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RESUMO

Os sistemas bifasicos aquosos sao utilizados em muitos processos
biotecnoldgicos, sendo a purificacdo de proteinas uma das suas aplicacbes mais
importantes.

O soro apesar de ser um subproduto da inddstria de lacticinios, possui um
elevado valor nutritivo uma vez que retém a maior parte dos componentes do leite.

Cerca de 80% da proteina no soro consiste em B-lactoglobulina (Blg) e a-
lactalbumina (ola) e ambas sdo extremamente nutritivas.

O componente PP3 da fraccdo proteose peptonas do soro de queijo (10% da
proteina do soro) € de grande interesse devido as suas propriedades funcionais,
particularmente a sua capacidade emulsificante, grande afinidade para a interface 6leo-
agua, fortes propriedades espumantes e papel bioquimico, nomeadamente de regulacédo
espontanea da lipolise no leite.

As proteinas do soro puras e no seu estado nativo tém elevado valor funcional e
nutricional ndo encontrado noutras proteinas vulgarmente utilizadas como aditivos na
industria alimentar, pelo que tem havido um crescente interesse no seu fraccionamento.

Numa primeira fase deste trabalho pretendeu-se seleccionar um sistema bifasico
aquoso que permitisse a melhor separacdo das proteinas maioritarias do soro de queijo
(Blg e ala), tendo sido testados os sistemas PEG-Reppal, PEG-Fosfato e PEG-Sulfato.
Estes estudos foram efectuados inicialmente com proteinas puras e ap0s optimizado o
melhor sistema com concentrado proteico de soro fornecido pela Quinta dos Ingleses. A
particdo das proteinas foi caracterizada pela determinagdo dos coeficientes de particéo,
rendimentos (Yala,S e YPIg,l), graus de pureza e recuperacdes. Realizaram-se varias
experiéncias de particdo variando parametros como concentracdo e peso molecular de
PEG, pH, adicéo de sais e forca idnica.

Os resultados obtidos permitem concluir que os sistemas PEG-sais parecem
mais adequados para separar as duas proteinas, uma vez que permitem concentra-las em
fases distintas. Ensaios efectuados com proteinas puras no sistema 14%p/p PEG900 +
14%p/p Fosfato, pH 7,0 permitem obter um kola = 4,39 e um kglg = 0,16 com
rendimentos de 75,9% (Yala,S) e 93,2% (YBIlg,l) respectivamente. O sistema 18%p/p
PEG900 + 14%p/p Sulfato, pH 7,0 permitiu obter um kala = 12,80 e um kplg = 0,34
com rendimentos de 96,7% (Yala,S) e 83,8% (Ylg,l) respectivamente.

Numa segunda fase deste trabalho pretendeu-se por particdo bifasica aquosa
promover a purificagdo do componente PP3. O componente PP3 foi extraido do
concentrado proteico de soro fornecido pela Quinta dos Ingleses. Foram testados os
sistemas PEG-Reppal e PEG-Fosfato variando pardmetros como concentragdo e peso
molecular de PEG, pH e forca ionica.

Os resultados obtidos permitem concluir que num sistema 16%p/p PEG4000 +
16%p/p Reppal, pH 7,0, se consegue a particdo do componente PP3 para a fase superior
do sistema com kPP3 = 12,30 e um rendimento de 80-90%.



ABSTRACT

Aqueous two-phase systems are used in many biotechnological applications,
being the protein purification one of its most important applications.

Cheese whey although being a sub product of the dairy industry, has a high
nutritional value, once it retains almost all of the milk components.
About 80% of the whey protein consists in B-lactoglobulin (Blg) and o-
lactalbumin (ala) and both are extremely nutritive.
The PP3 component of the proteose peptone fraction of cheese whey (10% of the
whey protein) is of great interest because of its functional properties, particularly its
emulsifying power, strong affinity for oil-water interface, strong foaming properties
and biochemical role, such as spontaneous lipolysis regulation in milk.

The whey proteins when pure and in their native state have an high functional
and nutritional value that is not found in other proteins usually used as food additives,
for this reason there has been an increasing interest in their fractionation.

In a first stage of this work, the aim was the selection of an aqueous two-phase
system that allowed the best separation of the major proteins in cheese whey (Blg e ala).
For this purpose one tested the systems PEG-Reppal, PEG-Phosphate and PEG-
Sulphate. Laboratory work was made using pure Blg and ala, and once the best system
was optimised the assays were performed with whey protein concentrate from Quinta
dos Ingleses. To describe the proteins partition in these aqueous two-phase systems,
partition coefficients, as well as the percent yields (Yala,S and Yplg,l), purity degrees
and percent recuperations were calculated. The influence of polyethylene glycol
concentration and molecular mass, pH of the system, salts addition and ionic strength
was investigated in systems composed by PEG-Reppal, PEG-Phosphate and PEG-
Sulphate.

The results lead to the conclusion that the PEG-salt systems seem to be the most
adequate to separate both proteins in distinct phases of the system. Assays performed
with pure proteins in the system 14%p/p PEG900 + 14%p/p Phosphate, pH 7,0 allowed
the following parameters: kala = 4,39 and kBlg = 0,16, with percent yields of 75,9%
(Yala,S) and 93,2% (YBIlg,l) respectively. The system 18%p/p PEG900 + 14%p/p
Sulphate, pH 7,0 allowed the following parameters: kala = 12,80 and kBlg = 0,34 with
percent yields of 96,7% (Yala,S) and 83,8% (YIg,1) respectively.

In a second stage of this work, the aim was the purification of the PP3
component by using aqueous two-phase systems. The PP3 component was extracted
from the cheese whey protein concentrate from Quinta dos Ingleses. The influence of
polyethylene glycol concentration and molecular mass, pH of the system and ionic
strength was investigated in systems composed by PEG-Reppal and PEG-Phosphate.

The results lead to the conclusion that with the system 16%p/p PEG4000 +
16%p/p Reppal, pH 7,0, the PP3 component is partitioned in the top phase of the system
and it has a partition coefficient of 12,30 with a percent yield of 80-90%.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Processo Biotecnoldgico

Um processo de purificacdo em grande escala de uma proteina, mantendo uma
elevada eficiéncia e pureza, bem como um baixo custo implica que se considerem trés
etapas fundamentais. E importante definir as caracteristicas do produto final,
caracterizar o material de partida e finalmente a definir passos de separacdo e condicdes
impostas relativamente ao produto, operagdes unitarias e condi¢es de operacao.

Na definicdo das caracteristicas do produto final e as suas utilizagbes é
necessario considerar as fun¢des do produto, as doses e a frequéncia de utilizacdo, a
pureza requerida, 0s niveis aceitaveis de determinadas impurezas, bem como a
estabilidade do produto final, uma vez que condiciona o tipo de operacdes que podem
ser efectuadas, assim como as condic¢Ges necessarias e 0 tempo de processamento.

A seleccdo de um processo de separacdo adequado implica a escolha de
processos de separacdo baseados em diferentes propriedades quimicas, fisicas e
bioquimicas; a remocdo de impurezas presentes em maior quantidade e, finalmente a
escolha de processos que tirem partido, de modo eficiente, das diferencas de
propriedades entre o produto e as impurezas.

A purificacdo de proteinas revela-se de grande relevancia para a biotecnologia.

Os métodos disponiveis para a separacdo e purificacdo de proteinas variam
desde procedimentos de precipitacdo a técnicas sofisticadas de cromatografia de
afinidade. Os métodos usados podem ser classificados com base nas proteinas a
explorar; assim, podemos ter métodos baseados nas propriedades de superficie, no
tamanho e forma das proteinas, na carga das proteinas e nas biopropriedades (Scopes,
1995).

Um processo de purificacdo de uma dada proteina é complexo e o resultado de
uma serie de etapas, desde a captacdo da proteina de interesse a partir da matéria-prima,
por remocdo de contaminantes maiores fazendo recurso a técnicas como cromatografia
de adsorcdo, troca ionica ou interaccdo hidrofdbica; a separacdo da proteina alvo e
possiveis contaminantes ainda em solucdo com estruturas e funcdo semelhantes, cuja
natureza depende do processo de captacdo anteriormente usado; ou ainda & remocéo de

variantes estruturais e funcionais da proteina alvo, sendo esta a etapa final de



purificacdo. As técnicas cromatograficas (cromatofocagem, filtracdo em gel e
cromatografia de afinidade) usadas nesta etapa final de purificacdo exploram diferentes

atributos fisico-quimicos da proteina alvo.

A cromatografia consiste num conjunto de técnicas pelas quais a passagem de
solutos por colunas pode ser selectivamente restringida. Interaccbes com a matriz
determinam a distribuicdo de solutos entre as fases movel e estacionaria. As técnicas
cromatograficas apresentam a vantagem de se desenrolarem em ambientes
extremamente suaves, cOmo seja a temperatura baixa e na auséncia de tensdes de corte,
para produtos com actividade bioldgica. Os métodos cromatograficos sdo, normalmente,
empregues nas Ultimas etapas de um processo de separacdo e existem
fundamentalmente quatro tipos diferentes de cromatografia: cromatografia de excluséo
molecular, cromatografia de troca idnica, cromatografia de interaccdo hidrofobica e
cromatografia de afinidade.

A cromatografia de exclusdo molecular separa proteinas com diferentes
tamanhos que sdo geralmente proporcionais ao peso molecular. A separagdo consegue-
se usando uma matriz porosa na qual as moléculas, tém diferentes estados de acesso
(moléculas pequenas tém maior acesso que as grandes). A amostra € eluida por ordem
decrescente de tamanho. A filtracdo em gel pode ser facilmente aplicavel em grande

escala, mantendo a altura da matriz e aumentando o seu diametro.

A cromatografia de troca ionica permite separar proteinas com diferentes
pontos isoeléctricos. Esta técnica explora a carga superficial, a densidade de carga e 0
tamanho molecular das proteinas, assim como o pH e a forca idnica das solucGes
tampado, usadas para promover a separacdo. Grupos carregados na superficie da proteina
interagem com grupos de carga oposta imobilizados no meio de troca ionica. Quando o
pH do meio é superior ao ponto isoeléctrico da proteina, esta apresenta carga negativa e
liga-se a um trocador anidnico, que se encontra carregado positivamente. O contrario
verifica-se para um pH inferior ao ponto isoeléctrico da proteina. A separagcdo é
conseguida de acordo com o equilibrio que se estabelece entre a fase movel
(tamponada) e a fase estacionaria, que consiste numa matriz a qual estdo ligados grupos
inorganicos carregados (Roe, 1989). Para que a fase estacionaria consiga reter proteinas,
a matriz é derivatizada com grupos com carga positiva para a adsor¢do de proteinas
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anionicas (trocadores anionicos) e grupos com carga negativa para a adsorcdo de
proteinas com carga positiva (trocadores cationicos). O grau de interac¢éo ionica com a
proteina é controlado ajustando o pH do tampédo para regular o grau dos grupos
carregados quer da matriz quer da proteina. A for¢a idnica do tampdo € um parametro
importante, pois permite controlar a distribuicdo da proteina entre a fase estacionaria e a
fase movel. Este processo de separacéo engloba dois passos: (1) a aplicacdo da amostra,
sendo retidos os componentes que se ligam ao suporte e (2) a eluicdo das proteinas,

utilizando contra-ides como componentes do tampéo (Roe, 1989).

A técnica de cromatofocagem pode ser considerada como uma extensdo da
cromatografia de troca ionica. A diferenca essencial reside no gradiente de pH, que na
técnica de cromatofocagem se cria na coluna, retendo as proteinas na zona de pH
proximas do seu ponto isoeléctrico (p.i.e.). Com a técnica de cromatofocagem
conseguem-se boas resolugdes de misturas complexas de proteinas, desde que néo
tenham uma distribuicdo continua de pontos isoeléctricos, neste caso, 0S picos
adjacentes sobrepdem-se, com consequente perda de resolucdo. A presenca de material
ndo proteico carregado pode também reduzir a eficiéncia de separacdo. A limitacdo da
cromatofocagem na purificacdo de proteinas consiste na utilizacdo de tampdes de

eluicdo muito dispendiosos e dificeis de eliminar do produto final.

A cromatografia de interac¢do hidrofobica é usada para separar proteinas
com base em diferentes hidrofobicidades, ou seja baseia-se na forca hidrofdbica das
diferentes proteinas para a matriz contendo grupos hidrofébicos imobilizados. A
maioria das proteinas contém alguns aminoacidos hidrofébicos (i.e., aqueles com
grupos R néo polares — alanina, fenilalanina, valina, triptofano, leucina, isoleucina, e
metionina). Estes aminoécidos estdo geralmente “enterrados” na estrutura da molécula
proteica como resultado do ambiente aquoso envolvente da molécula. Contudo, alguns
aminoacidos ndo polares podem ser encontrados a superficie da molécula como zonas
hidrofébicas distintas. A diversidade de condi¢fes de eluicdo possiveis permite a
resolucdo de misturas complexas de proteinas, dificeis de purificar por outras técnicas
cromatograficas. A presenca de contaminantes hidrofobicos na amostra diminui a
eficiéncia do processo (Roe, 1989).

Os aminoacidos hidrofébicos superficiais estdo dispersos a superficie da

molécula, intercalados com zonas hidrofilicas. O nimero, tamanho e distribuicdo destas
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regides ndo-idnicas sdo caracteristicas de cada proteina e podem ser usados como base
para a sua separacdo (Roe, 1989).

A cromatografia de interaccdo hidrofobica é frequentemente usada nas etapas
iniciais de uma estratégia de separagdo, especialmente apds um passo de precipitacdo
em presenca de sal, uma vez que as condi¢des de ligacdo usadas em cromatografia de
interaccdo hidrofdbica envolvem elevadas concentracdes de sal, pelo que geralmente o
volume eluido é subsequentemente aplicado a uma coluna de troca id6nica, onde a

ligacdo ocorre a baixas concentragdes de sal.

Em relacdo a cromatografia de afinidade esta baseia-se na interac¢do
especifica entre um determinado ligando e a proteina. A elevada especificidade e
capacidade da cromatografia de afinidade permite o uso de elevadas velocidades de fase
movel em pequenos volumes de matriz, obtendo-se separagdes répidas. Dos ligandos
mais empregues em cromatografia de afinidade realcam-se os corantes de triazina que,
pela sua selectividade, estabilidade e custo, tém sido considerados ideais para aplicacdes
em grande escala. A aplicacdo de cromatografia de afinidade em grande escala constitui

uma area de crescente importancia em biotecnologia.

Outros métodos como a precipitacdo selectiva e a extraccéo liquido-liquido sédo
também utilizados como passos iniciais ou intermédios entre 0Ss varios passos
cromatograficos. De entre estes, os sistemas de duas fases aquosas, apesar de ainda
pouco utilizados, parecem ser 0s mais promissores, possibilitando mesmo em alguns

casos a obtencéo de preparacOes de grande pureza apenas num Unico passo.

A utilizacdo de sistemas de duas fases aquosas parece ser de grande utilidade
devido ao seu baixo custo, simplicidade técnica e facilidade de aumento de escala e
operacao em continuo, como sera discutido no capitulo 1.2.

A precipitacdo selectiva de proteinas pode ser usada como um método para
recuperar a maioria das proteinas de uma mistura, fraccionar um grupo de proteinas de
uma solugdo proteica, ou recuperar uma Unica proteina de interesse num passo de
purificacéo.

O desenvolvimento de um processo de precipitacdo selectiva para uma particular

proteina requer a identificacdo de um agente de precipitacdo adequado (que permite
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obter a proteina em melhor estado), e optimizagdo do processo de precipitacao (Scopes,
1995)

A maioria dos produtos obtidos pela via biotecnoldgica devem apresentar um
grau de estabilidade que permita o seu armazenamento sem risco de deterioracdo. A
secagem é o método mais usado para assegurar a estabilidade pretendida. Contudo,
existem produtos que ndo sdo facilmente secos ou que sdo necessarios em solucao.
Nestes casos, a forma final de comercializacdo deverd precaver a deterioracdo
microbioldgica, bem como a desnaturacao proteica. Em alguns casos, a estabilizacdo do
produto pode ser melhorada pela presenca de certos ifes, solucbes tamponadas,
substratos, antioxidantes e outros compostos, e a eliminacdo de enzimas proteoliticas

durante o processo de purificacdo prevenindo deste modo a desnaturagéo.
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1.2 Particdo Bifasica Aquosa

Cerca de 50-90% dos custos de producdo para um produto biologico simples
residem na estratégia de purificacdo. Existe uma grande necessidade de ter técnicas de
bioseparacdo eficientes, efectivas e econémicas em larga escala, que permitam atingir
elevada pureza e rendimento de recuperacdo, mantendo a actividade bioldgica da

molécula (Diamond e Hsu, 1992).

Os sistemas bifasicos aquosos sdo pela primeira vez descritos na literatura pelo
microbidlogo holandés Beijerink no fim do século passado. Este cientista observou que
solucdes aquosas de gelatina e agar (amido) se separavam em duas fases aquosas, sendo
a fase inferior constituida principalmente por agar (ou amido) e a fase superior por
gelatina (Diamond e Hsu, 1992).

Apenas meio século mais tarde, em 1947, Dobry e Boyer-Kawenoki realizaram um
estudo sistematico sobre a miscibilidade de varios polimeros em solventes organicos e
em agua. Na grande maioria dos casos observou-se a formacdo de duas fases

homogéneas e imisciveis (Diamond e Hsu, 1992).

Contudo, ndo foi antes de 1955 que Albertsson ao tentar isolar pirenoides de
cloroplastos, descobriu acidentalmente que uma mistura de PEG e tampdo fosfato de
potassio formava duas fases imisciveis, concentrando-se os cloroplastos na fase superior
(Diamond e Hsu, 1992). Albertsson é considerado o pioneiro da utilizacdo de sistemas

de duas fases aquosas.

De forma a confirmar a selectividade com que os cloroplastos se distribuem
preferencialmente na fase superior, foram efectuados estudos de particdo com
microrganismos, paredes celulares e vesiculas de cloroplastos (Diamond e Hsu, 1992).
Observou-se que dependendo das caracteristicas das particulas, estas se acumulam
preferencialmente numa das fases ou na interface. No entanto, estes sistemas
apresentavam caracteristicas pouco fisioldgicas devido a elevada concentracdo de
fosfato presente, pelo que se testou entdo a substituicdo do fosfato por polimeros
hidréfilos (por exemplo, o dextrano, a metilcelulose e o alcool polivinilico), e verificou-
se que a grande maioria dos sistemas formava duas fases aquosas.

As fases dos sistemas PEG/dextrano contém entre 80-99% de agua em peso, tém

tensBes interfaciais extremamente baixas (da ordem dos 107 N.cm™) e permitem um
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ambiente protectivo para os materiais bioldgicos. Estes quando comparados com 0s
sistemas que utilizam solventes organicos (aquoso-organico e organico-organico) séo
mais favoraveis, uma vez que tais sistemas tém uma tensdo interfacial elevada (10™
N.cm™) e as fases organicas contém apenas 40-50% de agua em peso. Estas condicdes
originam problemas graves, incluindo a precipitacdo e desnaturacdo das proteinas, e
concentracdo dos materiais bioldgicos exclusivamente na fase aquosa (Diamond e Hsu,
1992).

Albertsson e seus colaboradores realizaram extensivos estudos de particdo, estes
estudos foram principalmente realizados no ambito da biologia celular com ribossomas,
virus e células inteiras (Albertsson, 1958; Albertsson e Frick, 1959; Albertsson et al,
1959; Frick e Albertsson, 1959). Alguns estudos com proteinas foram também
realizados nessa altura (Albertsson, 1958; Albertsson e Nyns, 1959). Os é&cidos
nucleicos apenas merecem atencdo anos mais tarde (Lif et al, 1961).

E nos principios dos anos 70 que o estudo de parti¢do e purificacio de proteinas
conhece um grande desenvolvimento. A influéncia de varios factores como o tipo e peso
molecular de polimero e a influéncia de sais foi estudada para vérias proteinas
(Johansson, 1970 a.). Foram também introduzidos polimeros modificados que alteram a
particdo. Estas modificagBes permitiam a alteracdo das caracteristicas electrostaticas do
polimero (Johansson, 1970 b.), da sua hidrofobicidade ou a introducdo de um ligando
especifico para uma determinada proteina (Takerkart et al, 1974) — processo
denominado de “particdo de afinidade” (Flanagan e Barondes, 1975). Neste processo
pretende-se orientar a particdo de um composto para uma das fases, por acumulagdo

nessa fase, de um ligando especifico para esse composto.

Os conhecimentos acumulados sobre a parti¢do das proteinas e os exemplos bem
sucedidos de purificacdo de proteinas a nivel laboratorial, despertaram o interesse pela
aplicacdo deste método em larga escala, na realidade varios estudos demonstraram a
facilidade do aumento de escala de sistemas bifasicos aquosos sem perda apreciavel do
factor de purificagdo ou do rendimento (Hustedt et al, 1978; Kroner et al, 1978).

Outras aplicacGes de sistemas bifasicos aquosos foram entretanto desenvolvidas.
A bioconversdo extractiva é uma das mais interessantes e importantes pela sua possivel
aplicacdo a nivel industrial. Esta técnica consiste na utilizacdo de sistemas bifasicos
aquosos em processos de biotransformagdo, usando enzimas ou células inteiras

(Yamazaki e Suzuki, 1979; Kuhn, 1980). Nestes sistemas pretende-se que 0
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biocatalisador se distribua numa fase juntamente com os substratos, e 0 produto se
acumule na outra. Desta forma facilmente se separa o produto dos substratos e €
reduzida a inibicdo pelo produto, observada em algumas reacgoes.

A extraccdo em continuo foi também desenvolvida, permitindo o tratamento de
grandes volumes de amostra em pouco tempo e a um custo relativamente baixo (Veide
et al, 1984). Além disso, usada em conjunto com a bioconversdo extractiva constitui um
processo altamente eficiente e econdémico de producdo de compostos por via bioldgica.

O crescente interesse na utilizacdo de sistemas bifasicos aquosos em larga escala
para aplicacdes industriais levou & necessidade de desenvolver sistemas mais
econdémicos. Com efeito, o dextrano tem um elevado custo pelo que em larga escala se
prefere a utilizacdo de sistemas PEG-sal. O hidroxipropilamido, um derivado de amido,
demonstrou ser um bom substituto do dextrano devido ao baixo precgo e facilidade de
formacdo de sistemas bifasicos (Tjerneld et al, 1986). Polimeros ndo purificados e
consequentemente de preco mais baixo, como os galactomananos foram também
utilizados com sucesso em sistemas bifasicos aquosos (Venancio et al, 1995, 1996). Os
polimeros termoseparaveis podem também ser utilizados com vantagem em sistemas de
duas fases aquosas. Existem soluc¢des de polimeros que a uma determinada temperatura
critica se separam em duas fases, sendo uma constituida quase exclusivamente pelo
polimero e outra por dgua. O PEG por exemplo, comporta-se deste modo mas a sua
temperatura critica é de 110°C numa solucdo 12% PEG20000 (Sjoberg et al, 1989).
Solugdes de outros polimeros, como os copolimeros de éxido de propileno, apresentam
uma temperatura critica significativamente mais baixa. A particdo pode ainda ser
manipulada pela adicdo de sais e tensioactivos. A utilizacdo destes polimeros em
sistemas bifasicos aquosos possibilita uma facil separacdo do composto alvo extraido

para a fase do polimero e a recuperacdo deste para nova utilizacéo.

Os sistemas bifasicos aquosos podem ainda ser usados para extrair poluentes
ambientais, uma vez que, sob determinadas condi¢des num sistema PEG-sal, catides de
chumbo, cadmio e bismuto acumulam-se na fase rica em PEG. Moléculas organicas
contendo anéis aromaticos foram também selectivamente extraidas para a fase de PEG
no mesmo tipo de sistemas. Estes resultados indiciam a possibilidade de aplicacdo

destes sistemas para reduzir a toxicidade dos efluentes industriais.
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O grande potencial dos sistemas bifasicos aquosos para aplicagdes industriais foi
recentemente evidenciado pela Genentech. Esta empresa, uma das maiores a nivel
mundial na area da biotecnologia, desenvolveu um sistema bifasico aquoso para a
separacdo de IGF-1 (Insulin — like - Growth Factor — 1) produzido por E.coli
recombinante. Em aplicagOes de larga escala com volumes da ordem dos 10000 litros
foi possivel obter 90% de rendimento com 97% de pureza da proteina (Hart et al, 1994).

Actualmente, a investigacdo em particdo bifasica aquosa abarca varios dominios

desenvolvendo-se desde os estudos fundamentais até as aplicagdes industriais.

1.2.1 Caracterizagdo de Sistemas de Duas Fases Aquosas
1.2.1.1. Defini¢bes Fundamentais

Quando se misturam, em agua, dois polimeros ou um polimero e um composto
de baixo peso molecular, acima de determinadas concentra¢des limite, forma-se um
sistema de duas fases aquosas (Diamond e Hsu, 1992). A composicdo destes sistemas
pode ser representada por um diagrama de fases (Figura 1.1). Para estes sistemas é
utilizada a forma rectangular sendo omitida a concentracdo do solvente, neste caso a
agua (Albertsson, 1985). Assim, representa-se no eixo das abcissas a concentragdo do
componente que se acumula na fase inferior e no eixo das ordenadas a concentragdo do

componente que se acumula na fase superior.

Componerte 2

[%pip)

K C

Componente 1 (%000

Figura 1.1 Diagrama de fases tipo.

A binodal (BKC) € a linha que define a separacdo entre a formagdo de uma ou
duas fases homogéneas. Sistemas cuja composicao fica abaixo da binodal formam uma
fase homogénea enquanto que sistemas cuja composicdo se situa acima da binodal

formam duas fases homogéneas. Para cada composicao correspondente a sistemas de
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duas fases aquosas, pode definir-se uma linha recta — “tie-line” — que intersecta a
binodal em dois pontos (B, C) representativos das fases em equilibrio. O ponto B da-nos
a composicao da fase superior e 0 ponto C a da fase inferior.

Todos o0s pontos situados sobre a mesma “tie-line” correspondem a sistemas com
a mesma composicdo de fase superior e inferior, mas diferentes razdes de volume das
fases.

A razdo de massa entre as duas fases é dada por:
(Vs x ds)/(Vi x di) = AC/AB ou seja Vs/Vi = di/ds x AC/AB

Vs e Vi —volumes das fases superior e inferior respectivamente

ds e di — densidades das fases superior e inferior respectivamente

As “tie-lines” sdo caracterizadas pelo seu comprimento (TLL) e declive (STL)
(Zaslavsky, 1995). O seu comprimento € determinado considerando a “tie-line” a
hipotenusa de um triangulo, em que os catetos sdo formados pela diferenca de

concentracdo dos componentes nas duas fases. Assim:

TLL = (AC12 + AC2%)"?2

em que, AC1 e AC2 representam a diferenca de concentracdo dos componentes 1 e 2

entre as duas fases. O declive da “tie-line” é dado por:

STL = AC1/AC2

O ponto critico (K) corresponde ao ponto em que as composicoes e 0s volumes
das fases se tornam teoricamente iguais (Diamond e Hsu, 1992). Este ponto pode ser
obtido pela interseccdo de uma linha que passa pelo ponto médio de varias “tie-lines”,
com a binodal. O ponto limite € o ponto onde a binodal é tangente a linha que une os
segmentos iguais nos eixos do diagrama. A posicéo relativa do ponto limite e do ponto
critico define a simetria do diagrama de fases. Quando estes dois pontos coincidem o

diagrama de fases considera-se simétrico.
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1.2.1.2. Observactes Experimentais

A mistura de duas solucdes aquosas de polimeros pode originar trés situaces

distintas:

Na

formacdo de uma fase homogeénea — corresponde a uma situacdo em que 0S

polimeros sdo compativeis ou, sendo incompativeis, ndo se atingiu a

concentracdo critica

formacdo de duas fases, cada uma enriquecida num dos polimeros — esta é

uma situacdo comum e corresponde a uma mistura de dois polimeros

incompativeis acima de uma concentragao critica

formacdo de duas fases, uma delas rica em polimeros e a outra

exclusivamente agua — esta situacdo ocorre quando existe uma forte ligacéo
entre os dois polimeros, geralmente de natureza electrostatica. O caso mais
comum é a mistura de polielectrélitos de cargas opostas. Devido a
importancia das forcas electrostaticas, estes sistemas bifasicos sdo altamente
dependentes da concentracdo de sal e pH. Outra situacdo deste genero ocorre
guando se misturam em agua, um polimero e um componente de baixo peso

molecular.

tabela 1.1 encontram-se resumidos numa lista extensiva alguns destes

sistemas e sua composicao. Esta tabela divide os sistemas bifasicos aquosos em quatro

categorias

polimero

de acordo com a natureza dos seus componentes: polimero ndo iénico -

ndo ionico, polielectrélito - polimero ndo ionico, polielectrélito —

polielectrolito e polimero - componente de baixo peso molecular.

19



Tabela 1.1 Sistemas Bifasicos Aquosos e suas composicdes (adaptado de Diamond e Hsu, 1992;

Zaslavsky, 1995)

Componente 1 Componente 2 Referéncia
Polimero ndo i6nico - Polimero ndo i6nico
Polietileno glicol Dextrano 1
Hidroxipropilamido 2
UCON-50 3
Ficoll 1
Alcool polivinilivo Metilcelulose 1
Hidroxipropildextrano 1
Dextrano 1
Polivinilpirrolidona Metilcelulose 1
Maltodextrina 4
Dextrano 1
Ficoll Dextrano 1
Polielectrélito - Polimero ndo iénico
Sulfato de dextrano (Na) Polietilenoglicol + NaCl 1
Metilcelulose + NaCl 1
Dextrano + NaCl 1
Carboximetilcelulose (Na) Polietilenoglicol + NaCl 1
Polivinilalcool + NaCl 1
Metilcelulose + NaCl 1
Caseina Dextrano 5
Pectina 5
Ficoll 5
Polielectrélito - Polielectrélito
Sulfato de dextrano (Na) Carboximetildextrano (Na) 1
Carboximetilcelulose (Na) 1
Carboximetil dextrano (Na) Carboximetilcelulose (Na) 1
Caseina Alginato de s6dio+0,1M NaOH 5
Ovalbumina 5
Polimero - Componente de baixo PM
Polietileno glicol Fosfato de s6dio 1
Sulfato de amoénio 1
Sulfato de magnésio 1
Citrato de sodio 6
Glucose 7
Maltose 7
Maltotriose 7
B-ciclodextrina 7
Polivinilpirrolidona Fosfato de potéssio 1
Dextrano Alcool propilico 1
Sulfato de dextrano (Na) Cloreto de sodio (0°C) 1

Referéncias: 1- Albertsson, 1985; 2- Tjerneld et al, 1986; 3- Harris et al, 1991; 4- Giuliano, 1991; 5-

Tolstoguzov, 1988; 6- Vernau e Kula, 1990; 7- Sjoberg et al, 1989.
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O diagrama de fases pode ser influenciado por uma serie de factores incluindo a
concentracdo e peso molecular do polimero, temperatura, adicao de sais ao sistema e pH
(Diamond e Hsu, 1992).

Geralmente, a baixas concentracdes de polimero, os polimeros sdo misciveis
com a agua e com os outros polimeros, a medida que se aumenta a concentragdo do
polimero aumenta a probabilidade de ocorrer duas fases.

De um modo geral, os diagramas de fases para sistemas polimero-polimero e
polimero-sal sdo tanto mais assimétricos quanto maior for a diferenca de peso molecular
entre os dois componentes (Albertsson, 1985). Além do aumento da assimetria
verificado pelo aumento do peso molecular de um dos componentes também se verifica
um aumento do declive da “tie-line” (STL). Por outro lado, quanto maior o0 peso
molecular de um componente, menor é a concentracdo necessaria para a formagéo de
duas fases (Albertsson, 1985; Diamond e Hsu, 1992).

Em sistemas polimero-polimero um aumento da temperatura provoca um
afastamento da binodal da origem, enquanto que em sistemas polimero-sal se verifica o
contrério.

Em sistemas PEG-dextrano foi demonstrado que sais compostos por ides
univalentes (por exemplo NaCl) tém coeficientes de parti¢cdo proximos de 1.

Zaslavsky et al (1995) demonstraram que aumentando as concentracdes de sais
univalentes (acima de 0,1M) nos sistemas PEG-dextrano se verifica uma alteracdo na
composicdo das fases sem contudo se registar um efeito significativo na posi¢do da
binodal.

Contudo, sais multivalentes, tais como o fosfato, sulfato e tartarato mostram uma
tendéncia crescente de particdo na fase inferior, fase rica em dextrano com concentragao
de sal crescente e distanciamento do ponto critico. Estes sais alteram significativamente
quer a composicdo das fases, quer a posicdo da binodal, nos sistemas PEG-dextrano.
Geralmente a binodal é deslocada para concentracdes inferiores de polimero. O facto de
sais multivalentes serem rejeitados para a fase inferior é compreensivel uma vez que
estes sais formam por si s6 sistemas bifasicos aquosos com PEG a concentracdes
elevadas de ambas as espécies. Estes resultados ndo devem no entanto ser
generalizados, pois outros sistemas bifasicos aquosos (Ficoll-dextrano e
Polivinilpirrolidona-dextrano) apresentam comportamentos distintos (Diamond e Hsu,
1992).
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Em sistemas PEG-sal o pH também tem influéncia na binodal, quando o sal é
um electrdlito fraco cujo grau de ionizacdo depende do pH. Um aumento de pH provoca
uma aproximacdo da binodal da origem. Isto é, uma menor concentracdo de sal é
necessaria para se observar a separacdo de fases.

Em sistemas polimero-polimero, a adi¢do de sais em baixa concentracdo provoca
também a alteracao da binodal, dependendo do efeito do sal adicionado.

1.2.1.3. Alteracdo da estrutura da agua em solucoes de polimeros e sais

Existem varios modelos que descrevem a estrutura da dgua no estado liquido. O
modelo que gera maior consenso considera que cada molécula de agua se coordena em
tetraedro com as moléculas de &gua mais proximas através de pontes de hidrogénio
(Henn e Kauzmann, 1989). A estrutura da agua liquida consiste entdo numa rede
continua e tetracoordenada de ligacGes de hidrogénio, com algumas flutuacdes em

caracteristicas como o tamanho, angulo e os parametros de energia das ligacoes.
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Figura 1.2 Representacdo esquematica da estrutura da agua liquida.
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Esta estrutura ndo é rigida e pode ser perturbada por factores externos como a
variacdo de temperatura e a adicdo de solutos. O aumento da temperatura, por aumentar
0 movimento translaccional das moléculas, aumenta a desordem e consequentemente
quebra a estrutura da rede. Pelo contrario, o abaixamento da temperatura implica um
aumento da ordenacdo das moléculas e consolida a estrutura da rede.

De modo semelhante, a adicdo de sais pode ter o efeito de melhorar ou quebrar a
estrutura. A presenca de um ido em solucdo induz as moléculas de agua vizinhas a
orientarem a extremidade negativa do oxigénio para dentro ou para fora, consoante a
carga do mesmo. Esta perturbacdo provoca alteracao e rearranjo da estrutura (Samoilov,
1965). Enquanto que os primeiros reduzem o movimento translaccional das moléculas
de agua, os segundos libertam algumas moléculas de agua da estrutura. O efeito dos
catides é reduzido relativamente ao dos anides (Conway, 1981). Este facto compreende-
se observando que os anides interagem com 0 eixo OH afectando trés vectores de
potenciais ligacdes de hidrogénio. Por analogia com o efeito da temperatura na estrutura
da agua, os ides podem classificar-se em estruturantes e destruturantes (Conway, 1981).
Dos primeiros fazem parte Li*, Na*, NH,", Ca®**, Mg*, F,, SO,*, CHsCOO, etc. Os
segundos incluem ides como K, Rb*, Cs*, CI', Br, I, SCN", NO5", ClO;  etc.

A presenca de um polimero em solucéo altera de igual modo a estrutura da agua.
Em relacdo ao PEG, os dados relativamente a sua hidratacdo diferem de autor para autor
e variam entre 2 e 16 moléculas de agua por mondémero (Zaslavsky, 1995). Se este
ultimo numero fosse verdadeiro, as solucbes de PEG estariam especificamente
estruturadas para concentragdes superiores a 13% (p/p).

Uma interpretacdo para esta disparidade de valores é que existem moléculas de
agua afectadas de dois modos diferentes; ou directamente ligadas ao polimero e por isso
fortemente afectadas, ou influenciadas pela alteracdo induzida na estrutura da agua pelas
primeiras, e portanto apenas ligeiramente afectadas (Zaslavsky, 1995).

Com base no exposto a separacdo de fases quando se misturam dois polimeros
ou um polimero e um sal deve-se a incompatibilidade entre duas estruturas de agua
diferentes. Considerando que estas estruturas se comportam como solventes diferentes,
este fendmeno é semelhante a bem conhecida incompatibilidade entre alguns solventes

organicos e agua.
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1.2.1.4. Modelos Tebricos

A tentativa de interpretacdo de um determinado fendmeno natural pressupde a
racionalizacdo das observagfes num modelo que permita prever o comportamento do
sistema. Em relacdo aos sistemas bifasicos aquosos, varias abordagens tedricas tém sido
formuladas para interpretar a separacdo de fases. Os mais importantes descritos na

literatura encontram-se descritos abaixo:

a) Modelo de Flory - Huggins

Este é o tratamento tedrico mais conhecido e antigo para sistemas bifasicos
aquosos. Baseia-se na termodindmica de solucGes de polimero, desenvolvida
independentemente por Flory, 1941 e Huggins, 1941. Segundo esta abordagem, as
solucBes de polimeros podem ser representadas por uma rede tridimensional, em que
cada volume unitério é ocupado por um segmento do polimero ou por uma molécula de
solvente.

