar a formação das fases. Os 

tubos foram colocados em um banho termostático (TE-184, TECNAL, Brasil) na 

temperatura de trabalho (25 ºC), sendo mantidos em repouso durante 20 horas.  

Após esse tratamento, para determinar a concentração das proteínas em 

cada uma das fases, amostras de ambas as fases foram coletadas usando uma 

pipeta para a fase superior e uma seringa com uma agulha longa e fina para a fase 

inferior. Os volumes foram determinados em tubos graduados. 

O comprimento da linha de amarração, usualmente referido como TLL, foi 

calculado, a partir das concentrações dos componentes nas fases, pela equação (1). 
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3.4. Medida do Volume das Fases 

  

Para cada tubo (ou célula de equilíbrio) foi obtida uma relação entre a 

massa de água e a altura da coluna de água atingida por esta massa. A partir da 

densidade da água, na temperatura ambiente, e da relação 
V
m

=ρ , uma curva 

analítica para a determinação do volume das fases nos tubos foi construída em 

função do volume de água e da altura da coluna de água. Desta forma, antes da 

retirada das alíquotas das fases, a altura de cada fase foi medida com régua e o 

volume calculado. A altura da fase inferior foi lida a partir do fundo do tubo até a 

interface e a altura da fase superior foi calculada subtraindo a altura total (medida 

do fundo do tubo até a superfície da fase superior) da altura da fase inferior. 

 

3.5. Quantificação das Proteínas Presentes nas Fases 

 

A quantificação das proteínas (lisozima e conalbumina) presentes em cada 

fase, salina e polimérica, foi conduzida por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) em um sistema ÄKTA Purifier® 10/100 (Amersham Pharmacia 

Biotech, Suécia), usando uma coluna Mono S® HR 5/5 (Pharmacia Biotech, 

Suécia) de troca catiônica. O eluente foi monitorado pela absorção UV (UV-900) 

a 215 nm e a condutividade foi medida em uma célula de fluxo pH/C-900. As 

amostras foram injetadas por meio de um loop de 50 µl. Todas as amostras foram 

previamente filtradas utilizando filtros Millipore de 0,22 μm. Para a eluição das 

proteínas foi utilizado um gradiente de fase móvel composto pelo tampão fosfato 

pH 7,0 (A) e tampão fosfato pH 7,0 + 0,5 mol/L de NaCl, a uma vazão de 1,0 

mL.min-1, de acordo com a Tabela 2. A pressão máxima no leito da coluna foi de 

2,0 MPa. Devido a sua alta viscosidade, a fase polimérica foi diluída antes de ser 

injetada em 1:2 (amostra:água).  
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Tabela 2. Gradiente de eluição das proteínas das fases dos SAB. 

 

Tempo (min.) % Tampão  
 A B 
0 
1 
3 
7 
9 
14 
15 
18 

100 
100 
65 
65 
25 
25 
0 
0 

0 
0 
35 
35 
75 
75 
100 
100 

 

3.6. Cálculo do Coeficiente de Partição 

 

Após a análise cromatográfica a concentração de proteína em cada fase foi 

encontrada relacionando a área do pico da proteína com uma curva analítica (área 

versus concentração), obtida usando as proteínas puras. Após encontrar a 

concentração de cada proteína (lisozima e conalbumina) em cada fase determinou-

se o coeficiente de partição, utilizando a equação (2). 

Este coeficiente é usado para quantificar o grau de separação alcançado em 

um processo de extração. Os experimentos foram feitos em duplicata e a média 

dos resultados foram os valores empregados neste trabalho. Para selecionar os 

SAB com a melhor capacidade de purificação das proteínas, foi calculada uma 

recuperação teórica (y, %) nas fases superior e inferior, respectivamente, por meio 

da seguinte equação: 

)/1(1
100(%)sup RK

y
+

=                                                                                               (5) 

)/1(1
100(%)inf

MRK
y

+
=                                                                                            (6) 

em que R = Vs/VI, VS e VI correspondem aos volumes das fases superior e 

inferior, respectivamente. Para a conalbumina R=VI/VS. 

Foi proposta uma nova fórmula para cálculo das porcentagens de 

recuperações teóricas da lisozima e da conalbumina na fase extratora, como 

modificação do parâmetro K pelo parâmetro KM. Como a conalbumina é extraída 

na fase inferior, no caso desta proteína: 
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s

i
M C

C
K =                                                                                                    (7) 

onde Ci é a concentração da conalbumina na fase inferior e CS é a sua 

concentração na fase superior. 

 

3.7. Determinação da Entalpia de Transferência 

 

A variação da entalpia de transferência, ΔtrH, de um soluto entre duas fases 

líquidas praticamente imiscíveis pode ser obtida tanto diretamente (por 

calorimetria) quanto indiretamente (por exemplo, a partir da equação de van’t 

Hoff). 

Neste trabalho, a determinação da ΔtrH foi realizada diretamente por 

microcalorimetria de titulação isotérmica. Esta técnica, permitiu a obtenção do 

calor de transferência a partir da adição de uma fase extratora (polimérica, no caso 

da lisozima e salina, no caso da conalbumina) diretamente na fase onde a proteína 

se encontra dissolvida. As vantagens desta técnica em comparação com a 

microcalorimetria de solução são: a menor quantidade de reagente necessária para 

a determinação de ΔtrH e a possibilidade de executar o experimento de 

transferência estando presentes as duas fases.  

As medidas de entalpia de transferência foram feitas utilizando-se um 

microcalorímetro de titulação isotérmica, CRC (USA, modelo ITC 4200). Este 

microcalorímetro é composto por um par de celas com capacidade para 1,8 mL de 

solução, sendo uma para a amostra e outra para a referência e uma seringa que 

adiciona volumes determinados da solução titulante (fase extratora) ao mesmo 

tempo em que agita a solução a uma determinada temperatura. Os experimentos 

de titulação consistiam de injeções consecutivas de alíquotas de 10 μL da fase 

superior (em uma concentração de PEG pré-estabelecida) ao vaso calorímetro 

contendo 1,8 mL da fase inferior, com 3 mg/mL da proteína (lisozima). Para a 

obtenção da energia de transferência descontou-se da energia total (descrita 

acima) a energia associada à formação de microfases da fase superior dispersa na 

fase inferior. Para isso, alíquotas da fase superior foram também injetadas na fase 

inferior pura (ausência de proteína). 



 
60

A quantidade de proteína presente na fase salina ao ser transferida para a 

gota da solução polimérica adicionada, registrava picos cujas áreas eram 

proporcionais à energia relativa à transferência da proteína para a fase superior 

presente na seringa (Figura 4). A integral da curva potência x tempo fornece a 

entalpia decorrente do processo de transferência. 

 

 
 
Figura 4. Registro de um experimento realizado no ITC 4200. 
 

Os valores de variação da entalpia de transferência foram calculados 

levando-se em conta a quantidade de mols de proteína transferidos em cada 

injeção, utilizando-se para isso os valores de coeficiente de partição obtidos 

experimentalmente. Em cada experimento foram feitas 20 adições. 

No caso da conalbumina, foi realizado um procedimento inverso ao 

descrito anteriormente, ou seja, foram feitas injeções sucessivas da fase salina na 

fase superior contendo a proteína dissolvida.  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Sistemas aquosos bifásicos (SAB) compostos por PEG 1500-sal foram 

aplicados para investigar o comportamento de partição das proteínas da clara do 

ovo (lisozima e conalbumina). A mudança do tipo e concentração do sal pode 
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alterar o comportamento de partição de materiais biológicos (ALBERTSSON, 

1986).  

Então, quatro sistemas PEG 1500-sal foram usados para investigar o efeito 

do sal formador de fase na partição das proteínas a temperatura de 25 °C e pH 7,0. 

Os SAB PEG-fosfato, PEG-citrato e PEG-sulfato são adequados para purificação 

em larga escala de materiais de origem biológica e permitem o uso de 

equipamentos tradicionais de extração líquido-líquido (COIMBRA et al., 1994, 

1995). Sistemas PEG-fosfato são os mais utilizados em biotecnologia de 

purificação de proteínas devido ao seu baixo custo e a possibilidade de reciclagem 

dos componentes. Citrato foi usado devido a suas baixas propriedades poluentes. 

