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RESUMO - Os liguidos i6nicos (LI) sdo sais compostos por ions grandes que nao
formam uma rede cristalina bem definida, e assim permanecem liquidos a
temperatura ambiente ou perto desta. Estes compostos apresentam caracteristicas
"verdes", como a volatilidade desprezivel, ndo-inflamabilidade em condicdes
ambiente, estabilidade térmica e quimica elevada e grande capacidade de
solvatacdo e despertam especial interesse em aplicagdes na separacdo e
purificacdo de biomoléculas. Sistemas aquosos bifasicos baseados em LI foram
utilizados neste trabalho para estudar a particdo de glicomacropeptideo (GMP) e
beta-lactoglobulina (B-1g) do soro de leite. O efeito da concentracdo de liquido
ionico (CsminCIl) na eficiéncia de extracdo foi investigado. Resultados
experimentais mostraram que 62,5% de GMP e 98,4% de B-lg foram extraidos
para a fase superior (rica em LI) indicando que esta nova técnica é promissora
para extracao de ambas as proteinas.

1. INTRODUCAO

A técnica de extracdo liquido-liquido é muito utilizada nos processos de separacdo e
purificacdo de biomoléculas, No entanto, as biomoléculas, tais como as proteinas, organelas e
fragmentos celulares, podem sofrer danos irreparaveis quando submetidas a esse processo, no caso
do uso tradicional de solventes organicos. Logo, o processo utilizando sistemas aquosos bifasicos
(SAB) apareceram como uma técnica alternativa para a purificacdo de proteinas (Pessoa Jr. e
Kilikian, 2005). Este processo possui diversas vantagens ja que é um sistema econémico e
eficiente, possui curto tempo de processo, baixo consumo de energia e possibilidade de aplicacédo
em grande escala (Ventura et al., 2011; 2009).

Os SAB se formam quando um polimero solivel em agua e uma substancia de baixo peso
molecular (normalmente um sal inorganico) ou dois tipos de polimeros sollveis em &agua se
dissolvem em solucéo aquosa acima de suas concentrac@es criticas (Liu et al., 2011). No entanto,
a maioria dos polimeros utilizados nos SAB convencionais apresenta alta viscosidade
(Perumalsamy et al., 2007) e as solugOes que séo formadas sdo, geralmente, opacas, atrapalhando
as analises dos compostos extraidos do sistema. Com isso, hoje se utiliza os liquidos ionicos (LI)
em substituicdo a esses polimeros. Essa substitui¢cdo oferece vantagens ambientais devido a baixa
volatilidade dos L1 e facilidade de reciclagem.

Os LI sdo sais compostos por ions grandes que ndo formam uma rede cristalina bem
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definida, e assim permanecem liquidos a temperatura ambiente ou perto desta. Esses compostos
séo considerados 0s novos tipos de “solventes verdes” ja que tém propriedades unicas, tais como:
sdo ndo-inflamaveis, pressdo de vapor negligenciavel, forte poder de solubilizacdo e estabilidade
quimica e téermica (Wei e Ivaska, 2008).

Considerando o alto valor nutricional, funcional e tecnoldgico das proteinas do soro de leite
é interessante o0 estudo de seu uso e aproveitamento de seus componentes. Logo, os SAB com LI
aparecem como uma técnica potencial para este fim. Portanto neste trabalho, foi estudar a extracao
das proteinas beta-lactoglobulina (B-1g) e glicomacropeptideo (GMP), presentes no soro de leite,
em sistemas aquosos bifasicos constituidos pelo cloreto de 1-butil-3-mitelimidazolio (C;mimCl),
agua e sal inorganico fosfato de potéssio.

1.1. Proteinas do soro de leite

A producdo de queijos e derivados do leite vem aumentando ao longo dos anos e,
consequentemente, a producdo de soro também vem aumentando e, em 2010 foi estimada na
ordem dos 160 milhdes de toneladas por ano (Magalh&es et al., 2010). Devido a sua natureza
perecivel, o soro tem se tornado um problema crescente de poluicdo ambiental de rios, esgotos e
oceanos, ele é considerado altamente poluente, apresentando um potencial poluidor muito maior
do que o esgoto doméstico (Porto et al., 2005). E estimado que para cada quilo de queijo
produzido, sdo gerados nove quilos de subprodutos com alta concentracdo de matéria organica
(Faria et al., 2004).