A entalpia das solucdes pode entdo ser calculada pelo somatorio das interac¢fes
dos varios segmentos de polimero com as moléculas de solvente, ou outros segmentos
de polimero adjacentes. A entropia é dada pelo nimero de distribuicGes possiveis de
moléculas de solvente e de polimero na rede. Aplicando estes pressupostos a uma
mistura de dois polimeros (1 e 2) a energia livre de mistura é calculada pela seguinte
expressao (Scott, 1949; Brooks e Sharp, 1985):

AGp = (RTVIV)[sInds + ¢1In(91/V1) + d2In(92/V2) + 120102 + Y 15h1ds + A 2sh20s]

em que:
AGp, — energia livre de mistura

V e V; — volume total e volume molar do solvente

¢i — fraccdo de volume ocupada pelo componente i

xij — parametros de interacgéo entre o componente i € j

V; — razdo do volume molar do componente i relativamente ao volume molar do
solvente

1, 2, s — indices referentes aos polimeros 1 e 2, e solvente.
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A partir desta energia livre é possivel calcular o potencial quimico de cada
especie em solucdo, e consequentemente a linha binodal e o ponto critico.

A teoria de Flory-Huggins sugere que, se a concentracdo das solucdes de
polimeros é baixa, entdo apenas ocorre um pequeno ganho na entropia com a mistura
dos polimeros em &gua. Contudo, uma vez que as cadeias de polimeros tém uma area
superficial por molécula muito maior que os compostos de baixo peso molecular, a
interaccdo entre segmentos de duas cadeias de polimeros diferentes, que é geralmente
desfavoravel, levara a uma entalpia positiva que dominaré a expressao de variacdo de
energia livre de mistura (AGy,). Uma variacdo de energia livre (AGy,) positiva resulta na
separacdo das fases (Diamond e Hsu, 1992).

Este modelo de Flory-Huggins pressupfe que a agua nao tem um papel
determinante na separacgéo de fases, ao contrario da interac¢do dos polimeros (Diamond
e Hsu, 1992).

Embora este modelo descreva alguns aspectos qualitativos da separacdo em duas
fases aquosas, deve ser realgcado que o modelo original foi desenvolvido com base no
modelo de Van der Waals para interaccbes moleculares, e aplicado a solucdes de
polimeros em solventes apolares. Alguns autores tém posto em causa a adequabilidade
deste modelo para descrever solugdes aquosas (Zaslavsky, 1995). Além disso, a
diferente estrutura das duas fases sugerida experimentalmente ndo é contemplada.

b) Modelo de Expanséo Virial

Neste modelo as solugdes de polimero sdo termodinamicamente descritas por
uma serie de poténcias da concentracdo de polimero com coeficientes determinados
empiricamente (Edmond e Ogston, 1968).

Os diagramas de fase sdo calculados assumindo que, para cada espécie o
potencial quimico deve ser igual em ambas as fases. O potencial quimico do solvente é

descrito por:

M1 - 1o = - KTvips [M2 + Mg + % @5, (My)° + % as (Mg)” + @23 (MamMs)]

em que:

w1 — potencial quimico do solvente
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u°; — potencial quimico do solvente puro

k — constante de Boltzmann

T — temperatura absoluta

v - volume molar do solvente

p1 - densidade do solvente

m, e mz- concentracdo molal dos polimeros 2 e 3

a;j - coeficientes viriais de segunda ordem dos componentes i e i

Os coeficientes viriais representam as interaccdes entre 0os componentes do
sistema. Assim, os coeficientes de segunda ordem reflectem a forca de interac¢do entre
dois componentes, os de terceira ordem entre 3 e assim sucessivamente.

Os coeficientes viriais representam por definicdo interaccfes em solucdes
diluidas, pelo que, sendo a concentracdo de polimeros em cada uma das fases de 5-25 %
(p/p), possivelmente os factores ajustados sdo apenas empiricos e ndo reflectem

nenhuma realidade fisica (Baskir et al, 1989).

¢) Modelo Binodal

Recentemente foi elaborado um modelo aplicando os conceitos de geometria
estatistica, denominado de modelo binodal.

Neste modelo, as moléculas de um polimero distribuem-se aleatoriamente em
solucdo (Guan et al, 1993). Com a adi¢do de outro polimero ou sal, as moléculas deste
componente vao ocupar os “espacos livres” entre as moléculas do primeiro polimero.
Ao ser atingida uma determinada concentracdo deste segundo componente a solucao
fica geometricamente saturada. Isto é, ndo existe mais nenhum “espaco livre” capaz de
comportar uma molécula de polimero adicionado. Atinge-se portanto o limite de
saturacdo que corresponde a linha binodal. A adicdo subsequente do segundo polimero
origina a formacdo de duas fases com estruturas diferentes.

Segundo este modelo, a condicdo de saturagdo é atingida quando o volume de
polimero adicionado é igual ao volume de espacos livres capazes de o acomodar,
existentes na solucdo de polimero inicial.

Utilizando esta relacdo e a distribuicdo de Poisson para a probabilidade de
encontrar um espaco livre capaz de comportar o polimero adicionado, obtém-se a

seguinte expressao para a linha binodal:
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In (<V*>210 . W2/<Mrms>2) + <v*>50. W1/<Mrms>; =0

em que:

wi — concentracéo total do componente i em solugéo

<V*>,10 — volume excluido efectivo

<Mrms>; — estimativa de peso molecular médio do componente i

1,2 — indices referentes aos polimeros 1 e 2

Assim, para o calculo da binodal apenas precisamos de conhecer o volume
excluido efectivo e a massa molecular média dos componentes. O volume excluido
efectivo representa o espagco minimo necessario entre duas moléculas do componente 1
para acomodar 0 componente 2.

Esta equacdo deve ser considerada semi-empirica, uma vez que, em sistemas
PEG-sal, devido a existéncia de ibes € pouco provavel que a distribuicdo dos
componentes da solugcdo seja completamente aleatoria, que € um dos pressupostos

bésicos deste modelo.

d) A Equacéo de Setschenow

Relativamente a sistemas polimero-sal uma abordagem mais simplista foi
elaborada. A separagdo de fases nestes sistemas deve-se ao efeito de um electrolito (sal)
na solubilidade de um néo electrolito (polimero) - fendmeno denominado de “salting-
out”. O fendmeno de “salting-out” traduz-se na diminuicdo de solubilidade e
consequente precipitacdo de um soluto quando é adicionado um outro soluto (sal) a
solugéo.

No caso dos sistemas bifasicos aquosos, o sal diminui a solubilidade do polimero
na fase do sal, e este forma uma outra fase. Matematicamente este fendmeno pode ser

descito pela equacdo de Setschenow:

log (S/S0) = KsCs

em que:

S - solubilidade do soluto
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SO - solubilidade do soluto inicial (antes da adi¢do de outro soluto)
Ks — constante de Setschenow

Cs — concentracdo do soluto adicionado

A equacdo de Setschenow apenas € valida para situacfes em que um dos
componentes € muito menos concentrado do que o outro, e em que o soluto adicionado

€ 0 componente de maior concentracao.

1.2.1.5. Parti¢do em Sistemas de Duas Fases Aquosas

Ao adicionar um composto ou uma particula a um sistema de duas fases
aquosas, observa-se a sua distribuicdo diferencial entre as duas fases.

Esta resulta das diferentes caracteristicas fisico-quimicas das fases e,
consequentemente da diferente afinidade do componente adicionado para cada uma
delas. Quantitativamente a diferenca de afinidade é expressa em termos de um
pardmetro denominado coeficiente de particdo (k), que é obtido pela razdo de
concentracOes (ou actividades) do composto nas duas fases. Este coeficiente representa
as concentracfes do componente em cada uma das fases no equilibrio, e portanto
corresponde ao minimo de energia do sistema. O coeficiente de particdo pode ser

separado em Vvarios termos:

In k = In kO + In kexc + In khfob + In kelect + In kafin

em que kexc, khfob, kelect e kafin representam respectivamente as contribuicdes
devidas a exclusdo, hidrofobicidade, interacgdo electrostatica e a afinidade especifica. O
termo kO inclui todos os outros efeitos.

A particdo de substancias com actividade bioldgica em sistemas bifasicos
aquosos varia com inumeros factores de ordem ambiental e factores de ordem estrutural.

Assim, o coeficiente de particdo pode ser expresso como:

Ink = Inkambiente + Inkestrutura
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As condigdes do sistema que influenciam a particdo da proteina incluem tipo de
sal e concentracdo; pH; tipo de polimero e peso molecular; presenca de ligandos
bioespecificos; e temperatura.

As propriedades estruturais da proteina incluem o seu peso molecular; estruturas
primaria, secundéaria, terciaria e quaternaria; carga; hidrofobicidade e outras
propriedades de superficie (Diamond e Hsu, 1992).

A particdo de compostos com actividade bioldgica pode ser ajustada por
manipulacdo da composi¢do do sistema bifasico aquoso. A estrutura, presenca de

grupos iénicos e massa molecular dos polimeros influenciam a particéo.

Excluséo

Um dos factores que determina a dissolu¢do de um componente, em termos
moleculares, ¢ a formacdo de uma cavidade na estrutura do solvente que permita
englobar o soluto. A estrutura do solvente, bem como a disponibilidade de espacos
vazios define a maior ou menor facilidade de formacdo dessa cavidade. A totalidade do
espaco ndo ocupado existente no solvente denomina-se de volume livre. Embora nédo
seja possivel quantificd-lo em termos absolutos, é possivel definir a sua variagdo em
relacdo a uma solucdo de referéncia. Assim, define-se volume livre relativo como sendo
a diferenca entre o inverso da densidade de duas soluc@es (Eiteman e Gainer, 1989).

Vi=1/p - 1/p0

em que:
Vf - volume livre relativo

p0 e p - densidades da solugéo antes e depois da adi¢cdo do componente

Em sistemas de duas fases aquosas podemos entdo definir a variagéo de volume
livre (AVT) entre as duas fases como sendo a diferenga de volume relativo entre as
mesmas, utilizando como referéncia a solugdo antes da separacdo de fases. Podemos
entdo escrever (Eiteman e Gainer, 1989):

AVT = (1/p - 1/p0)s — (1/p - 1/p0)i = (1/ps - 1/pi)

em que, s corresponde a fase superior e i a fase inferior.
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Sendo a densidade da fase superior menor que a da fase inferior, este valor é
sempre positivo. Isto significa que o volume livre na fase superior € sempre maior que
na fase inferior. No entanto, embora a totalidade de espaco livre na fase superior seja
maior, isto ndo significa necessariamente que esta possa albergar mais moléculas de um
determinado componente adicionado. Esta capacidade depende da estrutura do
componente dominante nessa fase e consequentemente da estrutura da mesma. Podemos
entdo definir um outro pardmetro denominado volume excluido, que corresponde ao
somatorio de todos os espacos livres em solucdo capazes de acomodar o componente
adicionado. O volume excluido é caracteristico de cada componente e esta
extremamente dependente da sua geometria e volume.

A capacidade de cada fase acomodar o componente adicionado, determinara a
particdo. Esta capacidade vai estar dependente do tamanho do componente e da
composicao do sistema.

Em relacdo ao tamanho, 0os componentes pequenos apresentardo distribuicéo
semelhante nas duas fases, uma vez que facilmente se acomodardo em qualquer das
estruturas. Com o aumento de tamanho sera observada uma preferéncia nitida para uma
das fases. Albertsson et al (1985), demonstraram que o efeito exercido pela alteragéo do
peso molecular do polimero também depende do peso molecular da proteina. Estes
mostraram que a magnitude de alteracdo do coeficiente de particdo da proteina, era
pequena para proteinas de peso molecular 10 000 Da, mas elevada para pesos
moleculares de 250 000 Da (Diamond e Hsu, 1992).

Este tipo de comportamento foi observado para um conjunto de proteinas de
diferentes pesos moleculares, em sistemas PEG-dextrano tamponizados ao pH
correspondente ao ponto isoeléctrico da proteina em estudo (Figura 1.3).

Verificou-se que com o aumento de peso molecular, se regista uma maior

acumulac&o de proteina na fase inferior rica em dextrano (Sasakawa e Walter, 1972).

A composicdo dos sistemas determina o volume livre e consequentemente a
particdo. A medida que se aumenta a concentragio de polimero, portanto deslocando-se
mais do ponto critico, a particdo da proteina tem tendéncia a tornar-se mais extrema
(Diamond e Hsu, 1992).
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Figura 1.3 — Variacdo do coeficiente de particdo de varias proteinas com diferentes pesos moleculares.
Determinacgdes realizadas no ponto isoeléctrico da proteina, em sistemas Dextrano T500 (7% (p/p)) —
PEG 6000 (4,4% (p/p)) contendo 0,1M NaCl ou 0,05M Tampéo fosfato ou glicina a 20°C (adaptado de
Sasakawa e Walter, 1972).

Estudos realizados em sistemas PEG-sal demonstram que a adicéo de sais, o pH
e 0 comportamento da “tie-line”, influenciam significativamente o volume livre.

O efeito do peso molecular do polimero pode ser muito Gtil para manipular o
coeficiente de particdo das proteinas. Geralmente observa-se que o aumento do peso
molecular do polimero ou a da sua concentragdo numa das fases, dirige a particdo do
componente em estudo para a outra fase, ou seja para a fase oposta a fase rica no
polimero em causa — efeito de exclusdo (Albertsson, 1985; Diamond e Hsu, 1992). Este
comportamento pode ser interpretado em termos de exclusdo uma vez que, qualquer das
situacOes corresponde ao aumento da densidade da solucéo. Deste modo, o volume livre
e consequentemente o volume excluido vdo diminuir, e 0 componente tera mais

dificuldade em se acomodar nessa fase.

Hidrofobicidade

A hidrofobicidade é um termo que define a pouca afinidade de uma molécula ou
grupo quimico para a agua. Sendo a estrutura da agua estabilizada por ligacdes de
hidrogénio, as interaccGes favoraveis de qualquer molécula com a &gua serdo de
natureza polar. Assim, grupos quimicos apolares sdo designados hidréfobos porque ndo

estabelecem interaccbes favoraveis com a agua. Grupos quimicos ou moléculas
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hidréfobas védo originar uma quebra da estrutura da agua, formando as moléculas de
agua uma espécie de gaiola em volta deste componente (corresponde a uma diminui¢éo
de entropia e consequentemente é termodinamicamente desfavoravel).

Quando varios grupos apolares se encontram dissolvidos em agua, estes vao ter
tendéncia para se agruparem, diminuindo assim as alteracdes a estrutura da agua. Este
efeito denomina-se efeito hidréfobo e desempenha um papel predominante na
organizacdo das estruturas biologicas. Por exemplo, o enrolamento das cadeias
polipéptidicas para a formacao de proteinas globulares é, em grande parte devido este
efeito. Neste caso, os residuos de aminoacidos com grupos hidréfobos véo ter tendéncia
a agruparem-se no interior da proteina, deixando os residuos de aminoacidos com

grupos polares no exterior.

Os sistemas bifasicos aquosos sdo formados por dois solventes imisciveis e
portanto com hidrofobicidades diferentes. A diferenca de hidrofobicidades entre fases
vai ser determinante no processo de particdo de um soluto. A hidrofobicidade de cada
uma das fases vai depender do tipo e concentracdo do polimero, e do tipo e
concentracédo de sais presentes.

Aumentando a concentracdo de polimero verifica-se um aumento da
hidrofobicidade do polimero até um valor limite.

Em relacdo ao peso molecular, o efeito deste na hidrofobicidade do meio
depende do tipo de polimero. Assim, enquanto que no caso do PEG e da poliacrilamida,
a hidrofobicidade aumenta com o peso molecular do polimero (Masimov et al, 1984),
para a polivinilpirrolidona a tendéncia é inversa (Zaslavsky et al, 1984).

N&o foi realizado um estudo sistematico sobre a influéncia da concentracéo e
tipo de sal na hidrofobicidade de uma solu¢do. No entanto, sabe-se que 0 aumento da
forga idnica produz um aumento do efeito hidréfobo. O aumento do nimero de i6es em
solugdo provoca uma diminuicdo do numero de moléculas de agua livres para a
solvatacdo hidréfoba, o que origina uma maior tendéncia de agrupamento dos solutos
apolares. Alguns dos polimeros usados em sistemas bifasicos aquosos, embora sejam
sollveis em agua, contém varios segmentos apolares. Em solucfes destes polimeros é
previsivel que o aumento da forga iGnica promova um aumento da interaccao hidréfoba
entre os solutos apolares e o polimero. Assim, em sistemas bifasicos aquosos, o

aumento da forca idnica induz o aumento de interac¢Bes hidrofobas na fase rica em
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polimero apolar. Sera entdo de esperar um deslocamento dos solutos apolares para a

fase rica no polimero mais hidrofobo.

Interaccdo Electrostatica

Os efeitos electrostaticos estdo relacionados com o campo eléctrico gerado por
um ido em solucdo. Em termos de composicdo do sistema, estes efeitos véo ser
determinados pela concentracdo e tipo de sais presentes. O valor de pH determina a
carga dos solutos e dos componentes do sistema quando estes sdo electrélitos e,
consequentemente a razdo entre as concentracdes das diferentes espécies.

O anido e catido constituintes de um sal exibem, geralmente, afinidades
diferentes para as duas fases. Pela condi¢cdo de -electroneutralidade, as suas
concentracOes sdo iguais em cada uma delas. No entanto, esta diferenca de afinidade
gera uma diferencga de potencial na interface.

Embora as fases sejam globalmente neutras, a diferente distribuicdo dos ifes
perto da interface origina uma diferenca de potencial entre as duas (Albertsson, 1985).

Segundo Albertsson (1985), esta diferenca de potencial (0-20mV) vai influenciar
a particdo de polielectrolitos como proteinas e acidos nucleicos, de acordo com a
seguinte expressao:

In kp = In kp® + FZ/RT Ao
em que:
F — constante de Faraday
R - constante dos gases ideais
T — temperatura absoluta
Ao - diferenca de potencial
z - carga
kp — coeficiente de particao do polielectrélito
kp° - coeficiente de parti¢do do polielectrolito quando a sua carga é nula

Analisando esta expressdo, verifica-se que a particdo de um polielectrélito é
extremamente dependente da sua carga. De facto, observou-se experimentalmente que o
coeficiente de particdo (k) das proteinas, ribonuclease A (Johansson, 1974 a.), lisozima
e ovalbumina (Johansson, 1974 b.) dependia da sua carga pela seguinte relacdo
empirica:

Ink =1InkO +yz
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em que:

k — coeficiente de parti¢do da proteina

k0 — coeficiente de particdo da proteina no seu ponto isoeléctrico
z — carga da proteina

y - factor que depende da composi¢do do meio. y = (F/RT)A

A particdo de um soluto de carga nula sera independente da composicao salina
do meio. Isto €, o coeficiente de particdo de uma proteina no seu ponto isoeléctrico num
determinado sistema de duas fases ndo serd influenciado pela concentragdo ou tipo de
sais adicionados. Esta premissa permite determinar o ponto isoeléctrico de uma
proteina.

Os sais tém diferentes efeitos na estrutura da agua alterando assim as
caracteristicas das duas fases e consequentemente a particao dos solutos.

A adicdo de sais a sistemas bifasicos aquosos pode ser usada efectivamente para
alterar o coeficiente de particdo das proteinas. Geralmente, para proteinas carregadas
negativamente em sistemas PEG-dextrano, o coeficiente de particdo diminui ao longo
das séries de ides HPO,* > SO,* > F > CHsCOO > CI'>Br>1">SCN > CIO; e Li*>
NH;" > Na" > K", verificando-se o contrério para proteinas carregadas positivamente
(Diamond e Hsu, 1992).

Embora seja geralmente aceite que a diferenca de potencial entre as fases
promove a parti¢do dos solutos em funcdo da sua carga, algumas reflexdes recentes tém
posto esta regra em causa (Zaslavsky, 1995). Embora exista uma diferenca de potencial
interfacial, as duas fases sdo electricamente neutras. Uma vez que esta condicdo deve
ser mantida, o transporte de um ido de uma fase para a outra sera sempre acompanhado
pela passagem de um ido de carga oposta. Deste modo, a diferenca de potencial ndo
afecta a particdo de solutos i6nicos, uma vez que apenas quantidades equivalentes de
ibes de cargas diferentes podem ser transferidas atraves da interface. A diferenca de
potencial devera entdo ser vista como caracterizando as interaccdes electrostaticas
existentes nas duas fases. Mais especificamente, caracterizara a capacidade de
hidratacdo dos catides e anides do sal adicionado, que corresponde a uma medida da
diferenca entre as estruturas das duas fases.

Estudos recentes comprovam que a carga da proteina ndo € determinante na sua

particdo. A proteina taumatina foi modificada quimicamente de modo a apresentar
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diferentes pontos isoeléctricos (Franco et al, 1996). As quatro proteinas modificadas
deste modo nédo apresentaram coeficientes de particao significativamente diferentes nos
varios sistemas PEG-sal e PEG-dextrano estudados (Franco et al, 1996). Além disso, as
pequenas diferencas observadas podem ser atribuidas & concomitante ligeira alteracéo
de hidrofobicidade.

Afinidade Especifica

O efeito da afinidade difere dos outros por consistir na interac¢do particular de
um componente das duas fases com o soluto. Este componente denominado ligando tem
uma afinidade especifica para um determinado soluto. Deste modo, & possivel
direccionar a particdo de um soluto para uma determinada fase pela acumulacdo nessa
fase de um ligando especifico para esse composto. A acumulacéo do ligando numa fase
pode ser conseguida de dois métodos diferentes: pela seleccdo de condigdes de modo a
que o ligando se acumule nessa fase, ou por ligagdo covalente do ligando ao polimero

predominante nessa fase (sendo o Gltimo método o mais utilizado).

Os sistemas de duas fases aquosas tém sido principalmente utilizados para a
separacdo de material de origem biolGgica, proteinas, &cidos nucleicos, células,
organitos e fragmentos celulares. Deste modo, os ligandos utilizados baseiam-se em
interaccBes biogquimicas. No caso das proteinas tém sido utilizados substratos,
inibidores (Takerkart et al, 1974), cofactores (Persson e Olde, 1988) e anticorpos
monoclonais (Elling e Kula, 1991).

Outros compostos muito utilizados na separacdo de proteinas tém sido 0s
corantes de triazina. Estes apresentam vantagens em termos de preco relativamente aos
compostos de origem natural, e exibem grande afinidade para enzimas do grupo das
desidrogenases e cinases.

Ligandos menos especificos tém também sido utilizados para direccionar a
particdo de proteinas num determinado sentido. Um dos mais utilizados é o palmitato.
Este &cido gordo covalentemente ligado ao PEG permite aumentar significativamente a
particdo de lactalbumina e albumina do soro humano para a fase contendo contendo este
derivado, em sistemas PEG-dextrano (Johansson e Shanbhag, 1984). O aumento
registado deve-se provavelmente a ligacdo do acido gordo a determinadas regides da

proteina com grande afinidade para este tipo de compostos. Na albumina do soro
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humano por exemplo, é sabido que existem varios locais de ligacdo a acidos gordos de
cadeia longa.

Foi realizado um estudo sistematico sobre o efeito de varios ésteres de PEG na
particdo de algumas proteinas (Johansson, 1976). Verificou-se que em relacdo as
albuminas de soro humano e bovino, os ésteres de &cidos gordos apenas provocaram um
efeito semelhante ao do palmitato, para cadeias maiores o efeito aumenta com o
comprimento desta.

A particdo de outras proteinas como a lisozima, ovalbumina e ribonuclease ndo
regista alteracéo significativa na presenca de qualquer dos derivados testados.

A alteracdo da particdo induzida por ligandos derivados de PEG contendo
grupos carregados serd devida a interaccdo directa, de natureza electrostatica, entre o
ligando e a proteina. Deste modo, a carga global da proteina ndo sera muito relevante,
sendo o factor determinante a carga dos grupos quimicos envolvidos na interacgao.

Existem uma serie de parametros que influenciam a particdo de afinidade de
proteinas, que incluem a concentracdo do ligando e caracteristicas de ligacdo,
concentracdo do polimero, concentragdo de sal, peso molecular do polimero,
temperatura, nimero de ligandos por molécula, existéncia de solventes organicos e tipo
de proteina (Diamond e Hsu, 1992).

Dos estudos efectuados sobre a particdo por afinidade foram retiradas as
seguintes conclusdes (Venancio, 1996):

- logk varia com a concentracdo de ligando, aproximando-se de um valor de

saturacdo. A massa molecular dos polimeros constituintes do sistema bifasico

pode ter um efeito acentuado na particao.

- Alogk aumenta com o afastamento da binodal, resultante do aumento da

concentracdo dos polimeros constituintes do sistema biféasico aquoso.

- 0 aumento de temperatura reduz fortemente Alogk.

- Alogk aumenta com a diminuicdo do pH, usualmente este efeito €

acompanhado por uma diminuicdo na selectividade da extracgéo.

- a presenca de sais diminui Alogk e esta diminuicdo é mais acentuada a medida

que se aumenta a concentracdo de sais. Diferentes sais apresentam diferentes
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efeitos. Enquanto ides de fosfato ou acetato ttm uma influéncia reduzida sobre
Alogk, ides como o iodeto ou perclorato reduzem fortemente a particao.

- a adicdo de nucleotidos elimina a particdo por afinidade por competicdo com
os ligandos pelos locais de ligagdo nas proteinas. A presenca de ides de
magnésio aumenta este efeito.

- por seleccdo cuidada dos corantes de triazina empregues a selectividade pode
ser melhorada. O uso de dois ligandos, um em cada fase pode ser bastante util.

1.2.2 Aplicacéo de Sistemas de Duas Fases Aquosas a Purificacdo de Proteinas

A extraccdo e purificacdo de proteinas é uma das aplicacBes mais importante dos
sistemas de duas fases aquosas. Para tal contribui a crescente importancia econémica
atribuida a preparacGes puras de proteinas. Relativamente a outros processos estes
sistemas apresentam varias vantagens. Destas destacam-se a sua simplicidade técnica, a
facilidade de implementacdo em larga escala e a possibilidade de desenvolver processos
de baixo custo comparativamente com outros métodos. De acordo com Albertsson
(1985) as principais vantagens na utilizacdo de sistemas bifasicos aquosos sé&o
(Diamond e Hsu, 1992):

- facilidade no aumento de escala

- répida transferéncia de massa

- equilibrio alcancado com baixas energias na forma de mistura
mecanica

- enzimas estabilizadas pelos polimeros

- possibilidade de operacdo em continuo

- possibilidade de separacdo réapida e selectiva

- possibilidade de operacdo a temperatura ambiente

- mais econdmico que outros processos de separacao
Estes sistemas apresentam contudo algumas desvantagens, como por exemplo a

inexisténcia de um modelo adequado capaz de prever, de um modo geral e com

apreciavel rigor, a particdo de solutos. A integracdo de varios efeitos num unico modelo
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ainda ndo foi realizada. Véarios estudos comprovam que o coeficiente de particdo de

proteinas puras aumenta relativamente a extractos brutos.

A seleccdo de um sistema para a purificacdo de uma determinada proteina é
geralmente empirica. Isto €, variam-se sistematicamente determinados parametros
separadamente até se atingir um resultado aceitdvel. No entanto, isso por vezes €
impossivel, uma vez que os pardmetros experimentalmente manipulaveis influenciam
em geral mais do que um factor.

As caracteristicas dos sistemas de duas fases aquosas estdo dependentes do tipo
de polimero ou polimeros presentes, das suas concentracdes, do tipo e concentracdo de
sais presentes e do pH. Os polimeros presentes vao ndo s6 determinar a hidrofobicidade
de cada uma das fases mas também o volume livre. A concentracdo de sais vai
determinar o volume livre, as interac¢des hidrofobas e electrostaticas. O pH, por fazer
variar o grau de protonacdo de electrolitos fracos presentes, altera a concentragdo de
catides e aniGes. Além disso, altera a carga média de polielectrdlitos presentes, como as
proteinas. Um dos pardmetros que geralmente se varia é o comprimento da “tie-line”,
que corresponde a variacdo da diferenca de concentracbes dos componentes em cada
uma das fases. Deste modo, todos os principais factores vao ser variados.

A utilizacdo de ligandos especificos para a proteina alvo € aparentemente a Unica
maneira de prever a particdo. No entanto, mesmo neste caso 0 processo ndo é tdo
simples como parece. Alem das particularidades associadas a este método, é necessario
dispor de ligandos suficientemente especificos para a proteina e de facil ligagdo a
polimeros.

Apesar de todas as restriches, a variagdo sistematica de parametros permite
seleccionar condi¢des para a purificacdo de proteinas, a nivel laboratorial e mesmo em
grande escala.

E possivel obter elevados factores de purificacio com apreciaveis niveis de
recuperacdo. Este processo constitui uma alternativa vélida aos passos iniciais de
purificacdo de proteinas. Uma das desvantagens praticas da utilizacdo deste método é a
necessidade de eliminar os polimeros da preparacao parcialmente purificada.

Um processo muito simples e utilizado, consiste na adi¢do de uma solucéo salina

a fase polimérica contendo a proteina. Obtém-se um novo sistema de duas fases aquosas
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que, com as condi¢BGes adequadas, permite recolher a proteina na fase de sal, onde a
concentracdo de polimero € minima.

Alternativamente podem-se utilizar a didlise, ultrafiltracdo ou cromatografia de
permeacdo molecular. Embora mais eficientes estes métodos sdo mais demorados e

mais dispendiosos.

Os sistemas de particdo bifasica aquosa embora ainda pouco implementados

podem competir com vantagens com os métodos cléssicos de purificagdo de proteinas.

1.2.3. Aplicagéo de Sistemas de Duas Fases Aquosas em Grande Escala

A extraccdo como operacao unitria requer duas etapas: a mistura de correntes
liquidas imisciveis e a separacdo das fases resultantes. Cada ciclo mistura/separagdo
constitui um prato tedrico. A escala laboratorial a extraccéo é facilmente conseguida em
tubos de ensaio.

Em operagdes continuas a escala industrial, a mistura pode ser obtida em
reactores agitados, e a separagcdo por centrifugacdo ou por acgdo da gravidade em
tanques estagnados. A centrifugacdo € usada sempre que a viscosidade da corrente a
saida do misturador seja elevada, ou sempre que a diferenca de densidades entre as fases
do sistema bifésico seja demasiado pequena. A separacdo por ac¢do da gravidade é
utilizada em casos em que o produto é suficientemente estavel para ndo ser afectado
durante o tempo necessario para a separacao.

O coeficiente de particdo mantém-se quando se altera a escala do processo,
assim, conseguem-se previsdes precisas do comportamento em grande escala, partindo
de dados laboratoriais.

O consumo de reagentes quimicos, isto €, sais e polimeros, pode constituir uma
limitacdo da aplicabilidade destes sistemas a escala industrial, por este motivo a
recirculagdo de reagentes desempenha um papel importante. A recirculagdo dos
reagentes constituintes do sistema bifasico pode reduzir os custos do processo, por
diminuicao dos custos com reagentes e dos custos de tratamento de efluentes (Venancio,
1996).
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1.2.4. Conclusodes

A extraccdo com sistemas bifasicos aquosos pode ser economicamente
competitiva na separagdo de proteinas, células e componentes celulares.

A grande vantagem destes sistemas reside nos seus baixos tempos de
processamento, elevadas capacidades volumétricas e facilidades de aumento de escala.

Os sistemas bifasicos aquosos apresentam um investimento total e custos de
producdo muito inferiores, quando comparados com outras técnicas tradicionais. Os
custos de producdo podem ainda ser reduzidos se se apostar na recirculacdo de
reagentes constituintes do sistema bifasico.

Os sistemas bifasicos aquosos permitem a separacdo de uma vasta gama de
compostos e particulas com actividade bioldgica. A separacdo pode ser obtida por
manipulacdo de uma série de varidveis nomeadamente a carga eléctrica, recurso a
ligandos bioespecificos ou hidrofobicidade.

Comercializado pela Reppe AB, sob o nome comercial de Reppal PES
(hidroxipropilamido purificado), este tem sido logo a seguir ao dextrano, o mais
empregue em parti¢do bifasica aquosa (Venancio, 1996). A substituicdo de dextrano por
Reppal em sistemas bifasicos aquosos provocou uma diminuicdo de 7x no custo dos
reagentes. Esta reducdo embora significativa ndo € suficiente.

Apesar do elevado custo dos reagentes estas técnicas de extrac¢do nao deixam
de ser competitivas quando comparadas com outras técnicas (por exemplo centrifugacéo
ou filtracdo) e deve-se apostar na procura de novos polimeros com custos inferiores ou

na implementacdo de técnicas de recirculacdo de reagentes.
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1.3 Soro de Queijo

1.3.1 Consideracdes Gerais

Na indastria de lacticinios, o termo soro é usado para definir o liquido
esverdeado que permanece em solucdo apds a precipitacdo das caseinas (formacdo de
coalho) durante o fabrico do queijo ou producdo de caseinas (Moulin e Galzy, 1993;
Jelen, 1992)

O soro apesar de ser um subproduto da industria de lacticinios, possui um
elevado valor nutritivo uma vez que retém a maior parte dos componentes do leite; 10
litros de leite produzem cerca de 1 quilograma de queijo e 9 litros de soro, que retém
cerca de 6,3-12,4% (p/v) de lipidos, 21,4-25,1% (p/v) de compostos azotados, 88,0-
99,3% (p/v) de lactose, 61,8-88,5% (p/v) de sais e 49,0-50,0% (p/v) de sélidos totais do
leite (Monzon e Olano, 1977)

Assim, os solidos do soro sdo essencialmente lactose, proteinas e minerais. O
conteddo em gordura pode variar entre 0,5-1,0%, dependendo do tipo de leite usado e
do processo de fabrico do queijo. No entanto esta gordura pode ser aproveitada,
retornando ao processo de producéo de queijo ou sendo processada em manteiga (Jelen,
1992).

Apesar do soro apresentar normalmente estas caracteristicas, a sua composi¢ao
varia com o tipo de tratamento a que o leite € submetido (aquecimento, centrifugacao,
homogeneizacdo), com o processo de fabrico de queijo ou caseinas e com o tratamento
que o soro sofre apos estar separado do coalho (pasteurizacdo, pré-concentracdo e

remocao de particulas de caseina).

Tabela 1.2 Distribuicdo (% p/v) dos componentes do leite no coalho e no soro (adaptado de Kirk e
Sawyer, 1991).

Componente Leite (%) Coalho (%) Soro (%)
Agua 87,3 6,5 80,8
Gordura 3,7 3,5 0,2
Lactose 47 0,3 4.4
Caseinas 3,0 2,6 0,4
Proteinas 0,4 Vestigios 04
Minerais 0,7 0,1 0,6
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Em geral, a producdo de queijo é iniciada com o tratamento térmico do leite e
adicdo de uma cultura microbiana para acidificar o leite a um pH 5,9-6,3. A etapa
seguinte é a coagulacédo do leite, a qual pode ser realizada por um abaixamento do pH a
4,5-4,8 ou por accdo de uma enzima especifica, a renina, adicionada sob a forma de
extracto comercial (Kirk e Sawyer, 1991).

As caseinas encontram-se organizadas no leite sob a forma de grandes micélios
esféricos. As caseinas sdo usadas na producdo de queijo, embora possam também ser
incorporadas em produtos de pastelaria ou molhos (Zydney, 1998). Estas podem ainda
ser usadas para a preparacdo de péptidos biologicamente activos para usar em
suplementos dietéticos ou como drogas naturais (por exemplo a p-casomorfina)
(Maubois e Ollivier, 1997).

A precipitacdo de caseinas pode ser conseguida pela acidificacdo ndo acima de
pH 5,1, como na producgdo de queijo acido ou caseina &cida (producéo de soro &cido),
ou pela destabilizacdo dos micélios de caseina por via enzimética a pH ndo inferior a
5,6, tal como na producdo de queijos de coalho (producdo de soro doce) (Morr, 1989;
Pearce, 1986).

Na coagulagdo &cida, o pH baixa quer por fermentagdo microbiana da lactose
presente no leite em acido lactico, quer por adicdo directa de acidos minerais ou
organicos (Banks, 1998). O soro resultante deste processo € designado por soro acido
(pH maximo 5,1). Em contraste, o soro doce obtido a partir do coagulo de leite formado
por ac¢do enzimética, a pH>6,0, contém um teor em &cido l&ctico muito baixo. No
entanto, o conteldo deste &cido pode aumentar drasticamente se a fermentacdo
bacteriana ndo for controlada rapidamente por pasteurizacédo e/ou arrefecimento rapido.

Quando o coagulo tiver a consisténcia desejada, é cortado ou partido, para se
proceder a remocao do soro, por um processo que envolve tratamento térmico e ajuste
do pH.

Estes passos iniciais sdo comuns a todos os processos de fabrico de queijo,

enguanto que as etapas seguintes sao especificas para cada tipo de queijo.

Cerca de 80% da proteina no soro consiste em betalactoglobulina e

alfalactalbumina e ambas sdo extremamente nutritivas.
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As concentragdes de betalactoglobulina (Blg), alfalactaloumina (ala), BSA e
imunoglobulinas (IgG) no soro bovino sdo (2-4), (1-1.5), (0.1-0.4), e (0.6-1.0) g/I,
respectivamente (Fox, 1989).

As proteinas do soro puras e no seu estado nativo tém elevado valor funcional e
nutricional ndo encontrado noutras proteinas vulgarmente utilizadas como aditivos na

industria alimentar, como por exemplo a proteina de soja e de ovo (Etzel, 1995).