O sulfato foi usado pela sua habilidade em promover interações hidrofóbicas entre 

proteínas (SU e CHIANG, 2006).  

As composições de equilíbrio dos SAB estudados são mostradas no Anexo 

A. 

SU e CHIANG (2006) estudaram sistemas compostos por PEG 1500 

variando-se os sais (sulfato, citrato e fosfato) (pH 7,0, 25 °C) e encontraram que, 

em todos os casos, a lisozima migrou para a fase superior. SHIBUSAWA et al. 

(1998) avaliaram a partição de lisozima e conalbumina em sistema PEG 1000-

fosfato de potássio (pH 7,0, 25 °C)  e encontraram que a lisozima particiona-se 

preferencialmente para a fase polimérica e a conalbumina para a fase salina. Os 

autores encontraram coeficientes de partição para conalbumina próximos de 0,5 e 

para a lisozima próximos de 1,5. PENG et al. (1995) estudaram a partição da 

lisozima em sistema PEG 4000-fosfato (pH 7,0, 25°C) e encontraram valores de K 

próximos de 1,5. 

 

4.1. Influência do Comprimento da Linha de Amarração (TLL) na Partição 

das Proteínas 

 

Na Tabela 3 são apresentados os valores de coeficiente de partição (K) e as 

recuperações teóricas (y%) para lisozima e conalbumina. Podemos observar que a 

lisozima concentra-se na fase superior enquanto a conalbumina transfere-se 

preferencialmente para a fase inferior. As maiores porcentagens de recuperação da 

lisozima na fase superior e da conalbumina na fase inferior foram encontradas nos 

sistemas PEG 1500-citrato de sódio. 
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Nos sistemas PEG 1500-fosfato de potássio não se observou uma variação 

dos valores de K em relação ao aumento da TLL, possivelmente devido a uma 

precipitação da proteína na interface (como observado visualmente). BABU et al. 

(2008) observaram este mesmo fato estudando a partição de bromelina e PPO 

(polifeniloxidase) em sistemas PEG 1500 (12 % em massa) e fosfato de potássio 

(14-20 % em massa). 

 

Tabela 3. Coeficientes de partição e recuperação teórica de lisozima (na 

fase polimérica) e da conalbumina (na fase salina) para os SAB PEG-sal a 25 °C, 

pH 7,0. 

 

Lisozima Conalbumina SAB PEG  
(% m/m) K ysup (%) K yinf (%) 

14,00 1,72±0,04 60,63±0,50 0,31±0,02 78,33±0,96 
16,00 2,30±0,01 70,44±0,06 0,24±0,03 82,63±2,04 

PEG - 
Citrato de 

Sódio 18,00 3,85±0,17 77,39±0,79 0,21±0,01 84,28±0,82 
14,00 1,12±0,06 61,79±1,23 0,35±0,04 67,27±0,02 
16,00 1,13±0,01 61,85±0,16 0,33±0,01 68,40±0,05 

PEG - 
Fosfato de 
Potássio 18,00 1,18±0,02 63,73±0,11 0,30±0,01 70,27±0,16 

14,00 1,39±0,25 61,99±3,22 0,20±0,02 81,23±0,93 
16,00 1,85±0,13 66,17±0,31 0,19±0,05 82,33±0,33 

PEG - 
Sulfato de 

Lítio 18,00 2,04±0,03 64,12±4,27 0,18±0,01 83,48±0,68 
14,00 1,01±0,03 63,97±4,46 0,20±0,03 80,94±0,29 
16,00 1,18±0,01 66,90±1,63 0,18±0,04 83,33±0,05 

PEG - 
Sulfato de 

Sódio 18,00 1,46±0,21 72,44±0,28 0,18±0,01 82,61±0,05 
 

O comprimento da linha de amarração (“tie line length”, TLL) pode ser 

considerado uma medida de como as composições das fases variam com a 

modificação das propriedades do sistema. Este parâmetro também influencia a 

partição das proteínas nos sistemas PEG-sal. Nas Figuras 5 e 6 observa-se o 

comportamento do lnK em função do TLL, para lisozima e para conalbumina, 

respectivamente.  
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Figura 5. Influência da TLL no lnK para a lisozima. 
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Figura 6. Influência da TLL no lnK para a conalbumina. 
 

Os resultados mostram que a partição da lisozima para fase superior 

aumenta com o incremento do TLL, enquanto o comportamento contrário é 

observado para a conalbumina.  
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Para a lisozima, verificou-se um aumento do coeficiente de partição à 

medida que se elevava a concentração de PEG na fase superior e a concentração 

de sal na fase inferior. ALBERTSSON (1986) observou a mesma tendência ao 

particionar albumina de soro bovino (BSA) utilizando SAB compostos por PEG e 

Dextrana. BLÁSQUEZ et al. (1998) encontraram o mesmo comportamento 

estudando a partição de α-amilase em sistemas PEG-sulfato de magnésio. 

RODRIGUES (2001) também verificou que a β-lactoglobulina dirigiu-se mais 

para a fase superior com o aumento na concentração de PEG em sistemas PEG-

sulfato de amônio. BABU et al. (2008) verificaram que um aumento na 

concentração de fosfato de potássio de 14 % a 20 % (em massa) resultou em um 

aumento nos coeficientes de partição de PPO e bromelina.  

No caso da conalbumina, pode ser observado na Tabela 3 que um aumento 

na concentração de PEG resultou em um decréscimo na partição da proteína para 

a fase superior. BABU et al. (2008) encontraram este mesmo comportamento ao 

estudar a partição das enzimas PPO (polyphenol oxidase) e bromelina, obtidas do 

abacaxi, em sistemas PEG 1500 e fosfato de potássio, aumentando a concentração 

de PEG de 12 % para 18 %. RODRIGUES (2001), de um modo geral, observou-

se esta tendência estudando a partição de α-lactalbumina, ou seja, um incremento 

da concentração de PEG resultou numa diminuição da partição da α-lactalbumina 

para a fase superior.  

 

4.2. Coeficientes de Partição da Fração Protéica da Clara do ovo In Natura 

obtida por Adsorção em Leito Expandido  

 

 No Capítulo 2 foi descrito o procedimento de adsorção em leito expandido 

(ALE) para separação de duas frações protéicas da clara do ovo. A fração 1 

continha ovalbumina em maior porcentagem. Porém, foram encontrados baixos 

índices de recuperação para a lisozima e conalbumina que estavam presentes na 

fração 2. Assim, para separar estas duas proteínas seria necessária a condução de 

uma nova etapa de purificação das mesmas. Portanto, foi estudado o 

comportamento de partição das proteínas presentes na fração 2 da ALE em SAB 

visando a separação destas. 

 De acordo com o estudo realizado com as proteínas puras foi observado 

que os sistemas PEG-citrato e PEG-sulfato apresentaram maiores porcentagens de 
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recuperação das proteínas. Entre os sais sulfato de sódio e sulfato de lítio foi 

escolhido o sistema sulfato de sódio para estudar a partição das proteínas 

presentes na fração devido a este sistema ter apresentado os menores erros no 

cálculo de K com proteínas puras. Além disso, os sistemas contendo sulfato de 

lítio apresentaram maior tempo para a separação de fases. Segundo (DA SILVA et 

al., 2006), a eficácia do Na2SO4 em induzir a formação de sistemas aquosos de 

duas fases é maior que a do Li2SO4. Outro fato é que os parâmetros 

termodinâmicos obtidos para o sulfato de lítio foram inconsistentes. 

A Tabela 4 apresenta os valores de coeficiente de partição para as duas 

proteínas e a recuperação da lisozima na fase superior (ysup %) e da conalbumina 

na fase inferior (yinf %). Pode-se verificar que o sistema PEG1500-sulfato de sódio 

apresentou as maiores de porcentagens de recuperação da lisozima presente na 

fração 2 do leito expandido. Entretanto, as maiores porcentagens de recuperação 

da conalbumina na fase inferior foram encontradas para os SAB compostos por 

PEG-citrato de sódio.  

Assim, a integração dos processos de adsorção em leito expandido e 

sistemas aquosos bifásicos poderia ser utilizada para separação da lisozima da 

clara do ovo. 

