Quim. Nova, Vol. 29, No. 6, 1345-1351, 2006

SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS: FUNDAMENTOS E APLICACOES PARA PARTICAO/PURIFICACAO DE

PROTEINAS

Luis Henrique Mendes da Silva*

Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Federal de Vigosa, 36571-000 Vicosa - MG, Brasil

Watson Loh

Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, CP 6154, 13084-971 Campinas - SP, Brasil

Recebido em 14/4/05; aceito em 16/12/05; publicado na web em 14/6/06

Divulgacao

AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEMS: FUNDAMENTALS AND APPLICATIONS FOR PARTITIONING/PURIFICATION OF
PROTEINS. By the year 2005 the world biochemical market will reach an estimated $ 100 billion and separation processes are a
vital link between lab discoveries and the fulfillment of this commercialization potential. The practical application of aqueous two-
phase systems (ATPS) to extraction processes has been exploited for several years for the recovery of biological products.
Unfortunately, this has not resulted in an extensive presence of the technique in commercial processes. In this paper a critical overview

of the fundamental thermodynamic properties related to formation of aqueous two-phase systems and their application to extraction

and purification of bioparticules is presented.

Keywords: aqueous two phase system; proteins; biotechnology.

INTRODUCAO

Sistemas contendo duas ou mais fases liquidas em equilibrio
termodindmico sdo muito tteis para aplicacdes em extragdo e/ou pu-
rificagdo de compostos presentes em indimeros processos tecno-
16gicos'2. Porém, para aplicacdo desta técnica de extragdo liquido-
liquido para a obteng¢io de compostos com importancia biotecnoldgica
(proteinas, enzimas, células, virus, organelas, etc.), faz-se necessdria
a utilizac@o de sistemas em que as duas fases guardem semelhancas,
em termos das propriedades fisico-quimicas, com o meio aquoso pre-
sente nos seres vivos®. Assim, a aplicacdo dos cldssicos sistemas
bifdsicos solvente orginico/dgua para extragdo de uma proteina se-
ria invidvel, na maioria dos casos pois, com uma eventual concentra-
¢do da proteina na fase organica, ocorreria um processo de desnatu-
racdo, com a conseqiiente perda de atividade da biomolécula.

Neste sentido, os sistemas denominados aquosos bifasicos (SABs
ou, em inglés, ATPS) desempenham um papel estratégico pois, como
veremos em maiores detalhes a seguir, as duas fases sdo formadas
predominantemente (60-95%) por dgua.

A formacao dos SABs € conhecida desde o final do século 19. Em
1896, Beijerinck*® descobriu que solugdes aquosas de gelatina e agar
ou gelatina e amido soliivel, misturadas em uma dada faixa de tempe-
ratura e concentra¢do, formavam misturas turvas que, em repouso, se-
paravam espontaneamente em duas fases liquidas limpidas. A fase mais
densa era enriquecida em agar (ou amido) e a fase superior em gelati-
na, sendo que a dgua era o componente majoritdrio em ambas as fases.

Posteriormente, Ostwald e Hertel®” continuaram os estudos sobre
esses sistemas e verificaram que amidos provenientes de origens dis-
tintas (arroz, milho, etc.), isto &, possuindo diferentes fragdes de amilose
e amilopectina, produziam diferentes diagramas de fase. Esses resul-
tados mostravam a grande influéncia que pequenas variagdes nas
interagdes intermoleculares t&ém sobre as composicdes das fases em
equilibrio.

Com objetivo de verificar uma possivel generalidade do fendme-
no de separacdo de fase em sistemas contendo macromoléculas, Dobry
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e Boyer-Kawenoki®’, no final da década de 40, estudaram a
miscibilidade de um grande niimero de diferentes pares de polimeros,
dissolvidos em solventes organicos ou em solugdes aquosas. Estes
autores constataram que dos 35 pares de macromoléculas estudados,
apenas 4 ndo produziram a formacao das duas fases, e puderam con-
cluir que a incompatibilidade entre polimeros era um fendmeno geral.

Porém, foi apenas com os trabalhos de Per-Ake Albertsson', em
meados da década de 50, que ficou evidente para a comunidade ci-
entifica a grande potencialidade de aplicacio destes sistemas a parti-
¢do/purificagdo de materiais biolégicos, desde proteinas até células.
Como o solvente € a 4gua em ambas as fases e geralmente se encon-
tra presente em grande quantidade, estes sistemas fornecem um am-
biente ameno para as biomoléculas evitando, assim, mudancas em
suas estruturas e perda das atividades bioldgicas.