As proteinas do soro correspondem a 20% das proteinas do leite e possuem varias
propriedades, tais como: atividade hidratante, emulsificante, espumante, além de formar géis
protéicos. As principais proteinas presentes, representando cerca de 90% das proteinas do soro,
sdo a beta-lactoglobulina (B-1g), a alfa-lactoalbumina (a-1a) e o glicomacropeptideo (GMP).

A B-lactoglobulina (B-1g) é a proteina presente em maior quantidade no soro de leite bovino
(cerca de 50 %) destacando-se por suas propriedades nutricionais e propriedades funcionais de
grande aplicacdo na industria de alimentos, como capacidade de emulsificacdo, formacdo de
espuma/retencdo de ar, geleificacdo, ligacdo de aroma e sabor, formacdo de filmes e capsulas
protetoras (Fox, 2001).

O glicomacropeptideo (GMP) atua na regulacdo de respostas imunoldgicas; na diminuicao
da secrecdo gastrica; anti-hipertensivo, acdo protetora contra agentes condicionadores de
problemas cardiovasculares; na diminui¢do do apetite; na inibicdo da adesdo de microrganismos
em polimeros, sugerindo o uso do GMP como inibidor de placas bacterianas e de céries dentarias;
estabilidade frente ao calor, solubilidade em condicGes acidas (Neeser et al., 2000; El-Salam et al.,
1996; Idota et al., 1994). O glicomacropeptideo ¢ um peptideo derivado da caseina que
corresponde de 10 a 20% do total de proteinas do soro de leite. O GMP é um dos peptideos
bioativos do soro resultante da producdo de queijos pela via da renina (Dziuba e Minkiewicz,
1996).
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1.2. Sistemas aquosos bifasicos (SAB)

Os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) sdo definidos, genericamente, como sistemas de duas
fases liquidas imisciveis em que o solvente principal é a 4gua (Zaslavsky, 1995). Eles se formam
quando um polimero soltivel em dgua e uma substancia de baixo peso molecular (normalmente um
sal inorgénico) ou dois tipos de polimeros sollveis em &gua se dissolvem em solucdo aquosa
acima de suas concentracdes criticas (Liu et al., 2011). As duas fases aquosas sdo formadas com
diferentes composigdes. Os solutos distribuem-se entre as duas fases de acordo com sua afinidade
relativa com cada fase (Ventura et al., 2011).

Em geral, os SAB apresentam grande quantidade de agua em ambas as fases, fazendo com
gue sejam meios muito pouco agressivos a moléculas como enzimas, por exemplo. Cada tipo de
SAB (polimero e sal ou dois polimeros) tem, normalmente, aplicacGes diferentes em termos das
substancias a serem purificadas e as necessidades operacionais. Os primeiros tendem a serem
menos viscosos, facilitando a separacdo das fases, enquanto o segundo pode ser aplicavel a
substancias que ndo toleram a presenca de sais em concentracfes maiores que, por sua vez,
apresentam também maiores dificuldades quanto a reciclagem ou descarte (Monteiro Filho, 2010).

Os SAB séo reconhecidos como sistemas econdmicos e eficientes e oferecem muitas
vantagens como: curto tempo de processo, baixo consumo de energia e possibilidade de aplicacdo
em grande escala. Além disso, tém sido muito utilizados na recuperacao e purificacdo de proteinas
(Ventura et al., 2011; 2009).

1.3. Liquidos ibnicos

A maioria dos polimeros utilizados nos SAB convencionais apresenta alta viscosidade
(Perumalsamy et al., 2007), logo, as solu¢des que sdo formadas sdo, geralmente, opacas. Isto pode
atrapalhar nas andlises dos compostos extraidos do sistema. Com isso, nos Ultimos anos o estudo
da utilizacdo de SAB baseados em liquidos idnicos (LI), constitui uma area emergente e que esta
em franco crescimento, com um grande potencial como possiveis substitutos para os solventes
organicos convencionais. Os LI tém sido aplicados em processos de biopurificacdo e bio-extracao
e é possivel observar que sua aplicagdo melhora a estabilidade da enzima e a seletividade do
substrato e/ou produto (Welton, 1999).