 

Tabela 4. Coeficientes de partição e recuperações teóricas da lisozima e da 

conalbumina da fração 2 da ALE em SAB. 

 

Lisozima Conalbumina SAB TLL K ysup % K yinf % 
28,91 9,64±2,54 89,20±2,87 0,53±0,18 71,58±0,95
39,22 7,70±2,64 87,82±2,22 0,44±0,58 73,88±2,30PEG - 

Citrato de Sódio 42,15 6,26±0,01 82,41±0,04 0,39±0,29 85,66±0,82
26,79 9,33±0,49 92,85±0,36 0,43±0,51 64,75±0,40
29,74 10,66±1,49 93,38±0,93 0,42±0,04 65,49±0,36PEG - 

Sulfato de Sódio 35,12 12,60±0,02 95,52±0,01 0,42±0,03 65,32±0,30
  

Outro fato a ser observado é que há uma diferença entre o comportamento 

de partição das proteínas puras comparado ao comportamento das mesmas em um 

sistema real (clara do ovo). A conalbumina apresentou o mesmo comportamento 

de partição já discutido para a proteína pura. Entretanto sua porcentagem de 

recuperação foi menor utilizando a fração 02. No SAB PEG-citrato, o 
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comportamento de partição da lisozima presente na fração 2 seguiu uma tendência 

diferente da verificada para a proteína pura, pois houve uma diminuição no valor 

de K com o incremento da TLL. Além disso, outra diferença observada para a 

fração 2 é que os coeficientes de partição da lisozima em citrato foram menores 

que os encontrados para o sulfato. 

Assim, as proteínas se comportam de maneiras distintas quando presentes 

em um sistema real. Este fato pode ser explicado considerando-se que diversas 

variáveis podem afetar os valores de K, tais como o tamanho da biomolécula, as 

características físicas dos sistemas utilizados, hidrofobicidade, carga elétrica, pH, 

afinidade, interações entre as moléculas de proteínas, entre outros. 

 

4.3. Análise Termodinâmica da Partição 

 

Um parâmetro termodinâmico muito utilizado para relacionar as 

contribuições entálpicas e entrópicas para a partição das proteínas é a energia livre 

de transferência (ΔtrG). Esta variável termodinâmica é a mudança na energia livre 

molar associada com o processo de transferência da proteína da fase salina para a 

fase polimérica e é calculada pela equação da termodinâmica clássica, a partir do 

valor do coeficiente de partição (K): 

KRTGtr ln−=Δ                                                                                                          (8) 

As Figuras 7 e 8 mostram as relações entre as variáveis ΔtrG e a TLL para 

os quatro tipos de SAB estudados a temperatura de 25 °C. Para a lisozima foi 

observada uma diminuição linear da energia livre do sistema com o aumento da 

TLL. Entretanto, para a conalbumina foi verificado o comportamento contrário. 
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Figura 7. Influência da TLL no ΔtrG para a lisozima. 
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Figura 8. Influência da TLL no ΔtrG para a conalbumina. 
 

Termodinamicamente, ΔtrG pode ser dividida em duas contribuições, uma 

entálpica (ΔtrH) e outra entrópica (ΔtrS). O modelo teórico desenvolvido por 

JOHANSSON (1998), que é baseado na teoria de Flory e Huggins, descreve as 
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forças motrizes que regem a partição de um soluto em SAB através de duas 

equações analíticas, uma relacionada à contribuição entálpica e outra à entrópica.  

A entalpia de transferência (ΔtrH) foi obtida pela microcalorimetria de 

titulação isotérmica e foi utilizada para investigar a contribuição das entalpias de 

interações entre os diferentes componentes na transferência da proteína. Para a 

obtenção de ΔtrH foi calculado o número de mols da proteína transferido para a 

fase extratora em cada injeção. E, então, foi plotado um gráfico da energia 

associada à transferência em relação ao número de mols particionados.  

As Figuras 9 e 10 ilustram os gráficos de entalpia integral de transferência 

em função da quantidade de substância transferida em relação ao número de mols. 

Após se ajustar uma equação linear, foi obtido o coeficiente angular da reta que é 

o ΔtrH.  
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Figura 9. Gráfico de entalpia integral de transferência em função da 

quantidade de substância transferida em relação ao número de mols para a 

lisozima em SAB PEG1500-citrato de sódio. 

 



 
69

mols

1e-6 2e-6 3e-6 4e-6

 Δ
Η

 ( k
J)

0

1e-5

2e-5

3e-5

4e-5

5e-5

 
 
Figura 10. Gráfico de entalpia integral de transferência em função da 

quantidade de substância transferida em relação ao número de mols para a 

conalbumina em SAB PEG1500-citrato de sódio. 

 

A partir dos valores de ΔtrG e de ΔtrH, usando a equação da termodinâmica 

clássica é possível calcular a entropia de transferência. 

T
HG

S trtr
tr

)( Δ−Δ−
=Δ                                                                             (9) 

No modelo de JOHANSSON (1998), a contribuição da entropia no 

processo de transferência de um soluto para umas das fases será descrita pela 

equação 10. 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=

i

i

S

S
S

V
n

V
nMMK

ρ
ln                                                                       (10) 

onde K é o coeficiente de partição da proteína, MMs a sua massa molar, ρ é 

a densidade numérica molecular global do sistema aquoso bifásico, nS e VS são o 

número de moléculas presentes na fase superior e o seu volume, respectivamente,  

ni e Vi correspondem ao número de moléculas na fase inferior e o seu corresponde 

volume. 

A equação 10 é aplicada quando consideramos ausentes as contribuições 

entálpicas na partição de um soluto. Com isso, um soluto irá se transferir 
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preferencialmente para uma fase se o número de moléculas por unidade de 

volume das fases forem diferentes. De acordo com estas condições, a partição 

ocorrerá para a fase que possuir a maior densidade numérica de moléculas ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
V
n , a 

qual é determinada, principalmente, pelo número de moléculas de água em cada 

fase. De modo geral, a fase com a maior densidade numérica poderá acomodar o 

soluto de várias formas diferentes (diferentes configurações), aumentando a 

partição para aquela fase. 

Considerando agora as contribuições entrópicas negligenciáveis, ou seja, 

um SAB onde as densidades numéricas das fases sejam idênticas, a contribuição 

da entalpia para a partição de um soluto é dada pela equação 11.  

( ) ( ) ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−−−−= ∑ ∑∑

= = =

3

1

2

1

3

2

ln
i i j

ij
I
j

I
i

S
j

S
iiS

I
i

S
i

S ww
RT

MMK φφφφφφ                        (11) 

sendo  Φi
S e Φi

I  as frações volumétricas do componente “i” na fase 

superior e inferior, respectivamente. Enquanto que wij ou wiS são os pares 

potenciais efetivos, dados pela equação 12. 

( )⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −−= jjiiijij zw εεε

2
1

                                                                                         (12) 

onde wij  é o par efetivo entre os componentes formadores do SAB “i” e 

“j”; wiS é o par  efetivo entre o componente “i” na fase superior ou inferior com o 

soluto “s”; z  é o total de pares potenciais que ocorrem entre os componentes do 

SAB “i” e “j” ou com o soluto “S”; εij , εii e εjj  são os pares potenciais. Um valor 

positivo de wij indica uma interação endotérmica (ou entalpicamente repulsiva) 

entre os componentes i e j. 

A equação 10 mostra dois termos entálpicos que refletem as diferentes 

causas que podem promover a partição de um soluto.  

O primeiro termo, ( ) ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−∑

=

3

1i
iS

I
i

S
i wφφ , refere-se à diferença de energia 

devida a todos os tipos de interações que ocorrem entre a proteína e os 

componentes presentes tanto na fase superior ou inferior. Logo, este termo reflete 

a tendência da proteína se transferir para a fase onde existe a maior concentração 

do componente com o qual tem a maior interação, ou seja, o menor valor de wiS. 
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O segundo termo da equação, [ ( )∑∑
= =

−
2

1

3

2i j
ij

I
j

I
i

S
j

S
i wφφφφ ], demonstra a 

diferença do conteúdo entálpico entre as fases, sendo esta energia proveniente 

somente das diferentes interações dos componentes formadores do sistema aquoso 

bifásico. O termo não expressa as interações devidas à proteína. 