Tabela 1.3 Composicéo do soro acido e doce em % (p/p)

Soro Acido Soro Doce
Componente Liquido Matéria Seca Liquido Matéria Seca Ref?
Lactose 4,4 69 4,9 74
Proteina 0,7 11 0,8 12
Minerais 0,8 12 0,5 8 Morr, 1989
Gordura 0,04 0,6 0,2 3 Etzel, 1995
Ac.Léactico 0,5 0,8 0,2 3
Agua 93,6 93,4
B|g 54 45
ala 23 18
BSA 6 5 Pearce,
I9G 6 5 1986
Derivados 2 20
Caseina
Outros 7 7

A composic¢do dos soros bovinos ndo é sempre a mesma e altera-se devido a
técnica de producdo de queijo acoplada a variacGes sazonais e claro, também com as
especies produtoras e a sua alimentacéo.

O soro doce é geralmente mais rico em lactose, enquanto que o soro acido exibe
uma maior concentra¢cdo em minerais. A composi¢do proteica de ambos 0s soros €
semelhante no que se refere a maioria das proteinas.

A concentragéo de lactose no soro acido € menor do que no soro doce, devido ao
processo de fermentacdo, pois uma fraccao de lactose é transformada em acido lactico,
durante a formacédo do coalho. Por outro lado, o soro &cido contém mais calcio e fosforo

que o soro doce, devido a solubilizacdo do complexo Ca-P, existente nos micélios de
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caseina, a pH acido. No soro doce, a ac¢do da renina ndo provoca a diminuicao do pH,
logo o ido calcio € retido no queijo.

As diferencas na acidez e no conteudo mineral, entre os dois tipos de soro, sao as
responsaveis pelas diferentes propriedades fisico-quimicas que apresentam.

Em relacdo as propriedades Opticas do soro, estas sao influenciadas pelo tipo e
concentracdo de proteina e essencialmente pelo conteddo de riboflavina no soro,
vitamina que confere ao soro uma cor esverdeada.

No entanto, 0 soro pode apresentar uma tonalidade amarela, devido a coloracéo
durante o fabrico de queijo. A turbidez do soro deve-se a presenca de pequenas

quantidades de caseina no soro (Jelen, 1992).

1.3.2 Utilizacéo do Soro

Os produtos obtidos a partir do soro podem, consoante 0 processamento a que
estdo sujeitos, ser designados de soro liquido, soro em po, soro em po6 parcialmente
deslactosado, soro em pd parcialmente desmineralizado (< 7% cinzas), soro em po
deslactosado e desmineralizado, soro em pd desmineralizado (<1,5% cinzas), isolados
proteicos de soro (>90% proteina seca) e concentrados proteicos de soro (> 25%

proteina seca) (Mathews, 1984).

Os produtores de soro devem decidir qual o seu destino final dentro de trés
opcodes possiveis (Zall, 1992):
- reduzir a producdo de soro a partir do fabrico de queijo, por alteracdo selectiva
da composicdo do leite ou utilizando a ultrafiltracdo para pré-concentrar o leite
- usar 0 soro como um subproduto valioso para utilizar na industria alimentar,
farmacéutica ou noutros sectores de actividade; ou ainda como matéria prima
para a inddstria petroquimica

- eliminar o soro como efluente.

As tecnologias de processamento de soro tém crescido exponencialmente nos
ultimos 10 anos devido ao desenvolvimento dos processos membranares e dos métodos
de permuta ionica, bem como devido a um melhor entendimento do soro como matéria-

prima. O soro como matéria-prima pode conferir a tecnologia alimentar novas
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potencialidades devido as propriedades nutricionais e funcionais das suas proteinas
(Huffman, 1996).

Os métodos de processamento de soro na industria de lacticinios tém passos de
purificagio comuns e por isso, independentemente do processo, a maioria do
equipamento necessario para instalar uma unidade de processamento deste produto, é

comum em todas as unidades (Mathews, 1984)

Producin de soro
(Gugiio ou caseinas)

Pré-tratamento

| Processo de Separagdo de Proteinas |

|

| Tratamento de Concentrados Proteicos Liguidos |

l

Evaporacio

Secagem

Embalagem

Figura 1.4 Diagrama de blocos geral de producgdo de concentrados proteicos do soro

Existem varios factores a ter em conta no projecto de uma unidade de
processamento de soro (Mathews, 1984), tais como as caracteristicas do soro
(concentracéo real de proteina, qualidade microbiana e propriedades fisicas), o tipo de
produtos finais requeridos, a capacidade da unidade, os balangcos massicos e energéticos,
os diagramas de fluxo, as condi¢Ges de armazenamento de soro liquido e finalmente os

aspectos regulamentares.

Os baixos rendimentos de producdo de concentrados proteicos e os elevados custos
da instalacdo de processamento, tém um impacto importante no preco de venda do
produto e na viabilidade da instalagdo. Assim, é importante estimar os custos de capital

e de operacao durante o projecto.
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Por outro lado, é importante que o0 processo de recuperacdo ou de
fraccionamento das proteinas do soro seja simples quer em principios, quer na sua
execucdo técnica, de forma a originar produtos de qualidade que possam ser adquiridos
pela indUstria alimentar ou por outros potenciais consumidores.

Quanto maior o grau de sofisticacdo do processo, maior serd o valor comercial
do produto final e portanto ha que contrabalancar estes 2 aspectos (Pearce, 1992).

Os métodos cromatograficos de troca ionica devem ser considerados quando se
pretende valorizar o soro de queijo, pois apesar de exigirem elevados custos de
investimento e de operagédo, permitem uma elevada automacao (reducdo dos custos de
méao de obra) e recuperacao do investimento com o custo dos isolados de proteina (IP)
face aos concentrados de proteina (CP) (Etzel, 1998).

Varios processos tém sido investigados laboratorialmente para obter isolados
proteicos de soro como por exemplo precipitagio com CM celulose, sais férricos,
alcool, tanino, &cido poliacrilico, SDS, bentonite e xitosano; co-precipitagdo com
proteinas vegetais; permuta ionica; dialise; ultracentrifugacdo; extracgdo com glicerol;
utilizacdo de déxidos de célcio; enzimas e técnicas cromatograficas. Contudo, nenhum
destes métodos é economicamente vidvel para aplicacdo a escala industrial (Mathews,
1984).

Com o continuo desenvolvimento de tecnologias e crescente responsabilidade
ambiental, por parte das industrias, a imagem do soro estd a mudar rapidamente de

efluente para uma fonte valiosa de nutrientes.

Rega de Campos

Alimentag&o Humana e Lnimal

Precipitagio Térmica

| Concentragéo & Secagem H Pré-tratamerto do Concentrado H Separago Selectiva das Proteinas

Permuta Gnica
= Alimentagdo Humana 5

£ Alimentagio Animal

Alimentagan de Criangas

Desmineralizagio

Eliminac&o de Lactose

Figura 1.5 Métodos de aproveitamento de soro e respectivas aplicacBes (adaptado de Riera et al, 1996 ¢
Mathews, 1984).
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Soro Liquido
A utilizagdo completa do soro, mesmo recorrendo a novas tecnologias, ainda néo

é possivel (Cheryan, 1986).

O principal problema reside no facto de grande parte das unidades fabris que
produzem derivados do leite, estarem localizadas junto a centros populacionais e a sua
producdo ndo é suficientemente grande para garantir a rentabilidade de uma unidade de
processamento de soro (Clarck, 1992).

Uma solugdo possivel € a producdo de bens de valor acrescentado para 0s
consumidores locais, como bebidas e queijos de soro (requeijao).

Em relacdo as bebidas do soro, apenas alguns produtos atingiram interesse
comercial (Jelen, 1992), como é o caso de bebidas de frutos (sumos naturais), bebidas
alcodlicas (vinho, cerveja) e bebidas lacteas (iogurtes liquidos) (Clarck, 1992 e Jelen,
1992).

Outras alternativas consistem em utilizar o soro para adubar os campos (Jelen,
1992) ou como fonte de alimentagdo para animais, especialmente porcos (Moulin e
Galzy, 1993).

Por vezes a Unica solucdo economicamente viavel para pequenos produtores € a
rejeicdo do soro como efluente a tratar em estacdes de tratamento de aguas residuais
(E.T.A.R.) municipais.

Soro em Po

De forma a reduzir os custos de transporte e armazenamento de soro e melhorar
a qualidade do produto, foram desenvolvidos varios processos de concentra¢éo do soro.

O produto de soro mais comercializado é o soro em po6, com a seguinte
composicao: 10% cinzas, 1% gordura, 76% lactose e 13% proteinas (Huffman, 1996).

Existem varias metodologias para obter soro granulado (Moulin e Galzy, 1983,
Mulvihill, 1994), dentro das quais a osmose inversa e a evaporagdo de efeito multiplo.
O soro em po encontra aplicacdes na alimentacdo humana e na formulagdo de racdes
para animais.

Em 1984, a FDA atribuiu o estatuto de GRAS aos produtos do soro e aos

métodos tecnoldgicos que estdo na base da sua producgdo (Jelen, 1992). Estes produtos
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incluem concentrados proteicos (CP), soro desmineralizado com e sem gordura,

produtos com lactose hidrolisada, soro sem lactose e muitos outros.

Tabela 1.4 Caracterizacdo dos principais produtos do soro (com estatuto GRAS) e do soro (adaptado de

Clark, 1992).
Produto Proteina% Gordura%o Cinza% Lactose% Humidade%

Soro 10-15 0,2-2,0 7-14 61-75 1-8
Soro em po 10-15 0,2-2,0 7-14 61-75 1-8
Soro sem 16-24 0,2-4,0 11-27 Maximo 1-6

lactose 60
Soro sem 10-24 0,2-4,0 Maximo Maximo 1-6

minerais 7 85
Concentrado Minimo 0,2-10,0 2-15 Maximo 1-6

Proteico 25 60
Lactose - - 0,3 Minimo 99 1-6

Produtos Proteicos do Soro

Os componentes mais valiosos do soro sdo as proteinas, mas como a sua
concentracdo neste liquido é muito reduzida (93% de &gua e 0,6% de proteina), sdo
necessarias etapas de concentracdo, para que as suas propriedades funcionais sejam
realcadas (Huffman, 1996).

O valor comercial de um concentrado proteico é 3-10 vezes maior (Mangino,
1992) que o do soro em pd, devido a maior especificidade do produto a nivel funcional
e ao excelente valor nutritivo do mesmo.

As propriedades funcionais da fraccdo proteica do soro, dependem das
propriedades fisico-quimicas de cada uma das proteinas, das interacgdes com outros
componentes e do método de preparacdo do concentrado proteico.

Os concentrados proteicos podem ser classificados com base na sua composicéo.
Geralmente sdo agrupados de acordo com o seu contetudo em proteina (numa base seca)
(Tabela 1.5) (Huffman, 1996; Mangino, 1992 e Mathews, 1984).

Tabela 1.5 Composicéo tipica de concentrados proteicos (CP) de soro (adaptado de Huffman, 1996).

Componente CcP35® CP50 CP80 | a-Lactalbumina® | Isolado Proteico®
(%)
Proteina 34-35 53 80 85-90 >90
Lactose 53 35 7 - 1
Gordura 4 5 4-7 - 1
Cinzas 8 7 4-7 - 3
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(1) Composicéo semelhante a do leite em p6 sem gordura
(2) Tipo especial de concentrado proteico que foi termicamente desnaturado, pelo que tem
propriedades diferentes

(3) Corresponde virtualmente a toda a proteina do soro.

Os concentrados proteicos de soro (CP) tém uma vasta aplicacdo na inddstria
alimentar, pela funcionalidade que podem conferir aos alimentos (Huffman, 1996)
(Tabela 1.6). Contudo, nem os concentrados proteicos, nem os isolados podem conferir
todas as propriedades funcionais a um unico ingrediente, pelo que é necessario fazer
coincidir as necessidades da aplicacdo com a funcionalidade para a qual o concentrado
ou isolado proteico foi produzido (Huffman, 1996).

As caracteristicas nutricionais, terapéuticas e funcionais Unicas nestas proteinas
isoladas ndo se manifestam nestes concentrados proteicos devido a interaccdes entre
componentes e degradacdo durante o processamento. Tem portanto vindo a aumentar o
interesse comercial na produgdo de proteinas de soro isoladas com propriedades
funcionais e bioldgicas bem caracterizadas (Zydney, 1998).

Descrevem-se a seguir algumas das propriedades funcionais mais importantes dos

concentrados proteicos do soro:

- Solubilidade - as proteinas do soro tém uma elevada solubilidade numa grande
gama de valores de pH, desde que ndo tenham sido termicamente desnaturadas
(Huffman, 1996). A solubilidade das proteinas do soro quando incorporadas em
produtos que vao ser termicamente processados pode ser melhorada pela adicéo
de acucar, que promove a estabilidade térmica das proteinas (Huffman, 1996). A
elevada solubilidade destas proteinas a valores de pH &cido, € muito importante
na sua aplicacdo em bebidas, pois permitem um acréscimo de viscosidade e
turbidez dessas bebidas, ou podem funcionar apenas como suplementos
nutritivos (Mangino, 1992; Huffman, 1996).

- Adsorcao de agua e viscosidade — quando comparadas com outras proteinas, as
proteinas do soro tém uma viscosidade baixa (< 5 cp), 0 que permite a sua
incorporagdo na producdo de produtos dietéticos (Huffman, 1996). Os

concentrados proteicos de soro sdo geralmente muito sollveis e portanto ndo
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tém grande capacidade de adsorver &gua na sua forma nativa. O tratamento
térmico causa desnaturacdo aumentando a sua capacidade de retencdo de agua,
bem como a sua viscosidade (Huffman, 1996). Assim, as aplicacBes de
concentrados proteicos do soro como retentores de Agua e espessantes,
restringem-se aos alimentos que recebam tratamentos térmicos, como por

exemplo pastas de carne, sopas, bolos, entre outros (Mangino, 1992).

Gelificagdo — sob condicGes apropriadas de aquecimento, 0s concentrados
proteicos de soro formam géis de uma forma irreversivel, aumentando a
capacidade de reter 4gua e/ou outras moléculas. A natureza das caracteristicas do
gel podem variar muito consoante a aplicacdo a que se destinam. A temperatura
necessaria para iniciar a gelificacdo e a natureza do gel dependem da
concentracdo de proteina, pH, outros ingredientes alimentares em solucéo e das
condicGes de processamento (Huffman, 1996). Podem ser aplicados na inddstria
alimentar para aumentar a capacidade de retencdo de agua e alterar a textura dos

alimentos, como a elasticidade, a coesividade e a dureza.

Emulsificacdo — as proteinas do soro podem actuar como emulsionantes, pois
tém regides hidrofobicas e hidrofilicas (Huffman, 1996 e Mangino, 1992). Esta
propriedade, bem como o facto de se manterem soluveis a valores de pH &cido,
permite a sua aplicagdo em molhos para saladas, café e formulacdes para

criangas.

Formacdo de espumas — a capacidade espumante das solucbes de proteinas do
soro aumenta com o tratamento térmico, uma vez que as proteinas do soro séo
melhores espumantes quando desnaturadas. A estabilidade da espuma depende
do tipo de proteina, nivel de desnaturacdo da proteina, conteddo em gordura,
concentracdo de proteina e carbohidratos, concentracdo de célcio e outros iGes,
pH, bem como do método e equipamento de processamento do soro (Huffman,
1996). Esta propriedade é desejavel em alguns produtos como 0s merengues e 0S
gelados (Mangino, 1992, Huffman, 1996), e indesejavel em produtos como

fiambre e sumos de fruta fortificados (Huffman, 1996).
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Tabela 1.6 Propriedades funcionais que os concentrados proteicos conferem aos alimentos (adaptado de
deWit, 1989; Mangino, 1992).

Propriedade Modo de Acgédo Sector Alimentar Composi¢édo do
Funcional Concentrado Proteico
(CP)

Solubilidade, Solvatagdo de proteinas Bebidas Sem gordura

estabilidade coloidal Sem sais
Adsorcédo de 4gua e de | Ligagdo por pontes de
gordura H a 4gua, captacéo de Produtos de carne CP a 85%
gordura
Viscosidade Espessante; ligacdo de Sobremesas CP a 35%
moléculas de H20
Gelificacdo Formacéo de gel Produtos l4cteos CP a 65%
As proteinas actuam Produtos de
Coesdo-Adesdo como material adesivo charcutaria, produtos CP a 85%
em pasta
Elasticidade Ligacdes hidrofébicas Panificacdo CP a 65%
Formagédo e Café, sopas,
Emulsificacdo estabilizacdo de formulacdes para CP + aditivos
emulsBes de gordura criangas
Formam um filme Sem gordura
Formagdo de espumas estavel para captar o Confeitaria Ultrafiltracdo
gas

Os concentrados proteicos do soro também tém aplicacdo na salde humana, uma
vez que, como ja foi mencionado tém um elevado valor nutritivo e portanto, podem
complementar e fortificar alguns alimentos, aumentando o valor nutricional desse
alimento (por exemplo, o enriquecimento de arroz de trigo em lisina) (Huffman, 1996).

Os concentrados proteicos de soro ajudam também no desenvolvimento ou
formacgdo de massa muscular do corpo humano, porque sdo uma das fontes naturais
mais ricas em isoleucina, leucina e valina.

Devido ao seu elevado valor biol6gico, sdo necessarias apenas 14,5 gramas de
proteinas do soro por dia para satisfazer as necessidades diarias proteicas (Shastri,
1998), em comparagdo com 17,4 gramas de proteina do ovo por dia.

Assim, sdo muito Uteis para incorporar em bebidas para desportistas, alimentos
para criancas e produtos dietéticos (Huffman,1996).

Além destas aplicacdes, os concentrados de proteinas de soro sdo também uma
fonte natural de imunoglobulinas e de albumina do soro bovino (BSA) e, como tal

oferecem proteccéo contra infecgdes, pois estimulam a producéo de linfocitos.
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Fraccoes Proteicas Individuais

Devido as propriedades funcionais, fisioldgicas e bioldgicas especificas de cada
uma das proteinas do soro, tem havido um crescente interesse no fraccionamento das
proteinas, pois muitas vezes estas caracteristicas ndo se fazem notar nos concentrados
proteicos de soro devido a interac¢Bes de outros componentes (Bramaud et al, 1997).

A betalactoglobulina (BLg) tem maior capacidade de gelificacdo que a
alfalactalbumina (aLa). Por outro lado, o leite humano nao contém BLg (é a proteina do
leite bovino que causa mais reaccOes alérgicas), e por esse motivo a alLa (tem 4
residuos de triptofano/molécula) é mais adequada para a formulacdo de alimentos para
criancas, do que os concentrados proteicos do soro (Zydney, 1998).

Além destas duas proteinas que sdo maioritarias, existem outros componentes
proteicos que também tém interesse farmacéutico e bioldgico (Tabela 1.7).

Uma alternativa ao processamento das proteinas de soro € a hidrélise enzimatica.
Por este processo, verifica-se um aumento de certas propriedades funcionais das
proteinas. A conversdo de proteinas em misturas de oligopéptidos permite a sua
utilizacdo como substituto da glucose como agente osmdtico em solucdes de dialise
peritonais. A hidrélise mais completa resulta numa mistura de aminoacidos com
péptidos de cadeia curta, que pode ser utilizada em formulacdes de soros para a

alimentacéo hospitalar intravenosa.

Tabela 1.7 Interesse comercial de algumas proteinas do soro (adaptado de Zydney, 1998)

Proteinas Funcéo (interesse comercial)
Lactoperoxidase, Cosméticos terapéuticos e formulacBes para criangas, devido a sua
Lactotransferina actividade antibacteriana e antioxidante
Imunoglobulinas Propriedades imunolégicas em alimentos para criancas e para animais

recém-nascidos

Glicomacropeptidos Melhora a digestdo de lipidos, protege contra a influenza, previne a
carie (usado em pastas dentrificas) e inibe o ataque de E.coli nos

intestinos
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Lactose

A industria de queijo produz grandes quantidades de lactose na forma de soro de
queijo e permeado de soro (Yang e Silva, 1995)

A lactose (dissacarido) é o principal acUcar presente no leite de mamiferos com
concentracdo de 4,8% e um peso molecular compreendido entre 342,0 — 360,1 Da
(Harper, 1992; Yang e Silva, 1995). E sintetizada a partir de glucose e galactose e em
meios acidos sofre hidrélise. A lactose apresenta uma baixa solubilidade quando
comparada com outros agucares (Harper, 1992), o que condiciona a sua aplicacdo em
alimentos (gelados e leite condensado), pois se estiver presente em concentragdes
elevadas tem tendéncia a cristalizar. Outra limitacdo da aplicacdo da lactose em
produtos alimentares tem a ver com a intolerancia a lactose apresentada por alguns
individuos (Yang e Silva, 1995).

A lactose ¢ o principal carbohidrato do soro e pode ser obtido por separacao da
fraccdo proteica, por concentracdo do soro ou a partir do permeado, que resulta da
ultrafiltracdo do soro.

Qualquer processo que tenha por objectivo recuperar as proteinas do soro,
devera ter em conta a fracgdo lactosada do soro, pois € esta que causa graves problemas

ecologicos em termos de COD e BOD.
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Figura 1.6 Estrutura quimica da lactose e derivados de lactose (adaptado de Yang e Silva, 1995).
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Existem trés métodos gerais para produzir lactose a partir de permeado de soro.

O metodo mais comum, o tradicional, consiste na cristalizacdo da lactose a partir de

uma solucdo super saturada, contudo este método s6 & economicamente viavel na

aplicacdo em grande escala. Outro método, consiste na precipitacdo de lactose com

metais alcalinos que formam complexos com acUcares. Finalmente, a utilizacdo de

alcoois ou outros solventes que reduzem a solubilidade da lactose provocando a sua

precipitacdo, contudo este método ndo é usado comercialmente (Yang e Silva, 1995).

Nem toda a lactose presente no permeado de soro pode ser economicamente

recuperada por cristalizacdo, cerca de 20-40% do conteudo original de lactose

permanece no permeado juntamente com os sais, ndo tendo aplicagcéo (Yang e Silva,

1995).

Sora

50000 ky

7% solidos totais
5% lactose

1% proteina

LF
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e

o}
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Agua

Lawvagem

| Bvap | ——

Lactose Dec.

I

Liguico mé&e
45% solidos totais
20% lactose

Crizt.

—> | Efluente

Figura 1.7 Producdo de lactose a partir do permeado de soro (adaptado de Yang e Silva, 1995).

A lactose existe em varias formas cristalinas que possuem diferentes

propriedades fisico-quimicas importantes para aplicacdo na industria alimentar (Tabela

1.8).
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Tabela 1.8 Propriedades fisico-quimicas da lactose importantes para a sua aplicacdo na induUstria
alimentar (adaptado de Yang e Silva, 1995).

Desejavel Indesejavel

- sabor levemente adocicado - 60% menos doce que a sacarose

- acentua aromas naturais sem os tornar excessivamente | - baixa solubilidade

doces - em concentracGes elevadas deixa um
- participa em reaccfes de Maillard conferindo cor | sabor desagradavel na boca

acastanhada a produtos de pastelaria - dificil digestéo

- melhora a adsorc¢éo de calcio no intestino humano - intolerancia a lactose de alguns individuos
- aumenta a producdo benéfica de &cido lactico no
intestino

As principais aplicagOes de lactose incluem a incorporagdo como aditivo alimentar
(em formulagOes para criangas), utilizacdo na industria farmacéutica e como matéria
prima para producdo de derivados de lactose (Tabela 1.9). Os derivados de lactose tém
também aplicacBes interessantes dadas as suas propriedades fisico-quimicas e
funcionais (Tabela 1.10 e Tabela 1.11).

Tabela 1.9 AplicacGes da lactose (adaptado de Yang e Silva, 1995; Harper, 1992)

Aplicacdo Exemplos
Inddstria Alimentar Formulagbes para criancas, panificacdo, pastelaria,
bebidas, lacticinios, molhos e sobremesas geladas
Indistria Fermentagdo Substrato de fermentacdo para produzir uma série de

produtos petroquimicos e alimentares, dentro dos quais
lactacto, propionato, acetato e goma de xantano.

Producdo de derivados de lactose Lactulose, lactitol, &cido lactobiénico e oligossacaridos
Industria Farmacéutica Excipiente na formulacdo de medicamentos
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Tabela 1.10 Funcdes da lactose quando aplicada na industria alimentar (adaptado de Yang e Silva,
1995)

Aplicacao Funcéo da Lactose ou motivo de aplicagio

Panificacdo Transportador de sabor e cor, aumenta a coloragdo acastanhada e
favorece a emulsificacdo

Leite condensado doce | Vantagem econémica

Fruta cristalizada Melhora a textura

Lacticinios Vantagem econdmica

Sopas e molhos Acentua o sabor, tempo de vida mais longo, melhora a disperséo e tem
vantagens econémicas

Bebidas de fruta Fins terapéuticos

Bebidas instantaneas Acentua aroma e melhora a dispersédo

Molhos para saladas Menos doce, tempo de vida mais longo e tem vantagens econémicas

Confeitaria Menos doce, acentua o aroma, promove fixacdo da cor e tempo de vida
mais longo

Cacau Menos doce e acentua aroma

Sobremesas geladas Vantagem econémica

Formulagdes criancas | E semelhante ao leite humano

Carne e salsichas Menos doce, maior tempo de vida e tem vantagens econémicas

Condimentos Acentua aroma e melhora a dispersdo

Tabela 1.11 Os derivados da lactose e as suas aplicagdes (adaptado de Yang e Silva, 1995)

Derivados de Lactose Aplicacdo

Lactulose Alimentagdo saudavel, nutricio infantil e uso
farmacéutico

Lactitol Adogante para diabéticos, adogante ndo carcinogénico , e
matéria prima

Esteres de acidos gordos de lactitol Emulsificantes

Ureia lactosil Alimentacdo animal

Acido lactobionico Determinacdo de lactose e promove firmeza a alimentos

Galactooligossacaridos Alimentos probidticos e formulagdes para criancas
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1.3.3 Proteinas do soro

1.3.3.1 Estrutura e propriedades fisico-quimicas das proteinas do soro

As proteinas do soro tém propriedades fisicas e funcionais no seu estado nativo e

apos tratamento fisico, quimico ou enzimatico (adsor¢cdo de agua, solubilidade,

emulsificacdo entre outras), devido as varias estruturas conformacionais, que possuem

e/ou adquirem (Cheftel e Lorient, 1982).

Tabela 1.12 Caracteristicas estruturais das principais proteinas do soro lacteo (adaptado de Cheftel e
Lorient, 1982).

Estrutura Priméria Estrutura
Proteina Secundaria
Aminoéacidos Parte Prostética
TOTAL | Acidos? Basicos® Cys* Pro | %P | %Glucidos
BLG 162 27 20 5 8 0 0 10%
hélicea
30% estip
alA 123 17 15 8 2 0 0 26%
hélicea
14% est*p
BSA 542 136 65 35 - 0 0 -
Imunoglobulinas - - - 64° - 0 2-12 Mono, di e
(1gA, 1gG, IgM) pentimero
Peptonas - - - 0 - (0,5- 2-16 -
2,4)
Azoto ndo - - 3 0 - - -
proteico

& Aminoacidos acidos: Glu e Asp

b Aminoacidos basicos: Lys, His e Arg

€1 cisteina
4 dewit, 1989

A fraccdo proteica do soro contém um grupo de proteinas globulares: f-

lactoglobulina (B-Lg), a-lactalboumina (a-La), albumina do soro bovino (BSA),

imunoglobulinas (IgA, 1gG e IgM) entre outras, que representam 50, 20, 10, 10 e 10%,
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repectivamente, da proteina total do soro (Mulvihill, 1994). Estas proteinas sdo
sintetizadas ou nas glandulas mamarias, como por exemplo, a B -Lg e a a-La, ou
circulam no sangue, como a lisozima, a lactotransferina e a lactoperoxidase. Existem
ainda alguns polipéptidos (Tabela 1.13), como componentes de proteases peptonas
(PP3, PP5, PP8f e PP8s), que constituem uma mistura heterogénea estavel ao calor, sédo
polipéptidos solGveis em meio acido (pH 4,6), precipitados com acido tricloroacético
(TCA) 12% e em que a maioria (PP5, PP8f e PP8s) resulta da protedlise das caseinas
por enzimas do leite. Finalmente, é possivel também encontrar no soro
glicomacropéptidos (apenas no soro doce), proteina biologicamente activa que resulta
da hidrolise da k-caseina pela enzima quimosina (ou renina) presente no soro
(Mulvihill, 1994; Marshall, 1991)

A fraccdo de azoto ndo proteico, inclui, além de alguns componentes de baixo
peso molecular como ureia e aminoacidos, produtos de degradacdo enzimatica das
caseinas.

As consequéncias das varias operacdes de separacdo a que 0 soro € sujeito, na
estrutura e nas propriedades das proteinas, dependem do numero de grupos reactivos
por molécula, como por exemplo, residuos de ¥ Cys e aminoacidos basicos e acidos

(deWit, 1989).

Tabela 1.13 Propriedades e concentragdo das proteinas do soro (adaptado de Etzel, 1995 e Zydney,
1998).

Proteina Peso Molecular (kDa) Ponto Isoeléctrico Concentracao (g/l)
B -Lg 18,362 52 2,7
o-La 14,147 42-48 1,2
BSA 69,0 4,7-4.9 04
Imunoglobulinas 15,0 — 1000,0 5,5-8,3 0,65
Peptonas 4,1-40,8 3,3-3,7 14
Lactotransferina 78,0 9,0 0,1
Lactoperoxidase 89,0 9,5 0,02

Glicomacropéptido 7,0
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B-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina possui na sua estrutura um grupo tiol livre, que lIhe permite a
associacdo a outras proteinas hidrofobicas, e duas pontes de enxofre internas. A
conformacdo da B-lactoglobulina depende do pH. Para valores de pH compreendidos
entre 5,20 e 6,70 (ponto isoeléctrico) e a temperatura ambiente, a B-lactoglobulina
existe como um dimero estavel, com um peso molecular de 36,7 kDa. Entre pH 3,50 e
5,20, os dimeros associam-se para formar um 6ctomero de 147 kDa. Para valores de pH
inferiores a 3,50 as estruturas quaternarias dissociam-se reversivelmente em mondmeros
devido a forcas electrostaticas repulsivas muito fortes (Grosch, 1987; Dumay e Cheftel,
1989).
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Figura 1.7 Variagdo da conformacdo da B-lactoglobulina em fungdo do pH (adaptado de Visser e

Jeurnink, 1997).

Apesar deste efeito de carga, a estrutura nativa da proteina ndo é alterada,
mesmo a temperaturas superiores a 80°C (deWit, 1989), até pH 8,60. Para valores de pH
superiores a 8,60, ocorre uma desnaturacdo irreversivel da proteina (Grosch, 1987;
Dumay e Cheftel, 1989), porque ocorrem alteracdes importantes nas propriedades
fisico-quimicas da proteina, devido a uma alteracdo conformacional a pH préximo de
7,50. Esta alteracdo é acompanhada por uma expansdo molecular, por uma exposicao de

um dos grupos carboximetil/mondémero e por um aumento da reactividade do Unico
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grupo tiol presente em cada monomero. Este aumento de reactividade induz reac¢des de
troca tiol-dissulfureto, as quais tem consequéncias importantes nas propriedades
funcionais da proteina (deWit, 1989).

A B-lactoglobulina tem diferentes variantes, sendo as principais a A e a B. A -
lactoglobulina A difere da variante B, em dois aminoacidos: aspartato-64 e valina-118.
Estes aminodacidos séo substituidos na pB-lactoglobulina B, pela glicina e pela alanina.
Ambas tém residuos de cisteinas. A B-lactoglobulina (Figura 1.8) pode ligar-se a lipidos

acidos e nao polares e fa-lo preferencialmente em meios alcalinos (deWit, 1989).

Figura 1.8 Estrutura tridimensional da B-lactoglobulina (http://www.rcsb.org/pdb).

a-lactalbumina

A o-lactalbumina (Figura 1.9) contém 8 grupos de cisteina, todos envolvidos em
pontes S-S internas e 4 residuos de triptofano. Tem uma estrutura secundaria ordenada e
uma estrutura terciéria esférica e compacta (Grosch, 1987).

A o-lactalboumina é uma metalo-proteina com um atomo de célcio que lhe
possibilita a ligacdo a outras proteinas, tendo por isso tendéncia a polimerizar. Se, por
exemplo, existir um grupo —-SH livre noutra molécula (como por exemplo na f-
lactoglobulina), este reage com uma das pontes S-S presente na a-lactaloumina,
originando assim uma associacdo de proteinas (Cheftel e Lorient, 1982; Mulvihill,
1994).

A valores de pH inferiores a 5,0 ocorre uma mudanca na estrutura da proteina,
uma vez que a acidificacdo do meio conduz & libertagdo do ido Ca®* (Andrews e Valey,
1994; Mulvihill, 1994), a uma desnaturacdo reversivel e a um processo de agregagdo
(deWit, 1989), sendo este mais acentuado a temperaturas proximas dos 55,0°C.
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A valores de pH neutro ou alcalino, e na auséncia de grupos tiois em solugéo, 0s
ibes OH™ atacam as pontes S-S, levando a formacdo de dihidroalanina, de H,S e de
acido cisteico, responsaveis por acelerar o processo de desnaturacdo da proteina
(Cheftel e Lorient, 1982).

A a-lactalbumina interactua com lipidos ndo polares e &cidos, tal como a B-

lactoglobulina, mas preferencialmente em meios fortemente acidos (de Wit, 1989).

Figura 1.9 Estrutura tridimensional da a-lactalbumina (http://www.rcsb.org/pdb).

Albumina de soro bovino (BSA)

A BSA (Figura 1.10) é o polipéptido com a maior cadeia simples de todas as
proteinas do soro. Contém 35 residuos ¥z Cys, 17 dos quais existem sob a forma de 17

pontes S-S, com um grupo tiol livre por molécula.

Figura 1.10 Estrutura tridimensional da albumina de soro bovino (BSA) (http://www.rcsb.org/pdb).
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Esta proteina apresenta véarias conformacdes consoante o pH do meio:

pH de transicio: 2.7 4.3 a0 10,0

Mame: expanded fast narmal hazic aged

A forma F € caracterizada por proporcionar um aumento na viscosidade e uma
muito menor solubilidade. A valores de pH inferiores a 4,0, a proteina adquire a forma
E e desnatura, devido a repulsdo muatua dos residuos de aminoacidos internos
carregados positivamente (deWit, 1989). Se esta proteina ficar armazenada a pH 9,0 e a

3°C, durante 3 a 4 dias, isomeriza originando a estrutura A.

Imunoglobulinas

No leite bovino existem trés classes de imunoglobulinas: IgA, IgM e IgG
(deWit, 1989), as quais sdo compostas por 4 cadeias polipéptidicas, unidas por pontes
S-S e apresentam uma temperatura de desnaturacao superior & da a-lactalbumina e da f3-

lactoglobulina.

Proteose Peptonas

O leite bovino contém em média 35 g/l de proteina. A maioria destas (80%) sdo
caseinas que quando associadas a fosfato de calcio coloidal formam micélios em
suspensdo no leite. O soro obtido apds precipitacdo das caseinas contém proteinas
sollveis incluindo betalactoglobulina, alfalactalboumina, albumina do soro bovino,
imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase, enzimas e proteose peptonas (Girardet,
1996).

O aquecimento de leite desnatado (95°C, 30 minutos) seguido de acidificacdo
(pH 4,6) provoca a desnaturacdo das proteinas do soro e a sua co-precipitacdo com as
caseinas. Apesar destas condigcdes drasticas, uma fraccdo heterogénea composta por
fosfoglicoproteinas permanece soluvel, esta fraccdo foi denominada de fracgdo PP
(proteose peptonas) (Nejjar et al, 1990; Girardet, 1996) A fraccdo PP foi entdo
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caracterizada como sendo uma mistura de glicoproteinas estaveis ao calor e &cido e
corresponde a 10% da proteina total do soro (Ng et al, 1990; Paquet, 1989).

Os seus principais componentes foram designados como componentes 3, 5, 8
fast e 8 slow (PP3, PP5 (ou B-CN-5P), PP8f (ou B-CN-4P) e PP8s (ou B-CN-1P)) de
acordo com as suas mobilidades electroforeticas ascendentes (Nejjar et al, 1990; Ng et
al, 1990; Paquet et al, 1988). O componente PP5 tem 2 bandas muito préximas e o
componente PP8 tem 2 bandas, denominadas de PP8 fast e PP8 slow (Kolar e Brunner,
1970; Sorensen e Petersen, 1993) consoante a sua mobilidade. O componente PP3 é o
menos mdvel e migra como uma banda difusa (Girardet, 1996). Os componentes PP5 e
PP8 existem quer no soro, quer em associagdo com a caseina e resultam da hidrélise
das caseinas pelas proteases nativas do leite (Ng et al, 1990; Paquet, 1989). Por
oxidacdo do gel com acido e coloracdo de glicoproteinas com reagente de Schiff ,
demonstrou-se que o componente PP3 ao contrario das restantes, € uma glicoproteina e
ndo resulta da hidrolise enzimética das caseinas (Girardet, 1996).

A composicdo e concentracdo das PP variam de acordo com o estado de
conservacao do leite podendo constituir um bom indicador da qualidade do leite
(Paquet, 1989).

Preparacao da Fraccédo PP

Existem uma série de trabalhos publicados sobre métodos de isolamento da

fraccdo proteose peptona como é possivel visualizar na Figura 1.11:

Lede desnataco

Aguscimenta 85°C, 30 min
Arrgtecimeno 25°C @ ajusle a pHA B

Sobrenacaie Preciptado (Caseinas &

profeinas do goro desnsluradss)

Didlise Acida Tricloroacético

!—‘—\

% 12%

Agigho da [NH92504

Feowvland, 1937 Feovavland, 1935 Andresis, 1978 Aschatfenburg, 1946 Weinsten et al, 1851

SIGhA PROTECSE PROTEIMA MINELRE
PROTEOSE PEPTOMAS

Figura 1.11 — Vérios métodos de preparacdo da fraccdo PP (adaptado de Paquet, 1989).
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Rowland (1937), utilizou um tratamento térmico (90°C durante 30 minutos ou
95°C durante 15 minutos) seguido de acidificacdo a pH 4,7, provocando deste modo a
desnaturacdo de 76% das proteinas do soro. As proteinas residuais (24%) consistem na
fraccé@o PP e ndo foi considerado o azoto ndo proteico (Paquet, 1989).

