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RESUMO - Os sistemas aquosos bifasicos (SAB) baseados em liquidos idnicos
(L) tém sido aplicados em processos de purificacdo devido as suas
“caracteristicas verdes”. O objetivo deste trabalho foi estudar a particdo de alfa-
lactalbumina do soro de leite em SAB formados por LI (CsminCl) e fosfato de
potéssio em funcdo da temperatura (5, 25, 35 e 45 °C). A anélise termodindmica
foi realizada pela aproximac¢ao de van’t Hoff. As quantidades de LI e sal foram
determinadas de acordo com dados de equilibrio de fases disponiveis em
literatura. ApOs a pesagem dos componentes, os tubos foram agitados,
centrifugados e deixados em repouso na temperatura de trabalho. A quantificacéo
da proteina nas fases foi realizada por espectrofotometria. O coeficiente de
particdo (K) foi obtido pela relagdo entre as concentracGes de proteina na fase
superior (rica em LI) e inferior (rica em sal) e variou de 1,50 a 57,10. A parti¢éo
da proteina para fase superior dos SAB foi espontanea e entalpicamente dirigida.
Os resultados obtidos despertam o interesse por estudos posteriores de forma a
elucidar o tipo de interagéo envolvida.

1. INTRODUCAO

O soro de leite é o co-produto mais abundante da industria de laticinios e é rico em proteinas
de alto valor nutricional, funcional e tecnoldgico. Entre essas proteinas, encontramos a alfa-
lactalbumina, que também € encontrada no leite humano. Ela desempenha importante funcéo na
prevencdo de Ulcera gastrica (Matsumoto et al., 2001) e possui elevado teor de triptofano, sendo
capaz de elevar o triptofano sanguineo (Heine et al., 1991), entre outras vantagens e aplicacfes. A
recuperacdo e valorizacdo dessa proteina sdo, portanto, de grande interesse para ambos 0s campos
académico e industrial.

Os Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) tém adquirido importancia e sucesso crescente no
que diz respeito a concentracdo, isolamento e separacdo de proteinas. Estes sistemas séo
constituidos por duas fases liquidas imisciveis, que promovem a separacdo de biomoléculas em
condi¢des amenas e em um ambiente adequado, de forma que sejam preservadas as suas principais
caracteristicas. A alta concentragdo de agua em tais sistemas favorece a estabilidade das proteinas
durante a separacao, quando comparados com sistemas de extracao liquida tradicionais, compostos
com solventes organicos. Apresentam também vantagens como rapidez da separacdo, baixo custo
e possibilidade de aplicacdo em grande escala (Ventura et al., 2011; 2009).

Area temética: Engenharia das Separacdes e Termodinamica 1



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

SAB convencionais sao formados por uma mistura de dois polimeros, ou um polimero e um
sal inorgénico com agua. No entanto, a maioria dos polimeros utilizados em SAB reportados em
literatura apresenta alta viscosidade (Perumalsamy et al., 2007). Por esse motivo, as solucdes
formadas por esses polimeros geralmente sdo opacas, 0 que pode interferir nas andlises
qualitativas e quantitativas dos compostos extraidos nos sistemas.

Assim, nos Ultimos anos, SAB baseados em liquidos iénicos (LI) tém sido aplicados em
processos de biopurificacdo e bioextracdo oferecendo diversas vantagens como a estabilidade de
proteinas e enzimas além de serem substancialmente menos viscosos que 0s polimeros usados
tipicamente (Ventura et al., 2011; 2009; Jiang et al., 2009; Dreyer, 2008; Claudio et al., 2010;
Louros et al., 2010). Além disso, os SAB formados por LI e sais inorganicos apresentam maiores
taxas de recuperacdo de proteinas modelo do que os métodos empregando SAB formados por
polimero (PEG) e sal (Pei et al., 2009).

Os LI sdo sais liquidos a temperatura ambiente e sdo normalmente formados por um cation
organico relativamente grande e um anion organico ou inorganico relativamente pequeno. Estas
substancias diferem dos sais comuns por apresentarem uma fraca interacdo interidnica, a qual
resulta em uma baixa energia do reticulo cristalino e baixa temperatura de fuséo (Cassol, 2007). O
estudo dos LI estaveis comecou na década de 60, mas nos ultimos dez anos tem havido um
crescimento exponencial de publicacdes relacionadas a trabalhos aos mesmos.

Neste trabalho, foi estudada a extracdo da alfa-lactalbumina presente no soro de leite, em
sistemas aquosos bifésicos constituidos pelo LI 1-butyl-3-methylimidazolium chloride (CsminCl),
pelo sal fosfato de potéssio dibasico anidro (K,HPQ,) e agua, a temperaturas de 5, 25, 35 e 45 °C,
com quatro diferentes concentragdes do LI (18, 20, 22 e 24%).