Desta forma, ( ) ij
i j

S
j

S
i w∑∑

= =

2

1

3

2
φφ , define a auto-energia de cada fase. A 

dependência de K com as auto-energias das fases é relacionada ao fato de que a 

inserção da proteína em uma fase requer a quebra de interações entre os 

componentes da mesma para criar uma cavidade dentro da qual a proteína se 

encaixa. Se estas interações são atrativas, o rompimento das mesmas será 

energeticamente desfavorável. Se, contudo, as interações são repulsivas, a 

formação da cavidade é favorável. Conseqüentemente, a proteína irá se transferir 

para a fase de maior (mais positiva) auto-energia, ou seja, onde se gastará menor 

energia para quebrar e formar novas interações. 

A partir dos cálculos das variáveis termodinâmicas de transferência pode-

se explicar porque a lisozima se concentra na fase superior e a conalbumina na 

fase inferior.  

As Tabelas 5 e 6 apresentam os valores dos parâmetros termodinâmicos 

associados a cada SAB estudado para a lisozima e a conalbumina, 

respectivamente. 

 

Tabela 5. Parâmetros termodinâmicos para a lisozima em SAB formados 

por PEG 1500 e três diferentes sais a 25 °C. 

 

SAB TLL ΔtrG (kJ mol-1) ΔtrH (kJ mol-1) TΔtrS (kJ mol-1)
28,91 -1,34 -1,31 -0,03 
39,22 -2,06 -6,90 -4,84 PEG - 

Citrato de Sódio 42,15 -3,34 -9,16 -5,82 
26,79 -0,03 2,32 2,35 
29,74 -0,40 - - PEG - 

Sulfato de Sódio 35,12 -0,94 6,44 7,37 
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Tabela 6. Parâmetros termodinâmicos para a conalbumina em SAB 

formados por PEG 1500 e três diferentes sais a 25 °C. 

 

SAB TLL ΔtrG (kJ mol-1) ΔtrH (kJ mol-1) TΔtrS (kJ mol-1)
28,91 2,92 -13,80  -16,72 
39,22 3,47 -46,64  -50,11 PEG - 

Citrato de Sódio 42,15 3,87 -48,90  -52,77 
26,79 3,95 42,47 46,42 
29,74 4,27 80,03 75,76 PEG - 

Sulfato de Sódio 35,12 4,21 23,57  19,37 
 

Os valores ausentes nas Tabelas 5 e 6 são devidos a resultados incoerentes 

ou à não reprodutibilidade dos dados encontrados.  

Na Tabela 5 é possível observar que a partição da lisozima para a fase 

superior é um processo espontâneo (ΔtrG<0). No sistema PEG-citrato, o que dirige 

a lisozima para a fase superior é a contribuição entálpica (ΔtrH<0) que se sobrepõe 

à contribuição entrópica. Assim, pode-se constatar que a partição é governada por 

interações moleculares. É possível notar também que quando se aumenta a 

concentração de PEG na fase superior e, conseqüentemente, a concentração de sal 

na fase inferior, a entalpia se torna mais negativa, ou seja, mais favorável.  

Esta entalpia favorável, de acordo com a equação 10, tem duas 

contribuições, uma devido à interação molecular entre a proteína e os 

componentes de cada fase e outra devida á auto-energia das fases. Aumentando-se 

a concentração de PEG, aumentam as interações intermoleculares entre a proteína 

e o polímero e, assim, mais energia é liberada pelo sistema. Por exemplo, no 

sistema PEG-citrato, a fase PEG tem maior auto-energia (menor gasto de energia 

para separar a ligação PEG-água do que a ligação água-sal) porque contém 

significativas concentrações de PEG e sal os quais se repelem entre si. Assim, 

com o aumento da concentração de PEG a auto-energia da fase superior também 

aumenta, favorecendo a partição da proteína para esta fase. 

Além disto, no sistema PEG-citrato, a fase salina tem maior densidade 

numérica. Por isto, a partição da proteína para fase superior resulta um decréscimo 

da entropia. Então, para a lisozima, o efeito entálpico compensa a alta densidade 

numérica da fase salina, direcionando a proteína para a fase superior. 

Analisando os parâmetros termodinâmicos para lisozima nos SAB 

contendo sulfato de sódio, constata-se que a partição é governada pela entropia. 
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Entretanto, esta entropia não é a entropia configuracional. Duas hipóteses podem 

ser discutidas para explicar porque a partição da lisozima para a fase superior em 

sistema PEG-sulfato de sódio foi entropicamente dirigida. A primeira é que, 

possivelmente, a lisozima ao migrar para a fase superior promove a liberação de 

moléculas de água que estavam interagindo com o PEG, o que aumenta a entropia 

do sistema. A segunda é que, ao migrar para a fase superior a lisozima pode estar 

alterando sua carga (devido à mudança de pH entre as fases) e não leva consigo os 

íons com os quais interagia na fase inferior, formando a dupla camada elétrica. 

Como os íons permanecem na fase inferior, com um maior grau de liberdade e 

ocorre um aumento da entropia do sistema. 

A Tabela 6 apresenta os parâmetros termodinâmicos relacionados à 

transferência da conalbumina da fase inferior para a fase superior no sistema 

PEG-citrato. Conclui-se que a transferência da conalbumina para a fase inferior é 

espontânea e, ao se transferir para esta fase, o sistema absorve energia, realizando 

um processo endotérmico. Isto significa que a partição não é governada por 

interações intermoleculares e sim pelo número de configurações que a proteína 

pode assumir na fase salina, devido ao maior conteúdo de moléculas presentes 

nesta fase (maior entropia). A transferência da conalbumina para fase superior é 

entalpicamente favorável, porém a contribuição entrópica para a transferência se 

sobrepõe à entálpica.    

De acordo com a equação 9, a proteína irá particionar para a fase com 

maior densidade numérica (fase salina). Este fato provém de que a entropia 

aumenta proporcionalmente ao número de configurações distintas que a proteína 

poderá assumir na fase. Além disto, esta força entrópica aumenta linearmente com 

o tamanho do soluto e, como a conalbumina é uma proteína de alto peso 

molecular (77700 g.mol-1) torna-se mais entropicamente favorável a sua 

concentração na fase salina (JOHANSSON et al., 1998). Outro fato a ser discutido 

é que, com o aumento da TLL, ocorre um incremento na diferença de 

concentração de água entre as fases, tornando mais entropicamente favorável a 

partição da conalbumina para a fase inferior. 

Em relação ao sulfato de sódio, a Tabela 4 indica que a partição da 

conalbumina para fase inferior é governada pela entalpia, que é favorável à 

transferência da proteína para fase inferior. Esta maior contribuição entálpica pode 
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ser devida ao aumento das interações moleculares entre a conalbumina e o sulfato 

de sódio na fase inferior. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

  A lisozima e a conalbumina são proteínas da clara do ovo com grandes 

potenciais tecnológicos. Os sistemas aquosos bifásicos (SAB) podem ser 

utilizados para separação destas proteínas, uma vez que os resultados obtidos 

neste trabalho mostraram que a lisozima tende a se concentrar na fase superior e a 

conalbumina na fase inferior em todos os SAB avaliados. Assim, foram avaliadas 

as influências do tipo de sal e da concentração de PEG na partição das proteínas 

em SAB. Os maiores índices de recuperação da lisozima na fase superior e da 

conalbumina na fase inferior foram encontrados nos sistemas PEG-citrato e PEG-

sulfato, podendo os mesmos serem usados para separação destas proteínas da 

fração da clara obtida por ALE. 
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CAPÍTULO 4 - SOLUBILIDADE DAS PROTEÍNAS DA CLARA DO OVO: 

OVALBUMINA, CONALBUMINA E LISOZIMA 

 

RESUMO 

 

Neste trabalho foram avaliados os dados de solubilidade das proteínas da 

clara do ovo (lisozima, conalbumina e ovalbumina) em diferentes valores de pH e 

concentração salina (0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8) mol L-1, para dois tipos de sais 