Rowland (1938), prop6s dois protocolos para o fraccionamento das proteinas do
leite. O primeiro consistia na separacao da caseina por acidificacdo do leite em presenca
de tampdo acetato de sddio. As proteinas do soro sdo fraccionadas em duas partes, uma
contendo as globulinas e albuminas e, a outra contendo as PP, em presenca de sulfato de
magnésio. O segundo protocolo consistia na obtencéo de fraccdo PP por acidificacdo do
sobrenadante resultante da termocoagulacdo do leite, com acido tricloroacético (TCA) a
8% (Paquet, 1989).

Aschaffenburg (1946) isolou uma fracgdo proteica com propriedades
tensioactivas que corresponde a 3% das proteinas totais do leite , utilizando sulfato de
amonio. Esta fracgdo foi denominada de SIGMA PROTEOSE (Paquet, 1989).

Isolamento das Diferentes Fraccdes Termoestaveis

O componente PP3 é uma fraccdo proteica caracterizada por um baixo contetdo
em aminoacidos aromaticos e metionina, auséncia de cisteina, elevado conteddo em
carbohidratos (173g/kg) e contetudo em fosforo de 5 g/kg (Ng et al, 1970; Paquet, 1989).
E uma fosfoglicoproteina que forma complexos de PM 163 000 Da que se dissociam em
subunidades monoméricas de 22000 Da (Paquet, 1989; Girardet, 1996; Sorensen et al,

1997).
PP3

P P Grupes Fesfate

tJ ?\/ l /{ T

= glabule
membrane (MFGM)

Figura 1.12 Estrutura terciaria do componente PP3 (Rasmussen et al, 1998 ).
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Uma preparacédo rica em PP3 foi inicialmente isolada a partir de leite desnatado
aquecido (95°C, 30 minutos) (Figura 1.13) ou ndo (Figura 1.14). O componente PP3 foi
caracterizado como sendo um complexo glicosilado associado a uma fosfoglicoproteina
(Nejjar et al, 1990).

As primeiras tentativas de purificar este componente presente apenas no soro
consistiram na preparacdo de concentrados ricos em proteina obtidos por precipitacdo
salina de leite desnatado com (NH,;).SO,4 (Figura 1.13) (Girardet, 1996).

Leite desnataco

Aguecimento 95*C, 30 min
Arrefecimento 25%C e ajuste apH 4 6
Centrifugagdo 1000 x g, 10 minutos

Precipttade (Cazeinaz &

SoRienetanteltecEenhl) proteinas do soro desnaturadas)

AdicEo de (NH4)2304 a 35% saturagio
Centrifugagéo 1000 x o, 10 minutos

Sohrenadante Preciptado (Componente PPS)

AdicEn de (NH4)2504 a 55% saturacio
Certrifugagio 1000 x o, 10 minutos

Precipitado (Componente PR3 Sobrenadarte (Componente PPE)

Figura 1.13 Esquema de preparacdo de componente PP3 a partir de leite desnatado aquecido (adaptado
de Ng et al, 1990).

A purificacdo de PP3 de leite ndo aquecido obtido por precipitacdo salina com
(NH,)2SO, (Figura 1.14) seguido de adsorcao cromatografica em hidroxiapatite (Nejjar
et al, 1990) revelou a presenca de trés moléculas: lactoferrina (PM 88kDa) e duas
glicoproteinas (PM 30kDa e PM 18kDa) (Girardet, 1996).
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Leite Desnataco

Aguecimento a 30°C, pH 46
Fittragso

[ L "
Fittrada Precipitado (caseing)

pHES
+ (MH4)2504 2 50% =sturagio
centrifugagso 1000 x g, 10 minutos

|
Precipitado (lactoglobuling) Sobrenadante 31 ( albumina)

Dizzalver em =0l zaling a 3% conc.
pH 4 5

+ (MH4)2504 5 25% saturagio
centrifugagso 1000 x g, 10 minutos

Sobrenadarte Precipitado P1 (Companente PPS)

pH 6,0
+ (MH4)2504 5 40% saturagéo
centrifugagfo 1000 x g, 10 minutos

Sohrenadarte Preciptada P2 (Imunoglobulings)

Aumentar (NH4)2504 até 45% ssturagio

Precipitaco P3 (Componente PP3)

Figura 1.14 Esquema de preparacdo de componente PP3 a partir de leite desnatado ndo aquecido
(adaptado de Ng et al, 1990).

Purificacdo do Componente PP3

O componente PP3 é heterogéneo, Kester e Brunner (1982) isolaram a fraccao
de glicoproteina que contém o componente PP3 usando cromatografia de afinidade com
Con A. Revelou-se por PAGE a presenca de 2 glicoproteinas maioritarias com massas
moleculares de 17700 — 20900 e 24600 — 33400 respectivamente (Girardet, 1996).

Paquet et al (1985, 1988) isolaram PP3 por 3 passos cromatogréficos: interaccao
hidrofobica (Phenyl Sepharose), adsorcdo em hidroxiapatite e filtracio em gel
(Sephacryl S200). Devido a heterogeneidade da PP3, Paquet et al caracterizaram esta
fraccdo como sendo a fraccdo hidrofobica das proteose peptonas (HFPP) (Girardet,
1996)

Estes dois trabalhos demonstraram a identidade antigénica entre este
componente e a membrana dos glébulos de gordura (Nejjar et al, 1990).

Nejjar et al (1990) pretenderam avaliar a composi¢do e o comportamento do

componente PP3 quando extraido de leite desnatado ndo aquecido, promovendo um
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tratamento que consistiu em tratamentos sucessivos com sulfato de amonia,
hidroxiapatite e cromatografia de interaccdo hidrofobica. Concluiram que o componente
PP3 é composto por 3 moléculas principais: uma glicoproteina (PM 30000 Da), uma
grande glicoproteina hidrofébica (PM 18000 Da) e um peptido hidrofobico (PM 7000).
Os resultados deste trabalho demonstram que o comportamento altamente hidrofébico
do componente PP3 extraido do leite desnatado aquecido, néo se deve a inducdo por
parte dos tratamentos térmicos, mas € uma propriedade das proteinas nativas (Nejjar et
al, 1990).

A grande parte dos constituintes da fraccdo PP tém pontos isoeléctricos muito
proximos pelo que a cromatografia de permuta idnica ndo se mostrou muito eficaz para

o0 seu fraccionamento (Andrews e Alichanidis, 1983; Pearce, 1980; Paquet, 1989)

Usando outro procedimento de purificagdo que inclui 4 cromatografias de
permuta iénica (DEAE celulose) e passos de filtracdo em gel, Kanno (1989) mostrou
que a PP3 inclui 7 formas semelhantes diferindo nas suas mobilidades relativas. O autor
concluiu que o componente PP3 é composto por uma glicoproteina comum as 7 formas,
que estd associada com vérias outras proteinas por ligacGes idnicas. Observou duas
glicoproteinas maioritarias com massas moleculares 25000 e 17000 que estdo
associadas a outras glicoproteinas ou proteinas minoritarias com maior massa molecular
(42000-67000) (Girardet, 1996).

Recentemente demonstrou-se a presenca de proteinas minoritarias na fracgcdo PP,

incluindo vestigios de proteinas do soro, caseinas, osteopontina (Sorensen e Petersen,
1993, 1994), lactose-ala e lactose-Blg (Shida et al, 1994; Girardet, 1996).

Purificacdo das glicoproteinas MM 18000 e MM 28000

A estrutura molecular do componente PP3 foi determinada pelo desenho de uma
cromatografia de electroforese de alta performance (HPEC) semipreparativa.

Esta permitiu isolar as vérias entidades do componente PP3 de leite pré aquecido
(cromatografia de afinidade Con A de HFPP) ou de leite ndo aquecido (cromatografia
de afinidade Con A de material retido por ultrafiltracdo a MM 100000 de soro néo

aquecido). Todo o componente PP3 foi retido no concentrado de ultrafiltracdo. Sorensen
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e Petersen (1993) isolaram as glicoproteinas MM 18000 e 28000 da fraccdo PP em trés

passos cromatograficos (Girardet, 1996).

Proteinas minoritarias

Durante a extraccdo da fraccdo PP do leite por coagulacdo térmica tém sido
detectados vestigios de betalactoglobulina, alfalactalbumina, B-caseina e asl-caseina
(Andrews e Alichanidis, 1983).

Recentemente, duas glicoproteinas de peso molecular 16 e 20 kDa com forte
afinidade para a enterotoxina da E.coli foram identificadas na fracgdo PP como formas
glicosiladas da alfalactalbumina e betalactoglobulina (Girardet, 1996).

Durante a preparacao da fraccdo PP por tratamento térmico a lactose reage com
as proteinas e forma lactulose-lisina. A enterotoxina da E.coli reconhece 0s residuos
terminais galactose das glicoproteinas. Assim, a lactose-ala e a lactose-Blg podem
prevenir algumas formas de diarreia, por ligacdo a toxina e portanto competindo com os
receptores da enterotoxina localizados a superficie das células epiteliais do intestino
(Girardet, 1996).

Quando se prepara o componente PP3 da fraccdo PP (Sorensen e Petersen, 1993,
1994), consegue-se isolar uma fosfoglicoproteina identificada como osteopontina por
sequenciacdo parcial. Esta glicoproteina acidica (MM 60 kDa) € uma proteina
altamente fosforilada que ocorre geralmente nos 0ssos e tem um papel importante na
adesdo celular devido a sua sequéncia de aminoacidos Arg-Gly-Asp, que é a sequéncia
mediadora da adesdo celular (Sorensen e Petersen, 1993; Girardet, 1996).

A interaccdo de fosfato de célcio inorganico com proteinas é essencial nos
tecidos duros normais tipo 0ssos e dentes mas pode também ter muita importancia na
calcificacdo patogénica, como a arteriosclerose (Sorensen e Petersen, 1993 a.).

Proteinas que se ligam ao fosfato de célcio afectam a sua solubilidade e podem
ter um papel importante na biomineralizacdo, isto € verdade para a osteopontina que

esta presente na fase mineralizada do osso (Sorensen e Petersen, 1993 a.).
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Heterogeneidade Fisico-Quimica do Componente PP3

a - Massa Molecular Aparente — apesar dos perfis electroforéticos das fraccbes
contendo o componente PP3 diferirem de protocolo para protocolo, as glicoproteinas
maioritarias com MM 28000 e 18000 estdo sempre presentes.

b — Ponto Isoeléctrico Aparente — 0s pontos isoeléctricos das duas glicoproteinas

maioritarias encontram-se distribuidos entre 4,9 e 6,1 (Girardet et al, 1991).

¢ — Hidrofobicidade Superficial — o comportamento hidrofobico do componente PP3 é
complexo. Quando as proteose peptonas foram separadas por cromatografia hidrofobica
(Girardet et , 1991), parte do componente PP3 pouco ligada a matriz foi eluido mais
depressa que PP5. Usando SDS PAGE mostrou-se que esta parte corresponde a parte da
banda MM 28000 (PP3a) que ficou apenas ligeiramente retida, enquanto que toda a
fraccdo MM 18000 e 11000 foram finalmente recuperadas na HFPP.

A ordem de eluicdo que esta relacionada com a ordem da hidrofobicidade superficial é a
seguinte:

B-CN-4P f (1-28) < PP3a (MM 28000) < 3 - CN - 5P f (1-105/7) < - CN - 1P f (29-
105/7) < HFPP (MM 28000, 18000 e 11000)

Origem e Caracterizacdo Molecular da PP3

Sorensen et al (1997) demonstraram que o componente PP3 esti presente no
soro bovino e na membrana dos globulos de gordura (MFGM) mas esta ausente na
fraccdo correspondente as caseinas.

O componente PP3 e a frac¢do glicoproteica da membrana dos glébulos de gordura
(MFGM), demonstraram actividade antigénica (Girardet, 1996).
Kester e Brunner (1982) concluiram que:
- PP3 pode resultar da quebra de alguns componentes maioritarios da MFGM
devido ao sistema proteolitico endégeno
- PP3 pode ser uma glicoproteina da membrana que esta apenas ligeiramente
ligada, pelo que pode facilmente desorver para a fase aquosa do leite, que ocorre

quer em associa¢do com a MFGM, quer como soluto no soro.
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- PP3 pode ser uma proteina do soro que se adsorve a alguma extensdo da MFGM

(como a caseina micelar).

Estrutura Priméria da Mistura Apoglicoproteina do Componente PP3

Kanno (1989 a, b) distinguiu 7 formas do componente PP3, todos eles
partilhando grupos antigénicos que se ligam directamente aos anticorpos dirigidos as
glicoproteinas da MFGM.

Kanno (1989 a) introduz o termo lactoforina para se referir ao complexo
glicoproteina do soro que reage com um antisoro contra as glicoproteinas da MFGM.

A lactoforina poderéa portanto ser idéntica ao componente PP3.

Estudos recentes permitiram determinar as estruturas do cDNA percurssor da
lactoforina (Tsukasaki et al, 1994) e do componente PP3 (Johnensen et al, 1995); estes
resultados indicam que a lactoforina e 0 componente PP3 correspondem a glicoproteina
MM 28000. Esta fosfoglicoproteina contém 135 residuos de aminoéacidos e tem
elevados teores de acido aspartico, glutdmico, serina e treonina, ndo tem cisteina nem
triptofano (Girardet, 1996).

Propriedades Funcionais e Papel Bioldgico do Componente PP3

Propriedades espumantes e emulsionantes — as propriedades fisico-quimicas do

componente PP3 (estabilidade ao calor, propriedades de agregacdo, hidrofobicidade
superficial) sdo a fonte de vérias propriedades surfactantes da fraccdo PP (Paquet,
1989). Esta fraccdo € responsavel por conferir espuma ao leite (Girardet, 1996;
Innocente et al, 1998).

As propriedades emulsionantes da fraccao PP foram investigadas huma emulsao 6leo de
soja-agua. A fraccdo PP teve um efeito emulsionante e as emulsdes obtidas eram mais
estaveis (Girardet, 1996).

Inibicdo da actividade lipolitica — a fracgdo PP inibe a lipolise espontanea no leite

bovino que esteve armazenado a 4°C durante varios dias (Anderson, 1981) e este papel
foi atribuido & fracgéo hidrofobica que contém o componente PP3 (Cartier et al, 1990).

A fraccdo PP5 por outro lado tende a estimular a lipélise. Num estudo do mecanismo de
inibicdo que foi feito num sistema modelo (Girardet et al, 1993), o componente PP3

inibia completamente a lipase pancreatica usada numa emulsdo tributirina-agua.
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A inibicdo ndo se deve a uma interacgéo directa entre o componente PP3 e a lipase, mas
sim as fortes propriedades surfactantes do componente PP3, que por adsor¢do na
interface diminui fortemente a tensdo interfacial e previne a adsorcdo de lipase,
prevenindo o contacto entre a lipase e o seu substrato (Girardet et al, 1993; Innocente et
al, 1998).

Relacdo entre a Estrutura e o Papel Biol6gico do Componente PP3

A estrutura primaria do componente PP3 (1-135) determinada por Sorensen e Petersen
(1993 b.) nédo leva em linha de conta com as suas propriedades hidrofébicas. Estes
autores ndo encontraram nenhuma zona hidrofébica na cadeia polipéptidica que possa
explicar porque é que ao componente PP3 (1-135) adsorve a interface 6leo-agua.

A estrutura secundaria revela que o terminal C 99-135, pode formar uma a-hélice
anfilica, ou seja contendo uma face com residuos hidrofobicos e outra com residuos
hidrofilicos polares. Estas estruturas anfilicas geralmente interagem bem com os lipidos.
Assim, parece que a estrutura secundaria a-hélice anfilica esta presente em vérias
especies, indicando que o terminal C é uma regido funcionalmente importante do
componente PP3 (1-135) (Girardet, 1996).

Outros Papeis do Componente PP3

A fraccdo hidrofobica das proteose peptonas (HFPP) estimula o crescimento da
bifidobactéria (Etienne et al, 1994).

A estrutura priméria do componente PP3 inclui residuos de fosfoserina localizados perto
do terminal — N que pode actuar como fixante do ido célcio. O componente PP3 pode
controlar a solubilidade do fosfato de céalcio que nédo se liga aos micélios de caseina
(Sorensen e Petersen, 1993 b.).

Contudo, o potencial de afinidade de ligacdo do célcio ao componente PP3 é dificil de
determinar, devido a grande variacdo na extensdo de fosforilacdo de residuos de serina
(Girardet, 1996).

Concluindo, a estrutura primaria do componente MM 28000 determinado por Sorensen
e Petersen (1993, b.) inclui trés partes principais: um terminal-N fosforilado que se pode
ligar ao célcio ou ao ferro, uma regido central que comporta N-acetilgalactosamina — N
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— glicano que é a estrutura comum partilhada pelo componente PP3 e pelas
glicoproteinas da MFGM, e um terminal-C, que € provavelmente anfilico e responsavel

pelas propriedades funcionais especiais do componente PP3 (Girardet, 1996).

1.3.3.2 Propriedades funcionais das proteinas do soro

As propriedades funcionais das proteinas do soro podem ser definidas como as
propriedades fisico-quimicas, que contribuem para obter uma determinada caracteristica
no produto alimentar final em que sdo inseridas (deWit, 1989). A conformacéo e as
propriedades funcionais das proteinas do soro estdo interligadas e sdo determinadas por
alteracGes na estrutura globular das moléculas. No entanto, as propriedades destas
proteinas nos alimentos sdo muito dificeis de prever, uma vez que dependem do
tratamento a que foram sujeitas (para as recuperar do soro) e além disso, dependem das
interaccdes que as proprias proteinas estabelecem com outros componentes no alimento
(Cheftel e Lorient, 1982).

Assim, existem propriedades inerentes & fraccdo proteica do soro, enquanto que
outras sdo adquiridas com os tratamentos a que o0 soro é submetido, como por exemplo,

a capacidade de gelificacéo.

As principais propriedades funcionais das proteinas do soro encontram-se abaixo

resumidas:

(a) Solubilidade

Esta é uma propriedade muito importante pois esta inter-relacionada com as
outras propriedades, nomeadamente com a viscosidade, a amplitude de
gelificacdo e emulsificacdo, e €é ainda um critério de desnaturacdo. A
solubilidade depende do pré-tratamento de separacdo e do método de
concentracdo do soro, da presenca de outros iGes, do pH e da temperatura (para
temperaturas acima de 70°C, as proteinas do soro lacteo perdem a sua

solubilidade, por desnaturagéo).
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(b) Coagulacéo — Gelificacédo — Floculacéo

A floculacéo resulta da formacdo de uma estrutura tridimensional com agua que
promove o equilibrio entre forcas de repulsdo electrostatica e forgas de atrac¢do
de Van der Waals.

A coagulacdo é considerada uma agregacdo desordenada que ocorre apos a
desnaturacao térmica.

O aquecimento do soro lacteo, com uma concentragdo superior a 8%, conduz a
formacdo de um gel, cuja composicdo varia com o tipo de tratamento térmico e
com o pH (formam-se a valores de pH acidos), com a concentragao de proteina

(devera ser elevada) e com os agucares presentes em solugéo.

(c) Propriedades emulsificantes

Estas propriedades estdo relacionadas com a solubilidade das proteinas em agua
e permitem reduzir a tensdo interfacial, entre componentes hidrofobicos e
hidrofilicos de um alimento. As proteinas que possuem capacidade de
emulsificacdo, tém vasta aplicacdo nos alimentos que contém gordura e &gua
(charcutaria, condimentos e outros). A capacidade emulsificante das proteinas
do soro diminui com o aumento da temperatura e apresenta um valor 6ptimo a
pH 5,6.

1.3.3.3 Propriedades biol6gicas e valor nutricional das proteinas maioritarias
do soro

A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) especificou a concentracéo ideal de
aminoacidos, que devem ser incluidos na dieta humana. Comparando (Tabela 1.14)
esta concentracdo de referéncia, com a das proteinas do soro, pode concluir-se que a
fraccdo proteica do soro contém mais aminoacidos essenciais do que a proteina de
referéncia. Observando a Tabela 1.14 é também possivel verificar que a B-
lactoglobulina (B -Lg) e a a-lactalbumina (a-La), tém um valor nutritivo superior

ao da proteina de referéncia (Renner, 1992).
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Tabela 1.14 Concentracdo de aminoacidos essenciais na proteina de referéncia, nas proteinas

soro, na B-lactoglobulina (B -Lg), e na a-lactalbumina (a-La) (Renner, 1992).

do

Aminoacido Proteina Ref? Proteina Soro B-Lg o-La
Triptofano 1,0 2,1 2,2 6,6
Fenilalanina + Tirosina 6,0 7,3 7,3 9,6
Leucina 7,0 111 15,3 11,6
Isoleucina 4,0 6,8 6,7 6,8
Tionina 4,0 8,0 54 55
Metionina + Cisteina 3,5 4,8 5,6 6,9
Lisina 5,5 9,9 11,7 11,4
Valina 5,0 6,8 5,9 4,8
TOTAL 36,0 56,8 60,1 63,2

Além da concentragdo de aminodcidos, devemos

ter em conta a sua

disponibilidade bioldgica, ou seja o valor biolégico das proteinas no alimento.

Comparativamente as proteinas do soro tém um valor biolégico superior ao das

proteinas do ovo (Renner, 1992). Assim, devido a quantidade supérflua de

aminoéacidos presente nas proteinas do soro, estas podem aumentar o valor proteico

dos alimentos usados na dieta humana (Renner,1992).

Além de amino&cidos, o soro contém também a maioria das vitaminas presentes

no leite (e sollveis em agua), como a vitamina B12 (0,0002 mg/100g), a vitamina
B6 (0,05 mg/100g), acido pantoténico (0,4 mg/100g), riboflavina (0,14 mg/100g),
biotina, tiamina (0,04 mg/100g), acido félico (0,001 mg/100g) e ascorbico (Renner,

1986). Na Tabela 1.15 apresentam-se as principais fungdes bioldgicas das proteinas

do soro.

Tabela 1.15 Principais fun¢des bioldgicas das proteinas do soro.

Proteinas Funcao Bioldgica

B-Lg Capacidade de ligar moléculas hidrofébicas, como o retinol, fazendo o seu

transporte do estbmago para o intestino.?

a-La Faz parte do enzima lactose sintetase, a qual permite a sintese de lactose a

partir da galactose e glucose. °

BSA Transporta acidos gordos insolliveis no sangue.®

Imunoglobulinas | Funcfio imunitéria. °

Lactoperoxidase | Suprime o crescimento bacteriano. ®

Lactotransferina | Capacidade de se ligar ao Fe**, estimula a resposta imunitaria, e suprime o

cresimento bacteriano. ©

a, e — Fox e Flynn, 1992 b - Brew e Grobler, 1992 ¢ - deWit, 1989 d — Cheftel e Lorient, 1982
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1.3.4 Processos de Recuperacdo das Proteinas do Soro - Obtencdo de

Concentrados Proteicos de Soro

Tém sido desenvolvidas metodologias que permitem a concentragdo de proteinas
relativamente aos outros componentes de natureza ndo proteica (Moulin e Galzy, 1993).
Isto deve-se ao facto de o soro ndo ser uma fonte equilibrada de nutrientes, contendo um
elevado teor de lactose e uma baixa concentracdo de proteinas e cinzas, ndo permitindo
evidenciar nenhuma das propriedades das proteinas. De seguida serdo descritos 0s
principais métodos usados actualmente para obter concentrados proteicos e fracgoes

individuais de proteinas.

Precipitacdo Térmica

No que respeita a fracgdo proteica do soro lacteo considerada globalmente, o
procedimento mais comum consiste na obten¢do da mal denominada comercialmente
alfalactalbumina, que consiste na realidade numa mescla de proteinas do soro obtidas
por precipitacdo ap6s um aquecimento intenso (90°C, 10 minutos) a pH inferior a 3,0, 0
que resulta na desnaturacdo irreversivel e precipitacdo da fraccdo correspondente as
proteinas soltveis (Marshall, 1982; Mathews, 1984; Riera et al, 1996).

Quando as proteinas do soro lacteo sdo sujeitas a tal aquecimento perdem a sua
estrutura globular ficando expostos os seus grupos sulfidricos, e portanto sendo mais
facil a sua posterior agregacdo (Marshall, 1982; Riera et al, 1996).

O produto é um po insolivel em agua, com elevado conteudo de cinza e com
uma concentracdo de proteina de 60-95% (Zall, 1992; Pearce, 1992).

Estas praticas sdo habituais nas industrias de producdo de queijo, onde o
precipitado é usado como aditivo, e incorporado na cuba com a finalidade de aumentar
o rendimento total do processo (Riera et al, 1996).

Outro processo muito usado em plantas de producéo de queijo ou tratamento de
soro lacteo € a producdo de concentrados de proteina, que consistem em misturas de
praticamente todas as proteinas presentes no soro (nas mesmas propor¢des), onde se
aumentou a sua percentagem sobre o extracto seco ( o valor inicial ronda os 15% e pode
ser elevado a 80% com procedimentos bem desenhados), mediante etapas de decantacéo
ou centrifugacdo com posterior lavagem dos precipitados/sedimentos e secagem (Riera
et al, 1996).
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No entanto estas operacOes apresentam alguns problemas quando passados a
grande escala ou a processos continuos, para além de implicarem em determinadas
circunstancias um certo grau de desnaturacao.

A concentragdo pode ser elevada a 95% quando se usam técnicas como troca
i6nica ou ultrafiltracdo (acompanhada de diafiltracdo) combinadas geralmente com pré-

tratamentos do soro (Riera et al, 1996).

Ultrafiltracdo (UF)
Desde 1981, que a ultrafiltracdo se tornou a técnica mais utilizada para recuperar

as proteinas soltveis do soro. O desenvolvimento de membranas robustas, sintéticas e
lavaveis, bem como a melhoria dos processos continuos pelo uso de multietapas,
reciclagem e diafiltracdo, foram factores significativos para 0 sucesso destes processos
(Mathews, 1984). Os componentes de baixo peso molecular (lactose, sais e agua —
corrente de permeado) permeiam preferencialmente as membranas de ultrafiltragéo, as
quais retém as moléculas de proteina (retentado).

Antes do processamento, 0 soro é sujeito a um pré tratamento por métodos que
envolvem ajuste de pH e/ou temperatura, adi¢do de calcio ou agentes complexantes do
ido Ca®*, centrifugacéo ou microfiltragdo para dissolver o fosfato de célcio coloidal e/ou
para remover particulas de caseina insoltveis (Mulvihill, 1994).

Na maioria das aplicacBes comerciais a ultrafiltracdo é acompanhada de
diafiltracdo, permitindo uma maior remog¢do de sais e lactose, conduzindo
simultaneamente a uma maior diluicdo do retentado. Assim, o concentrado proteico do

soro antes de ser seco, tem que passar por uma etapa de concentragao.

Filtracdo em gel

A resina mais utilizada é a Sephadex (Mathews, 1984). As proteinas séo eluidas
da coluna, enquanto que os sais e a lactose sdo retardados. Esta técnica permite obter
produtos com 30-80% de proteinas, mas é um processo que exige elevados custos de

investimento e operacdo (Zall, 1992).

Precipitacdo por agentes complexantes

Tém sido usados varios agentes complexantes para recuperar as proteinas do

soro, mas apenas o “polifosfato” encontrou aplicacdo comercial (Mathews, 1984). Os
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polifosfatos de cadeia longa precipitam as proteinas do soro a valores de pH &cido
(~2,5). O precipitado removido por centrifugacgéo, é lavado, sofre um ajuste de pH e por
fim é adicionado célcio, por forma a remover o fosfato. A remocdo de catibes (em
particular o célcio) antes da adi¢do de fosfato permite reduzir a quantidade de fosfato
necessaria e resulta na recuperacdo de mais de 90% de proteina (Mathews, 1984). O
concentrado proteico de soro preparado por esta técnica tem uma solubilidade e
funcionalidade limitada, na formulacdo de alimentos com pH baixo. Este concentrado
proteico de soro pode ter 30-85% de proteina e 10-15% de fosfatos (Morr, 1989; Zall,
1992).

Adsorcdo de troca idnica

Os concentrados proteicos de soro tém por vezes propriedades indesejaveis,
devido ao elevado conteido em lipidos e lactose.

De forma a melhorar a qualidade dos concentrados proteicos de soro, foram
estudadas técnicas baseadas na adsorcdo das proteinas e resinas (Etzel, 1995). Os
isolados de proteinas de soro contém mais de 90% de proteina e tém propriedades
funcionais superiores as dos concentrados proteicos do soro, e por isso um valor
comercial superior.

Existem quatro tipos de resina de troca ionica: catidnicas fortes (grupo SP -
sulfopropanil), cationicas fracas (grupo CM - carboximetil), anidnicas fortes (grupo
DEAE - dietilaminoetil) e anionicas fracas (grupo QAE - aminoetil quaternario).

As resinas fortes sdo as mais utilizadas para purificar as proteinas do soro, porque
diminuem o custo do processo e o volume das solucdes de lavagem (Etzel, 1995).

Existem dois tipos de troca ionica que estdo actualmente a ser utilizados para
produzir concentrados de proteina do soro.

O processo VISTEC (usado para produzir BiPro®, isolado de proteinas do soro)
utiliza uma resina de celulose num tanque agitado (Etzel, 1995; Morr, 1989; Mulvihill,
1994; Mathews, 1984). O processo envolve varios passos, que estdo descritos na figura
1.15:

77
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Figura 1.15 Processo VISTEC de recuperagdo de proteinas do soro, por adsor¢do de troca ionica em
batch (adaptado de Mulvihill, 1984).

Quando neste processo se utiliza uma resina cationica, o pH do soro que entra no
reactor agitado é ajustado a 3,2 e depois até pH 9,0 para promover a desor¢cdo das
proteinas (Etzel, 1995). Este processo em batch ndo permite a remogdo total das
proteinas do soro. Os processos de troca idnica em colunas, permitem alcancar este
objectivo e sdo designados por cromatografia de troca ionica.

Em colunas empacotadas, a velocidade de separacdo é limitada pela difuséo
intraparticular ou pela difusdo axial e/ou perdas de carga. A velocidade a qual a proteina
se liga a resina ionica é usualmente rapida e ndo limita a velocidade global do processo.
A ineficiente distribuicdo do fluxo, dispersdo axial, transferéncia de massa e difusao
intraparticular, geralmente baixa a eficiéncia da separacdo, baixando a resolucdo ou a
capacidade (Etzel, 1995).

O processo SPHEROSIL (Etzel, 1995; Mathews, 1984) usa resinas cationicas
(Spherosil S) e aniodnicas (Spherosil QMA) empacotadas em leito fixo. O soro é
injectado na coluna promovendo a adsor¢do de proteinas, as quais sao depois desorvidas
por alteracdo do pH ou da forga idnica.

Quando o soro tem um pH compreendido entre 6,0 e 6,5, as proteinas estdo
carregadas negativamente e podem ser adsorvidas na resina Spherosil QMA (Skudder,
1985; Barker e Morr, 1986). Depois da adsorcdo, a resina € lavada com &gua destilada e
as proteinas sdo eluidas com uma solucgéo de acido cloridrico 0,1N. O processo permite
recuperar cerca de 64% das proteinas do soro e a fraccdo proteica eluida depois de

concentragédo por ultrafiltracdo e liofilizada, origina o concentrado proteico do soro com
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20,8% de lactose. As imunoglobulinas e a lactotransferina do soro ndo sdo recuperadas
com esta técnica.

A solubilidade do concentrado proteico do soro obtido por este processo é
idéntica & dos concentrados proteicos preparados por ultrafiltracdo, as propriedades de
gelificacdo sdo superiores, mas tém uma funcionalidade muito pobre no que respeita a
expansdo de bolos, quando comparada com a funcionalidade que apresenta a clara do
ovo.

Um exemplo de aplicacdo desta técnica a nivel industrial € o denominado
processo BIOSEPRA, com um rendimento de 70%, capaz de tratar 1 00 000 litros de
soro por dia, com uma coluna de 2 metros de altura e 1 metro de diametro. A producéo
de proteinas € de 462 kg/dia e o produto final tem 90% de proteina (ndo desnaturada) e
menos de 1% de lactose e gordura. Este concentrado proteico de soro tem propriedades
funcionais fortes, como solubilidade completa (mesmo a valores de pH A&cido),
capacidade de formar espumas estaveis e géis.

Na troca cationica, o soro clarificado com pH inferior a 4,5 é injectado na
coluna, que contém a resina Spherosil SP, de forma a permitir a adsor¢cdo das proteinas
(Morr e Nichols, 1985). Depois da lactose e do material ndo adsorvido ser eluido com
HCI 0,1N, o pH do meio é elevado com uma solucéo alcalina de NaOH 0,1M por forma
a promover a eluicdo das proteinas. A recuperacdo das proteinas é de 86-94% para
fraccdes eluidas entre pH 5-12,2. No entanto, para diminuir a desnaturacdo proteica as
fraccBGes eluidas passam a ser recolhidas a pH 3-10, o que conduz a um menor
rendimento em proteina 10-20%. Os autores concluiram que para produzir um
concentrado proteico com maior conteudo de proteina e menor de cinza, seria
necessario usar ultrafiltracdo seguida de diafiltracdo, depois da operac¢do em coluna.

Todas as proteinas a excepcdo das imunoglobulinas foram recuperadas. A
solubilidade deste concentrado proteico de soro € inferior a de um concentrado proteico

de soro preparado por ultrafiltracdo.

Estes processos de adsorcdo ionica, em condic¢Bes ideais, recuperam cerca de
85% de proteina e os concentrados assim obtidos sdo caracterizados por um elevado
conteddo proteico, baixas concentracGes de lipidos e lactose e, boas propriedades
funcionais. No entanto, tém varias limitacGes (tabela 1.16), nomeadamente o fouling
irreversivel da resina (Etzel,1995; Morr e Nichols, 1985), devido a ligacdo de lipidos
polares do soro aos poros de resina. Antes de se proceder a separacdo cromatografica
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devem ser utilizados métodos de clarificacdo, mais eficientes na remogdo de lipidos
(fosfolipidos e lipoproteinas). No entanto, estes tratamentos adicionais sdo mais um
factor de consumo de tempo e aumento de custos de producdo de concentrados
proteicos de soro (Biscans et al, 1985).

Uma das opg¢des para ultrapassar estes inconvenientes é a utilizacdo da adsorcdo em
batch, em que a solucdo de alimentacdo ndo clarificada contacta directamente com o
adsorvente, num tanque agitado (Frej et al, 1994). A desvantagem deste método é que, o
tanque agitado actua como um Unico prato teoérico, e por isso conduz a tempos de
processo muito elevados. Outra opcéo, € a utilizacdo de adsorcdo em leito expandido
(EBA), a qual permite que as impurezas passem atraves do leito sem que estas se
acumulem dentro da coluna. Deste modo, permite eliminar os passos de clarificacdo e
aumentar o tempo de vida das resinas. A técnica EBA ganhou répida aceitacdo nas
separagdes industriais, nomeadamente na industria de lacticinios (Biscans et al, 1985;
Noppe, 1998).

Tabela 1.16 Vantagens e desvantagens dos principais métodos usados na concentracdo de proteinas do

soro.
Método Desvantagens Vantagens Ref?
Ultrafiltragdo | Elevados custos de investimento e operagdo. Remogéo Concentrados proteicos | Zall, 1992
incompleta dos componentes de baixo peso molecular. .
com boas propriedades
Contaminacdo microbiana. L.
funcionais
Producdo de elevados volumes de permeado
Filtracdo Elevado custo. Concentrados proteicos | Mathews,
em Fouling das resinas. com elevados contetidos 1984
gel Contaminagao microbiana. de proteina ndo des-
naturada
Precipitacdo Baixa recuperacdo de proteina com varias | Método simples. Mathews,
Térmica impurezas. 1984
Desnaturagdo proteica.
Producdo de elevados volumes de solugdes de | Recuperacdo elevada de | Mulvihill,
lavagem, regeneracdo e de fraccdo lactosada. | proteina. 1994
Cromatogr ) i ) ) )
Necessidade de concentrar a fracgdo proteica eluida | Concentrados proteicos e
afia de por UF, evaporacdo e secagem. Elevado consumo | com baixo contelido em |  Pearce,
Troca lonica | de tempo em cada ciclo de purificacéo. lactose e lipidos. 1992
Contaminacdo microbiana e fouling da resina. | Boas propriedades fun-
Resinas caras e com baixa capacidade proteica cionais
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1.3.5 Fraccionamento das Proteinas Maioritarias do Soro

Actualmente, existe um interesse comercial consideravel na preparacdo das
proteinas individuais para alimentagdo e aplica¢fes nutricionais e terapéuticas (Zydney,
1998). Técnicas para isolar proteinas de soro individuais a escala laboratorial por
salting-out, permuta ionica e/ou cristalizacdo estdo disponiveis a cerca de 40 anos
(Mulvihill, 1994). Assim, tém sido desenvolvidos varios métodos de fraccionamento de
proteinas do soro, embora s6 alguns deles tenham aplicacdo a nivel industrial (Zydney,
1998).

Precipitacdo Selectiva

Neste método podem variar-se parametros como o pH, a temperatura e a
concentracdo de sal, de forma a obter diferentes fraccGes proteicas (Kwata et al, 1985;
Zydney, 1998).

Kwata et al (1985) descreveram o uso de FeCl3 como agente precipitante
selectivo das proteinas do soro. O pH do soro é ajustado a 4,5 e com adicdo de 6,7mM
de FeCl3, a betalactoglobulina e a maioria das imunoglobulinas precipitam, enquanto
que as restantes proteinas permanecem no sobrenadante. Para eliminar as
imunoglobulinas do precipitado, o pH do soro sofre novo ajuste até pH 3,0, na presenca
de FeClz (Mulvihill, 1994). O mecanismo de precipitacdo ainda ndo estad bem definido,
mas pensa-se que o0 ido Fe®" se liga as proteinas através de pontes de FeCls (Pearce,
1992).