Outra propriedade termodindmica importante associada aos
SABs, e que lhes dd uma vantagem significativa quando compara-
dos aos cldssicos sistemas dgua-6leo, € possuirem regides interfaciais
com baixo valor de tenséo interfacial, y''"'*. Para aplica¢do em pro-
cessos de separacdo de biomoléculas, este pequeno valor de excesso
de energia livre de Gibbs por unidade de drea possibilita a transfe-
réncia das bioparticulas pela interface com um risco minimo de ocor-
rerem alteracdes estruturais nas proteinas, células e membranas
particionadas'.

A natureza quimica dos componentes formadores das fases tem
forte impacto nas propriedades interfaciais dos sistemas aquosos
bifasicos. Além de influenciar no coeficiente de parti¢cao dos solutos,
a tensdo interfacial contribui para outras propriedades do sistema,
tais como a estabilidade cinética e termodinidmica da dispersao,
cinética de partigdo, etc'.

A primeira publicacdo relatando resultados de tensdo interfacial
de SABs foi de Ryden e Albertsson, em 1971'¢. O sistema bifdsico
estudado era formado por PEG e Dextrana. Neste trabalho j4 era
relatado um comportamento caracteristico de Y em fungdo de duas
varidveis termodinamicas; o comprimento da linha de amarracio
(CLA) e a massa molar dos dois polimeros. Estes autores mostraram
existir uma relacdo simples entre a tensdo interfacial e estas duas
caracteristicas dos SABs formados, conforme Equagdo 1
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y=a(CLA) ey

onde a e b sdo constantes dependentes da massa molar das
macromoléculas formadoras dos SABs. Os valores de y permanece-
ram entre 6.55x10? ¢ 4.6x10* mN m, sendo que os valores meno-
res pertenciam a composi¢cdes mais proximas ao ponto critico. Em
1984, Bamberg et al.'” estudaram o mesmo sistema e propuseram
uma relacdo exponencial entre a tensdo interfacial e a diferenca de
composicao entre as duas fases, expressa pelo comprimento da linha
de amarracdo (CLA)

¥ = celCln )

em que c e d sdo constantes. Uma limitagdo clara da Equagdo 2 € o
fato de que ela prevé um valor finito para a tensio interfacial quando
0 sistema se encontra na composicao do ponto critico e isto natural-
mente ndo faz sentido. No ponto critico, acabam as diferengas entre
todas as propriedades termodinamicas intensivas de cada fase e, con-
seqiientemente, o valor da tensdo interfacial se iguala a zero.

A partir destes trabalhos pioneiros, centenas de outros foram rea-
lizados, enfocando, em sua quase totalidade, a descoberta, caracteri-
zacdo e aplicacio de novos sistemas a separac@o de solutos especifi-
cosMO1819 A Tabela 1 exemplifica alguns sistemas descobertos e apli-
cados com sucesso na purificacio de algumas bioparticulas.

Atualmente, os sistemas aquosos bifdsicos sdo aplicados mais
eficientemente em etapas iniciais dos processos de purificagdo, mas
em casos raros podem até mesmo substituir os cldssicos sistemas
cromatograficos.

Tabela 1. Sistemas aquosos bifdsicos formados por diferentes
componentes

Componente 1 Componente 2

Poli( 6xido de etileno) Poli(6xido de propileno)

Poli(6xido de etileno) Dextrana

Poli (6xido de etileno) Poli(N-vinil-2-pirrolidona)
Poli(6xido de etileno) Na, SO,

Copolimero Poli(6xido de etileno)- Maltodextrina

poli(éxido de propileno)-
poli(éxido de etileno)
Dextrana sulfonato de sédio
Poli(6xido de etileno)
Dextrana sulfonato de sédio

Etil-hidroxietilcelulose-NaCl
Citrato de sédio
NaCl (0 °C)

FUNDAMENTOS SOBRE A FORMACAO DOS SABs

A formacao de duas fases durante o processo de mistura de solu-
¢des aquosas de dois polimeros (ou de um polimero e de um sal)
dependera das interagdes intermoleculares - expressas em termos da
energia livre - entre os constituintes formadores do sistema. Serdo
também estas mesmas interacdes as responsdveis por todas as pro-
priedades fisico-quimicas presentes nas duas fases, como por ex., a
distribuigdo dos diferentes componentes no sistema, da relacio de
volumes entre as fases, da diferenca de potencial elétrico e do exces-
so de energia livre associados a interface, do coeficiente de parti¢ao
de um soluto especifico, etc.

Para cada sistema, teremos pares de componentes que possuirdo
interacdes termodinamicamente favordveis e pares que gerarao
interagdes que aumentardo a energia livre do sistema e, por isto, se-
rdo consideradas desfavordveis. Naturalmente estas interacdes serdo
dependentes do estado termodindmico do sistema, isto €, da compo-
sicdo, temperatura e pressao.
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Em um dos sistemas aquosos bifdsicos mais estudados e aplica-
dos, o SABs formado por dextrana-PEO-H, 0, geralmente se atribui
a separagdo do sistema em duas fases ao surgimento de interacdes
desfavoraveis quando segmentos de dextrana entram em contato com
segmentos do poli(6xido de etileno)®. Loh e da Silva?, utilizando
medidas calorimétricas, mostraram que esta intera¢do repulsiva en-
tre PEO e dextrana possui contribui¢do entdlpica muito pequena,
sendo predominantemente de natureza entrdpica, isto €, oriunda de
efeito de volume de exclusdo®, entropia configuracional®, etc.