(citrato de sódio e sulfato de sódio) a temperatura ambiente (25 ± 2) °C. A 

solubilidade das proteínas variou com a concentração de sal e o pH da solução. De 

modo geral, para as três proteínas em estudo os valores de solubilidade 

diminuíram com o aumento da concentração salina. O modelo polinomial (4ª 

ordem) empregado na correlação dos dados para a ovalbumina e conalbumina 

apresentou valores de R2 >0,90 mostrando bom ajuste do modelo aos dados 

experimentais nas condições estudadas. Entretanto, para a lisozima, um modelo de 

regressão de 2ª ordem (R2>0,94) se ajustou bem aos dados experimentais. 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

A clara do ovo é um ingrediente essencial, que tem sido usado por muitos 

anos na indústria de alimentos devido às suas excelentes propriedades 

tecnológicas.  As proteínas da clara do ovo são de elevado valor nutricional e 

biológico (STADELMAN e COTTERILL, 1995). Devido às suas propriedades 

funcionais únicas, tais como gelatinização e formação de espuma, as proteínas da 

clara têm sido extensivamente usadas como ingredientes em alimentos 

processados, tais como nos produtos de padaria, merengues, biscoitos e derivados 

de carne (WONG et al., 1996; GUÉRIN-DUBIARD et al., 2005; ROJAS, 2006).  

Entre as propriedades funcionais das proteínas, a solubilidade é empregada 

como um parâmetro para as possíveis aplicações dos ingredientes protéicos em 

diferentes condições de processamento sendo, então um pré-requisito crítico para 

uso da proteína em bebidas, alimentos fluidos, emulsões e formação de espuma 

(KINSELLA, 1982).  

Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do pH, da 

concentração de sal (0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8) mol L-1 e do tipo de sal (citrato de 
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sódio e sulfato de sódio) na solubilidade das proteínas da clara do ovo 

(ovalbumina, conalbumina e lisozima). Correlações polinomiais empíricas foram 

empregadas para modelar os dados nas condições estudadas. 

 

2. REVISAO DE LITERATURA  

 

2.1. Proteínas da Clara do ovo 

 

A clara do ovo é um ingrediente de grande relevância industrial devido à 

sua complexa mistura de proteínas. As proteínas da clara conferem aos produtos 

alimentícios uma alta qualidade nutricional e múltiplas propriedades funcionais. 

Estas proteínas têm valores biológicos tão altos que são utilizadas como padrões 

para medida da qualidade nutricional de outras proteínas. Entre suas propriedades 

funcionais destacam-se gelificação, emulsificação, formação de espuma, 

modificação de textura, entre outras. Três proteínas da clara de particular 

importância funcional são ovalbumina, conalbumina ou ovotransferrina e lisozima 

(ROJAS et al., 2006).  

A ovalbumina compreende em torno de 54 % do total de proteínas e 

apresenta propriedades de coagulação e gelificação (VACCHIER et al., 1995; 

AWADE et al., 1994). A ovotransferrina (conalbumina) representa em torno de 13 

% do total de proteínas da clara e tem atuação no transporte do ferro além de 

ampla atividade antimicrobiana. A lisozima (3,5 % do total de proteínas da clara) 

tem propriedades antibactericidas sendo usada na preservação de alimentos e na 

indústria farmacêutica (FENNEMA, 1993; SIM, 1994; ALLEONI e ANTUNES, 

2004; GUÉRIN-DUBIARD et al., 2005). 

 

2.2. Solubilidade Protéica 

 

A solubilidade de uma proteína é, termodinamicamente, a atividade da 

proteína no solvente em um sistema simples ou de duas fases em estado de 

equilíbrio (VOJDANI, 1996). Matematicamente, o grau de solubilidade de uma 

proteína é a quantidade de proteína presente na fase líquida em relação à 

quantidade total de proteína nas fases sólida e líquida em equilíbrio. 

Tecnicamente, a solubilidade da proteína é um parâmetro operacional 
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determinado pela retenção da proteína no sobrenadante após centrifugação da 

solução por um dado tempo e sob determinada força centrífuga (MORRISEY et 

al., 1982). 

A importância primária da solubilidade protéica é devida à sua influência 

nas outras propriedades funcionais das proteínas. Ou seja, o fator primordial para 

que as proteínas exibam características gelatinizantes, espumantes e 

emulsificantes é que tais proteínas sejam solúveis (NAKAI e CHAN, 1985; 

PELEGRINE e GASPARETTO, 2005). Além disso, a precipitação de proteínas 

induzida por sais em soluções aquosas é geralmente um primeiro estágio para 

posterior purificação da proteína por métodos tais como cromatografia ou 

eletroforese. Os dados de solubilidade são empregados na determinação das 

condições ótimas de extração e purificação de proteínas (FENNEMA, 1993). O 

entendimento das forças intermoleculares entre moléculas de proteínas é também 

vital para a ciência e tecnologia de cristalização de proteínas (FORSYTHE et al., 

1999; GRIGSBY et al., 2000). Daí a importância de um estudo detalhado da 

solubilidade das proteínas presentes na clara do ovo. 

A solubilidade das proteínas se relaciona com interações hidrofóbicas de 

superfície (proteína-proteína) e interações hidrofílicas (proteína-água). A 

proporção relativa de superfície hidrofóbica e grupos hidrofílicos determina o 

grau de solvatação de um a proteína. A solubilidade da proteína pode ser 

aumentada pelo incremento do número de grupos hidrofílicos presentes, o que 

poderia ser obtido por desaminação ou pela ligação covalente de resíduos de 

aminoácidos hidrofílicos, glicogrupos ou grupos fosfato (CHOBERT et al., 1987). 

Muitos pesquisadores têm tentado aumentar a solubilidade das proteínas 

por diferentes técnicas para melhorar as propriedades funcionais. Alguns 

concentrados de proteínas são naturalmente insolúveis ou parcialmente insolúveis 

por tratamentos os quais desnaturam proteínas. Outros concentrados de proteínas 

tendem a ser insolúveis em pHs ácidos ou próximos ao ponto isoelétrico e 

requerem condições de pH mais altas para sua solubilização. Suplementação de 

bebidas levemente acidificadas ou sucos cítricos com proteínas, por exemplo, 

requerem a solubilização das proteínas em valores de pH ácidos. Tais aplicações 

requerem teste de solubilidade como um teste primário. Contudo, a falta de testes 

de solubilidade de proteína padrão bem como outras funcionalidades de proteínas 



 
82

torna difícil correlacionar os resultados de diferentes estudos (MORR e HA, 1993; 

VOJDANI, 1996).  

KAKALIS e REGENSTEIN (1985) e MACHADO et al. (2007) estudaram 

a solubilidade das proteínas da clara do ovo desidratada em função do pH, da 

concentração salina e do tipo de sal. PELEGRINE e GASPARETTO (2005) 

analisaram a influência da temperatura e do pH na solubilidade das proteínas da 

clara do ovo. Porém estes estudos não foram realizados com proteínas puras. 

HEGG e LOFQUIST (1979) estudaram o efeito do pH e de sais neutros no grau 

de agregação térmica da ovalbumina na presença de SDS, enquanto HEGG et al. 

(1978, 1979) avaliaram o comportamento de agregação térmica e desnaturação 

para ovalbumina, conalbumina e lisozima. Em 1982, este mesmo autor estudou a 

qualidade de agregados termicamente induzidos de conalbumina e lisozima em 

várias concentrações de sal e valores de pH. JUDGE et al. (1996) determinaram 

dados de solubilidade para a ovalbumina em soluções de sulfato de amônio em 

função do pH. ATAKA e TANAKA (1986) determinaram curvas de solubilidade 

de lisozima em diferentes valores de pH, concentrações de sal e de proteína. 

RIES-KAUTT e DUCRUIX (1989) e BÉNAS et al. (2002) estudaram a 

efetividade relativa de vários íons na solubilidade de lisozima. FORSYTHE et al. 

(1999) estudaram a solubilidade da lisozima cristalizada em sua forma tetragonal 

em soluções de cloreto de sódio com variação da temperatura.  