Outra estratégia para eliminar a betalactoglobulina do soro € utilizar a baixa
solubilidade da betalactoglobulina a valores de pH proximos do seu ponto isoeléctrico
(Pearce, 1992). O soro sofre um pré-tratamento que inclui ultrafiltracéo,
desmineralizacdo por electrodidlise e ajuste do pH a 4,65. Este pH promove a
precipitacdo da betalactoglobulina, ficando um sobrenadante rico em alfalactalbumina
em conjunto com outras proteinas.

Outro pardmetro que permite alterar a solubilidade da alfalactalbumina é a
temperatura. Pierre e Fauquant (1986) descreveram um processo, com interesse para
aplicacdo a escala industrial, que permite isolar alfalactaloumina e betalactoglobulina,
em fracgdes separadas. O soro € primeiro clarificado e concentrado por ultrafiltracdo, e,

depois sofre um tratamento térmico a 55°C, durante 30 minutos, o qual promove a
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agregacdao da alfalactalbumina e da albumina do soro bovino (BSA). Assim, obtém-se
um sobrenadante rico em betalactoglobulina (98% pura) e um precipitado constituido
por alfalactaloumina (50%), BSA (15%) e outras proteinas (13%).

Extraccao liquido-liquido

A separacdo das duas principais proteinas do soro usando um sistema de duas
fases aquosas, com polietileno glicol (PEG) e fosfato de potassio, foi descrita por Chen
(1992). Utilizando PEG de baixo peso molecular (PEG1000 e PEG1500) e uma elevada
concentracdo de sal (20% p/p), conseguiu obter betalactoglobulina (pura) na fase

inferior do sistema e, alfalactalbumina (84%) na fase superior do sistema aquoso.

Separacdo com membranas
Zydney (1998) mostrou que, através de um sistema de membranas e com

modificacbes no pH e forca idnica das solugdes, é possivel fraccionar os constituintes
proteicos do soro. Permite isolar betalactoglobulina e alfalactaloumina, BSA,
lactotransferina, lactoperoxidase e imunoglobulinas em fracgdes distintas. Esta € uma

técnica que podera ter aplicacdo em larga escala.

Cromatografia de afinidade
Existem varios ligandos que ja foram testados para fraccionar o soro: heparina-

sepharose, cibracon-blue e anticorpos monoclonais especificos (Zydney, 1996). Apesar
deste tipo de cromatografia permitir purificar proteinas com eficacia € uma metodologia

econominamente inviavel a escala industrial (Pearce, 1992; Zydney, 1998).

Cromatografia de troca idnica
Em 1985, Skudder estudou a possibilidade de usar a resina Spherosil-QMA em

leito fixo, para fraccionar as principais proteinas do soro. A adsorcdo de proteinas do
soro é maxima a pH 6,5 e a aplicacdo de um gradiente de NaCl (0,01-0,41M) para eluir
as proteinas originou dois picos, o primeiro continha 2% de proteina e o segundo 77%.
Este grau de fraccionamento € insuficiente e pode ser devido a similaridade dos pontos
isoeléctricos das principais proteinas.

No entanto, foi possivel produzir fraccbes com elevado conteddo em

betalactoglobulina, através da passagem de grandes quantidades de soro pela resina e
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utilizando como eluente HCL 0,1M (devido a maior afinidade de betalactoglobulina
para a resina, do que as outras proteinas).

Skudder obteve fracgdes com 99,9% e 67,7% de betalactoglobulina (embora
parcialmente desnaturada, (Outinen et al, 1996)), a partir de soro acido e doce,

respectivamente.

1.3.6 Aspectos economicos do processamento do soro

A existéncia de soro de queijo é fortemente condicionada pela producdo de
queijo, uma vez que o soro € um subproduto incontornavel na producao de qualquer tipo
de queijo (Meireles, 1999)

Situacdo Mundial

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento da producdo de soro devido a
um aumento da producdo mundial de queijo, em virtude do aumento das exigéncias das
populacgdes.

A quantidade total de queijo e soro produzida no mundo, em 1983, foi de
aproximadamente 10 e 90 milhdes de toneladas respectivamente, o que corresponde a
0,7 e 6 milhdes de toneladas de proteinas e solidos totais.

A Unido Europeia ¢ o mercado mais desenvolvido do mundo no ramo dos
lacticinios, devido a quantidade total de leite produzido e a elevada concentracdo de
produtores. Assim, é no espaco da Unido Europeia que a competicdo é mais agressiva e
onde as margens de rentabilidade sofrem uma maior pressdo (Meireles, 1999).

O aumento da producéo de queijo e a diminuicdo da producdo de leite colocam
desafios a inddstria de lacticinios no sentido de melhorar a sua eficiéncia e é neste
sentido que o soro de queijo pode ser considerado um precioso contributo.

Apesar de cerca de metade do soro produzido no mundo ser eliminado como
efluente, deitado nas terras ou em sistemas hidricos, resultando numa perda importante
de energia alimentar, bem como criando uma grande perda econdémica, a outra metade é

processada em varios produtos alimentares ou ragdes.
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A producdo mundial estimada de proteinas de soro de elevada qualidade ¢ pelo
menos de 600 000 toneladas. Na Europa, cerca de 50% de 2 milhdes de toneladas de
solidos totais do soro é utilizada para a producdo de soro em pé (devido a facilidade
desta solugdo e a versatilidade de utilizagdes que permite), e a restante é distribuida
entre producdo de soro em po deslactosado (18%), soro em pd desmineralizado (5%) e
varios produtos de proteina do soro (5,5%). Nos E.U.A. cerca de 50% dos sélidos totais
do soro (680 000 toneladas) sdo distribuidos entre producédo de soro seco (52,5%), soro
parcialmente desmineralizado por electrodialise (2%) e concentrados proteicos (5%).

A producdo de produtos de maior valor acrescentado tem vindo a aumentar, e
em 1995 foram produzidas 230 000 toneladas de concentrados proteicos na Europa:

- Soro em p6 — 600 000 toneladas

- Soro em p6 desmineralizado e deslactosado — 180 000 toneladas

- Concentrados proteicos — 230 000 toneladas

- Lactose - 150 000 toneladas

- Soro deslactosado — 100 000 toneladas

- Outras formas 50 000 toneladas

Situacdo Portuguesa

A producdo nacional de queijo corresponde a cerca de 1% da producéo total da
Unido Europeia. Considerando que a industria de lacticinios nacional tem uma
concentracdo substancialmente mais baixa que a da maior parte dos paises europeus, as
condicBes para o desenvolvimento de solugdes de processamento de soro ndo séo as
ideais.

A producdo anual de soro em Portugal tem vindo a aumentar a taxas diferentes

ao longo desta ultima década.
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Tabela 1.17 Leite, queijo e soro em Portugal Continental (adaptado de Meireles, 1999 e Pintado, 1999)

Produto(ton)
Ano Queijo Ref2
Leite Total Vaca Ovelha+Cabra? Soro
1984 912848 36861 - - -
1985 965920 38949 - - -
1986 1043807 35970 - - 72750 Santiago,93
1987 1212193 39334 - - 78000
1988 1157966 41163 - - 94912
1989 1187231 49985 - - 76484
1992 1209852 - 28970 16619 -
1993 1139810 - 29026 17557 - Tecninvest,98
1994 1123827 - 31845 17991 -
1995 1158647 34383 32443 - 277263 *
2 Pais inteiro  * resultados em 107 litro

A producéo total de soro hoje em dia é de cerca de 280 000 m*/ano, o que

corresponde a cerca de 1000 m®/dia, e a maior parte é distribuida por apenas 31 fabricas

de queijo.

Deste volume total de soro, cerca de 27% ¢é ainda deitado nos esgotos ou nas

correntes hidricas, o que constitui um problema persistente para a industria queijeira.

Esta realidade é mais observada em pequenas instalagdes que ndo conseguem ter

autonomia para secar o seu proprio soro. E esperado que os contratos de adaptacio

ambiental do ministério do ambiente ajudem a resolver esta situagdo, principalmente por

concentracdo ou secagem do soro, ou quando estas possibilidades ndo forem viaveis, o

soro devera ser usado directamente na alimentacéo de gado.
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Tabela 1.18 Quantidades de soro produzidas em Portugal (adaptado de Meireles, 1999)

Destino Soro Produzido (kl/dia)
Regido Efluente Pecuaria Requeijéo Secador TOTAL(kl/dia)
Entre Douro e 89 27 12 272 400
Minho
Beira Litoral 3 89 2 243 337
Beira Interior 151 41 6 0 197
Ribatejo 4 52 6 19 81
Alentejo 4 23 0 19 46
TOTAL 250 232 25 554 1061

A producéo portuguesa de soro em po é cerca de 6300 toneladas e cerca de 4114
toneladas sdo exportadas. Contudo, devido ao baixo preco do soro em po6 e ao mercado
limitado, é estrategicamente importante desenvolver novas aplicacfes mais rentaveis
para a utilizacdo do soro.

Finalmente, cerca de 2% do soro total (cerca de 630 toneladas) é usado para
produzir requeijdo, tradicional soro de queijo portugués, obtido pelo tratamento térmico
do soro levando a precipitacdo das proteinas do soro.

A utilizacdo de soro para requeijdo deveria ser expandida porque praticamente
todas as proteinas sdo recuperadas e obtém-se um produto nutritivo. Contudo, devido a
problemas de marketing associados ao facto do produto ter um tempo de vida muito
curto, o mercado €é ainda muito limitado.

O liquido que permanece ap0s a precipitacdo das proteinas do soro (rescaldéo)

contém a maior parte da lactose original, 0 que exige posterior tratamento.

1.3.7 Ambiente Legal

O ambiente legal dos lacticinios é influenciado por duas politicas de fundo da
Unido Europeia, por um lado a politica agricola comum (P.A.C.) e por outro a
convergéncia da legislacdo ambiental dos estados membros.

A P.A.C. estabelece as quotas limitativas da producédo de leite na tentativa de
controlar o excesso de producdo. Esta politica tem impacto especialmente nos grandes

produtores de queijo, que procurardo aproveitar os elementos do leite da melhor forma.
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A convergéncia da legislacdo ambiental tem um elevado impacto na producéo
nacional de queijo.

Tradicionalmente as normas ambientais portuguesas eram bastante permissivas
em questdes de tratamento de efluentes. Com a adopg¢éo de novas medidas, as industrias
de queijo nacionais serdo obrigadas a encontrar aplicagfes para o soro produzido.

O sector dos lacticinios ¢ um dos 18 sectores de actividade industrial com que o
Ministério do Ambiente celebrou contratos de adaptacdo ambiental, cuja adesdo por
parte das empresas foi voluntéria (Ferraz, 1998)

Aderiram ao contrato de adaptacdo ambiental (C.A.A.) assinado pela ANIL -
Associacdo Nacional das Industrias de Lacticinios, 49 unidades industriais. Destas, 5
unidades encerraram e 2 ndo estdo actualmente a laborar. Das restantes 42 unidades, 34
cumpriram integralmente os planos de adaptacdo, 4 empresas decidiram construir
unidades novas de raiz, estando as restantes 4 unidades um pouco mais atrasadas. A
ANIL considera como muito positivo o esforco que as empresas fizeram para se
adaptarem a legislacdo. Foram introduzidas importantes alteragdes por forma a ser
melhorado o desempenho ambiental das empresas. A introducdo da lavagem CIP
(cleaning in place) e a utilizacdo de sistemas de osmose inversa, que permitem reduzir o
volume de soro para menos de 1/3 da quantidade inicial, sdo meros exemplos dessa

melhoria (Silva e Frutuoso, 2000).

1.3.8 Potencial Poluente

Em Portugal a maioria das industrias de lacticinios ndo contemplam ainda a fase
de valorizacdo de residuos, o que agrava os problemas ambientais do sector, e em
particular das unidades com producdo de queijo, devido a rejeicdo de grandes
quantidades de soro de leite (Ferraz, 1998).

Apesar de terem sido publicados alguns avancos na utilizacdo do soro durante
esta Ultima década, uma grande parte do soro produzido é ainda eliminado como
efluente. Eliminar o soro por esta via € ndo somente contra a lei ambiental em vigor,
como também um desperdicio de nutrientes, uma vez o soro na forma seca é uma fonte
rica em vitaminas, minerais e energia.

O principal problema ambiental do sector prende-se com os efluentes liquidos,
ndo pelo seu volume, mas pela elevada carga orgéanica apresentada (Silva e Frutuoso,

2000). Os efluentes liquidos gerados pelas industrias de lacticinios caracterizam-se
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também por apresentarem variagdes ciclicas tanto de caudais como de caracteristicas,
nomeadamente no valor de pH, devido as fases de lavagem que utilizam alternadamente

solucdes acidas e alcalinas (Ferraz, 1998).

O soro é um dos poluentes mais potentes dentro dos efluentes da industria
alimentar, devido ao seu elevado BOD. E estimado que 100 kg de soro liquido,
contendo 3,5 kg de BOD e 6,8 kg de COD, tem uma carga poluente equivalente aos
efluentes produzidos anualmente por 15 pessoas.

Tabela 1.19 Tipos de efluentes e correspondente BOD (adaptado de Ferraz, 1998)

TIPO EFLUENTE BOD (mg/l)
Soro doce 35000
Soro acido 45 000
Efluente da indUstria de processamento de peixe 50 000
Efluente doméstico 300

O soro libertado quer nos sistemas hidricos (por exemplo, canais de irrigacao),
quer directamente na terra, com ou sem tratamento, pode ser perigoso por alteracdo da
sua composicdo fisico-quimica, pelo decréscimo do rendimento de producdo e

decréscimo das formas de vida aquéticas, devido a caréncia de oxigenio dissolvido.

Tabela 1.20 Pardmetros tipicos de um efluente produzido numa fabrica com e sem recuperagéo de soro.

Solidos COD (mg/l) | BOD (mg/l) | Oleo/Gordura | Azoto Total Fésforo
Totais (mg/1) (mg/l) Total (mg/I)
(mg/1)
Fabrica com
recuperagéo 681 5312 2397 96 90 26
de soro
Fabrica sem
recuperacéo - 20559 5312 463 159 21
de soro
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A introducéo de processos membranares para a recuperacao da fraccdo proteica
do soro inteiro ndo resolve completamente este problema, devido a lactose que
permanece no permeado e que tem que ser removida antes do permeado ser
descarregado, na realidade os permeados tipicos tém COD de 50-60 g/l, o que aumenta
devido ao seu contetdo em lactose e lactato.

Em Portugal, os efluentes sdo tratados essencialmente por lamas activadas, ou
digestdo anaerdbica seguida de lamas activas, contudo, quando o soro é descarregado no
sistema de esgotos publico, é necessario intensificar os pré-tratamentos a jusante antes

de sair da fabrica o que implica um aumento dos custos do processo (Ferraz, 1998).

Estdo em desenvolvimento alguns projectos, com contornos empresariais e que
englobam diversas gamas de produtos, que visam o aproveitamento do soro para a
producdo de produtos de maior valor acrescentado do que o soro em p6. Um exemplo
de um destes projectos é o que esta a ser desenvolvido por um conjunto de 3 industrias
de lacticinios, projecto PROLAC, Quinta dos Ingleses, Lacticinios Ancora e Lacticinios
Halos, em colaboragdo com a Universidade do Minho e o Instituto Superior Técnico
(Ferraz, 1998).
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1.3.9 Projecto PROLAC - Valorizacgao das proteinas e lactose do soro

O objectivo deste projecto é promover a valorizacdo integral de soro de queijo,
pela criacdo de novos produtos para 0 mercado portugués e, simultaneamente,
solucionar o problema ambiental associado ao soro (Coelho, 1999).

O projecto de valorizagdo do soro envolve: uma unidade de ultrafiltracdo (onde
se separa a fraccao rica em proteina da frac¢do rica em lactose), um fermentador de
operagdo continua (onde a lactose € convertida a etanol por uma estirpe de levedura),
um destilador (concentragdo do etanol produzido) e uma unidade de secagem (secagem

da fraccdo rica em proteina).

Figura 1.16 Unidade de ultrafiltracdo da instalacdo piloto para valorizacéo integral de soro de queijo da

Quinta dos Ingleses.

Considerando o processo na sua globalidade (fraccionamento, fermentacdo e
destilacdo), os efluentes existentes sdo: aguas de lavagem do equipamento e efluente do

processo de destilagdo como é visivel na Figura 1.17.

Sora | J Desnate | s | Pasteurizagéo
&
Mata & [Utrsfitragso |—— Proteina |
L ] Agua de lavagem Fermentacio
B Efluents vinhags
| Destilagéo l—)| Al |

Figura 1.17 Efluentes da instalacdo piloto de valorizacdo integral do soro de queijo da Quinta dos

Ingleses
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A caracterizacdo do efluente liquido constou na determinagdo dos seguintes
parametros: volume de efluente, CQO, CBO5, solidos suspensos totais (SST) e volateis,

azoto total, temperatura, pH e cor.

Tabela 1.21 Caracterizacdo dos efluentes e do soro de queijo da Quinta dos Ingleses (adaptado de
Coelho, 1999).

Paradmetro Vinhaca Agua de lavagem Soro
Volume diario (I) 2367 * 6350 -
PH 3,8-43 5,0-6,0 5,5-6,5
Temperatura (°C) 70+10 2045 3045
CQO (mg 02/1) 19,794 400 76,076
CBO5 (mg O2/1) 3,245 200 67,067
SST (mg/l) 1,717 160 11,440
Azoto Total (mg/l) 986 - 1,329
Cor Amarelo opaco Branco Branco esverdeado

* 0 caudal médio ¢ calculado a partir do volume de mosto, do nimero de destilacdes a

efectuar no dia e tempo que cada um demora.

O efluente da instalacdo piloto é encaminhado para a estacdo de tratamento de
efluentes da Quinta dos Ingleses, que dispde de uma unidade de producdo de biogas,
uma unidade de tratamento por lamas activadas e lagoas aerdbias.

A estagéo piloto de valorizacdo de soro de queijo ndo possui qualquer tipo de
emissdo gasosa responsavel pela alteracdo da qualidade do ar. A Unica substancia
gasosa libertada € didxido de carbono resultante do processo fermentativo, que podera
teoricamente atingir 33,9 m®/dia.

A instalagéo piloto permite uma reducéo de 21% no volume e de 74% na carga
organica valorizando os seus constituintes. No entanto, o efluente resultante desta
estacdo ndo se enquadra dentro dos parametros de descargas de aguas residuais, anexo
XVIII Dec-Lei n°236/98.

A escala industrial existem duas situacdes a considerar: ou a implementagdo de
uma unidade de tratamento de efluentes ou a descarga em colector municipal (Coelho,
1999).
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1.3.10 Avaliacdo de mercado

As aplicacdes dos derivados do soro sdo variadas, podendo ser distinguidas entre
as aplicacOes para a alimentacdo animal e humana. As aplicacbes na alimentacédo
animal, embora sejam as mais importantes em termos de quantidades consumidas, séo
aquelas que apresentam menor sofisticacdo, menor valor e menor crescimento. Deste
modo, sdo as aplicacdes na alimentacdo humana que se apresentam mais atractivas.

De um modo geral, os derivados de soro substituem outras fontes proteicas e
aditivos funcionais, como por exemplo a clara do ovo, leite em pd, proteina de soja,
caseinatos, etc.

Os concentrados de proteina do soro tém uma grande vantagem face aos
produtos substitutos que é terem por base uma matéria-prima de baixo valor, permitindo
ser bastante competitivos em termos de preco.

Para além disso, as proteinas do soro sdao as melhores quer em propriedades

nutritivas quer em propriedades funcionais (Meireles, 1999)

1% O Processamento Carnes
1% 0/
18%

9% ‘l
@ Outros
M Lacticinios
O Panificacdo
26% W Misturas Secas

| Misturas

B Margarinas
O Confeitaria

OBebidas

W Sopas

Figura 1.18 Utiliza¢@es finais de soro em pd para consumo humano nos E.U.A. (adaptado de Meireles,
1999)

Considerando as utilizaces de soro em pd nos Estados Unidos da América, serd
previsivel que as aplicagdes com maior consumo potencial serdo na industria de
lacticinios, concretamente nos iogurtes, sobremesas, chocolates e pastelaria. Contudo,

deve ser realcado o facto de determinados sectores da industria alimentar terem
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diferentes indices de desenvolvimento nos E.U.A. e em Portugal. Assim, ndo sera de
esperar que sectores muito tradicionais em Portugal, como por exemplo a panificacao,
utilizem este tipo de produtos em larga escala (Meireles, 1999).

O conjunto dos sectores da industria alimentar portuguesa apresentam 0s

seguintes consumos potenciais de concentrados proteicos de soro.

Tabela 1.22 Consumo potencial de concentrados proteicos de soro nos varios sectores da indistria

alimentar portuguesa (adaptado de Meireles, 1999).

Concentrado Proteico 35% Concentrado Proteico 80%
Sector Industrial Preco $ Quantidade Preco $ Quantidade
ton/ano ton/ano
Carnes N.A. N.A. 500 75
Panificacdo 250 283 800 20
Confeitaria 250 2945 1000 130
Chocolates N.A. N.A. 800 75
Gelados 300 262 N.A. N.A.
logurtes N.A. N.A. 800 200
Margarinas N.A. N.A. 800 16,5
TOTAL 3490 449

N.A. — ndo aplicavel

O soro em po é dos produtos disponibilizados pelos produtores de derivados do
soro, 0 mais comum. As fraccdes proteicas sdo produzidas por poucas empresas, e
normalmente requerem elevados investimentos em investigacdo e desenvolvimento,
bem como na &rea produtiva e nas aplicagdes.

E previsivel um decréscimo da producéo de leite, pelo que a procura de outras
fontes proteicas ira ser intensificada, beneficiando os derivados de soro.

O grande desenvolvimento da procura serd na area de produtos de elevado valor
acrescentado, fracgOes proteicas de soro para a utilizagdo em produtos alimentares

transformados ou farmacéuticos.

93



2. MATERIAIS E METODOS

Apresentam-se nesta secgdo todos os materiais e métodos experimentais

utilizados durante a realizacao do trabalho experimental de particdo bifasica aquosa.

2.1 Materiais

As tabelas 2.1, 2.2 e 2.3 apresentam 0s polimeros, sais, proteinas e outros

reagentes utilizados durante os ensaios de particéo.

Tabela 2.1 Polimeros utilizados na preparacdo dos sistemas bifasicos, sua origem e fornecedor

Polimero Origem

Fornecedor

Reppal PES 100 milho

Reppe AB, Vixjo

Polietileno glycol —

Sigma Chemical Co, St. Louis, MO

Merck
Tabela 2.2 Reagentes utilizados, grau de pureza e fornecedor.

Reagente Pureza Fornecedor
Sais Cloreto de Sodio P.A. PRONALAB
Sulfato de Potassio P.A. PRONALAB

lodeto de Potéssio P.A. MERCK

Tiocianato de Potassio P.A. MERCK

Sulfato de Sodio P.A. MERCK
Fosfato Dipotassio trihidratado P.A. PRONALAB
Potassio Dihidrogenofosfato P.A. PRONALAB
Sulfato de Amdnio P.A. PRONALAB
Acidos Acido Cloridrico P.A. PRONALAB
Acido Acético P.A. Ridel-de Haén

Outros Coomassie blue G-250 P/ electroforese MERCK
2- Mercaptoetanol P.A. PROMEGA
Metanol e Etanol P.A. PRONALAB

Acril e bis-Acrilamida P/ electroforese SIGMA

Persulfato de amonio P.A. MERCK

SDS P/ electroforese SIGMA

Hidroxido de Sodio P.A. MERCK

TRIS Ultrol grade CALBIOCHEM
Nitrato de Prata P.A. LAB. MUNDIAL
TEMED P/ electroforese SIGMA
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Tabela 2.3 Proteinas utilizadas neste trabalho, seu peso molecular, ponto isoeléctrico, origem e

fornecedor
Proteina Peso Molecular (kDa) pl Origem Fornecedor
BSA 66,5 4,75-4,95 Soro bovino SIGMA
B - lactoglobulina 18,362 52 Soro bovino SIGMA
o - lactalbumina 14,147 42-48 Soro bovino SIGMA

Neste trabalho foi utilizado um concentrado proteico 80 % p/p (CP 80)
produzido na instalacdo piloto da Quinta dos Ingleses, obtido por
ultrafiltracdo/diafiltracdo seguido de secagem por atomizacdo. A composicdo deste
concentrado proteico é de 80% de proteina, menos de 5% de gordura, menos de 11% de
lactose e, entre 1,8 e 2,0% de cinzas (Coelho, 1999).

2.2 Preparacao das solucdes utilizadas

2.2.1 Preparacao das solugdes tampéo
Ao longo do trabalho apresentado nesta dissertacdo usaram-se diversas solugoes
tampdo: tampédo fosfato e tampdo TRIS/HCI. Estas solu¢Ges tampéo foram preparadas

conforme descrito no trabalho de revisdo compilado por McKenzie (1969).

2.2.2 Solucéo — mée de Reppal PES 100
Num frasco de 100 ml adicionou-se agua e Reppal PES 100® de modo a ter uma
concentracdo de 40% em massa deste polimero. Manteve-se esta mistura sob agitacédo

até completa dissolucéo do polimero.
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2.2.3 Solucdes — mée de polietileno glicol (PEG)

As solucdes de PEG foram preparadas em matrazes contendo dgua desionizada
de modo a obter uma concentracdo de 50% em massa de PEG 600, PEG 900, PEG
1500, PEG 6000, PEG 8000, PEG 10000 e PEG 20000.

A dissolucéo foi feita sob agitacéo, a temperatura ambiente.

2.2.4 Solucdes — mae de fosfato de potassio
A solucdo mae de fosfato foi preparada adicionando num matraz sais de fosfato

de potéssio e 4gua de forma a obter uma concentracao final de 50% em massa nesse sal.

2.2.5 Solucdes — mae de sulfato de amonio
A solucdo mée de sulfato de amonio foi preparada em matraz, adicionando agua
e sulfato de amonio de forma a obter uma concentracdo final de 50% em massa nesse

sal.

2.3 Preparacéo dos sistemas bifasicos

Este trabalho foi dividido em 3 etapas, numa primeira etapa foram efectuados
ensaios de particdo bifasica aquosa com proteinas comerciais puras, a-lactalbumina e -
lactoglobulina (que correspondem as proteinas maioritarias do soro de queijo), numa
segunda etapa, apds se obterem as melhores condi¢des para as proteinas comerciais,
estas foram aplicadas a um concentrado proteico de soro proveniente da Quinta dos
Ingleses, e numa etapa final do trabalho procedeu-se a extrac¢do da fraccdo PP do
concentrado proteico, purificacdo do componente PP3 por cromatografia de interacgdo
hidrofébica e finalmente esta proteina foi também aplicada em sistemas de particdo

bifasica aquosa.

Os sistemas bifasicos aquosos foram preparados em tubos de centrifuga de 15 ml
de capacidade total ou eppendorfs de 2 ml, consoante a quantidade de proteina
disponivel para os ensaios de particdo. Usaram-se solu¢fes-mde dos varios
componentes do sistema bifasico aquoso, que eram pesadas directamente para o tubo

(ou eppendorf) de modo a obter as concentracGes desejadas para uma massa total de
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10,00 gramas ou 1 grama. Assim, no caso dos sistemas PEG-Reppal, primeiro pesou-se
0 Reppal e depois a solucdo de PEG (de MM 600, 900, 1500, 6000, 8000, 10000 e
20000). No caso dos sistemas PEG-Sulfato ou PEG-Fosfato primeiro foram pesados os
sais e sO finalmente as solu¢Bes de PEG. Os sistemas foram tamponados de forma a
obter o pH adequado. Os SBA com sais (NaCl, KI, K;SO4, KSCN, KCI) foram
preparados dissolvendo o sal directamente no sistema bifasico para as concentragdes
pretendidas. Por fim acrescentou-se solucdo de proteina e prefez-se a massa total com
4gua desionizada. E de notar que, a quantidade de solugio de proteina, bem como a
concentracdo da solucdo de proteina adicionada diferiu de sistema para sistema. Nos
ensaios efectuados com concentrado proteico de soro foram preparados sistemas
bifasicos aquosos de 10 gramas, enquanto que, quando se utilizaram proteinas

comerciais prepararam-se sistemas de 1 grama.

2.4 Doseamentos — Doseamento de proteina total

Para a determinacdo da concentracdo de proteina em solugdes aquosas usam-se
dois métodos, o método desenvolvido por Bradford (1976) e o método da absorcdo de
radiacdo ultravioleta. O primeiro método € empregue nas experiéncias realizadas com
concentrado proteico de soro e com o componente PP3 preparado a partir de
concentrado proteico de soro. A absorcdo de radiacdo ultravioleta é empregue na
determinacdo da concentracdo de proteina nas experiéncias realizadas com proteinas
comerciais puras (o-lactalbumina e B-lactoglobulina).

Nos ensaios efectuados com concentrado proteico de soro, a partigdo foi

avaliada por cromatografia de permuta ionica (FPLC) e por electroforese SDS PAGE.

2.4.1 Método de Bradford

Este método é utilizado para a determinacdo de proteina em solugdes aquosas
por se tratar de um método expedito e ndo sofrer grandes interferéncias. O principio do
método de Bradford (1976) é baseado no facto do corante Coomassie Blue G-250
coexixtir em duas formas de cores diferentes: vermelho e azul. A sua forma de cor
vermelha é rapidamente convertida na outra forma, por ligacdo da parte croméfora do
corante a proteinas. Dada a ligacéo a proteina, é observada uma mudanga no maximo de

absorcdo das solucdes deste corante de 465 nm para 595 nm. A reaccdo de ligacdo do
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corante a proteina € um processo bastante rapido e a cor adquirida é estavel durante 1
hora.

A determinacdo da proteina € efectuada em microplaca adicionando a cada poco,
20 pl de amostra, a 40 ul de hidroxido de sédio e a 1 ml de reagente de Bradford. A
solucdo assim obtida é agitada e mantida em repouso durante 20 minutos a temperatura

ambiente. Ao fim deste tempo, a absorvancia da solu¢do é medida a 595 nm.

2.4.1.1 Preparacéo do reagente de Bradford

O reagente de Bradford preparou-se por dissolucdo de 100 mg de corante
Coomassie Blue G-250 em 50 ml de etanol absoluto. Esta solugcdo foi mantida sob
agitacdo durante cerca de 1 hora, para dissolucdo do corante. A esta solugédo
adicionaram-se 100 ml de &cido fosforico 85% (p/p) e o volume final foi acertado a
1000 ml com agua destilada (Bradford, 1976).

Para cada solucdo de reagente de Bradford, é preparada uma curva de calibracao

com solug@es de albumina de soro bovino de concentragdo até 1 mg/ml.

2.4.2 Método de absorcao de radiacdo ultravioleta

O método de doseamento de proteina por absorcdo de radiacdo ultravioleta €
empregue por se tratar de um método de leitura directo e, por isso, expedito. No entanto,
este método apresenta como principais inconvenientes o facto de sofrer interferéncias de
um elevado numero de compostos e o facto de necessitar de um razoavel volume de
amostra (suficiente para encher a cuvete).

A absorcdo de radiagdo ultravioleta por proteinas € devida a presenga de certos
grupos cromaforos na sua estrutura. Cada um destes grupos absorve a um determinado
comprimento de onda e portanto, a absorvancia de proteinas a estes comprimentos de
onda varia muito de proteina para proteina. A absorcdo a 280 nm é fundamentalmente
devida a presenca de acidos aminados com anéis aromaticos, por exemplo triptofano e
tirosina. A 260 nm adsorve a fenilalanina, e entre 225 e 240 nm a cisteina, metionina,
cistina e histidina. A comprimentos de onda de 225 nm e inferiores, é a propria ponte

peptidica a absorver.

98



Opta-se por um método de leitura directa, porque nas experiéncias com as
proteinas comerciais se tem de lidar com um elevado nimero de amostras. Assim, as
amostras recolhidas de ambas as fases sdo diluidas 1:1 e a sua absorvancia é
determinada a 280 nm. Para eliminar as interferéncias produzidas pelos constituintes
dos sistemas bifasicos aquosos, para cada sistema é preparado um ensaio em branco
(isto é exactamente igual ao anterior, em que em vez de solucdo de proteina se adiciona
agua desionizada) e as suas fases sofrem o mesmo tratamento que as amostras,

permitindo assim remover qualquer interferéncia observada.

2.4.3 Fast Protein Liquid Chromatography — FPLC — Cromatografia de permuta
ionica
Nos ensaios efectuados com concentrado proteico de soro, a particdo foi

avaliada por cromatografia de permuta idnica (FPLC).

Esta técnica foi desenvolvida tendo em vista a purificacdo de proteinas no seu
estado nativo. Uma vez que € necesséria uma pressdo relativamente baixa para atingir as
elevadas velocidades de fluxo a que a separacdo ocorre, 0 risco de desnaturagédo
provocada por tensdes de corte diminui. Por outro lado, os componentes mecanicos sdo
resistentes a tampdes corrosivos, para além de ndo se verificarem contaminacdes ou
inactivagdo dos compostos de interesse.

Uma outra vantagem desta técnica consiste no reduzido tempo de analise
requerido, quando comparada com outros métodos de analise de proteinas (por
exemplo, a electroforese). E ainda uma técnica Util na separagio de compostos presentes
em pequenas concentracOes, e que permite facilmente que separacOes efectuadas em

laboratdrio possam vir a ser realizadas a escala industrial.

O procedimento analitico efectuado consistiu no fraccionamento por troca
anionica, numa coluna Mono Q HR5/5 Pharmacia.

As amostras de ambas as fases dos sistemas bifasicos aquosos efectuados com
concentrado de soro foram previamente dialisadas (para remover os sais) e liofilizadas

(para concentrar). Em seguida, estas amostras foram dissolvidas em tampéo TRIS/HCI
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20 mM, pH 8.0, centrifugadas (2000 x g, 10 minutos) e filtradas (0,45 um) antes de
serem injectadas na coluna.

Os tampGes foram também filtrados e desgaseificados antes de se proceder a
separacéo.

As condicdes utilizadas encontram-se descritas na seguinte tabela:

Tabela 2.4 Condigdes utilizadas na determinagao de proteinas por FPLC

Factor Troca anibénica (Mono Q HR5/5)
Resina hidrofilica com grupo carregado —CH,-N*(CHj),
Caudal 1,0 ml/min
Tampéo TRIS/HCI 20 mM, pH 8,0
Eluicdo 20 ml em gradiente de NaCl de 0-1M
Detecc¢do 280 nm

2.4.4 Electroforese SDS - PAGE

A electroforese € uma técnica que se baseia no facto de todas as proteinas
apresentarem carga quando colocadas a um pH diferente do seu ponto isoeléctrico,
permitindo deste modo analisar amostras proteicas heterogéneas. Devido a carga que
possuem, as proteinas migram por accdo de um campo eléctrico. Esta migracdo é
diferente para cada proteina sendo funcdo da respectiva densidade de carga (razéo
carga/massa).

A electroforese € normalmente efectuada num suporte que pode ser silica gel,
geéis de amido, agar, papel de filtro, acetato de celulose, poliacrilamida, etc. Os géis
apresentam vantagens em relacdo a outros suportes porque sdo meios porosos em que o
tamanho dos poros é da mesma ordem de grandeza do tamanho das moléculas de
proteina. Assim, eles funcionam como uma rede molecular e a separacdo da-se ndo so
em funcdo da densidade de carga das moléculas, como também em funcdo da respectiva
massa molecular.

O gel de poliacrilamida ¢ o mais utilizado ndo s6 porque a sua porosidade
permite uma melhor separacgéo relativamente a outros géis, como também pelo facto de
ser um polimero sintético podendo ser preparado a partir de reagentes de elevado grau
de pureza. Este tipo de gel tem também a vantagem de ser quimicamente inerte, estavel

numa gama extensa de pH, temperatura e forca ionica.
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A polimerizacdo da acrilamida inicia-se pela adicdo de persulfato de amonio ou
riboflavina. O TEMED - N, N, N’,N’-tetrametiletilenodiamina é adicionado para
acelerar o processo de polimerizacdo. No sistema persulfato de amonio-TEMED, este
ultimo cataliza a formacdo de radicais livres no persulfato e este por sua vez inicia a
polimerizacdo da acrilamida.

A maior parte das electroforeses de proteinas em géis de acrilamida é efectuada
em condi¢Bes desnaturantes (SDS-PAGE). Utiliza-se uma solucdo tamponada para
dissolver a amostra conseguindo-se deste modo a dissocia¢do de todas as proteinas nas
suas sub-unidades polipeptidicas. O composto utilizado para efectuar a dissociacéo é o
detergente ionico dodecilsulfato (SDS). A amostra é desnaturada por aquecimento por
aquecimento a cerca de 65°C durante 20 minutos, na presenca de um excesso de SDS e
de reagente tiolico (B-mercaptoetanol) para quebrar as ligagdes dissulfureto. Assim,
nestas condicdes o SDS liga-se aos polipéptidos segundo uma razdo de massas
constante (1,4 gramas de SDS por grama de polipéptido). As cargas intrinsecas do
polipéptido tornam-se insignificantes quando comparadas com as cargas negativas
provenientes das moléculas de detergente ligadas. Desta forma, todos os complexos
SDS-polipéptido possuem densidades de carga idéntica e migram em géis de
poliacrilamida com porosidade adequada estritamente em funcdo da sua massa
molecular.