Os LI sdo sais compostos por ions grandes, um cation organico relativamente grande e um
anion organico ou inorgéanico relativamente pequeno, que nao formam uma rede cristalina bem
definida, e assim permanecem liquidos a temperatura ambiente ou perto desta. Eles apresentam
uma fraca interacdo interidnica, a qual resulta em uma baixa energia do reticulo cristalino e baixa
temperatura de fusdo, o que os difere dos sais comuns (Cassol, 2007). Considerados 0s novos
tipos de “solventes verdes”, 0s LI tém propriedades Unicas, tais como: sdo ndo-inflamaveis,
pressdo de vapor negligenciavel, forte poder de solubilizagdo e estabilidade quimica e térmica
(Wei e Ivaska, 2008). Eles tém aplicacdo quimica e bioquimica incluindo sinteses quimicas,
transformacdes biocataliticas, projetos de dispositivos eletroquimicos e processos de separacao
(Pandy, 2006; Wasserscheid e Welton, 2003).

A literatura mostra que os pesquisadores que testaram os SAB baseados em LI obtiveram
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bons resultados na extracdo de biomoléculas (Ventura et al., 2011; Claudio et al., 2010; Pei et al.,
2009; Du et al., 2007. No entanto, h& ainda pouco estudo a respeito do comportamento de particéo
de proteinas do soro de leite (B-lg e GMP) em SAB baseados em L.

Assim, neste trabalho foi feito um estudo envolvendo o LI CyminCl a fim de se obter novas
informacdes acerca da capacidade de promoverem a formacdo de SAB e extrairem proteinas do
soro do leite, visando a recuperagdo destas proteinas com alto valor agregado e a diminuicdo do
impacto ambiental causado pelo descarte inadequado do soro.

2. MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizados o liquido iénico cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio
(C4mimCl), adquirido da Sigma Aldrich e as proteinas p-lg e GMP, adquiridas da DAVISCO
Food Ingredientes International (Eden Praire, EUA). Para a formacdo do sistema, utilizou-se
juntamente com os liquidos i6nicos, o sal inorganico, fosfato de potassio (VETEC) e &gua
deionizada. Os diagramas de equilibrio foram obtidos em literatura (Neves, 2009). As
concentragdes utilizadas para o C;mimCl foram: 15,75%, 17,69% e 21,36% (m/m). A massa total
dos sistemas preparados foi de 10 gramas. A massa de GMP utilizada foi de 0,02 gramas e de p-lg
foi de 0,01 gramas.

Os sistemas foram preparados em tubos de centrifuga graduados e calibrados. Em cada
sistema eram pesados sequencialmente o fosfato de potéssio, a 4gua, proteina e o liquido ibnico
(BEL Engineering, M 214 A). Apds a preparacdo, os SAB foram centrifugados (FANEM, Excelsa
I1 206 BL) a 3500 x g por 6 minutos e, entdo, deixados em repouso por aproximadamente 12 horas
em estufa (FANEM, 502) a temperatura de 25 °C, para que o equilibrio fosse atingido. Ap6s
alcancado o equilibrio, o volume e a altura de cada fase foram medidos. Uma aliquota de cada
uma das fases resultante foi coletada com o auxilio de uma seringa.

A determinacdo da concentracdo de proteina nas fases foi feita em espectrofotdmetro
(Agilent, 8453) a 280 nm para os sistemas com a 3-g e a 240 nm para 0 GMP. O coeficiente de
particdo da razdo entre as concentragcfes de proteina na fase superior e inferior.

K = Csup/Cinf (1)

onde Cyyp € Cins representam, respectivamente, a concentragdo da proteina na fase superior
(rica em LI) e na fase inferior (rica em sal inorganico).

Para selecionar os SAB com a melhor capacidade de purificacdo das proteinas, foi calculada
uma recuperacéo teorica (y, %) na fase superior por meio da seguinte equac&o:

Youp (%) = 100/ [1+ (1/R.K)] @)

sendo R a raz&o entre os volumes da fase superior e inferior do sistema SAB em estudo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Preparo dos SAB

De acordo com dados de equilibrio encontrados em literatura foram obtidas as massas
necessarias de cada componente do sistema para a formacdo de fases. Nas Tabelas 1 e 2 sdo
apresentadas as massas de agua, LI, sal e proteina (B-lg ou GMP) para cada sistema em estudo.