 

2.2.1. Fatores que Influenciam a Solubilidade da Proteína 

 

Vários fatores influenciam na solubilidade das proteínas, tais como, a 

composição dos aminoácidos, o estado das proteínas (natural ou desnaturado) e 

fatores do meio como pH, força iônica, temperatura, composição do solvente e 

outros componentes do alimento (VOJDANI, 1961; WONG, 1995).  

 

2.2.1.1. pH da Solução 

 

A solubilidade das proteínas é influenciada pelo pH da solução devido a 

que este afeta a distribuição das cargas líquidas na superfície da proteína. 

Geralmente, as proteínas são mais solúveis em valores de pH baixos (ácidos) e 

altos (básicos) porque o excesso de cargas do mesmo sinal produz repulsão entre 
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as mesmas moléculas aumentando a interação água-proteína, porém aumenta a 

solubilidade (FENNEMA, 1993). 

De acordo com as observações de vários autores (KAKALIS e 

REGENSTEIN, 1986; WIT, 1989; VOJDANI, 1996; WONG et al., 1996), as 

proteínas apresentam uma menor solubilidade no seu ponto isoelétrico (pI) onde, 

em sistema aquoso, apresenta carga líquida igual a zero. As interações proteína-

proteína aumentam porque as forças eletrostáticas das moléculas são mínimas e há 

menor interação da água com as moléculas da proteína. A precipitação das 

proteínas não ocorre, necessariamente, no pI, sendo dependente também de outras 

perturbações nas propriedades do solvente, como a adição de um sal.  

Em pHs extremos, ácidos ou básicos, a proteína deve desdobrar-se 

expondo mais grupos hidrofóbicos. Devido ao decréscimo nas ligações 

eletrostáticas ocorre a desnaturação das proteínas seguida por agregação e 

precipitação (VOJDANI, 1996).  

 

2.2.1.2. Força Iônica 

 

Os sais podem também afetar as interações eletrostáticas entre as 

macromoléculas, contribuído pela força iônica (FENNEMA, 1993). No entanto 

isto vai depender da concentração e tipo de sal presente no meio. KINSELLA 

(1982) mostrou que uma concentração de NaCl de 0,15 mol/L é suficiente para 

causar mudanças na estrutura da água e na conformação das proteínas.  

Para globulinas e algumas albuminas, a solubilidade aumenta com o 

aumento da concentração de sais neutros até uma concentração máxima a partir da 

qual a solubilidade diminui. Neste ponto há uma competição entre proteína e íons 

salinos pela água. Sais neutros em uma concentração de 0,1 a 1,0 mol L-1 podem 

aumentar a solubilidade das proteínas dependendo da proteína, sal, pH e 

temperatura. Os íons salinos interagem com grupos de cargas opostas na proteína 

para formar uma dupla camada de grupos iônicos o que diminui as interações 

eletrostáticas entre as moléculas causando maior solvatação das proteínas e então, 

aumentando a solubilidade. O efeito de salting-out é dependente da natureza dos 

íons e segue a série de Hofmeister. Para ânions esta série é: SO2
− 4 >HPO2

− 4 

>CH3COO− >Cl− >Br− >I− >SCN− e para cátions é dada por: NH+4 > K+ >Na+ > 

Li+ >Mg+2 > Ca+2 > Ba+2 (VOJDANI, 1996). 
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Em concentrações maiores que 1 mol/L, os íons à esquerda da série 

diminuem a solubilidade das proteínas (salting-out) aumentando as interações 

hidrofóbicas e a agregação e competindo com a proteína pela água. Em altas 

concentrações de íons salinos, a maior parte das moléculas de água está 

fortemente ligada aos íons salinos, enquanto há alguma reorganização das 

moléculas de água ao redor da molécula de proteína. Isto poderia resultar em 

interação proteína-proteína (principalmente via interação por superfície 

hidrofóbica) mais forte que a interação proteína-água, resultando em associação 

seguida de precipitação (VOJDANI, 1996). 

A força iônica da solução pode ser calculada por: 

2

2
1

iiZC∑=μ                                                                                              (1) 

onde μ é a força iônica, C é a concentração dos íons, Z é a valência dos 

íons e o subscrito i se refere a cada tipo de íon presente na solução.  

Durante salting-out, a solubilidade da proteína afetada é dada como se 

segue: 

0loglog SKS +−= μ                                                                                   (2) 

onde S é a solubilidade em g L-1 de solução, μ é a força iônica em mol/L 

de solução, S0 é a solubilidade em força iônica igual a zero e K é a constante de 

salting-out, a qual depende da proteína, pH, temperatura e, particularmente, da 

natureza específica do sal. K é a inclinação da curva de log S x μ, extrapolada para 

o zero de força iônica dado por log S0 (VOJDANI, 1996). 

Sais comumente usados para precipitação de proteínas são: sulfato de 

amônio, cloreto de sódio, fosfato de potássio, cloreto de magnésio e sais citrato 

(OLLIS  e WHITE, 1990). 

 

2.2.1.3. Presença de Outros Componentes 

 

Outros componentes na solução tais como certos íons ou solventes 

orgânicos imscíveis, podem afetar o comportamento de solubilidade das proteínas. 

Íons metálicos como Zn+2, Cd+2 e Ba+2 podem precipitar proteínas dependendo do 

pH, força iônica ou temperatura. Solventes orgânicos imiscíveis em água como 

acetona, etanol e metanol desnaturam proteínas em altas temperaturas. Entretanto, 
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eles podem ser usados a 0-5/C para manter o estado nativo das proteínas. O 

polietilenoglicol (PEG) também pode diminuir a solubilidade das proteínas. Este 

componente é usado para precipitação e produção de cristais de proteínas, 

afetando a solubilidade das proteínas por mudança nas propriedades dielétricas da 

solução e por competição pela água (OLLIS e WHITE, 1990). Agentes ativos de 

superfície como dodecilsulfato de sódio (SDS) são agentes fortemente 

desnaturantes e solubilizam a proteína por enovelamento da estrutura nativa e 

ligação com regiões hidrofóbicas das proteínas desnaturadas (VOJDANI, 1996). 

 

2.2.1.4. Concentração de Proteínas 

 

A solubilidade é também uma função da concentração da proteína. 

Usualmente nos testes de solubilidade, a concentração da proteína precisa estar na 

faixa de 1-20 mg de proteína/mL. A agregação das proteínas aumenta em altas 

concentrações (HARRIS e ANGAL, 1990). 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

  

Ovalbumina (9006-59-1/A-5503), conalbumina (CAS 1391-06-6) e 

lisozima (EC 3.2.1.17) foram adquiridas da Sigma (St. Louis, MO, USA). Citrato 

de sódio e sulfato de sódio foram adquiridos da Cromoline (Brasil). Todos os 

reagentes usados foram de grau analítico e a água foi deionizada usando um 

aparelho Milli-Q (0,22 μm, Millipore Inc., USA). 

 

3.2. Determinação da Solubilidade 

 

Os dados de solubilidade foram obtidos segundo a metodologia proposta 

por ANTON e GANDEMER (1997). O sal avaliado (citrato de sódio ou sulfato de 

sódio) foi dissolvido na solução tampão, nas concentrações pré-definidas (0,4; 0,5; 

0,6; 0,7 e 0,8 mol L-1). Posteriormente, foram pesadas 15 mg de proteína (lisozima 

ou ovalbumina) nos tubos de centrífuga ou 8 mg (quando no caso da 

conalbumina) e, então, adicionados aos tubos 20 mL da solução tampão contendo 
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o sal. Os valores de pHs avaliados para cada proteína foram: ovalbumina (3,0; 4,5; 

6,0; 7,0 e 8,0); conalbumina (3,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 9,0) e lisozima (3,0; 6,0; 8,0; 10,0 

e 12,0).  

A mistura foi agitada por 2 h, a temperatura ambiente (25 ± 2) °C, 

utilizando-se um agitador proposto por FERREIRA (2001) e logo centrifugada a 

9000 rpm por 20 min a 4 °C (Beckman, J2MC, USA) . Após centrifugação, 

recolheu-se o sobrenadante para análises. Os tampões utilizados foram glicina-

HCl (pH 3,0), acetato (pH 4,5), citrato de sódio (pH 5,0), fosfato (pH 6,0 e 7,0 e 

8,0), glicina-NaOH (pH 9,0) e carbonato (pH 10,0 e 12,0) (MOHAN, 1995). A 

solubilidade (S, g/100g) foi definida como quantidade de proteína no sobrenadante 

(g)/100 g de sobrenadante e calculada pela fórmula: 

100*
.
.
SM
PMS =                                                                                            (3) 

onde M.P é a massa de proteína no sobrenadante (g) e M.S é a massa de 

sobrenadante (g). 