E possivel determinar a massa molecular dos diferentes polipéptidos que
constituem a amostra usando como referéncia a mobilidade -electroforética de
polipéptidos com massa conhecida, nas mesmas condi¢oes electroforéticas. Para isso, €
feita a representacdo gréfica do logaritmo da massa molecular em fungéo da distancia de
migracdo no gel de cada um dos polipéptidos de referéncia. A concentracdo do gel de
poliacrilamida é um factor muito importante a considerar na determinacdo da massa
molecular. Para uma dada concentragdo do gel a relacdo de migragdo entre o logaritmo
da massa molecular e a distancia de migracdo é linear apenas numa zona limitada de
massas moleculares.

A revelacdo dos géis pode ser feita ou pelo método de coloragédo pelo nitrato de
prata (necessita 0,3-0,5 ng/ul de proteina) ou pelo método de Coomassie (20-30 ng/ul

proteina).
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Preparacdo do gel para electroforese em condicfes desnaturantes

1° Preparar o gel separador

Concentracéo do gel Volume de SGS* (ml) | Volume de STGS? (ml) | Volume de Agua (ml)

12%P/2.6%C 5,0 4,5 2,5

2° Agitar, ligeiramente e sobre vacuo, o gel separador

30 Adicionar & totalidade do gel separador 250 pl de SDS* e 250 pl de APS® 10%

40 Adicionar, a 1 ml do gel separador, 15 pul de TEMED® e, rapidamente, selar o fundo
da cadmara de electroforese (esta solugdo polimerisa em poucos segundos)

5° Adicionar, ao restante gel separador, 15 ul de TEMED e encher a camara até 1.5 cm
da superficie

6° Sobre o gel separador colocar isopropanol

7° Aguardar a gelificacdo

8° Preparar o gel colector

Concentracéo do gel Volume de SGC” (ml) | Volume de STGC® (ml) | Volume de Agua (ml)

3.1%P/20%C 2,0 0,5 55

9° Agitar, ligeiramente e sobre vacuo o gel colector

10° Verter o isopropanol da cadmara de electroforese

11° Adicionar ao gel colector, 80 ul de SDS 10%, 80 ul de APS 10% e 15 ul de
TEMED

12° Encher a camara até a superficie e colocar o pente

13° Aguardar pela gelificacédo

14° Colocar os depositos de electrdlito e retirar o pente

15° Carregar as amostras

16° Iniciar a electroforese a 55 volts

17° Diminuir a diferenca de potencial para 30 volts quando se alcancar o gel separador
Solugdes:

! _ SGS - solugdo de gel separador — 28,0% Acrilamida + 0,74% bis-Acrilamida

2 _ STGS - solugdo tampéo TRIS/HCI — 1M tris/HCI pH 8,9

3 _ STGC - solugdo tamp&o TRIS/HCI — 1M tris/HCI pH 6,8
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*—SDS - 10,0% SDS

> — APS — solucéo de persulfato de aménio — 10,0% APS

® _ TEMED - tal qual (+99%)

"~ SGC - soluc#o de gel colector — 10,0% Acrilamida + 2,50% bis-Acrilamida

® _ Electrélito — 50 mM tris + 192 mM Glicina + 0,1% SDS, pH 8,3

9 _ 2x tampdo A — 0,125 mM TRIS/HCI, pH 6,75 + 4% SDS + 10% 2-mercaptoetanol +
20% Glicerol + 0,002% Azul de bromofenol

Preparacédo das amostras
1° Dialisar

29 Concentrar

3° Diluir 1:1 com solucéo 2x tampéo A°

4° Desnaturar 20 minutos a 65°C

Coloracéo das amostras
A coloracdo dos géis foi efectuada em agitador orbital, e foram utilizados os dois

métodos de coloracdo de geis consoante a concentracdo de proteina das amostras a

analisar.

1° Desmontar a cdmara de electroforese e retirar cuidadosamente o gel separador

Método de coloracdo de Coomassie:
- Mergulhar o gel separador em solugéo corante
- Manter o gel, durante a noite, com agitagéo orbital ligeira
- Recolher a solucdo corante
- Efectuar lavagens sucessivas com solucdo descorante

- Envolver o gel em papel celofane e secar

Solucéo corante — 0,25% Azul de coomassie G-250 + 91 ml etanol + 91 ml H,O +
18 ml CH;COOH
Solugéo descorante — 200 ml de metanol (ou etanol) + 250 ml H,O + 50 ml Acido

acético
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Método de coloracdo do Nitrato de Prata:

Passo Solucéo Concentracéo final Tempo
1- Fixacéo - 100 ml metanol 50% metanol
-24 ml &c. Acético 12% &c. Acético
-100 ul formaldeido 0,05% formaldeido (37- 20 minutos
- preencher até 200 ml com 4gua | 40%)
2- Lavagem -300 ml etanol 50% etanol 3 X 6 min
-300 ml de agua
3- Preé- - preparar stock 100x:200 mi/10 ml | 200 mg/L Na25203.5H20 1 minuto
tratamento H20 (tiosulfato de s6dio)
- usar 2 ml de stock
- preencher até 200 ml com agua
4- Lavagem -agua 3 x 20 segundos
5-Coloracéo - 400 mg AgNO3 2 mg/ml AgNO3
-150 pl formaldeido 0,75 ml/L formaldeido 10 minutos
- preencher até 200 ml com agua
6- Lavagem -agua 2 x 20 segundos
7-Revelacédo -12 g Na2CO3 60 g/L Na2CO3
-100 ul formaldeido 0,5 ml/L formaldeido Até intensidade
-40 pl stock de tiosulfato de sédio | 4 mg/L tiosulfato sodio de cor desejada
- preencher até 200 ml com agua
8- Lavagem -agua 2 X 2 minutos
9- Paragem - 100 ml metanol 50% metanol
da reac¢do -24 ml ac. Acético 12% &c. Acético 5 minutos
- preencher até 200 ml com agua
10 - Lavagem | - 100 ml metanol 50% metanol 20 minutos

- preencher até 200 ml com &gua
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2.5 Determinacdo dos coeficientes de particdo, rendimentos e recuperacgdes para as

proteinas maioritarias do soro de queijo - a-lactaloumina e B-lactoglobulina

Apos o trabalho laboratorial referido nas seccdes anteriores, determinaram-se 0s
coeficientes de particdo para as proteinas o-lactaloumina e pB-lactoglobulina nos
sistemas testados.

O coeficiente de particdo da a-lactalbumina e da B-lactoglobulina consiste na
razdo entre a concentracdo de proteina na fase superior e na fase inferior. A
concentracdo de proteina na fase inferior foi determinada por balangco material,
conhecendo a concentragdo de proteina na solucdo inicial, para evitar interac¢fes do
polissacarido no método de doseamento.

O rendimento percentual de a-lactalboumina na fase superior — Yala,S (%) -

calculou-se segundo a seguinte expressao:

Yola,S =100/ (1+ PI/PS x 1/kala)

e corresponde a percentagem de a-lactalbumina presente no sistema bifasico aquoso,

gue se encontra na fase superior.

O rendimento percentual de B-lactoglobulina na fase inferior — YIg,l (%) —

calculou-se segundo a seguinte expressao:

YBIg,I = 100 / (1+ PS/PI x kplg)

e corresponde a percentagem de B-lactoglobulina presente no sistema bifasico aquoso,

gue se encontra na fase inferior.

O calculo do grau de pureza foi efectuado tendo em consideracdo a composi¢éo
de um soro comercial contendo 0.7 mg/ml de a-lactalbumina e 3 mg/ml de B-
lactoglobulina (proporcdo 1:4). A proporcdo das proteinas a-lactaloumina e f-
lactoglobulina no concentrado de soro (CP 80) da Quinta dos Ingleses utilizado neste

trabalho é também de 1:4.
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O grau de pureza tedrico P (%) de cada proteina na sua fase de recuperacdo pode

ser calculado por,

Pala,S = (100 x Yala,S x 0.7)/( Yala,S x 0.7 + (100 — YBlg,1 )x 3)

P Blg,I = 100 x YBIg,I x 3/( (100- Yala,S) x 0.7 + 3 YIg, )

A recuperacdo de a-lactalbumina na fase superior do sistema bifasico representa
a fracgdo de a-lactalbumina adicionada inicialmente ao sistema que se encontra na fase

superior, e é calculada a partir da expressao:

Rala,S = ([ala]s x ms)/(Jala]i x m;) x 100

A recuperacdo de B-lactoglobulina na fase inferior do sistema bifésico representa
a fraccdo de B-lactoglobulina adicionada inicialmente ao sistema que se encontra na fase

inferior, e é calculada a partir da expressao:

RBIg,I = ([Blg]ine X Mine)/([ BIg)i X m;) x 100

2.6 Extraccao da fraccdo PP do concentrado proteico de soro

A extracgdo de fraccdo PP a partir do concentrado proteico de soro foi efectuada

de acordo com o descrito por Inocente et al, 1998 (Figura 2.1).

A preparagdo do concentrado proteico para a extracgdo de fraccdo PP consistiu
em pesar 200 gramas de concentrado proteico 80% seco e adicionar agua destilada até
prefazer 1 litro. Esta solugdo foi homogeneizada com uma varinha magica de modo a

obter a dissolu¢do completa do concentrado proteico.
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Concentrado Proteico de Sora

Agquecimento a 95%C, 30 minutos

Preciptagio lzoeléctrica a pH 4 6 com 1M HCI

Centrifugagao 4000:xg, 40 minutos

l

Precipitado (P17

Cazeinas e Proteinas Soliveis

Sobrenadante (1]

Sulfato de amanio (112 ssturagdo)
frigorifico overnight, 4°C
Centrifugagio S000xg, 30 minutos

Precipitado (P2)

Didlize exaustiva
LiofilizagEo

Fracgéo Proteose-Peptonas

Figura 2.1 Procedimento de extrac¢do da fraccdo PP (adaptado de Innocente et al, 1998)

2.7 Preparacdo de componente PP3 por cromatografia de interaccdo hidrofobica —
FPLC

O componente PP3 foi preparado a partir da fracgdo PP extraida do concentrado
proteico de soro por cromatografia de interac¢do hidrofébica, utilizando uma coluna
Octyl Sepharose 4 Fast Flow (Supelco).

Foram efectuadas injeccBes de 500 ul de solucdes de proteina (fraccdo PP) com

uma concentracao de 250 mg/ml.

As condig0es utilizadas encontram-se descritas na seguinte tabela:
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Tabela 2.5 Condigdes utilizadas na cromatografia de interaccao hidrofébica — FPLC.

Factor Interaccdo Hidrofébica (Octyl Sepharose 4FF)
Resina com ligando hidrofébico — n-Octyl

Caudal 3,0 ml/min

Tampao Fosfato de Potassio 1M, pH 7,0

Eluicéo 10 ml em gradiente de sal de 1-0M

15 ml em Agua ultrapura

Deteccgéo 280 nm

O componente PP3, sendo altamente hidrofdbico, é recolhido durante a eluigdo
com agua ultrapura, uma vez que os restantes componentes (PP5 e PP8) da fraccdo PP

sdo eluidos durante o gradiente decrescente de sal.

O componente PP3 € entdo dialisado exaustivamente e liofilizado para
posteriores ensaios de particdo bifasica aquosa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secgdo apresentam-se os resultados experimentais obtidos em ensaios de
fraccionamento e purificagdo de a-lactaloumina, B-lactoglobulina e componente PP3
em sistemas de particdo bifasica aquosa. Foram testados sistemas bifasicos compostos
por hidroxipropil amido purificado — Reppal PES 100, Fosfato de Potassio ou Sulfato de
amonio e polietileno glicol. Os resultados sdo apresentados em 3 subseccdes, a primeira
para os resultados obtidos para as proteinas comerciais puras - o-lactalbumina e (-
lactoglobulina, a segunda para os resultados obtidos com concentrado proteico de soro e
finalmente a Gltima para os resultados obtidos com o componente PP3.

As variadveis calculadas para avaliar a particdo das proteinas comerciais em
estudo sdo o coeficiente de particdo e o rendimento na fase superior ou inferior

consoante se trate de a-lactalbumina ou B-lactoglobulina.

Para o sistema PEG-Reppal estudaram-se os efeitos de:

- pH (4,0;5,0; 7,0e9,0)

- massa molecular de PEG (600/900/1500/6000/8000/10000/20000)
- concentracdo de polimero PEG (5, 6 e 7% p/p)

- tipo de ides em solucdo (K*, Na*, I', SO,%, SCN", CI)

- forga idnica (0, 100, 200 e 500 mM K,SO,)

Para o sistema PEG-Sulfato estudaram-se os efeitos de:

- pH (6,0; 7,0 e 8,0)

- massa molecular de PEG (600/900/1500/6000/8000/10000)
- concentracdo de polimero PEG (14, 16 e 18% p/p)

- tipo de ides em solucdo (K*, Na*, I-, SO4%, SCN’, CI)

- forca ionica (0, 200, 400 e 600 mM NaCl)

Para o sistema PEG-Fosfato estudaram-se os efeitos de:

- pH (6,0; 7,0 e 8,0)

- massa molecular de PEG (600/900/1500/6000/8000/10000)
- concentracdo de polimero PEG (14, 16 e 18% p/p)
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3.1 Particdo das proteinas comerciais puras - a-lactaloumina e B-

lactoglobulina

A fraccdo proteica do soro contém um grupo de proteinas globulares de entre as
quais a o-lactalboumina e a p-lactoglobulina, que representam 20 e 50 %,
respectivamente, da proteina total do soro, sendo portanto maioritarias. Estas duas
proteinas tém propriedades bastante semelhantes. Os seus pesos moleculares sao de 14
kDa e 18 kDa, respectivamente, e 0s seus pontos isoeléctricos de 4,2-4,8 e 5,2 (Etzel,
1995).

3.1.1 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 — SISTEMA POLIMERO-
POLIMERO

A tabela 3.1 apresenta a composicdo dos sistemas bifasicos testados, em termos
da percentagem em massa (100 x massa de polimero / massa do sistema bifésico) de
cada polimero.

Nestes sistemas foram utilizadas solugdes de PEG com massas moleculares de
600, 900, 1500, 6000, 8000, 10000 e 20000.

Os valores de pH testados foram 4,0; 5,0; 7,0 e 9,0.

Foram efectuados ensaios na auséncia e presenca de NaCl 0,6M nos sistemas
preparados na gama de pesos moleculares elevados de PEG.

Nos sistemas em que se usou a gama de pesos moleculares elevados de PEG foi

avaliado o efeito do tipo de i6es em solucdo, bem como da forga idnica.

Tabela 3.1 Composicdo dos sistemas PEG-Reppal estudados

PEG (% p/p) Reppal PES 100 (% p/p)
5 13
6 13
7 13

As Figuras 3.1, 3.2 e 3.3 apresentam os resultados obtidos para o sistema PEG-
Reppal para a a-lactaloumina e B-lactoglobulina respectivamente, utilizando a gama de

pesos moleculares elevados, na auséncia e presenca de NaCl.
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Figura 3.1 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 na gama de elevados pesos moleculares de
PEG, na auséncia de NaCl para purificar a-lactalbumina (k — coeficiente de particdo e Y — rendimento em

a-lactalbumina na fase superior).

Da andlise da Figura 3.1 pode-se verificar que existem algumas variagoes
impostas ao nivel do pH, massa molecular e concentracdo de PEG que permitem obter
condigdes de purificacdo atraentes. Os melhores resultados em termos de coeficiente de
particdo e rendimento de a-lactalbumina na fase superior (Yala,S) obtiveram-se para
pH 7,0 com os sistemas contendo 5% p/p de PEG 6000, PEG 10000 e PEG 20000 e,
para pH 7,0 no sistema com 7% p/p de PEG 8000.

111



Segue-se uma analise mais detalhada das variaveis em estudo resultantes das

alteragdes impostas aos trés parametros.

Efeito do pH

A variacdo do coeficiente de particdo da a-lactaloumina e o seu rendimento para
a fase superior com o pH é significativa, verificando-se um aumento do coeficiente de
particdo e Yala,S com o pH até pH 7,0 e depois um grande decrescimo para pH 9,0.

Neste sistema PEG — Reppal a for¢a i6nica € muito reduzida, o que minimiza as
diferencas de potencial electrostatico entre as duas fases, e portanto o efeito da variacéo
do pH deveria ser também minimizado o que ndo se verificou.

Por outro lado, 0 PEG devido a presenca dos atomos de oxigénio da ligacdo
entre 0s mondmeros, pode estabelecer pontes de hidrogénio com moléculas de agua e
atrair os catides presentes. A fase rica em PEG torna-se entdo mais rica em cargas
positivas que a fase inferior do sistema bifasico aquoso.

Abaixo do ponto isoeléctrico a carga da proteina é positiva e consequentemente
esta é repelida pela fase superior rica em PEG apresentando coeficientes de particéo
mais baixos. No seu ponto isoeléctrico a proteina tem carga nula estando pouco
dependente da forca idnica. Acima do seu ponto isoeléctrico a proteina apresenta carga
negativa e é atraida para a fase superior. Assim, sendo 0 ponto isoeléctrico da a-
lactalboumina de 4,2-4,8, um aumento do pH promove um aumento do coeficiente de
particdo tal como se observa nos resultados experimentais obtidos a excepgdo dos
ensaios efectuados a pH 9,0, em que se obtiveram valores extremamente baixos. Pensa-
se que podera ter ocorrido precipitacdo de proteina a este pH. O doseamento de proteina
total foi efectuado em amostras da fase superior, rica em PEG, sendo os valores de
concentracdo de proteina na fase inferior determinados por balan¢o material. Entdo, se
ocorrer precipitacdo, a proteina acumula-se na fase inferior ou na interface e portanto os

coeficientes de particao calculados sdo mais baixos.

Efeito da massa molecular relativa do PEG

A massa molecular dos polimeros influencia a particdo de proteinas em sistemas

bifasicos aquosos.
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O sistema estudado ndo parece muito sensivel a variacdo da massa molecular
relativa do PEG, as varidveis em estudo mantém valores muito proximos e com uma
tendéncia geral para diminuir a medida que se aumenta o peso molecular do PEG.

O efeito do peso molecular do PEG foi avaliado mantendo todas as outras
condigdes constantes.

O efeito da massa molecular de um dos componentes do sistema € mais notorio
para proteinas de tamanho maior, ou seja para proteinas de peso molecular superior a 50
kDa.

O aumento do peso molecular de PEG promove um aumento de densidade da
fase superior, que corresponde a uma diminui¢do do volume livre e consequentemente
do volume exluido de PEG, pelo que a proteina tem cada vez mais dificuldade em se
acomodar na fase rica nesse polimero. Analisando a Figura 3.1 verifica-se que
independentemente do pH a medida que se aumenta o peso molecular do PEG o

coeficiente de particdo da a-lactalbumina vai diminuindo.

Efeito da concentracio de PEG

O aumento da concentracdo de PEG dirige a particdo da proteina para a outra
fase oposta a fase rica no polimero em causa — efeito de exclusdo. De um modo geral
observou-se esta tendéncia, ou seja um incremento da concentracdo de PEG resultou
numa diminuicdo da particdo da a-lactalbumina para a fase superior, embora em
algumas situacdes a diferenca entre o coeficiente de particdo obtido para uma

concentracdo de PEG de 5% p/p e 7% p/p ndo seja muito significativa.

A Figura 3.2 apresenta os resultados obtidos para a B-lactoglobulina com os

mesmos sistemas estudados anteriormente.
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Figura 3.2 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 na gama de elevados pesos moleculares de
PEG, na auséncia de NaCl para purificar B-lactoglobulina (k — coeficiente de parti¢do e Y — rendimento

em B-lactoglobulina na fase inferior) .

Da andlise da Figura 3.2 pode-se verificar que de um modo geral a f-
lactoglobulina se desloca para a fase inferior dos sistemas, embora as variacfes
impostas ao nivel do pH, massa molecular e concentracdo de PEG ndo sejam muito
significativas. Os melhores resultados em termos de coeficiente de particdo e
rendimento de B-lactoglobulina na fase inferior (YpIg,l) obtiveram-se para pH 7,0 no
sistema com 7% p/p PEG 20000. Os ensaios efectuados a pH 7,0 foram os que
permitiram os rendimentos mais elevados e coeficientes de particdo mais baixos ou seja

uma maior particdo da p-lactoglobulina para a fase inferior.
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Segue-se uma analise mais detalhada das varidveis em estudo resultantes das alteracoes

impostas aos trés parametros.

Efeito do pH

A variacdo do coeficiente de particdo e rendimento da B-lactoglobulina para a
fase inferior com o pH ndo é muito significativa, verificando-se uma diminui¢do do
coeficiente de particdo (e aumento de rendimento de proteina na fase inferior)
especialmente para pH 7,0 voltando a subir para pH 9,0.

O aumento do coeficiente de particdo da B-lactoglobulina a pH 9,0 pode estar
relacionada com o aumento de proteina desnaturada em suspensdo no sistema, ja que a
partir de pH 8,6 a B-lactoglobulina sofre desnaturacéo irreversivel (Visser e Jeurnink,
1997; Grosch, 1987; Dumay e Cheftel, 1989).

Esta proteina é extremamente influenciada pelo pH no que respeita a sua
conformacdo pelo que, o efeito do pH néo pode ser contabilizado apenas em termos de
interaccdes electrostaticas mas também com base no peso molecular da proteina, ja que
a pH entre 5,20 e 6,70 a B-lactoglobulina apresenta-se como um dimero com massa
molecular relativa de 32 kDa, mas a pH entre 3,50 e 5,20 j& se apresenta como um
octdbmero com massa molecular relativa de 147 kDa e apenas para pH <3,50 se
apresenta na forma de monémero com massa molecular relativa de 18 kDa. Ou seja para
a B-lactoglobulina é mais notério o efeito do peso molecular de PEG que para a -
lactalbumina, especialmente para valores de pH entre 3,50 e 6,70.

Neste sistema a forca ionica € muito reduzida pelo que as diferencas de potencial
electrostatico entre as duas fases sdo minimizadas e consequentemente o efeito da
variacgao do pH.

Para pH 4,0 e 5,0 estamos perante octomeros (147 kDa) sendo portanto mais
pronunciados os efeitos do peso molecular e da concentracdo do polimero que para pH

7,0, ou seja, o efeito do pH ndo esta indissociado dos restantes parametros do sistema.

Efeito da massa molecular relativa do PEG

Os sistemas estudados ndo parecem muito sensiveis a variacdo do peso
molecular do PEG, as variaveis em estudo mantém valores muito préximos e com uma

tendéncia geral para diminuir o coeficiente de particdo da p-lactoglobulina com o
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aumento do peso molecular, a excepc¢do dos ensaios realizados com PEG 20000 em que
se registaram valores mais elevados. Relativamente ao PEG 20000, sendo este muito
hidrofobico poderdo estar a ocorrer interaccdes hidrofobicas entre a proteina e a fase
rica em PEG e dai os valores mais elevados, enquanto que, com os polimeros de outros

pesos moleculares estdo a predominar os efeitos de excluséo.

Efeito da concentracio de PEG

O aumento da concentracdo de PEG dirige a particdo da proteina para a fase
oposta & fase rica em polimero. Assim, seria de esperar que o coeficiente de particdo da
B-lactoglobulina fosse diminuindo com o aumento da concentragdo de PEG. Apesar da
tendéncia registada ter sido de diminuicdo do coeficiente de particdo com o0 aumento da
concentracdo de PEG, isto nem sempre se verificou, na realidade os valores obtidos
dentro de uma mesma série (pH e peso molecular de PEG constantes) sdo muito
semelhantes ndo havendo grandes diferencas entre os valores registados para uma
concentracdo de 5% e 7% de PEG.

Comparando os resultados obtidos para 0 mesmo sistema para ambas as
proteinas podemos afirmar que a a-lactalbumina se particiona preferencialmente para a
fase superior enquanto que a -lactoglobulina se particiona para a fase inferior.

A pH 9,0 ndo é possivel verificar esta tendéncia possivelmente porque nestas
condi¢cdes mais agressivas ocorre precipitacdo de proteina e consequentemente surgem
valores de coeficientes de particdo falseados.

De um modo geral, é a pH 7,0 que se verificam os melhores resultados em
termos de particdo das proteinas, por dois motivos, primeiro porque para pH> 6,50
aumenta a reactividade do grupo sulfidrilo a superficie da B-lactoglobulina, e em
segundo porque para pH> 8,60 ocorre desnaturacdo da proteina. Foi também para a
concentracdo de 7% p/p de PEG 20000 que se verificou a maior diferenca entre os
coeficientes de particdo obtidos. Contudo trabalhar com PEG 20000 é bastante
complicado dada a sua elevada viscosidade e devido a um aumento da precipitacdo das
proteinas, pelo que se optou por trabalhar a pH 7,0 com PEG de pesos moleculares
inferiores.

Dentro destes resultados seleccionaram-se as melhores condicOes para testar a
separac¢do das duas proteinas num concentrado proteico de soro (seccao 3.2).

116



Foi avaliada nestes sistemas a influéncia da forca idnica nos coeficientes de
particdo, para o efeito foi introduzido nos sistemas anteriormente apresentados 0,6 M de
cloreto de sadio.

As interacgdes predominantes no sistema bifasico sdo de caracter hidrofébico. A
presenca de sais altera as forcas de interac¢do entre o polimero hidrofébico PEG e a
proteina. De um modo geral, o0 aumento da forca i6nica promove um aumento das
interacgdes hidrofobicas. Assim, em seguida apresentam-se as figuras 3.3 e 3.4 que

correspondem aos sistemas efectuados na presenca de sal.
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Figura 3.3 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 na gama de elevados pesos moleculares de

PEG, na presenca de 0,6 M NaCl para purificar a-lactalbumina.
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De um modo geral (a excepcao de pH 9,0) os valores de coeficiente de parti¢do
obtidos sdo bastante constantes entre 0,1-1,0, ou seja a particio € mais ou menos
semelhante em ambas as fases donde se depreende que a introducdo de NaCl promoveu
uma diminuicdo dos coeficientes de particdo, ou seja a introducdo de NaCl ndo é
benéfica para a particdo de a-lactalbumina na fase superior.

Tal como se verificou anteriormente é a pH 7,0 que se obtém os melhores
resultados e, as tendéncias observadas anteriormente com a variagdo do peso molecular
e concentracdo de PEG mantém-se.
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Figura 3.4 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 na gama de elevados pesos moleculares de

PEG, na presenca de 0,6 M NaCl para purificar p-lactoglobulina.
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Na realidade, a adicdo de NaCl altera a composicdo das fases e diminui 0
volume livre na fase superior, pelo que seria de esperar uma diminuicdo do coeficiente
de particdo, como se verificou.

A introducdo de 0,6 M NaCl no sistema PEG-Reppal para a purificacdo da
proteina P-lactoglobulina ndo se mostrou muito significativa, embora se tenha
verificado uma tendéncia para um ligeiro aumento dos coeficientes de particdo, o que
pode ser explicado por um aumento das interac¢fes hidrofébicas da proteina com a fase
PEG. Os efeitos da variacdo do pH, peso molecular e concentracdo de PEG verificados
anteriormente mantém-se com a introducdo de sal no sistema. Também no caso da B-
lactoglobulina é a pH 7,0 que se observam os melhores resultados em termos de

particdo da proteina para a fase inferior.

De um modo geral, a introducdo de 0,6 M de NaCl ndo se mostrou vantajosa
para ambas as proteinas, uma vez que se pretende obter as duas proteinas em fases
diferentes de forma a conseguir separa-las posteriormente num concentrado proteico de
Soro.

O comportamento dos sistemas bifasicos com a introducdo de sais univalentes
foi explicado por Zaslavsky et al (1995). Estes demonstraram que, em sistemas PEG-
dextrano os sais compostos por ides univalentes (por exemplo NaCl) tém coeficientes
de particdo proximos de 1 ou seja distribuem-se igualmente em ambas as fases do
sistema, e essa tendéncia foi verificada no caso da a-lactalbumina em que os
coeficientes de particdo diminuiram para se aproximarem de 1, e também no caso da f3-
lactoglobulina em que os coeficientes de particdo aumentaram aproximando-se também
de 1.

Zaslavsky et al (1995) demonstraram ainda que aumentando as concentracoes de
sais univalentes (acima de 0,1 M) em sistemas PEG-dextrano implica uma alteracdo da
composicdo das fases, sem contudo se registar um efeito significativo na posicdo da
binodal.

Estes autores demonstraram que a presenca de sais multivalentes tais como o
fosfato, sulfato e tartarato mostram uma tendéncia crescente de particao na fase inferior,
fase rica em dextrano, com concentra¢des de sal crescentes e distanciamento do ponto
critico. Estes sais alteram significativamente quer a composicdo das fases, quer a

posicdo da binodal, nos sistemas PEG-dextrano. Geralmente a binodal é deslocada para
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concentracOes inferiores de polimero. O facto de os sais multivalentes serem rejeitados
para a fase inferior é compreensivel uma vez que, estes formam por si sO sistemas
bifasicos aquosos com PEG a concentracdes elevadas de ambas as espécies.

A adicdo de sais a sistemas bifasicos aquosos pode ser usada efectivamente para
alterar o coeficiente de particdo das proteinas. Geralmente, para proteinas com carga
negativa em sistemas PEG-dextrano o coeficiente de particdo diminui ao longo das
séries de ides HPO,> > SO,* > F > CH3COO > CI" > Br > I > SCN™ > ClO4 e Li* >
NH;" > Na" > K", verificando-se o contrério para proteinas com carga positiva.

Por outro lado, o aumento da forca i6nica produz um aumento do efeito
hidrofobo. O aumento do numero de iGes em solugcdo provoca uma diminuicdo do
namero de moléculas de agua livres para a solvatacdo hidréfoba, o que origina uma
maior tendéncia de agrupamento de solutos apolares. Sera entdo de esperar um
deslocamento dos solutos apolares para a fase rica no polimero mais hidréfobo (PEG).

A particdo das proteinas é afectada pela diferenca de potencial electroquimico
entre as duas fases, mas também depende das propriedades de solvatacédo das fases, isto
é, a alteragdo do carécter hidrofobico e hidrofilico da proteina em solucao.

Por exemplo, uma proteina hidrofilica como a lisozima, na presenca de NaCl,
seria de esperar que um aumento no comprimento da “tie-line” resultasse num aumento
da hidrofilicidade da fase inferior, fazendo portanto dele um melhor solvente. Contudo,
observa-se o contrario, a lisozima particiona-se para a fase superior. Isto pode ser
devido a uma alteracdo na conformacdo da proteina quando é adicionado cloreto de
sodio, isto €, os residuos hidrofobicos no interior da proteina podem ficar expostos a
superficie e portanto torna-la mais hidrofobica.

Assim, conclui-se que a diferenca de potencial electrostatico por si s6 ndo é
suficiente para dirigir a particdo, mas que outros factores tais como, as interacgoes
hidrofobicas e possiveis associacdes de proteinas séo também importantes (Hartounian,
1994).

Assim, escolheu-se o sistema 13% p/p Reppal, 7% p/p PEG6000, pH 7,0, para

avaliar o efeito da introducdo de 100 mM de varios sais nomeadamente, Kl, Na,SO,,
KSCN, KCl e K;SO;.
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No caso da a-lactalbumina (Figura3.5) verificou-se que, qualquer dos sais
introduzidos promovia um decréscimo do coeficiente de particdo, sendo este mais
acentuado para as situagdes em que se usou KCI, KI e KSCN, como seria de esperar

teoricamente.

4+ ‘D Coeficiente de Particdo

semsal Kl Na2S04 KSCN KCI K2S04 NaCl

Figura 3.5 Efeito da adi¢do de sais na parti¢do da o-lactalbumina no sistema 13% p/p Reppal + 7% p/p
PEG6000, pH 7,0.

Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Albertsson (1971) com
a ficoeritrina, ou seja, os coeficientes de particdo mais elevados surgem na presenga de
sulfato de amonio e os mais baixos na presenca de NaCl. De acordo com Melander e
Horvath (1977) esta tendéncia resulta da variacdo de tensédo interfacial, que é diferente
para cada tipo de sal, e que altera as interac¢fes hidrofobicas. Assim, o incremento da
tensdo superficial é maior para o sulfato de amonio e menor para o cloreto de sodio.
Segundo estes autores, 0 aumento de concentracdo de sal presente provocaria também
um aumento das interaccdes hidrofobicas. Este efeito de concentracdo do sal foi
avaliado para o sulfato de potassio no mesmo sistema (Figura 3.6) as concentracdes
100, 200 e 500 mM. Contudo, este efeito ndo se verificou pois o aumento das
interac¢Oes hidrofobicas promove uma maior particdo da proteina na fase rica em
polimero hidrofobico (PEG) e foi observado o contrario. Uma possivel explicacdo para
0 sucedido podera ser uma maior precipitacdo de proteina a medida que se aumenta a
concentracdo de sal, proteina essa que se acumula na fase inferior ou na interface ndo

sendo contabilizada.
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Por outro lado, uma vez que a alteracdo na diferenca de potencial electrostatico
entre as duas fases devido ao aumento da concentracdo de sal é baixo, a diminuigéo do

coeficiente de particdo da a-lactalbumina deve-se a outros efeitos.
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Figura 3.6 Efeito da concentracdo de sulfato de potassio na particdo da a-lactalbumina no sistema 13%
p/p Reppal + 7% p/p PEG6000, pH 7,0.

No caso da B-lactoglobulina verificou-se também que a introducdo de sais
promovia um decréscimo dos coeficientes de particdo e a tendéncia observada para a o.-
lactalbumina ndo foi tdo clara neste caso (Figura 3.7). Na realidade, a introducdo de
NaCl nédo provocou qualquer alteracdo e os sais KI, KCl e KSCN ndo provocaram o
efeito previsto teoricamente, tendo em consideracdo que a este pH a proteina se

apresenta com carga negativa.

@ Coeficiente de Particéo ‘

semsal KI Na2S04 KSCN KClI K2S04 NaCl

Figura 3.7 Efeito da adi¢éo de sais (100 mM) na particdo da B-lactoglobulina no sistema 13% p/p Reppal
+ 7% p/p PEG6000, pH 7,0.
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Relativamente ao efeito da concentracdo de sulfato de potéssio no sistema 13%
p/p Reppal, 7% p/p PEG6000, pH 7,0 tal como observado para a a-lactaloumina,

verificou-se uma diminuicdo dos coeficientes de particdo (Figura 3.8).
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Concentracdo de K2SO4 (m M)

Figura 3.8 Efeito da concentragdo de sulfato de potassio na particdo da B-lactoglobulina no sistema 13%
p/p Reppal + 7% p/p PEG6000, pH 7,0.

De forma a completar o estudo deste sistema optou-se por fazer uma série de
ensaios com PEG numa gama de pesos moleculares mais baixos (PEG 600, PEG 900 e
PEG 1500), contudo, a composi¢do destes sistemas teve que ser alterada, pois nesta
gama de pesos moleculares é necessaria uma quantidade maior de polimero para formar
duas fases. Assim, estudaram-se sistemas com composicdes de PEG de 20% p/p, 22%
p/p e 24% p/p e com 14% p/p Reppal.

Como o aumento da concentracdo do polimero pode por si s6 acarretar uma
alteragdo na particdo, o efeito do peso molecular nesta gama inferior de pesos
moleculares ndo pode ser comparado com os resultados anteriores obtidos para a gama
elevada de pesos moleculares. Assim, os resultados obtidos para ambas as proteinas

nesta gama de pesos moleculares encontram-se reunidos nas Figuras 3.9 e 3.10.
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Figura 3.9 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 na gama de baixos pesos moleculares de

PEG, na auséncia de NaCl para purificar o-lactalbumina.

De um modo geral verificou-se que os valores dos coeficientes de parti¢cdo sdo
inferiores aos obtidos anteriormente na gama de elevados pesos moleculares de PEG,
isto provavelmente deve-se ao facto de serem necessarias concentra¢es de PEG muito
superiores para formar duas fases o que provoca uma maior precipitacdo de proteina, ja
que o PEG ¢é vulgarmente utilizado como agente precipitante. Confirmam-se as
tendéncias anteriormente verificadas, ou seja um aumento do coeficiente de particdo
com o pH e uma diminuicdo do coeficiente de particio com a concentracdo e peso
molecular do PEG. Os melhores resultados em termos de particdo da proteina para a
fase superior sdo obtidos para pH 8,0 e 20% p/p PEG 900 + 14% p/p, contudo o melhor
resultado em termos de rendimento é obtido para pH neutro e 20% p/p PEG1500. E de
notar que estes sistemas estdo muito sujeitos a precipitacdo proteica uma vez que sdo
usadas concentragdes muito elevadas de PEG.
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Figura 3.10 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100 na gama de baixos pesos moleculares de

PEG, na auséncia de NaCl para purificar -lactoglobulina.

Quando comparados com os valores anteriormente obtidos verifica-se que o0s
coeficientes de parti¢cdo sdo na sua grande maioria superiores, ou seja a B-lactoglobulina
desloca-se para a fase superior, 0 que seria de esperar pois quanto menor 0 peso
molecular do polimero, menor a densidade da fase superior, maior o volume livre e
portanto maior a facilidade da proteina para se acomodar nessa fase. Verificou-se na
maioria das situacfes que um aumento de pH promove um aumento do coeficiente de
particdo e, um aumento de peso molecular e concentracdo de polimero promove uma
diminuicdo do coeficiente de particdo. As melhores condicdes obtiveram-se para pH 6,0
uma vez que interessa obter a proteina na fase inferior do sistema, contudo, os melhores
rendimentos obtém-se para pH neutro. A situacdo ideal para maximizar a particdo da -
lactoglobulina na fase inferior obtém-se para 24% p/p PEG 1500 + 14% p/p Reppal e
pH 7,0.
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Comparando os resultados obtidos na gama de baixos pesos moleculares para
ambas as proteinas conclui-se que dificilmente com um sistema destes se consegue
efectuar a separacdo das duas proteinas num concentrado proteico, uma vez que 0S Seus
coeficientes de particdo sdo muito semelhantes e proximos de 1 (proteina igualmente
distribuida entre as duas fases).