Em outros casos pode ser exatamente o contrdrio. Existem SABs
que se formam porque existe uma forte interagdo entre segmentos de
diferentes polimeros. Neste caso, a diminui¢io da energia livre pode
ser devido a interagdes eletrostaticas entre cargas positivas presentes
em um dado polimero com cargas negativas distribuidas ao longo da
cadeia de uma outra macromolécula®, ou a formagdo de ligagdes de
hidrogénio entre os segmentos, gerando complexos de coacervagao®.
E interessante destacar que 2 medida que o nimero de diferentes
componentes aumenta, abrem-se possibilidades de se formarem sis-
temas polifdsicos. Em 1998, foi descoberto que a adi¢do de CH,Cl, a
um sistema aquoso bifdsico formado por Na,SO,/PEO/H,O resulta-
va em um sistema trifdsico, onde, a fase mais densa era formada pela
mistura H,0O/Na,SO,, a fase intermedidria era composta por PEO/
CH,CI,, enquanto a fase superior era formada por PEO/H,0. A adi-
¢do de n-hexano, a este sistema trifdsico, gerava um sistema tetrafdsico
em que a nova fase era a menos densa e formada por mistura de
CH,Cl /n-hexano™.

Este comportamento segregativo ou associativo dos componen-
tes formadores dos SABs € geralmente representado em diagramas
de fases retangulares ou triangulares. A Figura 1 exemplifica as duas
possibilidades.
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Figura 1. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifésicos, ex-
presso em coordenadas triangulares e retangulares

Nestes diagramas encontramos indmeras informacdes, todas rela-
cionadas a minimizagio da energia livre do sistema. Por ex., podemos
obter, em quais composicdes globais o sistema € monofdsico ou
bifasico, sendo estas duas regides demarcadas por uma linha denomi-
nada curva binodal. Também sdo representadas as linhas de amarra-
¢do (“tie lines”), que sdo retas que ligam pontos no diagrama que re-
presentam a composi¢do das duas fases em equilibrio. Qualquer con-
junto de pontos que pertencam a regido bifdsica e que estejam sobre a
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mesma linha de amarracdo fornecerd fases superiores que possuirdo
propriedades termodinamicas intensivas iguais (densidade, volume
molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo distintas as suas varid-
veis termodinamicas extensivas (massa, volume, etc). Aplica-se o mes-
mo raciocinio para as fases inferiores formadas a partir de composi-
¢oes globais localizadas sobre uma mesma linha de amarracéo.

O comprimento da linha de amarrag¢do, CLA, é um importante
parametro termodindmico, geralmente utilizado como varidvel
determinante dos processos de parti¢do dos solutos em SABs forma-
dos por diferentes componentes e € calculado pela Equacao 3

CLA = {[C(POL), - C(POL) I’ + [C(SAL) . - C(SAL) !} (3)

onde C(POL),, C(POL),, C(SAL), e C(SAL),, sdo as concentra-
¢des do polimero e do sal nas fases superior (FS) e inferior (FI),
respectivamente. Com o aumento do valor do parametro CLA, au-
menta-se a diferenca entre a fase superior e a inferior, em termos de
propriedades termodinamicas intensivas.

Com base na discussdo acima fica claro que o problema bdsico
na andlise tedrica dos sistemas aquosos bifdsicos, em termos da
termodindmica no equilibrio, € a obtencdo de uma expressao analiti-
ca para variag@o da energia livre associada com a formacdo de uma
solugdo contendo os diferentes polimeros e/ou sais, a partir de seus
componentes puros”. Esta propriedade termodinimica € geralmente
denominada energia livre de mistura, A_ G*.

Se as interagdes que os componentes realizam em solugao forem
exatamente as mesmas que eles realizam quando puros, mesmo as-
sim A . G ndo serd igual a zero, pois teremos a contribui¢do entrépica.
Assim, a energia livre de mistura serd fungdo das interagdes resul-
tantes presentes em solugdo, bem como das diferentes distribuicdes
das moléculas na solucdo. Estas interagdes serdo expressas para cada
componente em termos dos respectivos potenciais quimicos. Mate-
maticamente terfamos:

AnieG =G = > Gi = % mipty= = mipy = = 504 =) (4)
i= i= i= i=

onde G_, € a energia livre da solucdo, G, € a energia livre de cada
componente puro, n, € a quantidade de substancia e |, e U*, sdo os
potenciais quimicos de cada componente em solugdo e puro, respec-
tivamente.