 

Os experimentos foram realizados com duas repetições sendo o conteúdo 

de proteína solúvel resultante da média dos dois valores. 

 

3.3. Análises das Proteínas 

 

As concentrações de proteína foram determinadas por leitura da 

absorbância a 280 nm empregando o espectrofotômetro Cary 50 (Varian, 

Austrália). As curvas analíticas foram construídas com as proteínas puras 

adquiridas da Sigma Chemicals (St. Louis, USA), em soluções de concentrações 

crescentes (0,1 a 1,0) mg mL-1.  

 

3.4. Análise Estatística 

 

Os dados experimentais foram analisados usando o pacote estatístico 

SAS® versão 9.0, procedimento REG (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A 

confiabilidade da equação do modelo polinomial obtido foi avaliada utilizando o 

coeficiente de determinação R2, o resultado das análises de variância (ANOVA) e 

o nível de significância estatístico pelo teste de Fisher (F). Os coeficientes do 
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modelo foram analisados empregando o procedimento BACKWARD (SAS 

Institute Inc., Cary, NC, USA) e o nível de significância dos coeficientes da 

regressão foi obtido pelo teste de Student (t).  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Efeitos do pH e da Concentração Salina na Solubilidade das Proteínas da 

Clara 

 

Os maiores valores de solubilidade foram encontrados no intervalo de pH 

6,0 a 8,0 para as três proteínas. O pH da clara no ovo fresco é de 7,6 a 7,9, 

aumentando para até 9,7, durante o armazenamento de acordo com a temperatura 

e a difusão do CO2 através da casca (BELITZ E GROSCH, 1988). MORR e HA 

et al. (1985) avaliaram a solubilidade das proteínas da clara em pH 3,0 e em pH 

7,0, encontrando os maiores valores para o pH 7,0. MACHADO, et al. (2007) 

encontraram que a solubilidade das proteínas da clara in natura aumentou com o 

pH, apresentando maiores valores em pH 9,0 e os menores em pHs 3,0 e 4,6. A 

menor solubilidade foi observada ao redor do pH 4,5 que é o pI da ovalbumina, a 

qual é a proteína de maior porcentagem na clara (54 %).  

Em todos os valores de pH estudados foi verificada uma redução da 

solubilidade com o aumento da concentração de sal para as três proteínas. 

Comportamento semelhante foi verificado por KAKALIS e REGENSTEIN 

(1986) em baixos valores de pH, ao avaliarem a influência da concentração do sal 

e pH na solubilidade das proteínas da clara do ovo. Tal comportamento pode ser 

provavelmente devido a que um baixo valor de pH, associado a uma concentração 

de sal crescente, aumenta a quantidade de interações hidrofóbicas (proteína-

proteína), com conseqüente agregação das moléculas devido à competição com a 

proteína pelas moléculas de água, causando, então, a precipitação da proteína e 

reduzindo assim sua solubilidade na água (PHARMACIA, 1993; FENNEMA, 

1993; KIOSSEGLOU, 1989).  

Os valores de solubilidade da ovalbumina em citrato de sódio são 

apresentados na Figura 1 e na Tabela 1. 
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Figura 1. Solubilidade da ovalbumina em citrato de sódio em função do 

pH e da concentração salina. 

 

Tabela 1. Solubilidade (g proteína/100g sobrenadante) da ovalbumina em 

função do pH e da concentração salina. 
 

      pH     
  3,0 4,5 6,0 7,0 8,0 

Citrato de sódio (mol/L)           
0,4 0,026 0,014 0,035 0,030 0,029 
0,5 0,020 0,012 0,033 0,023 0,026 
0,6 0,017 0,011 0,027 0,020 0,0212 
0,7 0,013 0,009 0,024 0,015 0,017 
0,8 0,008 0,007 0,021 0,012 0,008 

 

Os valores mínimos foram encontrados em pH 4,5, que é o seu pI  

(STADELMAN e COTTERILL, 1995; AWADÉ e EFSTATHIOU, 1999). Nesta 

condição, as interações proteína-proteína aumentam porque as forças eletrostáticas 

das moléculas são menores e uma menor quantidade de água interage com as 

moléculas de proteína. JUDGE et al. (1996) estudaram a solubilidade da 

ovalbumina em soluções de sulfato de amônio na faixa de pH de 4,58 a 5,4 e 

encontram também a menor solubilidade em pH 4,5. Neste estudo, a solubilidade 

também diminuiu com o aumento da concentração salina.  

Nas Figuras 2 e 3 são apresentadas as curvas de solubilidade para a 

conalbumina em citrato e em sulfato, respectivamente. 
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Figura 2. Solubilidade da conalbumina em citrato de sódio em função do 

pH e da concentração salina. 

 

 
 

Figura 3. Solubilidade da conalbumina em sulfato de sódio em função do 

pH e da concentração salina. 

 

Os dados de solubilidade para a conalbumina são mostrados na Tabela 2.  
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Tabela 2. Solubilidade (g proteína/100g sobrenadante) da conalbumina em 

função do pH, do tipo de sal e da concentração salina. 
 

      pH     
  3,0 5,0 6,0 7,0 9,0 

Citrato de sódio (mol/L)           
0,4 0,022 0,025 0,021 0,036 0,028 
0,5 0,022 0,023 0,019 0,031 0,022 
0,6 0,018 0,022 0,017 0,032 0,021 
0,7 0,016 0,020 0,017 0,032 0,019 
0,8 0,017 0,016 0,017 0,026 0,019 

Sulfato de sódio (mol/L)           
0,4 0,006 0,025 0,022 0,032 0,028 
0,5 0,004 0,025 0,020 0,028 0,019 
0,6 0,004 0,021 0,018 0,027 0,017 
0,7 0,003 0,022 0,018 0,024 0,017 
0,8 0,003 0,015 0,018 0,021 0,017 

 

Para o sulfato de sódio, foi observado que a solubilidade aumentou com o 

aumento do pH. De acordo com FENNEMA (1993), em valores de pHs alcalinos 

as moléculas apresentam cargas negativas em sua superfície, aumentando a 

repulsão entre elas e aumentando as interações proteína-água. Em pH 3,0 foram 

observados baixos valores de solubilidade. Em valores de pH extremos (ácidos ou 

básicos) a proteína pode desnaturar-se expondo mais grupos hidrofóbicos devido a 

um decréscimo nas ligações eletrostáticas. Assim, as moléculas de proteína se 

agregam com conseqüente precipitação.  

Verificou-se também que em pH 6,0 a conalbumina apresentou baixos 

valores de solubilidade para os dois sais avaliados. Este valor de pH é referido em 

literatura como o pI desta proteína (STADELMAN e COTTERILL, 1995). 

As Figuras 4 e 5 representam as curvas de solubilidade da lisozima. Na 

Tabela 3 são apresentados os valores de solubilidade para os dois sais estudados. 

Os menores valores de solubilidade são encontrados em torno do pH 12,0. LI-

CHAN e NAKAI (1989) e STADELMAN e COTTERILL (1995) citam que o pI 

da lisozima é em torno de 10,7. FORSYTHE et al. (1999) estudou a solubilidade 

da lisozima cristalizada em sua forma tetragonal em soluções de cloreto de sódio. 

A autora observou um decréscimo na solubilidade com o aumento da 

concentração de sal.  
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Figura 4. Solubilidade da lisozima em citrato de sódio em função do pH e 

da concentração salina. 

 

 

  
Figura 5. Solubilidade da lisozima em sulfato de sódio em função do pH e 

da concentração salina. 