Para o sistema 24% p/p PEG 1500 + 14% p/p Reppal, pH 7,0 obtém-se um
coeficiente de particdo de 0,75 para a a-lactalbumina e de 0,01 para a B-lactoglobulina,
ou seja a diferenca entre os dois coeficientes de particdo ndo é suficientemente elevada
para garantir uma separacdo eficaz das duas proteinas.

Estes resultados obtidos na gama de pesos moleculares inferiores, apresentam-se
estranhos ja que, a diminuicdo da gama de pesos moleculares deveria resultar num
aumento dos coeficientes de particdo para ambas as proteinas e tal sé se verificou para a

B-lactoglobulina.

3.1.2 Sistemas compostos por PEG e Sais

De entre os sistemas PEG-sais mais empregues na aplicagdo em grande escala
destas técnicas de purificagdo destacam-se os sistemas PEG-fosfato e PEG-sulfato.

Os sistemas PEG-sais apresentam, no entanto, alguns problemas que limitam a
sua aplicabilidade. Estes sistemas formam-se com elevadas concentragfes de sal em
ambas as fases, normalmente superiores a 1M, o que diminui a aplicacdo de técnicas de
particdo de afinidade e pode originar a desnhaturacdo de materiais com actividade
bioldgica.

Estes sistemas apresentam ainda o inconveniente de adicionarem elevadas
concentracOes de fosfatos e sulfatos aos efluentes industriais. Neste trabalho foram
efectuados ensaios com o sistema PEG-fosfato (seccdo 3.1.2.1) e com o sistema PEG-

sulfato (seccdo 3.1.2.2).

3.1.2.1 Sistemas compostos por PEG e Sais de Fosfato de Potassio

Estes sistemas ndo foram explorados tdo exaustivamente como 0s restantes
estudados uma vez que esta descrito na literatura um trabalho bastante completo sobre a
particdo das proteinas em causa com este sistema na gama de baixos pesos moleculares
por Chen, 1992.
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A tabela 3.2 apresenta a composicao dos sistemas bifasicos testados, em termos

de percentagem de massa (100 x massa polimero/massa sistema biféasico) de cada

compon

ente.

Tabela 3.2 Composi¢do dos sistemas PEG-Fosfato estudados

PEG (% p/p)

Fosfato de Potassio

14 14
16 14
18 14

Nestes sistemas foram utilizadas solugdes de PEG com massas moleculares de
600, 900, 1500, 6000, 8000 e 10000. Os valores de pH testados foram 6,0, 7,0 e 8,0.

As Figuras 3.11 e 3.12 apresentam os resultados obtidos para o sistema PEG-

fosfato na gama de baixos pesos moleculares para as proteina a-lactalbumina e -

lactoglobulina respectivamente.
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Y= 40,0% Y =529% W=1589%
k=11 k=123 k=245
V=44 2% Y =554 % W =624%
k=36 k=433 k=556
¥=816% V=759 % Y =T93%
PEG 600
k=075 k=205 k=241
¥=373% W=aT 7% W=588%
k=33 k=336 k=4735
Y =765% Y=639% ¥ o=76,1 % 16% ph
k=32 k=456 k=63 16% pip Concentragso
Y =990% W =769% Y=819% PEG
PHED PHT.O FHEO

Figura 3.11 Sistemas compostos por PEG e Fosfato de potassio na gama de baixos pesos moleculares de

PEG, na auséncia de NaCl para purificar o-lactalbumina.
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Os resultados obtidos estdo de um modo geral de acordo com o publicado por
Chen, 1992, sendo o melhor resultado a situacdo 14% p/p PEG600 + 14% p/p Fosfato,
pH 8,0, com kala=6,30 e Yala,S = 81,9 %.

Alguns autores defendem que a particdo de uma proteina num sistema PEG-sal
depende da hidrofobicidade da proteina, ou seja, proteinas com mais grupos apolares
(maior contetdo em residuos de aminoacidos apolares) mostram uma maior afinidade
para a fase superior rica em PEG (fase mais hidrofobica).

A o-lactalbumina e a p-lactoglobulina tém uma hidrofobicidade média
semelhante que é de 4,68 e 5,03 KJ/residuo.

Os comportamentos destas proteinas nos sistemas PEG-Fosfato ndo podem ser
interpretados portanto somente com base nas suas hidrofobicidades, uma vez que estas
tém comportamentos distintos (Figura 3.11 e 3.12).

Uma melhor explicagdo para o observado pode ter a ver com o contetido em
triptofano das proteinas. Dipéptidos contendo triptofano mostraram uma melhor
particdo para a fase rica em PEG em sistemas PEG-Sal.

Uma vez que o triptofano representa 5,2 mol% do total dos residuos de
aminoacidos na a-lactalbumina em contraste com 2,0 mol% na B-lactoglobulina, esta
interaccdo pode ter um papel determinante no comportamento das proteinas no sistema
bifasico (Chen, 1992).

Efeito da massa molecular do polimero

O coeficiente de particdo da o-lactalbumina diminui com o aumento do peso
molecular (excepto para PEG 10000).

Baskir et al discutiram um modelo de particdo de proteinas num sistema bifasico
PEG-sal usando as equacOes de Melander e Horvath e os efeitos de volume excluido do
PEG.

De acordo com este modelo, a proteina move-se para a fase rica em sal (inferior)
com um aumento do peso molecular do polimero devido ao aumento do volume
excluido de PEG com o seu peso molecular.

A influéncia do peso molecular de PEG na particdo das proteinas pode ser

atribuido ao aumento da proporcdo de grupos terminais hidrofilicos nas moléculas de
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PEG com menor peso molecular (ou com comprimento de cadeia mais curto), o que
reduz a hidrofobicidade da fase PEG.
Estas observacdes justificam entdo o facto do coeficiente de particdo das

proteinas diminuir a medida que se aumenta o0 peso molecular do PEG.

Efeito da concentracdo do polimero

Alguns investigadores tentaram explicar o efeito do comprimento da tie-line pela
medicéo da alteracdo do volume livre. Baseados nas alterages de volume livre com a
composicdo do sistema, concluiu-se que um aumento do comprimento da tie-line
implica um aumento da concentracdo de sal na fase inferior e, consequentemente pode
ocorrer o salting-out das proteinas uma vez atingido o seu limite de solubilidade.

Outros factores, como o efeito de exclusdo podem ser mais importantes na
determinacdo do coeficiente de particdo da proteina, uma vez que se verificou que um
aumento da concentracdo de PEG promove uma diminuic¢do do coeficiente de partigéo.

Na realidade podem ocorrer 0s tipos de comportamento num sistema PEG-Sal,
mas no caso da a-lactalbumina esta a predominar o efeito de exclusdo na determinacéo

da sua particéo.

Efeito do pH
O pH influenciara os grupos ionizaveis da proteina, que no final promovera uma

alteracdo das cargas superficiais da proteina e favorecera a particéo.

A manipulagdo do pH da solucdo foi explorada para obter uma particdo
diferencial das proteinas numa grande variedade de esquemas de purificagéo.

Verificou-se que o coeficiente de particdo aumenta com o pH, independen-
temente do peso molecular do polimero.

Alguns investigadores sugerem que o PEG se comporta como se estivesse
positivamente carregado. Os polides, como por exemplo as proteinas, acima do seu
ponto isoeléctrico serdo melhor aceites na fase superior rica em PEG a medida que o pH

aumenta.
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W=97 7 % YW=951% Y =870%
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PEG 600
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Y =569 % Y =354% Vo= 46,1 % 18% ph
k=139 k=316 k=555 16% pip Concirllzt(rgagao
W= 440 % W=261% =155 %
FHED FHT.O FHE.0

Figura 3.12 Sistemas compostos por PEG e Fosfato de potassio na gama de baixos pesos moleculares de

PEG, na auséncia de NaCl para purificar g-lactoglobulina.

Observando os resultados obtidos para a B-lactoglobulina, verifica-se que os
coeficientes de particdo sdo elevados para PEG 600, isto é a proteina encontra-se na fase

superior do sistema e, sdo baixos para PEG 1500, ou seja a proteina desloca-se para a
fase inferior.

Efeito da massa molecular do polimero

Verificou-se que a medida que aumenta o peso molecular do polimero a proteina
tende a deslocar-se para a fase inferior do sistema, pelos mesmos motivos apresentados

para a a-lactalbumina.

Efeito da concentracdo do polimero

O aumento da concentracdo do polimero promove também uma diminuicdo do

coeficiente de particdo da proteina, como seria de esperar.
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Efeito do pH
Pelos mesmos motivos anteriormente apresentados, o aumento do pH promove

um aumento no coeficiente de particdo da B-lactoglobulina.

Assim, os melhores resultados nesta gama de pesos moleculares de PEG em
termos da particdo da B-lactoglobulina para a fase inferior foram obtidos a pH neutro e

para uma concentragdo de 14% p/p e 18% p/p de PEG 1500.

O sistema mais indicado para separar as duas proteinas num concentrado
proteico de soro, devera ser efectuado a pH neutro e para um PEG com peso molecular
900.

De forma a esgotar todas as possibilidades dentro dos sistemas compostos por
PEG e sais de fosfato de potassio foram efectuados ensaios numa gama de pesos
moleculares de PEG mais elevada (PEG 6000/ PEG 8000/ PEG 10000).

De um modo geral e como seria previsivel, os coeficientes de particdo de ambas
as proteinas diminuiram nesta gama de pesos moleculares uma vez que o efeito de
exclusdo é muito mais pronunciado.

Os resultados obtidos encontram-se reunidos nas Figuras 3.13 e 3.14 para as

proteinas a-lactalbumina e B-lactoglobulina, respectivamente.
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¥=35% W=29% W=54%
k=010 k=039 k=059
¥=39% ¥=50% Wo=45%
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k=004 k=056 k=073
= 0,98 % Y=43% Y=40% 18 pib
k=003 k=076 k=054 Concentragio
=130 % =87 % Y=558% PEG
PH 6.0 PH7.0 PH &0

Figura 3.13 Sistemas compostos por PEG e Fosfato de potassio na gama de altos pesos moleculares de
PEG, para purificar a-lactalboumina.
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tolecular
k =0,002 k= 0,003 k= 0,001
! y ' PEG 10000
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k = 0,003 k= 0,005 k=001
v =998% V=961 % W =894,5%
k=008 k=005 k=008
Y=97 8% W =950% ¥=922%
PEG 8000
k=0,04 k = 0,003 k=01
¥=931% Y=999% ¥ =346%
k=0,08 k=002 k=0,04
YV =972% ¥=991% Y =85,3%
k=008 k=0,08 k= 0,03
V=973 % Y =961 % Y =938%
PEG 6000
k=0,08 k= 0,04 k=013
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v =960% Y=978% v =897 % 18% pip
k=012 k=010 k=022 Concentragio
Y =954% Y =899% Y =994 % PEG
PH 6.0 PHT.0 PH 8.0

Figura 3.14 Sistemas compostos por PEG e Fosfato de potassio na gama de altos pesos moleculares de
PEG, para purificar B-lactoglobulina.
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Tal como se verificou em todos os sistemas anteriormente estudados, o
coeficiente de particdo diminui com o aumento do peso molecular e concentracdo de

PEG e, aumenta com o aumento do pH.

Estes sistemas efectuados na gama mais elevada de pesos moleculares de PEG
no sistema PEG-fosfato ndo se mostraram muito Uteis para separar as duas proteinas,
uma vez que ambas se deslocam para a fase inferior do sistema e 0s seus coeficientes de

particdo sdo muito préximos.
3.1.2.2 Sistemas compostos por PEG e Sulfato de amonio
A tabela 3.3 apresenta a composicao dos sistemas bifasicos testados, em termos

de percentagem de massa (100 x massa polimero/massa sistema bifasico) de cada

componente.

Tabela 3.3 Composicdo dos sistemas PEG-Sulfato estudados

PEG (% p/p) Sulfato de aménio
14 14
16 14
18 14

Nestes sistemas foram utilizadas solugdes de PEG com massas moleculares de
600, 900, 1500, 6000, 8000 e 10000. Os valores de pH testados foram 6,0, 7,0 e 8,0.
Em ambos as gamas de peso molecular de PEG foram avaliados os efeitos do

tipo de iBes em solucdo e da forca ionica.

As Figuras 3.15 e 3.16 apresentam os resultados obtidos para o sistema PEG-
sulfato na gama de baixos pesos moleculares para as proteinas a-lactaloumina e -

lactoglobulina respectivamente.
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k=50 k=958 k=73
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W=8213% W =8950% ¥=044%
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PHEQ FHT.O PHEO

Figura 3.15 Sistemas compostos por PEG e sulfato de aménio na gama de baixos pesos moleculares de

PEG, na auséncia de NaCl para purificar o-lactalbumina.

Da analise da Figura 3.15 é possivel verificar que a a-lactalbumina se distribui
preferencialmente na fase superior sendo os coeficientes de particdo claramente
superiores a 1.

Existem algumas variagdes impostas a nivel da massa molecular e concentracéo
do polimero que permitem obter condicdes de purificacdo atraentes, ou seja,
concentracdes de a-lactalbumina na fase superior superiores as da fase inferior.

Os melhores resultados foram obtidos para pH 6,0 e 7,0 com 18 % p/p de PEG
600.

Segue-se uma analise mais detalhada das variaveis em estudo resultantes das

alteragdes impostas aos trés parametros.

Efeito do pH

A variacdo do coeficiente de particdo com o pH € significativa, ndo se
conseguindo contudo verificar uma tendéncia geral.

Verifica-se de um modo geral um aumento do coeficiente de particdo com o

aumento do pH até pH 7,0 e uma diminuicao para pH 8,0.
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Aos valores de pH testados a carga da proteina é sempre negativa, pelo que seria
de esperar que esta se dirigisse para a fase superior PEG a medida que se aumenta o pH,
contudo isto ndo se verificou para pH 8,0. Pensa-se que podera ter ocorrido precipitacdo
da proteina a este pH, e portanto esta ndo tera sido contabilizada no céalculo do
coeficiente de partigao.

Efeito da massa molecular do polimero

O sistema PEG-sulfato é sensivel a variacdo do peso molecular do polimero
nesta gama de pesos moleculares.
Verificou-se que a medida que se aumenta o peso molecular do polimero o

coeficiente de particdo da proteina vai diminuindo.

Efeito da concentracdo de PEG

Verificou-se um aumento do coeficiente de particdo a medida que se aumenta a
concentracdo de PEG. Um aumento da concentracdo de polimero implica uma
concentracdo de sal na fase inferior, deste modo, esta concentracdo elevada de sal vai
promover o salting out da proteina uma vez atingido o seu limite de solubilidade, e
portanto esta vai dirigir-se para a fase superior. Neste caso o efeito salting-out sobrepde-
se ao efeito de exclusdo geralmente promovido com o aumento da concentracdo do

polimero.

Feso
Molecular

k=003 k=019 k=005 PEG 1500
¥ =080% Vegldn ¥=973%

k=007 k=004 k=019
¥ =083% Y=833% ¥=913%

k=008 k=0,08 k=006
V=G55% ¥=97.0% ¥=882%

PEG 900

k=042 k=074 k=116
V=821% YV=835% ¥ =E04 %

k=012 k=018 k=048
Y=949% Y=a19% W =616%

k=017 k=012 k=039
Y=833% V=945 % ¥ =E60%

PEG 600

k=525 k=134 k=722
¥=220% Y=500% =23 %

k=291 k=145 k=132

V=403 % ¥ = 60,5 % V=627 % 18% pip

k=11 k=038 k=087

Concertrago
Y =694% Y=8T3% Y =780% PE:

16% pip

PHED PH7O PHBO

Figura 3.16 Sistemas compostos por PEG e sulfato de aménio na gama de baixos pesos moleculares de

PEG, na auséncia de NaCl para purificar B-lactoglobulina.
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Da anélise da Figura 3.16 € possivel verificar que a excepgdo dos ensaios
efectuados com PEG 600, em que os coeficientes de particdo sdo muito superioresa 1 o
que significa que a proteina esta na fase superior, 0s restantes pesos moleculares
permitem dirigir a proteina para a fase inferior do sistema.

Verificou-se, especialmente para PEG 1500 que a p-lactoglobulina se particiona
preferencialmente para a fase inferior do sistema. Pelo que, os melhores resultados
foram obtidos para pH 7,0 com 14% p/p PEG 1500 + 14% p/p Sulfato.

Segue-se uma analise mais detalhada das varidaveis em estudo resultantes das

variagdes impostas aos trés parametros.

Efeito do pH

Tal como para a a-lactalbumina ndo é possivel identificar uma tendéncia geral
com a variacdo do pH. Nos ensaios efectuados com PEG 1500 nédo se verifica uma
diferenca significativa dos coeficientes de particdo, de pH para pH. Mas para PEG 600 e
PEG 900 ja se podem observar algumas diferencas, contudo, ndo sdo as que seria de
esperar ja que um aumento de pH geralmente promove um aumento do coeficiente de

particdo e neste caso isso nao se verifica.

Efeito da massa molecular do polimero

Também neste caso se observa uma diminuicdo do coeficiente de particdo com o
aumento do peso molecular pelos motivos ja apresentados anteriormente. Para PEG

1500 praticamente toda a proteina se encontra na fase inferior do sistema bifasico.

Efeito da concentracdo de PEG

Tal como se observou para a a-lactalbumina também neste caso o aumento da
concentracdo de PEG provoca um aumento do coeficiente de particdo da proteina, pelos

motivos anteriormente apresentados.
Apesar de, para a a-lactalbumina com PEG 600 se conseguir uma maior

concentracdo de proteina na fase superior, para a P-lactoglobulina consegue-se

concentrar mais proteina na fase inferior com PEG1500. Deste modo, de forma a obter
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um equilibrio devera optar-se pelo uso de PEG 900 para separar as duas proteinas num
concentrado proteico de soro, o pH a utilizar devera ser neutro, uma vez que a pH 8,6

comeca a ocorrer a desnaturacdo irreversivel da p-lactoglobulina.

A adicdo de sais ao sistema PEG-sulfato vai ter influéncia em termos de volume
livre.

A adicdo de sais a sistemas bifasicos aquosos pode ser usada efectivamente para
alterar a particdo das proteinas como ja foi referido anteriormente.

Assim, os sais testados nestes sistemas foram KSCN, K,SO, e NaCl com uma
concentracdo de 200 mM num sistema 14% p/p Sulfato, 16% p/p PEG 900, pH 7,0.

Para a a-lactalbumina os resultados obtidos encontram-se reunidos na Figura
3.17.

O Coeficiente de Particao

semsal KSCN K204 NaCl

Figura 3.17 Efeito da introducéo de sais no sistema PEG-sulfato na gama de baixos pesos moleculares de

polimero, para a purificagdo da a-lactalbumina

Verificou-se que qualquer dos sais adicionados promove a diminuicdo do
coeficiente de particdo, sendo esta diminuicdo mais acentuada para KSCN como seria
de esperar. A adicdo de NaCl deveria ter um efeito mais pronunciado que K,SO4, mas
isso ndo se verificou.

Foi também avaliado neste sistema o efeito da forga idnica no mesmo sistema,
para tal foi introduzido NaCl em concentracbes diferentes (200 e 500 mM), os

resultados obtidos encontram-se na Figura 3.18.
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Figura 3.18 Efeito da da forca idnica no sistema PEG-sulfato na gama de baixos pesos moleculares de

polimero, para a purificacdo da a-lactalbumina

Verificou-se que o efeito da forca idnica ndo € muito pronunciado embora a
tendéncia seja para uma diminuicdo do coeficiente de particdo com o aumento da
concentracéo de sal.

Sabe-se que o aumento da forca idnica promove um aumento das interaccdes
hidrofobicas pelo que a proteina deveria deslocar-se para a fase rica no polimero apolar,
contudo, isto ndo se verificou. Provavelmente a tendéncia decrescente observada tem a
ver com uma desnaturacao crescente resultante do aumento da concentracéo de sal.

Para a 3-lactoglobulina os resultados obtidos com a adi¢édo de sais encontram-se

na Figura 3.19 e estdo de acordo com o esperado.

‘ O Coeficiente de Particéo
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semsal KSCN K2so4 NaCl

Figura 3.19 Efeito da introducdo de sais no sistema PEG-sulfato na gama de baixos pesos moleculares de

polimero, para a purificacdo da p-lactoglobulina.
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Tal como para a a-lactaloumina foi avaliado o efeito da forca idnica
introduzindo no sistema concentragcdes crescentes de cloreto de sddio. Verificou-se que,
0 aumento da concentracdo de sal promove também uma diminuicdo do coeficiente de

particdo (Figura 3.20).
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Figura 3.20 Efeito da da forca idnica no sistema PEG-sulfato na gama de baixos pesos moleculares de

polimero, para a purificacdo da p-lactoglobulina.

A semelhanca daquilo que foi feito para a gama de pesos moleculares de PEG
inferiores, ira ser apresentada uma analise detalhada dos resultados obtidos para cada
proteina em funcdo dos parametros variados numa gama de pesos moleculares de PEG
mais elevados.

A partida, é possivel verificar que para ambas as proteinas, os coeficientes de
particdo obtidos nesta gama de pesos moleculares de PEG sdo inferiores aos
anteriormente obtidos, 0 que seria de esperar pois um aumento do peso molecular do
polimero promove uma diminuicdo do volume livre e de um modo geral, a uma
diminuicao do coeficiente de particéo.

Os resultados obtidos nesta gama de pesos moleculares encontram-se reunidos
nas Figuras 3.21 e 3.22.
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Figura 3.21 Sistemas compostos por PEG e sulfato de aménio na gama de altos pesos moleculares de
PEG, na auséncia de NaCl para purificar o-lactalbumina.
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Figura 3.22 Sistemas compostos por PEG e sulfato de amoénio na gama de altos pesos moleculares de
PEG, na auséncia de NaCl para purificar -lactoglobulina.
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De um modo geral as tendéncias verificadas na gama de pesos moleculares

inferiores mantém-se.

Analisando a Figura 3.21 verifica-se que os valores obtidos sdo todos muito
semelhantes e que, a proteina se desloca para a fase inferior do sistema.
Por outro lado, também a proteina B-lactoglobulina se desloca para a fase

inferior (Figura 3.22).

A variacdo dos parametros pH, concentracdo de PEG e pH ndo produzem
grandes variagdes dos coeficientes de particdo de ambas as proteinas pelo que se conclui
que esta gama de pesos moleculares do polimero ndo é indicada para separar as duas

proteinas num concentrado proteico de soro.

De qualquer modo, de forma a avaliar uma possivel melhoria em termos de
separagdo foram efectuados ensaios com diferentes sais e com diferentes forcas ionicas,
tal como para a gama de pesos moleculares inferiores.

Os resultados obtidos com a introducdo de diferentes sais, num sistema 14% p/p

Sufato + 14% p/p PEG8000, pH 7,0 para a a-lactalbumina encontram-se na Figura 3.23.

‘D Coeficiente de Particdo
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Figura 3.23 Efeito da introducdo de sais no sistema PEG-sulfato na gama de altos pesos moleculares de

polimero, para a purificagdo da a-lactalbumina.
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Os resultados obtidos (Figura 3.23) encontram-se dentro do que estava previsto,

contudo ndo promovem uma melhoria da separagéo.

A adicéo de diferentes concentracfes de cloreto de s6dio promove um aumento
do coeficiente de particdo da proteina (Figura 3.24), mas também nesta situagdo nédo se

observam melhorias em termos de separacdo das duas proteinas.
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Figura 3.24 Efeito da da forca ionica no sistema PEG-sulfato na gama de altos pesos moleculares de

polimero, para a purificacdo da a-lactalbumina.

Para a B-lactoglobulina com 0 mesmo sistema, os resultados encontram-se nas
Figuras 3.25 e 3.26.

Neste caso a introducédo de diferentes sais promoveu um aumento do coeficiente
de particdo embora este ndo seja significativo uma vez que a proteina continua a
deslocar-se para a fase inferior.

Relativamente a forca idnica verifica-se uma ligeira tendéncia crescente embora

também ndo seja significativa.

O Coeficiente de
Particéo

sssss | KSCN Kl NaCl

Figura 3.25 Efeito da introducdo de sais no sistema PEG-sulfato na gama de altos pesos moleculares de

polimero, para a purificacdo da p-lactoglobulina.
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Figura 3.26 Efeito da da forca i6nica no sistema PEG-sulfato na gama de altos pesos moleculares de

polimero, para a purificacdo da p-lactoglobulina.

Pela observacdo dos resultados obtidos nesta gama de pesos moleculares é
possivel concluir que ndo se reinem condi¢cdes que permitam a separacdo de ambas as
proteinas uma vez que, ambas se dirigem para a fase inferior do sistema mesmo
manipulando pardmetros como o pH, concentracdo de PEG, introducdo de diferentes
sais ou forca idnica, ndo se consegue uma alteragdo significativa dos coeficientes de

particéo.

3.1.3 Comparacdo dos Sistemas PEG-Reppal e PEG-Sais para a parti¢cdo de a-

lactalbumina e B-lactoglobulina.

Pretendia-se com estes estudos seleccionar o sistema que permitisse uma melhor
separagdo de o-lactalbumina e PB-lactoglobulina quando aplicado num concentrado
proteico de soro.

Da andlise dos resultados anteriormente apresentados verificou-se que no
sistema PEG-Reppal a gama de baixo peso molecular de PEG néo é eficaz para separar
as duas proteinas, pois ambas apresentam nesta gama de pesos moleculares, um
coeficiente de particdo muito proximo de 1, ou seja uma particdo semelhante em ambas
as fases do sistema.

Do mesmo modo, para os sistemas PEG-Sais verificou-se, mas desta vez na
gama de elevados pesos moleculares de PEG, quer para o sistema PEG-Fosfato, quer

para o sistema PEG-Sulfato, que ndo se consegue obter condigdes que permitam a
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separacdo das duas proteinas (maioritarias no soro de queijo), isto porque ambas se

deslocam preferencialmente para a fase inferior do sistema bifasico.

Assim, no sistema PEG-Reppal e na gama de elevados pesos moleculares de
PEG, as melhores condi¢des de separagdo sdo a pH 7,0, com 13% p/p de Reppal
PES100 e 5% p/p de PEG 6000, tendo-se obtido um kala = 3,67 e kBlg = 0,04, com
rendimentos de 81,1% (Yala,S) e 99,2% (YpIg,l) respectivamente, com recuperagoes
de 38,4% (RA) e 48,4% (RB) respectivamente, e purezas de 95,9% (PA) e 95,7% (PB)
respectivamente. Neste sistema, é possivel partindo de 0,5 mg/ml de proteina total no
sistema, concentrar e purificar a o-lactaloumina na fase superior do sistema (0,6
mg/ml), embora para a 3-lactoglobulina ndo se consiga fazer a sua concentragdo na fase
inferior (0,3 mg/ml). Ou ainda, para pH 7,0, com 13% p/p de Reppal PES 100 e 5% p/p
de PEG 20000, tendo-se obtido um kala = 3,80 e kBlg = 0,03, com rendimentos de
84,4% (Yala,S) e 99,7% (YBlg,l) respectivamente, com recuperacdes de 41% (RA) e
52,1 % respectivamente, e purezas de 98,5% (PA) e 96,5% (PB). Neste sistema, tal
como no anterior consegue-se concentrar a a-lactalbumina na fase superior (0,8 mg/ml),

mas ndo se consegue concentrar a -lactoglobulina (0,3 mg/ml).

No sistema PEG-Fosfato e na gama de baixos pesos moleculares de PEG as
melhores condicGes de separacdo consistem em usar um sistema a pH 7,0, com 14% p/p
de Fosfato e 14 % p/p de PEG 900, tendo-se obtido nesta situagdo um kala = 4,39 e
kBlg = 0,16, com rendimentos de 75,9% (Yala,S) e 93,2% (YBlg,l) respectivamente,
com recuperacdes de 81,1% (RA) e 80,3% (RB) respectivamente, e purezas de 72,3%
(PA) e 94,3% (PB) respectivamente. Este sistema permite, partindo de 0,25 mg/ml de
proteina total no sistema, obter 0,49 mg/ml de a-lactalbumina na fase superior e, 0,33

mg/ml de B-lactoglobulina na fase inferior.

No sistema PEG-Sulfato e na gama de baixos pesos moleculares de PEG as
melhores condicGes de separacdo consistem em usar um sistema a pH 7,0, com 14% p/p
de Fosfato e 18 % p/p de PEG 900, tendo-se obtido nesta situagdo um kala = 12,80 e
kBlg = 0,34 com rendimentos de 96,7% (Yala,S) e 83,8% (YBlg,l) respectivamente,
com recuperacdes de 61,2% (RA) e 74,1% (RB) respectivamente, e purezas de 58,2%
(PA) e 99,1% (PB) respectivamente. Este sistema permite, partindo de 0,25 mg/ml de
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proteina total no sistema, obter 0,46 mg/ml de o-lactaloumina na fase superior e, 0,27

mg/ml de B-lactoglobulina na fase inferior.

Ensaios realizados por Chen (1992), utilizando um sistema PEG-Fosfato de
Potassio, permitiram purificar parcialmente o-lactalbumina na fase superior e B-
lactoglobulina na fase inferior, de um soro de queijo tipo Cheddar.

A utilizacdo de PEG de baixo peso molecular (PEG 1000 ou PEG 1500) e
elevadas concentracdes de fosfato de potassio (20 % p/p) permitiu obter B-
lactoglobulina essencialmente pura e 84% de a-lactalbumina pura, num unico passo de

extraccao usando sistemas de particdo biféasica aquosa.

Comparando os resultados publicados por Chen (1992) com os obtidos neste
trabalho, verifica-se que que ndo sdo muito diferentes, apesar de se terem obtido graus
de pureza inferiores para o-lactalbumina, obteve-se a B-lactoglobulina praticamente

pura na fase inferior dos sistemas.

Escolhidas as melhores condi¢cbes em cada um dos sistemas testados, estas
foram ensaiadas utilizando um concentrado proteico de soro a fim de avaliar se se
consegue obter a separacdo das duas proteinas, como se observou nos ensaios com as

proteinas comerciais puras.

Estes resultados encontram-se reunidos na subsecgdo 3.2.
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3.2 Separacao das proteinas a-lactalbumina e B-lactoglobulina de um

concentrado proteico de soro.

Ap0s a caracterizagdo dos sistemas bifasicos aquosos para as proteinas puras -
o-lactalbumina e [-lactoglobulina — foram escolhidas algumas das situagdes mais
vantajosas em termos de separacdo das duas proteinas para ensaiar num concentrado
proteico de soro. Assim, segue-se uma analise detalhada dos resultados obtidos para

cada uma das situacdes escolhidas de cada um dos sistemas testados.

3.2.1 Sistemas compostos por PEG e Reppal PES 100

Com as proteinas puras verificou-se que de um modo geral, € a pH 7,0 que se
observam os melhores resultados em termos de parti¢do diferenciada das proteinas. Foi
também para a concentracdo de 7% p/p de PEG 20000 que se verificou a maior
diferenca entre os coeficientes de particdo obtidos. Contudo, trabalhar com PEG 20000
é complicado dada a sua elevada viscosidade, pelo que se optou por trabalhar com
polimero de pesos moleculares inferiores.

Assim, com concentrado proteico de soro foram ensaiadas as seguintes
situacbes: 7%p/p PEG6000+13%p/p Reppal, pH 7,0; 7% p/p PEG8000+13%p/p
Reppal, pH 7,0 e 7%p/p PEG10000+13%p/p Reppal, pH 7,0. Os cromatogramas
obtidos por FPLC para as fases superior e inferior de cada sistema encontram-se

reunidos nas figuras abaixo.
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Figura 3.27 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG6000, pH 7.0. Foi utilizada uma mistura de proteinas padrao (2 g/l). Condicdes de separagdo:
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TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, resina: Macro-Prep High Q Anion Exchange
Support.

Figura 3.28 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG6000, pH 7.0.
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Figura 3.29 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG6000, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p.

T 30

Figura 3.30 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG6000, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p.
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Figura 3.31 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG8000, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condicbes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.32 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG8000, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p.
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Figura 3.33 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG10000, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p.
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Figura3.34 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 13%p/p Reppal +
7%p/p PEG10000, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p.

Nos ensaios efectuados com concentrado proteico de soro verificou-se em todos
0s casos que as duas proteinas se deslocam preferencialmente para a fase inferior do
sistema, isto seria de esperar pois para pesos moleculares superiores de PEG, menor é o
volume livre na fase superior pelo que as proteinas sdo excluidas para a fase inferior.
Contudo, esta tendéncia ndo se verificou com as proteinas puras pelo que, a avaliar
pelos resultados anteriormente obtidos seria de esperar que as duas proteinas se

distribuissem diferencialmente pelas duas fases, como se pode observar na Tabela 3.4
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onde se encontram os coeficientes de particdo das proteinas puras e das proteinas do
concentrado proteico de soro para um mesmo sistema ensaiado. A diferenca dos
resultados obtidos com as proteinas puras e com o concentrado proteico de soro podem
ter a ver com possiveis interferéncias de outros componentes do soro proteicos ou nao
proteicos, ou de associacdes das proteinas entre si ou com lactose alterando as suas
propriedades e caracteristicas de particao.

Tabela 3.4 Coeficientes de particdo das proteinas puras e das proteinas do concentrado proteico de soro

na gama elevada de pesos moleculares.

Sistema kala pura | kplgpura | kalaCP | kplg CP
7%p/p PEG6000+13%p/p Reppal, pH 7,0 2,45 0,04 0,81 0,42
7%plp PEG8000+13%p/p Reppal, pH 7,0 2,56 0,02 0,75 0,83
7%p/p PEG10000+13%p/p Reppal, pH 7,0 2,24 0,04 0,60 0,48

De forma a confirmar os resultados foram realizadas duas electroforeses SDS
PAGE no sistema PEG-Reppal, sendo uma na gama de altos pesos moleculares do
polimero e outra, na gama de baixos pesos moleculares do polimero. Os géis
encontram-se nas Figuras 3.35 e 3.36.
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Figura 3.35 Electroforese SDS PAGE. Linha 2/3 — Sistema 7%p/p PEG6000 + 13% p/p Reppal, pH 7,0
(fase superior e inferior respectivamente). Linha 5/6 - Sistema 7%p/p PEG8000 + 13% p/p Reppal, pH
7,0 (fase superior e inferior respectivamente). Linha 8/9 - Sistema 7%p/p PEG10000 +13 % p/p Reppal,
pH 7,0 (fase superior e inferior respectivamente).
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Figura 3.36 Electroforese SDS PAGE. Linha 2/3 — Sistema 24%p/p PEG1500 + 14% p/p Reppal, pH 8,0
(fase superior e inferior respectivamente). Linha 4/5 — Sistema 20%p/p PEG1500 + 14% p/p Reppal, pH
6,0 (fase superior e inferior respectivamente). Linha 6/7 - Sistema 22%p/p PEG900 + 14% p/p Reppal,
pH 8,0. Linha 8/9 — Sistema 20%p/p PEG900 + 14%p/p Reppal, pH 8,0 (fase superior e inferior

respectivamente).

Observando os géis de electroforese SDS PAGE verifica-se que na gama de
altos pesos moleculares de PEG as proteinas apesar de se encontrarem ambas nas duas
fases estdo mais concentradas na fase inferior do sistema. Na gama de baixos pesos
moleculares de PEG a distribuicdo das proteinas é mais equilibrada, estando ambas
presentes nas duas fases em concentra¢Ges mais ou menos semelhantes a excepcéo das
duas primeiras situacbes em que se observa que a B-lactoglobulina esta mais
concentrada na fase inferior do sistema. Nos ensaios efectuados na gama de baixos
pesos moleculares com as proteinas comerciais puras tinha-se verificado que as
proteinas se deslocavam para a fase superior, 0 que seria de esperar pois quanto menor o
peso molecular do polimero maior a facilidade para a proteina se acomodar nessa fase

(fase superior).

Ao contrario do que se tinha constatado para as proteinas puras em que,
dificilmente a gama de baixos pesos moleculares de PEG permitiria uma separacéo das
duas proteinas, no caso da utilizacdo destes mesmos sistemas com concentrado proteico
verificou-se que a gama de baixos pesos moleculares é melhor que a gama mais elevada

apesar de ndo se encontrar nenhuma situacdo Optima para a separagao.
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3.2.2 Sistemas compostos por PEG e Sais

3.2.2.1 Sistemas compostos por PEG e Fosfato

Nos ensaios efectuados anteriormente com as proteinas puras verificou-se que a
gama de pesos moleculares de PEG mais elevada ndo permite separar as duas proteinas
pois estas tém tendéncia para se deslocar para a fase inferior do sistema. Esta tendéncia
foi confirmada por electroforese SDS PAGE (Figura 3.37) para ensaios realizados com
concentrado proteico de soro. Os sistemas testados foram 18%p/p PEG6000 + 14% p/p
Fosfato, pH 7,0; 16% p/p PEG8000 + 14% p/p Fosfato, pH 8,0 e 14% p/p PEG8000 +
14% p/p Fosfato, pH 8,0.

1 2 34 56 7 8 9

Figura 3.37 Electroforese SDS PAGE. Linha 2/3 — Sistema 18%p/p PEG6000 + 14% p/p Fosfato, pH 7,0
(fase superior e inferior respectivamente). Linha 5/6 — 16% p/p PEG8000 + 14% p/p Fosfato, pH 8,0 (fase
superior e inferior respectivamente). Linha 8/9 - Sistema 14% p/p PEG8000 + 14% p/p Fosfato, pH 8,0

(fase superior e inferior respectivamente).