1.1. Proteinas do soro de leite

A producéo de soro de leite aumentou acentuadamente nas Ultimas décadas, juntamente com
a producdo de queijo (Dermiki et al., 2008), sendo estimada na ordem dos 160 milhdes de
toneladas por ano (Magalhées et al., 2010). O soro de leite, quando langado em cursos d’agua,
apresenta potencial poluidor aproximadamente 100 vezes maior que o do esgoto doméstico (Porto
et al., 2005). Cada vez mais, portanto, a legislacdo ambiental exige das inddstrias de laticinios um
plano de tratamento ou reaproveitamento deste soro (Lira et al., 2009).

Os produtos de soro apresentam a importante vantagem de possuirem propriedades
funcionais, além de ser uma fonte concentrada de nutrientes lacteos, sobretudo proteinas de
elevado valor nutricional (Thamer e Penna, 2006). Cerca de 80 % das proteinas do soro sdo
constituidos por a-lactaloumina (a-la), B-lactoglobulina (B-lg) e glicomacropeptideo (GMP)
(Graselli et al., 1997). Estas proteinas oferecem diversas aplicagdes industriais e apresentam as
seguintes propriedades: atividade anti-carcinogénica; aumento da resisténcia do sistema
imunoldgico e da longevidade do organismo; anti-hipertensivas, hipocolesterolémicas; apresentam
solubilidade em solventes alimenticios; capacidade de hidratacdo e de retencdo de agua;
capacidade emulsificante; de formacdo de espumas/retencdo de ar; de gelificacdo e de estabilizar
emulsdes e podem ser usadas como suplemento alimenticio (Graselli et al., 1997; Sgarbieri, 1996).
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1.2. Sistemas aquosos bifasicos baseados em liquidos iénicos

Em tempos de melhoria da engenharia molecular, o desenvolvimento de novos e
biocompativeis métodos de extracdo para a separagdo e purificacdo de enzimas e proteinas vem
ganhando importancia crescente. Um método eficaz e economicamente vidvel para a separacéo e
purificacdo de biomoléculas é a sua particdo através de Sistemas Aquosos Bifésicos (SAB).

Os SAB sao formados por espécies quimicas que, quando misturadas em determinadas
faixas de composicdo e temperatura, dividem-se em duas fases com composicdes diferentes, em
equilibrio termodindmico. A purificacdo é resultado de uma particdo diferenciada da molécula-
alvo e impurezas entre as duas fases liquidas (Pessoa Jr. e Kilikian, 2005). Solutos se distribuem
entre as duas fases, dependendo da sua afinidade relativa por cada uma das fases individuais. Esta
distribuicéo é governada por um grande numero de fatores, por exemplo: natureza e tamanho da
particula alvo; constitui¢do, tamanho e estrutura molecular do polimero; temperatura; natureza do
eletrolito e pH do sistema bifasico (Albertsson, 1986). Por isso, a predicdo e a interpretacdo da
particdo de macromoléculas em SAB demanda muitos estudos.

As vantagens desta técnica incluem seletividade favoravel, baixo custo e adaptabilidade para
0 processamento continuo da amostra e retencdo da atividade bioldgica. No entanto, a maior parte
dos polimeros utilizados na formacdo dos SAB possuem alta viscosidade e, normalmente, formam
solucdes aquosas opacas, que poderiam interferir na analise quantitativa e qualitativa dos
compostos extraidos (Perumalsamy, 2007; Ventura et al., 2011).

Durante os ultimos anos, os Liquidos I6nicos (LI) tém sido aplicados por processos de
biopurificagdo, e possuem vantagens, tais como a melhoria da estabilidade da enzima, o substrato
e/ou seletividade do produto, e supressdo de reacoes secundarias foram observadas. Além disso, 0s
SAB baseados em LI sdo substancialmente menos viscosos do que os tipicos SABs a base de
polimeros (Claudio; Louros, 2010; Ventura et al., 2011).

Estes compostos possuem propriedades fisico-quimicas muito interessantes, destacando-se
as seguintes caracteristicas: sdo usualmente liquidos em uma ampla faixa de temperatura proxima
a temperatura ambiente; apresentam viscosidade relativamente baixa; ndo sdo inflamaveis;
apresentam estabilidades térmica e eletroquimica maiores que solventes organicos classicos;
dissolvem inimeros compostos organicos e inorganicos; podem ser modulados pela selecdo do
cation ou anion; sdo estaveis ao ar; sdo facilmente reciclaveis; sdo sintetizados a partir de
reagentes comerciais acessiveis e utilizando métodos sintéticos de relativa simplicidade (Cassol,
2007).