Termodinamicamente, todas as vezes que A_. G<0, a mistura dos
trés componentes produzird um sistema homogéneo e, caso contrario,
0 sistema procurard uma nova configuracdo (a produgdo de duas fases
em equilibrio), que terd uma menor energia livre. Com temperatura e
pressdo constantes, a variacdo da energia livre de mistura ocorrerd
apenas se houver variacdo do potencial quimico de um dos compo-
nentes quando da adicdo de qualquer outro componente. Verificamos
isto derivando a Equag@o 4 em relacdo a cada componente:

xS _ (— ;) 5)

ani A 1

A energia livre de mistura ficara positiva, devido a adi¢do de um
dos componentes formadores dos SABs, apenas se neste estado
termodindmico, o potencial quimico de um ou mais componentes da
solucdo for maior que o potencial quimico do componente quando
puro, assim a derivada apresentada na Equacdo 5 torna-se positiva.

Utilizando a equacdo cldssica, A G=A  H-TA S, podemos
observar que no termo A G existem contribui¢des de natureza
entdlpica, A . H e outras relacionadas a varia¢do da entropia do sis-
tema, A . S. Naturalmente esta divisdo € uma aproximagdo, visto que
existe uma conectividade entre a variacdo da entalpia e da entropia
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de um sistema. Existem relagdes similares a Equacdo 5 para os ter-
mos entdlpico e entrdpico.

A conexao entre estes parametros termodinamicos macroscopicos
(A, HeA . S)e as propriedades moleculares € obtida a partir de um
tratamento estatistico, utilizando sempre um tipo especifico de mo-
delo, entre os quais podemos destacar os de Flory e Huggins®*’, de
expansdo do virial*’, UNIQUAC?>¥, de contribui¢io de grupo* e o
modelo de exclusdo volumétrica®. Uma excelente revisdo que anali-
sa a aplicacdo destes modelos especificamente aos SABs foi escrita
por Cabezas Jr, em 1996%.

Entretanto, muitas vezes, os novos modelos de termodindmica
estatistica quando aplicados especificamente a separagdo de fases de
sistemas contendo polimeros sdo, na verdade, modifica¢des da teo-
ria original de Flory e Huggins®. Em geral, eles foram formulados
na tentativa de descrever em maiores detalhes os processos domi-
nantes em solucgdes poliméricas. No presente artigo faremos uso do
modelo de Flory e Huggins por ser mais simples e fornecer aspectos
basicos e semiquantitativos dos fendmenos moleculares que ocor-
rem em sistemas aquosos bifdsicos.

Na aplicacdo do modelo de Flory e Huggins a sistemas aquosos
bifdsicos, a solucdo terndria € representada por uma rede tridi-
mensional de sitios, todos de mesmo volume, ocupados por molécu-
las do solvente ou segmentos dos polimeros (ou fons). O nimero de
segmentos de cada macromolécula, X, € encontrado dividindo-se o
volume molar do polimero pelo volume molar do solvente.

Neste modelo de rede, cada sitio tem z faces de contato com sitios
adjacentes. Desta forma, a entalpia de mistura € resultante da variagdo
da entalpia associada ao processo de formacdo de contatos entre os
segmentos dos diferentes polimeros e destes segmentos com as molé-
culas do solvente. Entretanto, € necessdrio enfatizar que a mistura des-
crita anteriormente ocorrerd sempre a custa da quebra do contato entre
unidades dos componentes de mesma espécie presentes no estado puro.
Esta variacdo de energia por contato, Ag, € dada por:

Ae =zp[w, _%(Wn +w)]+ z5[wys _%(Wll + W)+ 255wy _%(sz +w3)](6)

onde W, ¢ a energia potencial de par devido a interagdes entre os
componentes i e j, e z; ¢ o nimero de coordenacdo que os compo-
nentes j fazem ao redor de um componente i. Rearranjando os ter-
mos da Equagdo 6 temos:

Ag = Ag, +Ag; + Ag,, (7)

em que AE;J- ¢ denominada de variacdo de energia efetiva do par po-
tencial e € igual a metade da energia requerida para formar 2z pares
i-j. Estes pares i-j sdo formados a partir do processo de transferéncia
de uma molécula do tipo “i”” presente numa fase formada apenas
pelo componente i, mais em uma molécula do tipo “j” presente em
um sistema contendo apenas j, onde ambas as moléculas estdo
interagindo com z vizinhos.

Estes parametros de interagao poderdo ser expressos na forma Aeij
As‘./.. X &
kT i
denominado pardmetro de Flory-Huggins e leva em consideragio a
dindmica de formacdo e quebra dos contatos devido, principalmen-
te, a0 movimento aleatério das moléculas em solugao.