Na gama de baixos pesos moleculares de PEG verificou-se nos ensaios com
proteinas puras que para PEG1500 consegue-se obter a B-lactoglobulina praticamente
toda na fase inferior e, para PEG600 a o-lactaloumina praticamente toda na fase
superior. Nos ensaios com concentrado proteico foram testadas as seguintes situacgoes:
16% p/p PEG600 + 14% p/p Fosfato, pH 6,0; 16% p/p PEG1500 + 14% p/p Fosfato, pH
8,0; 14% p/p PEG900 + 14% p/p Fosfato, pH 6,0; 12% p/p PEG1500 + 20% p/p
Fosfato, pH 7,0 e 12% p/p PEG1500 + 20% p/p Fosfato + 0,6M NaCl, pH 7,0. Os

cromatogramas obtidos encontram-se reunidos nas Figuras 3.38 a 3.47.
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Figura 3.38 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
14%pl/p Fosfato, pH 6.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condic¢Bes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.39 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
14%p/p Fosfato, pH 6.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. CondicGes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.40 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG1500 +
14%p/p Fosfato, pH 8.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. CondicGes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.41 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG1500 +
14%pl/p Fosfato, pH 8.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condic¢Bes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.42 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 14%p/p PEG900 +
14%p/p Fosfato, pH 6.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. CondicGes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.43 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 14%p/p PEG900 +
14%pl/p Fosfato, pH 6.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condic¢Bes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.44 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 12%p/p PEG1500 +
20%p/p Fosfato, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condices de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.

0.05

Absorbance (AU)

0 2 4 6 8 10

Retention Time (min)

0.15
=la
1]
0.10 o
o
-

%

12 14 16 18 20 22 24

Figura 3.45 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 12%p/p PEG1500 +
20%p/p Fosfato, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. CondicGes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.46 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 12%p/p PEG1500 +
20%p/p Fosfato, 0,6M NaCl, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condic6es
de separagdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.47 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 12%p/p PEG1500 +
20%p/p Fosfato, 0,6M NaCl, pH 7.0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condic6es
de separagdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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De um modo geral verificou-se que os valores obtidos com concentrado proteico
de soro sdo bastante diferentes dos obtidos com as proteinas puras (Tabela 3.5) e, a
excepcao da situacdo 14% p/p PEG900 +14% p/p Fosfato, pH 6,0, em que se obtém a -
lactoglobulina toda na fase inferior e a a-lactalbumina igualmente distribuida nas duas
fases, todas as outras situaces ndo permitem uma separac¢do efectiva das duas proteinas
(Figuras 3.48 e 3.49).

Tabela 3.5 Coeficientes de particdo das proteinas puras e das proteinas do concentrado proteico de soro
na gama de baixos pesos moleculares, no sistema PEG-Fosfato.

Sistema kala pura | kplg pura | kala CP | kpBlg CP
16% p/p PEG600 +14% p/p Fosfato, pH 6,0 3,50 0,83 0,38 0,46
16% p/p PEG1500 +14% p/p Fosfato, pH 8,0 1,68 0,38 1,20 0,09
14% p/p PEG900 +14% p/p Fosfato, pH 6,0 3,80 1,39 1,00 0
12%p/p PEG1500 + 20%p/p Fosfato, pH 7.0 - - 0,93 0,24
12%p/p PEG1500 + 20%p/p Fosfato, 0,6M - - 0,45 0,17
NaCl, pH 7.0
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Figura 3.48 Electroforese SDS PAGE. Linha 2/3 — Sistema 16% p/p PEG600 +14% p/p Fosfato, pH 6,0
(fase superior e inferior respectivamente). Linha 5/6 — 16% p/p PEG1500 +14% p/p Fosfato, pH 8,0 (fase
superior e inferior respectivamente). Linha 8/9 - Sistema 14% p/p PEG900 +14% p/p Fosfato, pH 6,0
(fase superior e inferior respectivamente).
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Figura 3.49 Electroforese SDS PAGE. Linha 1/2 — Sistema 12%w/w PEG1500 + 20% w/w Fosfato (fase

superior e inferior respectivamente).

3.2.2.2 Sistemas compostos por PEG e Sulfato

O sistema PEG-Sulfato foi aquele que, a partida permitiu uma melhor separagao
das proteinas puras.

Tal como para o sistema PEG-Fosfato, nos ensaios efectuados anteriormente
com as proteinas puras verificou-se que a gama de pesos moleculares de PEG mais
elevada ndo permite separar as duas proteinas pois estas tém tendéncia para se deslocar
para a fase inferior do sistema. Esta tendéncia foi confirmada por electroforese SDS
PAGE (Figura 3.50) para ensaios realizados com concentrado proteico de soro. Os
sistemas testados foram 18%p/p PEG6000 + 14% p/p Sulfato, pH 7,0; 14% plp
PEG6000 + 14% p/p Sulfato, pH 8,0 e 16% p/p PEG6000 + 14% p/p Sulfato, pH 8,0.
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Figura 3.50 Electroforese SDS PAGE. Linha 2/3 — Sistema 18%p/p PEG6000 + 14% p/p Sulfato, pH 7,0
(fase superior e inferior respectivamente). Linha 5/6 — 14% p/p PEG6000 + 14% p/p Sulfato, pH 8,0 (fase

superior e inferior respectivamente). Linha 8/9 - Sistema 16% p/p PEG6000 + 14% p/p Sulfato, pH 8,0

(fase superior e inferior respectivamente).

Na gama de baixos pesos moleculares de PEG verificou-se nos ensaios com

proteinas puras que para PEG1500 consegue-se obter a B-lactoglobulina praticamente

toda na fase inferior e, para PEG600 a a-lactaloumina praticamente toda na fase

superior. Nos ensaios com concentrado proteico foram testadas as seguintes situacdes:

- 16% p/p PEG600 + 16% p/p Sulfato + 200 mM NaCl, pH 7,5
- 14% p/p PEG1500 + 14% p/p Sulfato + 200 mM NacCl, pH 7,5
- 16% p/p PEG900 + 15% p/p Sulfato, pH 7,5

- 16% p/p PEG900 + 15% p/p Sulfato + 200 mM K,SO,, pH 7,5
- 16% p/p PEG900 + 15% p/p Sulfato + 200 mM NaCl, pH 7,5
- 16% p/p PEG600 + 16% p/p Sulfato, pH 7,5

- 16% p/p PEG600 + 16% p/p Sulfato + 200 mM K;SOq, pH 7,5
- 12% p/p PEG1500 + 20% p/p Sulfato, pH 7,0

- 12% p/p PEG1500 + 20% p/p Sulfato + 0,6M NaCl, pH 7,0

- 18% p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH 6,0

- 14% p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH 7,0

- 16% p/p PEG600 + 14% p/p Sulfato, pH 6,0

Os cromatogramas obtidos encontram-se reunidos nas Figuras 3.51 até 3.74.
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Figura 3.51 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
16%p/p Sulfato, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condicbes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.52 cCromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +

16%p/p Sulfato, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condicbes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.53 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
16%p/p Sulfato, 200mM NaCl, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p. Condi¢des
de separagdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.54 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
16%p/p Sulfato, 200mM NaCl, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p. Condi¢des
de separagdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.55 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
16%p/p Sulfato, 200 mM K,SO, . Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. Condic8es de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.56 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG600 +
16%p/p Sulfato, 200 mM K,SQO, .Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. Condicdes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.

Verificou-se que a introducdo de sais no sistema promove uma diminui¢do dos
coeficientes de particdo e, embora este sistema permita separar as duas proteinas,
verificaram-se ao longo deste estudo outras situacbes mais favoraveis em termos de
separacéo.

No sistema em que se introduziu 200 mM de NaCl verificou-se que os resultados
obtidos com concentrado de ultrafiltragdo permitem obter resultados semelhantes aos
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obtidos com as proteinas puras, consegue-se uma concentracdo de a-lactalbumina na

fase superior (kala = 5,70) e de B-lactoglobulina na fase inferior (kBlg = 0,263).
Este mesmo sistema com 200 mM de cloreto de sédio foi testado com PEG 1500

e 0s cromatogramas obtidos encontram-se nas Figuras 3.57 e 3.58.
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Figura 3.57 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 14%p/p PEG1500 +
14%p/p Sulfato, 200mM NaCl, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p. Condi¢des
de separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.58 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 14%p/p PEG1500 +
14%p/p Sulfato, 200mM NaCl, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p. Condi¢des
de separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Observando as Figuras 3.57 e 3.58 é possivel verificar que com PEG1500 ambas
as proteinas se deslocam para a fase inferior do sistema e ndo se consegue separar as

proteinas, tendo-se obtido um kala = 0,73 um kg = 0,14.

Outro sistema testado com o concentrado proteico de soro foi 16% p/p PEG900
+ 15% p/p Sulfato, pH 7,50, sem sal, com 200 mM de K;SO4 e com 600 mM de NaCl.
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Figura 3.59 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG900 +
15%p/p Sulfato, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10%p/p. Condi¢bes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.60 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG900 +
15%p/p Sulfato, pH 7.5. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 5%p/p. Condi¢des de separacdo:
TA - Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.61 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG900 +
15%p/p Sulfato, 200 mM K,SO, , pH 7,50. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p.
Condicdes de separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5

Pharmacia.

Abscrbance (AU)

0.0 94— e : —

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Ratantinn Tima (min)

Figura 3.62 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG900 +
15%p/p Sulfato, 200 mM K,SQO,4, pH 7,50..Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p.
Condicdes de separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5

Pharmacia.
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Figura 3.63 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16%p/p PEG900 +
15%p/p Sulfato, 600 mM NaCl, pH 7,50. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p.
Condicdes de separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5
Pharmacia.
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Figura 3.64 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16%p/p PEG900 +
15%p/p Sulfato, 600 mM NaCl, pH 7,50. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p.
Condicdes de separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5
Pharmacia.

Verificou-se tal como anteriormente que, 0s sais promovem uma diminuicdo do
coeficiente de particdo da a-lactalbumina, e no caso da B-lactoglobulina verificou-se
que, com sulfato de potéassio alguma proteina se desloca para a fase superior. Este
sistema, na auséncia de sais permite obter toda a B-lactoglobulina na fase inferior (kBlg

= 0) e, grande parte da a-lactalbumina na fase superior (kala = 4,60).
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O sistema 12% p/p PEG1500 + 20% p/p Sulfato, pH 7,0 foi também estudado e,
para 0 mesmo se apresentam os cromatogramas e gel de electroforese SDS PAGE

obtidos. Este sistema foi testado na auséncia e na presenca de 0,6 M de NaCl.
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Figura 3.65 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 12%p/p PEG1500 +
20%p/p Sulfato, pH 7,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. CondicBes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.66 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 12%p/p PEG1500 +
20%p/p Sulfato, pH 7,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. Condigdes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.67 Electroforese SDS PAGE. Linha 3/4 - Sistema 12%p/p PEG1500 + 20% p/p Sulfato (fase

superior e inferior respectivamente). Linha 5/6 - Sistema 12%p/p PEG1500 + 20% p/p Sulfato + 0.6 M
NaCl (fase superior e inferior respectivamente).

Verificou-se que, embora se consigam separar as duas proteinas, existem
situacGes mais favoraveis anteriormente apresentadas e que, mais uma vez a introducédo
de NaCl ndo foi favoravel a separacdo das proteinas, como se pode observar pela
comparacgéo das linhas 3/4 e 5/6 do gel de electroforese SDS PAGE.

Finalmente foram estudados os sistemas 18% p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato,
pH 6,0; 14% p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH 7,0 e 16% p/p PEG600 + 14% p/p
Sulfato, pH 6,0 (Figuras 3.68 até 3.63).
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Figura 3.68 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 18% p/p PEG900 + 14%
p/p Sulfato, pH 6,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. Condi¢des de separagdo:
TA - Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.69 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 18% p/p PEG900 +
14% pl/p Sulfato, pH 6,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. Condigdes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.70 Cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 14% p/p PEG900 +
14% p/p Sulfato, pH 7,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. CondicGes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.71 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 14% p/p PEG900 +

14% p/p Sulfato, pH 7,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. CondicBes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.
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Figura 3.72 cromatograma FPLC obtido para a FASE SUPERIOR de um sistema 16% p/p PEG600 + 14%
p/p Sulfato, pH 6,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. Condic¢des de separagéo:
TA - Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NaCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.

171



5 E | [
e | }0"‘ [ \
3 0.3 4 I| \
E ,l J .'I \\
] | I.' ",
g 0.2 | / \
o / A
ﬁ | z &) K \
0.1 | o \
3 " A
1 | \\__ _/f ..\\
0.0 4+— - — S ~—
1:.-. BAALY AL WAL RAAA) Lkl bbbl bkl i R bl Rl WA LA bbb LRARA ALLL LA LALA LA LA ...Inf'rv\r"\pﬂrl-'vn-'.'"i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Retention Time (min)

Figura 3.73 Cromatograma FPLC obtido para a FASE INFERIOR de um sistema 16% p/p PEG600 +
14% p/p Sulfato, pH 6,0. Neste ensaio foi utilizado concentrado proteico 10 % p/p. CondicBes de
separacdo: TA — Tris/HCI 20 mM pH 8.0, TB — TA + 1M NacCl, coluna: MonoQ HR5/5 Pharmacia.

Destes trés sistemas testados verificou-se que o ultimo é o menos eficiente em
termos de separacdo, enquanto que 0s dois primeiros permitem obter toda a B-
lactoglobulina na fase inferior do sistema, sendo o sistema efectuado a pH 7,0 o melhor.

De forma a confirmar os resultados obtidos correu-se um gel de electroforese
SDS PAGE (Figura 3.74) com alguns dos sistemas testados e verificou-se que as
tendéncias observadas anteriormente para as proteinas puras se mantém para o

concentrado proteico de soro.
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Figura 3.74 Electroforese SDS PAGE. Linha 2/3 - Sistema 18%p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH 6,0
(fase superior e inferior respectivamente). Linha 5/6 - Sistema 14%p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH
7,0 (fase superior e inferior respectivamente). Linha 8/9 - Sistema 16%p/p PEG600 + 14% p/p Sulfato,

pH 6,0 (fase superior e inferior respectivamente).
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Tal como para o sistema PEG-Fosfato verificou-se que os valores obtidos com o
concentrado proteico de soro séo diferentes dos obtidos com as proteinas puras (Tabela
3.6).

Tabela 3.6 Coeficientes de particdo das proteinas puras e das proteinas do concentrado proteico de soro

na gama de baixos pesos moleculares, no sistema PEG-Sulfato.

Sistema kala pura | kplg pura | kala CP | kplg CP
16% p/p PEG600 +16% p/p Sulfato, 200 mM - - 5,70 0,26
NaCl, pH 7,5
14% p/p PEG1500 +14% p/p Sulfato, 200 - - 0,73 0,14
mM NaCl, pH 7,5
16% p/p PEG900 +15% p/p Sulfato, pH 7,5 5,00 0,26 4,60 0
16% p/p PEGY00 +15% p/p Sulfato, 200 3,53 0,19 0,61 0,22
mM K2804, pH 715
16% p/p PEG900 +15% p/p Sulfato, 600 5,73 0,20 1,25 0
mM NaCl, pH 7,5
16% p/p PEG600 +16% p/p Sulfato, pH 7,5 2,71 1,52 2,00 0,69
16% p/p PEG600 +16% p/p Sulfato, 200 - - 2,05 0,51
mM K2804, pH 715
12% p/p PEG1500 +20% p/p Sulfato, pH 7,0 - - 1,36 0,46
18% p/p PEG900 +14% p/p Sulfato, pH 6,0 31,53 0,42 2,00 0
14% p/p PEG900 +14% p/p Sulfato, pH 7,0 5,21 0,12 2,00 0
16% p/p PEG600 +14% p/p Sulfato, pH 6,0 21,88 2,91 1,25 0,22

Assim, para este sistema as melhores condi¢des ensaiadas foram: 14% p/p
PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH 7,0 e, 16% p/p PEG900 + 15% p/p Sulfato, pH 7,50, em
que se consegue a concentracdo da p-lactoglobulina na fase inferior, uma vez que esta
se desloca exclusivamente para a fase inferior dos sistemas. Com estes sistemas é ainda
possivel purificar a a-lactaloumina, uma vez que a B-lactoglobulina estd toda na fase

inferior.

Em qualquer dos sistemas PEG-Reppal ou PEG-sais ensaiados com concentrado
proteico verificou-se uma diferenca razodvel dos coeficientes de particdo quando
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comparados com 0s obtidos para as proteinas puras. Essa diferenca podera ser devida a
uma maior precipitacdo das proteinas com os componentes do sistema, ou ainda, devido
a uma baixa solubilidade do concentrado como consequéncia do processo de secagem

do mesmo.

Contudo, os resultados obtidos com concentrado proteico mantém a tendéncia
verificada anteriormente com as proteinas puras sendo possivel concentrar a f-
lactoglobulina na fase inferior e purificar a a-lactalbumina na fase superior dos

sistemas.

3.3 Particdo do Componente PP3 extraido do concentrado proteico de

Soro

O aquecimento de leite desnatado (95°C, 30 minutos) seguido de acidificacdo
(pH 4,6) provoca a desnaturacdo das proteinas do soro e a sua co-precipitacdo com as
caseinas. Apesar destas condicdes drasticas, uma fraccdo heterogénea composta por
fosfoglicoproteinas permanece sollvel, esta fraccdo denomina-se de fraccdo PP
(proteose peptonas) (Nejjar et al, 1990; Girardet, 1996).

A fracgé@o PP foi entdo caracterizada como sendo uma mistura de glicoproteinas
estaveis ao calor e acido e corresponde a 10% da proteina total do soro (Ng et al, 1990;
Paquet, 1989).

Os seus principais componentes foram designados como componentes 3, 5, 8

slow e 8 fast de acordo com as suas mobilidades electroforéticas ascendentes.

Neste trabalho foi dada especial relevancia ao componente PP3 da fracgdo PP. A
razdo do interesse neste componente prende-se com as suas propriedades especificas
(nomeadamente propriedades espumantes e emulsificantes, e inibicdo da actividade
lipolitica entre outras) e devido ao seu caracter extremamente hidrofébico, o que
constitui uma caracteristica a explorar em termos de separacdo por sistemas bifasicos

aquosos, dado o caracter hidrofébico do polimero constituinte dos sistemas - PEG.
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Assim, o componente PP3 foi utilizado em dois sistemas distintos, PEG-Reppal
e PEG-Fosfato, de forma a seleccionar um deles para prosseguir o estudo em termos de
variacdo de uma série de parametros.

Foi testado o sistema 25% p/p PEG 20000 + 10% p/p Fosfato a pH 7,0, uma vez
que, sendo este componente extremamente hidrofobico, seria de esperar que se
deslocasse para a fase superior rica em PEG; contudo isto ndo se verificou. Na realidade
0 componente PP3 apresenta neste sistema um coeficiente de parti¢cdo de 0,49 com um
rendimento de 90%, ou seja preferencialmente encontra-se na fase inferior. Isto poderia
ser explicado pelo facto de se estar a trabalhar com um polimero com um peso
molecular e concentracdo muito elevados, pelo que provavelmente o efeito de exclusédo
sobrepde-se ao efeito hidréfobo, diminuindo o volume livre e consequentemente
dificultando a particdo do componente PP3 para a fase superior.

Por outro lado foi testado o sistema 16% p/p PEG 4000 + 16% p/p Reppal a pH
7,0, uma vez que neste sistema predominam as interac¢des hidrofobicas. Os resultados
obtidos apontam para uma particdo do componente PP3 preferencialmente para a fase
superior com um coeficiente de particdo de 12,3 e um rendimento entre 80-90%.

Analisando os resultados obtidos nos dois sistemas optou-se por aprofundar os
estudos no sistema PEG-Reppal tendo sido avaliada a influéncia dos seguintes
parametros: peso molecular do PEG (4000/6000/8000/10000); concentracdo de
polimero ( 12, 14 e 16% p/p); forga idnica (0 e 0.5 M de NaCl); pH (3.0; 5.0; 7.0 e 9.0)
e concentracao de Reppal (12, 14 e 16% p/p).

Utilizando o sistema 12% p/p Reppal + 12% p/p PEG a pH 7,0 variou-se 0 peso

molecular do polimero de forma a avaliar a sua influéncia no coeficiente de particdo do

componente PP3. Assim, os resultados obtidos encontram-se reunidos na Figura 3.75.
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Particéo

PEG4000 PEG6000 PEG8000 PEG10000

Figura 3.75 Influéncia do peso molecular de PEG na partigdo do componente PP3 no sistema 12% p/p
Reppal + 12% PEG, pH 7,0.

Como seria de esperar 0 aumento do peso molecular provoca uma diminuicdo do

coeficiente de particdo devido a um efeito de excluséo.

A partir destes resultados optou-se pelo sistema PEG 4000 + 12% p/p Reppal,
pH 7,0 para estudar a influéncia da concentracdo de PEG na particdo do componente
PP3 (Figura 3.76)

O Coeficiente de Particdo

129%p/ p 14%p/ p 16%p/ p

Figura 3.76 Influéncia da concentracdo de PEG na particdo do componente PP3 no sistema 12% p/p
Reppal + PEG4000, pH 7,0.
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Verificou-se um aumento do coeficiente de particdo, que se pode justificar por
um aumento do efeito hidrofobo que provavelmente se sobrepde ao efeito de exclusao.
O aumento da concentracdo de polimero implica um aumento das interaccdes
hidrofobicas na fase rica em polimero apolar ou seja, 0 componente PP3 desloca-se para
a fase rica em PEG.

Para avaliar a influéncia da forca iénica foi usado o mesmo sistema que na

situacdo anterior e os resultados obtidos encontram-se na Figura 3.77.
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Figura 3.77 Influéncia da forca idnica na particdo do componente PP3 no sistema 12% p/p Reppal + 12%
p/p PEG4000, pH 7,0.

Verificou-se que o aumento da forga idnica promove a diminuigédo do coeficiente
de particdo do componente PP3, isto poderd justificar-se por um aumento da
precipitacdo que ocorre quando se aumenta a concentragdo de sal e portanto, a proteina
contabilizada na fase superior € menor e consequentemente o coeficiente de particdo é
também inferior.

Conclui-se que a manipulacdo da forca idnica do sistema ndo produz um efeito

benéfico na particdo do componente PP3 para a fase superior.
Finalmente, também no sistema 12% p/p Reppal + 12% p/p PEG4000 foi

avaliada a influéncia do pH no coeficiente de particdo. Os resultados relativos a

variagdo do pH encontram-se na Figura 3.78.
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Figura 3.78 Influéncia do pH na particdo do componente PP3 no sistema 12% p/p Reppal + 12% p/p
PEG4000, pH 7,0.

Verificou-se um aumento do coeficiente de particdo com o aumento de pH. O
aumento do pH influencia os grupos ionizaveis da proteina alterando a sua carga
superficial e influenciando também a “carga” do polimero, que a medida que o pH
aumenta se torna cada vez mais positivo assim, é de esperar que a um pH inferior ao
ponto isoeléctrico a proteina esteja positivamente carregada e portanto seja repelida para
a fase inferior. Pelo contrario a pH superior ao ponto isoeléctrico a proteina tem carga
negativa e é atraida para a fase superior, como é possivel verificar pela observacéo da
Figura 3.78. Pensa-se que o ponto isoeléctrico do componente PP3 esta compreendido
entre 4,90 e 6,10 (Girardet, 1991)

E de notar que & medida que o pH aumenta também aumenta a precipitacio
proteica, assim, optou-se por trabalhar a pH neutro prevenindo deste modo a

desnaturacéo.

Os resultados relativos a variacdo da concentracdo de Reppal encontram-se na
Figura 3.79. Estes ensaios foram efectuados com o sistema 12% p/p PEG4000 + Reppal
apH7,0.
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O Coeficiente de Particdo

12%p/ p 14%p/ p 16%p/ p

Figura 3.79 Influéncia da concentracdo de Reppal na particdo do componente PP3 no sistema Reppal +
12% p7p PEG4000, pH 7,0.

A medida que aumenta a concentracdo de Reppal aumenta o coeficiente de
particdo do componente PP3 o que, pode ser explicado por uma diminui¢cdo de volume

livre na fase inferior com consequente parti¢do da proteina na fase superior.

Assim, e apds todos os estudos efectuados com o sistema PEG-Reppal chega-se

as seguintes condicdes dptimas para a purificagdo do componente PP3:

- PEG 4000

- Concentracdo de PEG 16% p/p

- 0 M NaCl

- pH70

- Concentracdo de Reppal 16% p/p

Seria interessante testar pesos moleculares de PEG numa gama inferior
(600/900/1500) e ainda, uma vez obtidas as melhores condi¢des de purificacdo, testa-las

na fraccdo PP inteira e verificar se se mantém a particdo do componente PP3 para a fase
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superior e, se se consegue separar este componente dos restantes componentes
hidrofilicos da fraccdo PP (PP5 e PP8).

Os resultados obtidos no sistema PEG-Fosfato, apesar deste sistema néo ter sido

mais explorado, permitem considerar este sistema como uma possibilidade para

recuperar posteriormente a proteina da fase PEG do sistema PEG-Reppal.

180



4. CONCLUSOES

Pretendia-se numa primeira fase deste trabalho seleccionar o sistema que
permitisse uma melhor separacdo de a-lactaloumina e pB-lactoglobulina quando aplicado
num concentrado proteico de soro.

Da analise dos resultados obtidos verificou-se que no sistema PEG-Reppal a
gama de baixo peso molecular de PEG néo ¢é eficaz para separar as duas proteinas, pois
ambas apresentam nesta gama de pesos moleculares, um coeficiente de particdo muito
proximo de 1, ou seja uma particdo semelhante em ambas as fases do sistema.

Do mesmo modo, para os sistemas PEG-Sais verificou-se, mas desta vez na
gama de elevados pesos moleculares de PEG, quer para o sistema PEG-Fosfato, quer
para o sistema PEG-Sulfato, que ndo se consegue obter condigdes que permitam a
separacdo das duas proteinas (maioritarias no soro de queijo), isto porque ambas se

deslocam preferencialmente para a fase inferior do sistema bifasico.

Assim, no sistema PEG-Reppal, para proteinas puras e na gama de elevados
pesos moleculares de PEG, as melhores condicdes de separagédo sao a pH 7,0, com 13%
p/p de Reppal PES100 e 5% p/p de PEG 6000, tendo-se obtido um kala = 3,67 e kBlg =
0,04, com rendimentos de 81,1% (Yala,S) e 99,2% (YBlg,l) respectivamente, com
recuperacdes de 38,4% (RA) e 48,4% (RB) respectivamente, e purezas de 95,9% (PA) e
95,7% (PB) respectivamente. Ou ainda, para pH 7,0, com 13% p/p de Reppal PES 100 e
5% p/p de PEG 20000, tendo-se obtido um kala = 3,80 e kBlg = 0,03, com rendimentos
de 84,4% (Yala,S) e 99,7% (YPIg,lI) respectivamente, com recuperacdes de 41% (RA)
e 52,1 % respectivamente, e purezas de 98,5% (PA) e 96,5% (PB). Verificou-se que
apesar de se obterem bons rendimentos e grau de pureza para ambas as proteinas, a sua
recuperacdo é muito baixa o que poderd ser um indicio de precipitacdo proteica.
Consegue-se com este sistema PEG-Reppal a concentracdo da a-lactalbumina na fase

superior do sistema e a deslocacgéo preferencial da B-lactoglobulina para a fase inferior.

No sistema PEG-Fosfato e na gama de baixos pesos moleculares de PEG as
melhores condicGes de separacdo consistem em usar um sistema a pH 7,0, com 14% p/p
de Fosfato e 14 % p/p de PEG 900, tendo-se obtido nesta situagdo um kola = 4,39 e
kBlg = 0,16, com rendimentos de 75,9% (Yala,S) e 93,2% (Yplg,l) respectivamente,
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com recuperacdes de 81,1% (RA) e 80,3% (RB) respectivamente, e purezas de 72,3%
(PA) e 94,3% (PB) respectivamente. Neste caso conseguiu-se obter recuperacdes das
proteinas mais elevadas, contudo os rendimentos e grau de pureza sdo inferiores. Este
sistema PEG-Fosfato permite concentrar ambas as proteinas em fases distintas do
sistema bifasico aquoso.

No sistema PEG-Sulfato e na gama de baixos pesos moleculares de PEG as
melhores condicGes de separacdo consistem em usar um sistema a pH 7,0, com 14% p/p
de Sulfato e 18 % p/p de PEG 900, tendo-se obtido nesta situacdo um kala = 12,80 e
kBlg = 0,34 com rendimentos de 96,7% (Yala,S) e 83,8% (YPIlg,l) respectivamente,
com recuperacdes de 61,2% (RA) e 74,1% (RB) respectivamente, e purezas de 58,2%
(PA) e 99,1% (PB) respectivamente. Apesar de se obter um bom rendimento, verificou-
se que a recuperacdo e grau de pureza, especialmente para a a-lactalbumina sdo baixos.
Este sistema PEG-Sulfato permite concentrar ambas as proteinas em fases distintas do

sistema bifasico aquoso.

Escolhidas as melhores condi¢cbes em cada um dos sistemas testados, estas
foram ensaiadas utilizando um concentrado proteico de soro a fim de avaliar se se
consegue obter a separacdo das duas proteinas, como se observou nos ensaios com as

proteinas comerciais puras.

No sistema PEG-Reppal, nos ensaios efectuados com concentrado proteico de
soro na gama de elevados pesos moleculares de PEG, verificou-se em todos os casos
que as duas proteinas se deslocam preferencialmente para a fase inferior do sistema, isto
seria de esperar pois para pesos moleculares superiores de PEG, menor é o volume livre
na fase superior pelo que as proteinas sdo excluidas para a fase inferior. Contudo, esta
tendéncia ndo se verificou com as proteinas puras pelo que, a avaliar pelos resultados
anteriormente obtidos seria de esperar que as duas proteinas se distribuissem
diferencialmente pelas duas fases,. A diferenca dos resultados obtidos com as proteinas
puras e com o0 concentrado proteico de soro podem ter a ver com possiveis
interferéncias de outros componentes do soro proteicos ou ndo proteicos, ou de
associacOes das proteinas entre si ou com lactose alterando as suas propriedades e

caracteristicas de particao.
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Ao contrario do que se tinha constatado para as proteinas puras em que,
dificilmente a gama de baixos pesos moleculares de PEG permitiria uma separacao das
duas proteinas, no caso da utilizacdo dos mesmos sistemas com concentrado proteico
verificou-se que a gama de baixos pesos moleculares € melhor que a gama mais elevada

apesar de ndo se encontrar nenhuma situacdo Optima para a separacao.

Nos sistemas PEG-Fosfato, na gama de baixos pesos moleculares de PEG, de
um modo geral verificou-se que os valores obtidos com concentrado proteico de soro
sdo bastante diferentes dos obtidos com as proteinas puras e, a excepg¢do da situacgao
14% p/p PEG900 +14% p/p Fosfato, pH 6,0, em que se obtém a B-lactoglobulina toda
na fase inferior e a a-lactalbumina igualmente distribuida nas duas fases, todas as outras

situacdes ndo permitem uma separacdo efectiva das duas proteinas.

No sistema PEG-Sulfato, na gama de baixos pesos moleculares de PEG,
verificou-se que a introducdo de sais no sistema promove uma diminuicdo dos
coeficientes de particdo. Assim, para este sistema as melhores condi¢des ensaiadas
foram: 14% p/p PEG900 + 14% p/p Sulfato, pH 7,0 e, 16% p/p PEG900 + 15% p/p
Sulfato, pH 7,50, conseguindo-se com estes sistemas obter toda a p-lactoglobulina na

fase inferior e grande parte da o-lactalbumina na fase superior do sistema.

Devido as propriedades funcionais, fisiologicas e bioldgicas especificas de cada
uma das proteinas do soro, tem havido um crescente interesse no seu fraccionamento,
pois muitas vezes estas caracteristicas ndo se fazem notar nos concentrados proteicos

devido a interaccGes de outros componentes (Bramaud et al, 1997).

A B-lactoglobulina tem uma maior capacidade de gelificacdo que a a-
lactalbumina. Por outro lado, o leite humano ndo contém B-lactoglobulina (é a proteina
que causa mais reacdes alérgicas), e por esse motivo a a-lactalbumina é mais adequada
para a formulacdo de alimentos para criancas, do que 0s concentrados proteicos do soro
(Zydney, 1998).
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Assim, e dependendo da utilizacdo a que se destinam é de todo o interesse obter

as duas proteinas separadas e com o0 maior grau de pureza possivel.

Os sistemas PEG-sal ensaiados com concentrado proteico permitem a
concentracdo da B-lactoglobulina na fase inferior, e a purificacdo da o-lactalbumina na
fase superior, uma vez que toda a p-lactoglobulina se dirige para a fase inferior do
sistema bifésico aquoso. Os resultados obtidos com estes sistemas estdo de acordo com
0 estudo publicado por Chen (1992).

A utilizacdo de sistemas bifasicos PEG-Sal parece ser mais adequados para
separar as duas proteinas maioritarias do soro de queijo, pois apesar de ndo permitirem
uma separacdo efectiva das duas proteinas, permitem uma boa concentracdo de ambas

em fases distintas.

Quanto ao sistema PEG-Reppal, seria interessante introduzir um ligando
hidrofébico no PEG de forma a conseguir uma particdo por afinidade. Uma distribuicdo
em contracorrente de soro na presenca de PEG-palmitato e ido calcio, num sistema
PEG-dextrano, permite a extrac¢do de p-lactoglobulina num sé passo e aparentemente

livre de contaminacg®es (Ortin et al, 1992).

No que respeita a segunda fase deste trabalho, pretendia-se por sistemas
bifasicos aquosos promover a purificagdo do componente PP3, da fraccdo proteose

peptonas do soro de queijo.
Assim, o componente PP3 foi utilizado em dois sistemas distintos, PEG-Reppal
e PEG-Fosfato, de forma a seleccionar um deles para prosseguir o estudo em termos de

variagdo de uma série de parametros.

Foi testado o sistema 25% p/p PEG 20000 + 10% p/p Fosfato a pH 7,0, uma vez
que, sendo este componente extremamente hidrofébico, seria de esperar que se
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deslocasse para a fase superior rica em PEG; contudo isto ndo se verificou. Na realidade
0 componente PP3 apresenta neste sistema um coeficiente de parti¢cdo de 0,49 com um
rendimento de 90%, ou seja preferencialmente encontra-se na fase inferior. Isto poderia
ser explicado pelo facto de se estar a trabalhar com um polimero com um peso
molecular e concentracdo muito elevados, pelo que provavelmente o efeito de excluséo
sobrepde-se ao efeito hidréfobo, diminuindo o volume livre e consequentemente

dificultando a particdo do componente PP3 para a fase superior.

Por outro lado foi testado o sistema 16% p/p PEG 4000 + 16% p/p Reppal a pH
7,0, uma vez que neste sistema predominam as interac¢des hidrofobicas. Os resultados
obtidos apontam para uma particdo do componente PP3 preferencialmente para a fase

superior com um coeficiente de particdo de 12,3 e um rendimento entre 80-90%.

Analisando os resultados obtidos nos dois sistemas optou-se por aprofundar os
estudos no sistema PEG-Reppal tendo sido avaliada a influéncia dos seguintes
parametros: peso molecular do PEG (4000/6000/8000/10000); concentragéo de
polimero (12, 14 e 16% p/p); forca ionica (0 e 0.5 M de NaCl); pH (3.0; 5.0; 7.0e 9.0) e
concentracdo de Reppal (12, 14 e 16% p/p).

Assim, e apds todos os estudos efectuados com o sistema PEG-Reppal chega-se

as seguintes condi¢cfes 6ptimas para a purificacdo do componente PP3:

- PEG 4000

- Concentracdo de PEG 16% p/p

- 0 M NacCl

- pH7,0

- Concentracdo de Reppal 16% p/p

Seria interessante testar pesos moleculares de PEG numa gama inferior
(600/900/1500) e ainda, uma vez obtidas as melhores condic6es de purificacdo, testa-las
na fracgcdo PP inteira e verificar se se mantém a particdo do componente PP3 para a fase
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superior e, se se consegue separar este componente dos restantes componentes
hidrofilicos da fraccdo PP (PP5 e PP8).

Os resultados obtidos no sistema PEG-Fosfato, apesar deste sistema néo ter sido

mais explorado, permitem considerar este sistema como uma possibilidade para

recuperar posteriormente a proteina da fase PEG do sistema PEG-Reppal.
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5. NOMENCLATURA

v - Tensé&o superficial

Ao - Diferenca de potencial electrostatico

AG° - Energia livre de Gibbs

CBO5 - Caréncia bioguimica de oxigénio

Conc - Concentracéo

CP — Concentrado proteico

CQO - Caréncia quimica de oxigénio

F — Constante de Faraday

IP — Isolado proteico

k — Coeficiente de particdo (razdo entre a concentracdo de proteina na fase
superior e inferior do sistema bifasico aquoso)

kala — Coeficiente de particdo da a-lactalbumina

kpBlg — Coeficiente de parti¢cdo da B-lactoglobulina

P — Factor de purificacdo

PA — Factor de purificagdo da a-lactalbumina

PB — Factor de purificacdo da B-lactoglobulina

PEG - Polietileno glicol

PM — Peso molecular

PP — Fraccdo proteose peptonas do soro de queijo

PP3 — Componente PP3 da fraccao proteose peptonas do soro de queijo
R — Constante dos gases ideais

RA — Recuperacdo de a-lactalbumina relativamente & introduzida no sistema
bifasico aquoso

RB - Recuperacdo de B-lactoglobulina relativamente a introduzida no sistema
bifasico aquoso

Reppal - Reppal®PES100 (hidroxipropil amido purificado)

SBA - Sistema bifasico aquoso

STL - Declive da “tie-line”

T — Temperatura absoluta

TLL — Comprimento da “tie-line”

V - Volume

187



Vs e Vi — Volumes das fases superior e inferior do sistema bifésico

YA - Rendimento percentual de a-lactalbumina na fase superior do sistema
biféasico

YB - Rendimento percentual de B-lactoglobulina na fase inferior do sistema
bifasico

z- carga da proteina
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