Desta maneira, estas substancias oferecem grande potencial de aplicagdo em bioprocessos
para a separacdo das macromoléculas de interesse de matrizes bioldgicas complexas (Du et al.,
2007).

2. MATERIAL E METODOS

O liquido idnico utilizado nestes experimentos foi o 1-butyl-3-methylimidazolium chloride
(C4mimCl) e o sal inorganico, fosfato de potassio dibasico anidro (Ko;HPO,). A alfa-lactalbumina
foi adquirida da DAVISCO Food Ingredientes International (Eden Praire, EUA). Além disso, agua
deionizada foi utilizada para formacéo dos sistemas.
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Os SAB foram preparados de acordo com dados de equilibrio encontrados em literatura
(Ventura et al., 2011), de modo a se obter sistemas com quatro diferentes concentragfes em massa
de LI (18%, 20%, 22% e 24%).

A Tabela 1 mostra a quantidade (% em massa) adicionada de cada componente do sistema,
para formar um SAB de massa total 12 gramas. As concentracdes em massa de LI utilizadas foram
escolhidas de modo que houvesse formacéo de fases, e que o volume da fase superior fosse 0 mais
proximo possivel da fase inferior, de modo que a diferenca de volume das fases pudesse ser
desconsiderada como fator determinante do coeficiente de particéo.

Tabela 1 — Composicdo massica dos SAB para diferentes valores de concentracao do LI

Concentracéo de LI (% m/m)

18% 20% 22% 24%
M (9) | 32307  2,9819 2,7330 2,4842
Mawa(9) 66093 66181 6,6270 6,6358
mu(9 | 21600 = 2,4000 2,6400 2,8800

Os sistemas foram preparados em tubos de centrifuga graduados e calibrados, e em cada
sistema eram adicionados sequencialmente, utilizando-se uma balanca analitica, 10 mg da
proteina, o fosfato de potéssio, a agua e o liquido ibnico. Cada sistema foi preparado em duplicata.

Apos a preparacdo, 0s SAB foram deixados em repouso por aproximadamente 12 horas, a
temperatura desejada (5, 25, 35 ou 45°C), para que o equilibrio fosse atingido. Em seguida, o
volume de cada fase foi medido e elas foram separadas, com o auxilio de uma seringa. A
determinacdo da concentracdo de proteina nas fases foi feita em espectrofotbmetro (Cary 50
Probe, Varian, EUA), a 280 nm. Uma curva padrdo da proteina nas fases foi previamente
preparada, e assim a concentracdo pdde ser determinada. O coeficiente de particdo (Equacédo 1)
para cada uma das concentracgdes de LI, em cada temperatura em estudo foi calculado.

Csup

K = (1)

cinf

Na equacéo 1, Cy, e Ciy representam, respectivamente, a concentragdo da proteina nas fases

superior (rica em LI) e na fase inferior (rica em sal inorgénico).

Do ponto de vista termodinamico, a extracdo da proteina pode ser vista como um processo
de transferéncia da proteina da fase rica em sal (inferior) para a fase rica em LI (fase superior). A
Energia de Gibbs de um processo de transferéncia a uma dada temperatura (T) pode ser calculada
a partir da equagdo 2, utilizando o coeficiente de particdo (K).
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AGr = - RTInK o)

em que, K é o coeficiente de particdo da proteina entre as fases, T é a temperatura (em Kelvin) e
R é a constante dos gases. A variacdo de entalpia e entropia associadas a particdo da proteina
podem ser calculadas, respectivamente, a partir da inclinacdo e do intercepto da equacdo linear
entre In K e 1/T (Equacéo 3).

—A A
S ®

InK =

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo das proteinas nas fases foi determinada por meio de leituras de absorbéancia
em espectrofotdbmetro a 280 nm. Uma curva padrdo de concentracdo de proteina versus
absorbancia foi previamente construida. Verificou-se a dificuldade em realizar a leitura da
absorbancia para a fase inferior (rica em sal), dado os valores obtidos, de modo geral, eram
negativos e baixos, sugerindo um erro do préprio equipamento. Para a fase superior, a leitura da
absorbancia estava de acordo com o esperado. A concentracdo de proteina da fase inferior foi
determinada por meio de um balanco de massa: conhecidos o volume e a concentracéo de proteina
da fase superior, e sabendo-se que em cada SAB foram adicionados 10 mg de proteina, foi
possivel determinar a massa de proteina restante na fase inferior. Com a massa de proteina e o
volume da fase, calculou-se a concentracao nesta fase.