A interacdo serd considerada desfavordvel entalpicamente caso
X; ou Ag, possuam valores positivos e, favordvel caso a interacdo
resultante seja exotérmica (valores negativos). O grande desafio do
ponto de vista tedrico € estabelecer uma relag@o entre o nimero dos
diferentes tipos de contato com propriedades macroscépicas que ex-

pressem a composicao do sistema, tais como fracdo volumétrica ou

ou normalizados em relagdo a energia térmica, x; =
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fracdo mdssica. Encontrando esta relagdo basta multiplicd-la por Ae,
e obteremos o valor de A, H.

A H=.Ag,I'[n° de contatos] 8)

onde I" (n° de contatos) é uma fungdo que estabelece relacio entre o
numero de diferentes contatos e propriedades macroscopicas do sis-
tema. Para um sistema terndrio € razodvel supormos que a probabili-
dade de cada tipo de contato € proporcional a quantidade dos com-
ponentes envolvidos e de suas fragdes volumétricas. Assim podemos
escrever a Equag@o 8 como:

A, H = Nfz DD Ac, )

i=l j=i+l

< = o . Xn
em que @, € a fragdo volumétrica do componente i (P, = 5———) na

3
solucdo resultante, N € o ndmero total de sitios (N = ZX,. n,).

Para cdlculo da entropia de mistura, leva-se em consideracio
apenas o nimero de diferentes maneiras de distribuir as moléculas e
os segmentos nos distintos sitios formadores da rede. Esta entropia ¢
denominada entropia configuracional. Este modelo ndo considera as
outras variagdes entrdpicas (conformacionais, rotacionais, eletroni-
ca, etc.). Assim, a contribuigdo entrépica do processo de mistura €
dada pela Equagao 10

o,
X,

i

3
A,.S= —NRZ In®, (10)
i=1
onde R € a constante dos gases.

Na Equagdo 10 s6 sdo possiveis valores positivos para A__ S, in-
dicando assim que, na presenca de forcas intermoleculares muito
fracas, os componentes formadores dos SABs irdo sempre se mistu-
rar para formar uma tnica fase. Entretanto, esta contribui¢io da
entropia de mistura para a minimizagdo da energia livre de Gibbs
diminui com o aumento do grau de polimeriza¢do X, do componente
i. Assim, os valores de A__ S envolvendo sistemas contendo macro-
moléculas serdo sempre menores que os valores da variagdo de
entropia associada a mistura de moléculas pequenas, da mesma for-
ma que uma macromolécula de massa molar 100.000 g mol™' promo-
vera um ganho entrépico menor que um polimero, quimicamente
semelhante ao anterior, mas de massa molar igual 1000 g mol"'. E
por isto que a mistura etanol e glicose, moléculas parecidas com as
unidades monoméricas do poli(6xido de etileno) e da dextrana, serd
entropicamente mais favordvel que a mistura das respectivas
macromoléculas. Sistemas formados pela mistura de 20% (m/m) de
etanol e 20% (m/m) de glicose a 25 °C sdo completamente misciveis,
enquanto que sistemas formados na mesma temperatura pela mistu-
ra de 0,5% de dextrana e 5,0% de PEO formam sistemas aquosos
bifdsicos. Em ambos os sistemas, a interacio entdlpica resultante é
desfavordvel, mas apenas no sistema macromolecular € que esta pe-
quena energia repulsiva consegue superar a variacdo de entropia fa-
voravel, levando a formacdo de um sistema bifésico.

A combinacdo dos dois termos discutidos anteriormente, a
entalpia e a entropia de mistura, na cldssica equacdo da termodi-
namica, A  G=A_ H-TA S, fornece a Equagédo 11

2 3 3 @,
A .G=N3X ¥ OO Ac..—-NRT T —Lhno.
mix ij i (11)
i:le.

i=lj=i+l

Caso tenhamos valores de Aeij oux, medidos ou calculados para
um dado sistema em funcdo da temperatura e concentracio, pode-
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mos aplicar estes valores na Equagdo 11 e minimizando-a obtere-
mos os dados referentes ao diagrama de fase, incluindo as composi-
¢oes das fases em equilibrio, a curva binodal, o ponto critico, etc.
Infelizmente estes dados s@o escassos, € muitas vezes a minimizacao
da fungdo A ; G néo € tarefa simples, levando a necessidade de apli-
car novos modelos®*+2.