Tabela 1 - Composi¢do massica dos SAB para diferentes valores de concentracao do LI, visando a
partigdo de B-Ig
Concentracdo LI (% m/m) | msal (g) = magua(g) |mLI(g) m B-1g (9)

18,00% 3,231 6,609 2,160 0,01
20,00% 2,981 6,618 2,400 0,01
22,00% 2,484 6,636 2,880 0,01

Tabela 2 - Composi¢do massica dos SAB para diferentes valores de concentragédo do LI,
visando particdo de GMP

Concentragdo LI (% m/m) | msal(g) | maéagua(g) |[mLI(g) mGMP(g)

15,75% 2,267 6,138 1,575 0,02
17,69% 2,154 6,057 1,769 0,02
21,36% 2,304 5,540 2,136 0,02

3.2. Determinacéo do coeficiente de particdo de beta

A Tabela 3 apresenta os valores de K e de recuperacdo tedrica para -lg nos SAB baseados
no LI (CsminCl) e no sal fosfato de potéssio.

Tabela 3 - Particdo de B-lg em SAB
Concentracédo LI (% m/m) Coeficiente de particdo (K) | Recuperacdo tedrica (%)

18,00% 21,51 94,58
20,00% 37,05 97,41
22,00% 40,87 98,39

Verificou-se que uma maior concentracdo de LI promoveu uma maior particdo da proteina
para fase superior dos SAB. Os pontos isoelétricos das proteinas usadas neste estudo sdo 3,8 para
GMP e 5,2 para B-lg (Sgarbieri, 2004). Nos experimentos de extra¢do, o pH do sistema foi de 6,8.
Assim, a carga liquida de ambas as proteinas seria negativa e a interacdo entre o cation imidazolio
é, provavelmente, a forca motriz para a extracéo (Pei et al., 2009).

Area temética: Engenharia das Separacdes e Termodinamica



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

3.3. Determinacéao do coeficiente de particdo de GMP

A Tabela 4 apresenta os valores de K e de recuperacdo tedrica para GMP nos SAB
baseados no LI (C4minCl) e no sal fosfato de potéassio.

Tabela 4 - Particdo de GMP em SAB
Concentracédo LI (% m/m) Coeficiente de particdo (K) | Recuperagdo tedrica (%)

15,75% 3,787 73,773
17,69% 1,187 51,816
21,36% 0,422 28,985

Os valores de K encontrados foram similares a outros trabalhos reportados na literatura.
Chen (1992) estudou a parti¢do e separacdo das proteinas a-la e p-lg em PEG (polietilenoglicol)
utilizando um SAB com fosfato de potassio e obteve valores de coeficiente de particdo na faixa de
1 a 7. Mokhtarani et al. (2011) também estudaram a particdo das mesmas proteinas em SAB de
polivinilpirrolidona e fosfato de potassio e obtiveram valores dentro da faixa de 1 a 7. Silva et al.
(2009), em seu artigo de particdo da proteina GMP em sistemas aquosos de duas fases compostos
por polimero (PEG) e sal, obtiveram valores de K dentro da faixade 2 a 9.

Observou-se que o coeficiente particdo diminuiu com o0 aumento da concentragéo de LlI.
Rodrigues (2001), observou também esta tendéncia estudando a particdo de a-lactalbumina em
SAB. Um incremento da concentragdo de PEG resultou numa diminui¢do da particdo da a-
lactalbumina para a fase superior.

4. CONCLUSAO

A extracdo de biomoléculas com a utilizacdo de SAB compostos por liquidos iénicos € um
tanto quanto recente, porém o0s poucos estudos realizados sobre o assunto comprovam o
surgimento de um processo de grande interesse. O efeito da concentracdo de liquido iénico
(C4sminCl) na eficiéncia de extracdo foi investigado. Resultados experimentais mostraram que
62,5% de GMP e 98,4% de B-lg foram extraidos para a fase superior (rica em LI) indicando que
esta nova técnica € promissora para extracdo de ambas as proteinas. Os valores encontrados dos
coeficientes de particdo de ambas as proteinas indicaram que as mesmas foram extraidas para fase
superior do sistema.
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