As Tabelas 2 a 6 mostram os resultados de parti¢cdo da alfa-lactalbumina nos SAB baseados
no LI C4minCl e no sal K;HPO, para cada temperatura estudada.

Tabela 1 - Parti¢do de alfa-lactaloumina em SAB a 5°C

Concentragdo de alfa (mg/mL)

Concentragdo LI Coeficiente de partigdo (K)

Fase Superior Fase Inferior
18% 2,0842 0,1195 17,4443
20% 1,9012 0,1202 15,8188
22% 1,7014 0,1253 13,5804
24% 1,5754 0,1369 11,5051

Tabela 3 - Particdo de alfa-lactaloumina em SAB a 15°C

Concentragdo de alfa (mg/mL)

Concentragdo LI Coeficiente de partigdo (K)

Fase Superior Fase Inferior
18% 2,1023 0,1037 20,2659
20% 2,0157 0,1046 19,2705
22% 1,7182 0,1042 16,4820
24% 1,5572 0,1642 9,4832
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Tabela 4 - Particdo de alfa-lactaloumina em SAB a 25°C

Concentracdo de alfa (mg/mL)

Concentracdo LI Coeficiente de partigdo (K)

Fase Superior Fase Inferior
18% 1,9691 0,2191 8,9882
20% 1,7802 0,2424 7,3436
22% 1,6094 0,2399 6,7076
24% 1,5034 0,2449 6,1396

Tabela 5 - Particdo de alfa-lactaloumina em SAB a 35°C

Concentragéo de alfa (mg/mL)

Concentragdo LI Coeficiente de partigdo (K)

Fase Superior Fase Inferior
18% 1,6028 0,5360 2,9902
20% 1,4822 0,5435 2,7272
22% 1,3914 0,5119 2,7180
24% 1,1982 0,7026 1,7054

Tabela 6 - Particdo de alfa-lactaloumina em SAB a 45°C

Concentragéo de alfa (mg/mL)

Concentragdo LI Coeficiente de particdo (K)

Fase Superior Fase Inferior
18% 2,1149 0,0928 22,7796
20% 1,9858 0,0348 57,1043
22% 1,6505 0,1887 8,7484
24% 1,5110 0,2334 6,4727

Os resultados apresentados nas Tabelas 2 a 6 mostram que a extracdo da alfa-lactalbumina
de soro de leite nestes SAB se mostrou eficiente para todas as temperaturas estudadas. Na maioria
dos casos, o coeficiente de particdo diminui com 0 aumento da concentracdo do LlI.

De acordo com estudos prévios, observa-se que a dependéncia dos coeficientes de particdo
em relacdo a temperatura depende largamente do soluto e do sistema ternario estudado. Pei et al.
(2009) reportaram que a temperatura influencia fortemente a eficiéncia de extracdo de proteinas.

Usando as Equagdes 2 e 3 supracitadas, obtemos os valores de variacdo de energia livre de
Gibbs, de entalpia e de entropia resultante da transferéncia da alfa-lactaloumina no SAB. Esses
valores podem ser vistos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Propriedades termodinamicas da transferéncia de alfa-lactalbumina no SAB

T (K) K* AGt (kd/mol) = T ASt(kJ/mol) AH+ (kJ/mol)
278 14,59 -6,19 -35,59 -42,5
288 16,38 -6,69 -36,87

298 7,29 -4,92 -38,15

308 2,54 -2,38 -39,43

318 13,78 -6,93 -40,71

*QOs valores apresentados sdo a média dos valores de K para as diferentes concentracdes de
LI

Os valores de AGt, AHy e ASt s@o apresentados na Tabela 7. Os valores de AGy sdo
negativos para todos os SAB indicando que o processo de transferéncia da alfa-lactalbumina para
fase superior, rica em LI, é espontaneo. Além disso, os valores de AHt negativos indicam que é
um processo exotérmico o que reflete em interagcdes favoraveis do tipo proteina-LI. O valor de
AH+, maior que TAS+, indica que o processo é entalpicamente dirigido (Claudio et al., 2010).

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrada a particdo de alfa-lactalbumina do soro de leite em sistema
aquoso bifasico constituido por um liquido idnico e uma fase aquosa salina. Os resultados obtidos
indicam o uso de liquido i6nico CymimCl como um solvente alternativo para substituir os
solventes organicos tradicionais em extracdo liquido-liquido para recuperacdo de proteinas do soro
de leite. O processo de transferéncia da proteina para fase superior dos SAB é espontaneo e
entalpicamente dirigido. Este novo sistema de extracdo € um método promissor para ser
empregado na separagdo e pré-concentracdo das proteinas de soro de leite.
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