PARTICAO DE PROTEINAS EM SABS

Em geral, a distribui¢do de proteinas entre as duas fases aquosas
dos SABs € caracterizada por um pardmetro denominado coeficien-
te de parti¢do, K, definido como®

Kp=—rr=— (12)

ondea  ec  sio, respectivamente, a atividade e a concentragio da
proteina nas diferentes fases (S= superior ou I= inferior). A Equagdo
12 enfatiza o ponto de vista termodinamico, em que os parimetros
“concentracdio” presentes nesta equacdo, deveriam ser substituidos
pela “atividade” da proteina nas duas fases. E importante destacar
que muitas vezes, as medidas experimentais do coeficiente de parti-
¢do das proteinas tém revelado uma dependéncia de K em relagdo a
concentragdo da mesma indicando tratar-se de um coeficiente apa-
rente, ndo constituindo, desta forma, um pardmetro que caracterize
um sistema em equilibrio termodindmico. Além disto, a dependén-
cia de K, em relagdo a concentragdo pode também indicar que estd
ocorrendo a parti¢ao de diferentes espécies quimicas formadas, por
ex., pela agregacdo das proteinas. Entretanto, para experimentos em
que a concentragdo da proteina é muito baixa (regime de diluigcdo
infinita), os valores da concentragdo e da atividade tornam-se muito
proximos*.

Esta distribuicdo desigual da bioparticula entre as duas fases é
resultante de um intrincado e delicado balango de interagdes entre a
protefna e as outras espécies (polimeros, H,O e/ou sais inorgénicos)
presentes nas duas fases que coexistem em equilibrio®.

Intimeras propriedades fisico-quimicas do sistema e do biopo-
limero determinam o valor de K. Exemplos de fatores associados a
proteina que influenciam sua distribui¢do entre as fases sd0™* o
tamanho, a conformagio (estruturas secunddria, tercidria e quater-
ndria) e a composic¢ao (estrutura primdria), presenca de carga elétri-
ca e hidrofobicidade. Além disto, propriedades importantes das fa-
ses também contribuem nesta distribui¢do, como por ex., a natureza
quimica dos componentes formadores dos SABs*%’, a massa molar
e a concentragdo dos polimeros®’, a presenca de ligantes ao longo
da cadeia polimérica que possam interagir especificamente com siti-
os da proteina®®!, pH e temperatura®%. Além do mais, a adi¢do de
diferentes sais inorgdnicos a estes sistemas bifdsicos produz uma
diferencga de potencial elétrico na interface, que influencia marcan-
temente a parti¢do de proteinas carregadas eletricamente®. Este
potencial eletrostdtico ocorre devido a distribuicdo desigual dos
cétions e dos anions entre as fases enriquecidas pelos diferentes
polimeros®.

E possivel relacionar o pardmetro obtido experimentalmente, K.,
com a variacdo da energia livre de Gibbs associada ao processo de
transferéncia da proteina da fase inferior para a fase superior, A G=-
RTInK.

Esta fungdo termodindmica de transferéncia, AG, estd relacio-
nada com a interagdo da proteina com os diferentes polimeros e/ou
sais presentes nas fases e também com as interagdes que cada com-
ponente formador dos SABs realiza entre eles®. As medidas do coe-
ficiente de parti¢do devem ser realizadas em regime de dilui¢@o infi-
nita onde se procura evitar a contribuiciio da interagdo protefna-pro-
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teina para o AG. Entretanto, € bem conhecido que mesmo em situa-
¢oes de baixissima concentrac@o as proteinas podem se associar sob
certas condicdes, particularmente perto do seu ponto isoelétrico e/ou
na presenca de outros polimeros™.

Assim, a contribui¢do ou nio da interag@o proteina-proteina para
o coeficiente de parti¢do precisa ser verificada, principalmente para
aquelas proteinas que sdo caracteristicamente auto-associativas. Ou-
tra motivagao importante para a determinac@o do coeficiente de par-
ticdo, de uma proteina em baixa concentragdo, € que nestas condi-
¢Oes a presenca da proteina ndo afeta o estado termodindmico do
SABs aplicado para a purificacdo. Uma concentragdo tipica que tem
confirmado a assertiva anterior ¢ 1 mg /mL"".

A estratégia termodindmica para cdlculo de K, consiste em se
obter o potencial quimico da proteina em cada fase do SABs. Em
geral, este parametro € fornecido pelas relagdes termodinamicas apre-
sentadas abaixo

s_,0A,.G

up—(iani TPy, (13)
N 0 S S

uP:uP+RT1nCDP+(u;X ) (14)

Nas Equagdes 13 e 14, u¥, € o potencial quimico da proteina na
fase superior, enquanto [”, € potencial quimico da proteina pura que
se encontra na mesma temperatura do SABs e (U™,)’ € o potencial
quimico de excesso da proteina na fase superior.