 

 

 



 
92

Tabela 3. Solubilidade (g proteína/100g sobrenadante) da lisozima em 

função do pH, do tipo de sal e da concentração salina. 
 

     pH     
 3,0 7,0 8,0 10,0 12,0 

Citrato de sódio (mol/L)      
0,4 0,064 0,067 0,067 0,062 0,064 
0,5 0,0640 0,065 0,065 0,061 0,059 
0,6 0,063 0,066 0,066 0,060 0,054 
0,7 0,062 0,066 0,067 0,058 0,039 
0,8 0,062 0,066 0,065 0,054 0,028 

Sulfato de sódio (mol/L)      
0,4 0,072 0,073 0,067 0,066 0,062 
0,5 0,068 0,068 0,066 0,061 0,060 
0,6 0,069 0,068 0,066 0,061 0,059 
0,7 0,067 0,067 0,064 0,059 0,040 
0,8 0,067 0,067 0,063 0,054 0,035 

  

Em relação ao tipo de sal, foi observado que a lisozima apresentou maiores 

valores de solubilidade em presença de sulfato de sódio. De acordo com LEÓN 

(2004), o citrato de sódio apresenta um maior efeito salting-out em relação ao 

sulfato de sódio. Segundo estes autores, os íons citrato diminuem a solubilidade 

da proteína por aumentarem as interações hidrofóbicas e a agregação entre as 

moléculas devido a uma competição dos íons salinos pela água. Em altas 

concentrações dos íons salinos, a maior parte das moléculas de água está 

fortemente ligada à aos íons salinos, enquanto há alguma reorganização das 

moléculas de água em torno das moléculas de proteína. Isto poderia resultar em 

uma interação proteína-proteína (principalmente via interação hidrofóbica) maior 

que a interação proteína-água, o que resulta em associação, seguida de 

precipitação. 

 

4.2. Análise Estatística 

 

Um modelo polinomial de 4ª ordem foi usado para ajuste dos dados de 

solubilidade de ovalbumina em citrato de sódio e conalbumina em citrato de sódio 

e sulfato de sódio. 

 4322 hpHgpHCsfpHepHdpHCscCsbpHaS +++++++=                (4) 
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onde Cs é a concentração de sal (mol.L-1) e a-h são os parâmetros da regressão 

ajustada. 

Entretanto os dados de solubilidade da lisozima para os dois sais avaliados 

se ajustaram a um modelo de 2ª ordem: 

CsfpHepHdpHCscCsbpHaS 22 +++++=                                       (5) 

O resultado da análise de variância da regressão indica que o modelo de 

quarta ordem ajustado é significante ao nível de 0,05 de probabilidade 

[(pmodelo>F)=0,0001].  

Nas Tabelas 4, 5 e 6 são apresentadas as estimativas de cada parâmetro dos 

modelos ajustados para cada proteína. Pode-se observar que todos os parâmetros 

são significativos a um nível de 0.05 em todos os casos estudados. Segundo BOX 

et al. (1978), altos valores de t e baixos de Pr levam a uma significância maior dos 

parâmetros estudados. 

 

Tabela 4. Coeficientes do modelo de 4ª. ordem ajustado aos dados de 

solubilidade da ovalbumina em citrato de sódio em função do pH e da 

concentração salina. 
 

Parâmetro* a b c d e f g h R2 

Valor 1,1677 -0,8933 -0,1136 0,0349 0,2509 -0,0035 -0,030 -0,001 0,92

*p<0,05 

 

Tabela 5. Coeficientes do modelo de 4ª. ordem ajustado aos dados de 

solubilidade da conalbumina em função do pH, tipo de sal e da concentração 

salina. 

 

Parâmetro* a b c d e f g h R2 

Citrato -0,8171 0,6755 -0,0171 0 -0,1908 0 0,0228 -0,0009 0,90 

Sulfato -0,7393 0,5750 -0,0181 0 -0,1546 0 0,0178 -0,0007 0,95 

   *p<0,05 
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Tabela 6. Coeficientes do modelo de 2ª. ordem ajustado aos dados de 

solubilidade da lisozima em função do pH e da concentração salina. 

 

Parâmetro a b c d e f R2 

Citrato 0,0968 -0,0083 -0,0539 0,0177 0,0006 -0,0015 0,95 

Sulfato 0,0954 -0,0117 -0,0775 0,0297 0,0010 -0,0025 0,94 

      *p<0,05 

 

5. CONCLUSÃO 

 

  A solubilidade é uma propriedade funcional usada como pré-requisito 

crítico para potenciais aplicações dos ingredientes protéicos em alimentos e pode 

influenciar as outras propriedades funcionais das proteínas. Adicionalmente, 

dados de solubilidade são utilizados para determinação de condições ótimas de 

extração e purificação de proteínas. Neste trabalhão foi avaliada a influência do 

pH, tipo de sal e da concentração salina na solubilidade das proteínas da clara. 

Cada proteína apresentou um comportamento específico para cada tipo de sal. De 

modo geral, a solubilidade diminuiu com o aumento da concentração de sal no 

meio. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

A clara de ovos é uma fonte natural de proteínas com alto valor nutricional 

e biológico. Três proteínas de particular importância presentes na clara são a 

lisozima, a conalbumina e a ovoalbumina que apresentam altos valores 

nutricionais e funcionais, despertando amplo interesse no campo de ensino e 

pesquisa, bem como na esfera industrial. O potencial para aplicações tecnológicas 

das proteínas da clara tem estimulado o desenvolvimento de processos integrados 

para sua separação e purificação visando manter suas características funcionais 

inalteradas. O uso combinado dos processos de adsorção em leito expandido com 

sistemas aquosos bifásicos (SAB) pode representar uma forma de separação 

simples e eficiente para o isolamento destas proteínas. A resina de troca catiônica 

empregada na adsorção em leito expandido permitiu a separação de duas frações 

protéicas da clara do ovo. A análise do índice de recuperação das proteínas após a 

eluição demonstrou uma boa eficiência na separação da ovalbumina, concentrada 

na fração 01, das outras proteínas presentes na fração 02. A fração 02 rica em 

lisozima e conalbumina foi submetida a um próximo processo de separação 

usando sistemas aquosos bifásicos. De acordo com os resultados, a lisozima tende 

a se concentrar na fase superior e a conalbumina na fase inferior. Os maiores IR 

da lisozima na fase superior e da conalbumina na fase inferior foram encontrados 

nos sistemas PEG-citrato e PEG-sulfato, podendo os mesmos serem usados para 

separação destas proteínas da fração da clara obtida por ALE. 
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ANEXO A 

 

Frações mássicas (% m/m) para os sistemas formados por PEG 1500g.mol-1 e sais, a 25 °C, pH 7,0. 

 

 TOTAL FASE SUPERIOR FASE INFERIOR   

SAB PEG 
(% m/m) 

Sal  
(% m/m) 

Água  
(% m/m) 

PEG 
(% m/m) 

Sal  
(% m/m) 

Água  
(% m/m) 

PEG 
(% m/m) 

Sal  
(% m/m) 

Água  
(% m/m) TLL 

14,00 14,89 71,11 19,02 5,73 75,25 3,80 20,76 75,44 28,91 
16,00 16,10 67,90 27,69 3,86 68,45 8,92 25,11 65,97 39,22 PEG - 

Citrato de Sódio 18,00 17,28 64,72 28,13 3,32 68,55 10,30 26,41 63,29 42,15 
14,00 10,52 75,48 21,37 6,82 71,81 7,05 16,43 76,52 19,67 
16,00 11,43 72,57 27,78 4,99 67,23 5,34 20,71 73,95 31,55 PEG - 

Fosfato de Potássio 18,00 11,45 70,55 31,13 4,50 64,38 5,63 21,65 72,72 34,86 
14,00 11,61 74,39 34,44 5,30 60,26 6,85 15,54 77,61 29,35 
16,00 12,63 71,37 39,18 4,15 56,67 6,60 16,85 76,55 37,57 PEG - 

Sulfato de Lítio 18,00 12,81 69,19 44,40 3,25 52,35 5,91 19,32 74,77 42,79 
14,00 7,53 78,47 32,36 2,84 64,80 2,47 15,63 81,90 26,79 
16,00 7,84 76,16 34,51 2,16 63,33 2,12 17,77 80,11 29,74 PEG - 

Sulfato de Sódio 18,00 8,53 73,47 37,94 1,95 60,11 1,86 19,45 78,69 35,12 
 

 