Para a aplica¢@o das duas equagdes anteriores, sobre os dados de
equilibrio dos sistemas aquosos bifdsicos, visando a obtencao do co-
eficiente de particao, € necessdrio supormos que a adicéo da protei-
na ndo altera o estado termodindmico inicial (antes da adi¢do) do
sistema. A aplicaco destas relacdes termodinimicas (Equagdes 13 e
14), na Equacdo 11 nos fornece a seguinte vinculag¢@o entre o poten-
cial quimico de excesso e a constante de parti¢ao”

1 ex\S ex\i
anP:E[(HP) =1yl (15)

Na Equacdo 15 o potencial quimico de excesso expressa a entropia
de mistura nio ideal de todos os componentes formadores dos SABs,
bem como todas as interagdes entdlpicas entre todos os componen-
tes no sistema, inclusive as da proteina com os todos 0s compostos
que formem cada fase.

A combinacdo das Equagdes 13 e 15, e a posterior substituicdo
do resultado na Equagdo 11 leva a uma relagdo matemadtica que nos
fornece a contribui¢do entrdpica para o processo de particdo da pro-
teina”. Nesta deducéo matemadtica considera-se inexistente a contri-
buicdo entdlpica para a variacdo da energia livre de Gibbs de mistu-
ra. A Equacio final ¢ apresentada abaixo

.
K, =L -2 (16)

onde, M ¢ grau de polimerizagdo da proteina, p € o niimero de sitios
por unidade de volume de todo o sistema bifasico, n* é o nimero
total de moléculas na fase superior, enquanto que n' € o niimero total
de moléculas presentes na fase inferior ¢ VS e Vi, os volumes das
fases superior e inferior, respectivamente.

A Equacgdo 13 nos mostra que a contribuicio entrépica para a
particao da proteina sé aparecera caso exista uma diferenca em ter-
mos de densidade numérica entre as duas fases. Como for¢a motriz,
a entropia levard a proteina a particionar para a fase com maior nd-
mero de moléculas por unidade de volume, pois nesta fase haverd
um maior nimero de formas de distribuir as moléculas espacialmen-
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te, aumentando assim a contribui¢io da entropia configuracional para
a minimizagdo do parametro termodindmico A _; G. Na maioria dos
SABs atualmente conhecidos, sdo as moléculas de dgua que estdo
presentes em grande maioria numérica, em ambas as fases e, por
isto, € este o componente determinante para a densidade numérica
das diferentes fases. Assim, em linhas gerais, a contribuicio entrépica
fard a protefna tender a particionar para a fase com maior conteido
de moléculas de dgua por unidade de volume.

Durante a particdo de protefnas em sistemas aquosos bifsicos
formados pela mistura de eletrélito/polimero, for¢as motrizes de na-
tureza entrépica atuardo no processo forcando o biopolimero a se
concentrar na fase rica em sal, visto ser esta a que contém maior
densidade numérica”™". A concentracdo de proteinas na fase rica em
polimero sé ocorrerd nestes SABs (sal/polimero) caso existam
interagdes entdlpicas contribuindo para este comportamento de par-
ti¢do como, por ex., quando hd interacdes especificas entre proteina
e polimero™.

Para sistemas com densidade numérica das fases muito proxi-
mas, isto €, sistemas onde o fator entrépico pouco contribui, € a
entalpia que determinard o comportamento de particdo da proteina.
Neste caso, o valor de K depende fundamentalmente da diferenga
entre os valores que a entalpia molar parcial da proteina, &, apresen-
tard nas duas distintas fases. No estado termodindmico em que nao
ocorra intera¢do proteina-proteina, a entalpia molar parcial sera dada
pela equagio™

0N H

P mix
hp =( . )T,P,n #n (17)
I’lP j i

A aplicagdo da Equacdo 17 na Equagdo 14 e, considerando que
na auséncia de contribui¢do entrépica, U™ = h,, obteremos apés al-
guns rearranjos a seguinte relagio entre K ea composi¢do das fa-
ses’

2

M, 3 ;
nKp=-—L[ 5 (@ -0l

_ SeS  aiai
RT iA(ep) | (@77~ @)z (18)

ip _i:l(zz¢p)j:i+1z(j¢m i

A Equacdo 18 expressa todas as interagdes entdlpicas que ocor-
rem dentro do sistema aquoso bifdsico. Podemos separar a contri-
buicdo entdlpica para a particdo da proteina em dois termos. O pri-
meiro somatdrio € a contribuicio da interacio da proteina com cada
componente formador das fases, em que €, representa a energia re-
sultante da formagdo de um par entre proteina e o componente i.
Neste termo entdlpico, a energia resultante € proporcional a diferen-
¢a de composi¢do entre as duas fases. Considerando apenas a
interacdo da proteina com os diferentes componentes, presentes no
SABs, a proteina particionard para a fase que contem maior concen-
tragdo do componente com o qual ela interaja mais entalpicamente,
isto €, tenha o valor de €, mais negativo ( ou menos positivo).

O segundo termo na Equag@o 18 representa a variacdo da energia
associada a transferéncia da proteina da fase inferior para a superior,
sendo a mesma, entretanto, independente da interac@o da protefna com
os componentes de cada fase. Este termo energético s6 depende da
interagdo que ocorre entre os componentes formadores das fases, que
pode ser interpretado como um contetido energético de cada fase. Esta
variacdo de energia esta presente porque ao se transferir da fase inferi-
or, a proteina libera um volume que permite a interagio entre os com-
ponentes presentes na fase, enquanto que seu deslocamento para a
fase superior possibilitard a formacao de uma cavidade, impossibili-
tando a interagdo entre os componentes da fase superior.

Desta forma, a contribui¢do deste termo entdlpico para o com-
portamento de parti¢do da bioparticula faz com que a proteina se
difunda para a fase onde é menor o gasto energético para formacao
da cavidade em que a mesma serd alojada.
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Este modelo tedrico, as Equacdes 15-18, nos permite interpretar
qualitativamente algumas influéncias que certas caracteristicas dos
SABs tém sobre o comportamento de parti¢do das proteinas. E bem
conhecido que concentra¢io, massa molar e tipo de polimero forma-
dor das fases influenciam decisivamente o comportamento de extra-
¢do das bioparticulas.

Em relagdo a influéncia que a composi¢a@o das fases exerce sobre
a parti¢do das proteinas, algumas tendéncias podem ser destacadas.
Quanto menor o comprimento da linha de amarragdo, CLA, associa-
da a uma dada composig¢do global do sistema, mais proximo a 1 serd
o valor do coeficiente de particdo, portanto, menos seletiva a extra-
¢do. Segundo o modelo, nesta condi¢ido termodindmica (pequenos
valores de CLA), a distribuigdo igualitdria da proteina entre as duas
macro-regides ocorre porque com a minima diferenca de concentra-
¢do dos constituintes entre as fases serd infima também a diferenca
entre elas em termos de densidade numérica, auto-energia e energia
de interacdo. Entretanto, com o aumento do CLA, a transferéncia da
proteina tende a uma das fases, isto €, o valor de Kp torna-se cada vez
mais distante de 1, para mais ou para menos. Este comportamento ¢
resultante do aumento na diferenga da composi¢do entre as fases que
gera, conseqiientemente, o incremento das contribui¢des entropicas
(Equacgido 13) e entdlpicas (Equagao 15) na transferéncia da proteina
para uma das fases.

Em geral, o aumento da massa molar de um polimero que € rico
em uma fase acaba diminuindo a tendéncia de particdo da proteina
para a mesma fase. Naturalmente, este aumento no grau de poli-
merizacao do polimero formador do SABs acaba diminuindo a entro-
pia configuracional da fase enriquecida neste polimero, reduzindo o
valor da entropia de transferéncia da proteina para esta fase.

Outra propriedade fisico-quimica que influencia marcantemente
a parti¢do de uma proteina € o pH. A maioria dos trabalhos que in-
vestigaram esta correlagdo foram realizados em sistemas aquosos
bifdsicos com composicdo global fixa, as vezes, com adi¢do de
eletrélitos'. A concentragdo hidrogenidnica afeta a transferéncia das
proteinas, porque estes biopolimeros contém uma grande variedade
de grupos 4cidos € basicos com diferentes valores de pK , resultando
em cargas elétricas que s@o funcdes dos valores de pH. Esta densida-
de de carga elétrica na superficie da proteina pode modificar sua
conformagao, bem como processos de associa¢do ou dissociagao entre
as macromoléculas presentes no sistema. Todos estes processos que
ocorrem com a proteina modificam sua interagdo com 0os componen-
tes do sistema bifasico, alterando seu comportamento de particido. O
pH, indiretamente, pode afetar a parti¢do de uma proteina e modifi-
car a composicao das fases dos SABs, seja a posi¢do da linha binodal,
seja o comprimento da linha de amarragao.

Os primeiros trabalhos que investigaram o efeito do tamanho do
soluto sobre seu comportamento de particio indicavam que molécu-
las pequenas, como aminodcidos e glicosidios, tendiam a distribuir-
se igualmente (K = 1) nos sistemas aquosos bifdsicos enquanto
macromoléculas, principalmente grandes proteinas e dcidos nucléicos,
tendiam a se concentrar em uma das fases’”’. Trabalhos posteriores
possibilitaram mostrar que nfio era uma tendéncia geral. Albertsson
e colaboradores™ mostraram que a enzima B-galactosidase, com
massa molar igual a 540000 g mol™, particiona mais igualmente
(K = 0,38) que a pequena proteina citocromo C, de massa molar
12384 g mol”! (K = 0,18) no SABs Dex70-PEG-8000 contendo o
tampdo 0,01 mol L' de fosfato de sédio, pH 6,8. Apds sucessivos
trabalhos utilizando diferentes proteinas, a comunidade cientifica
reconheceu a dificuldade em separar os efeitos devidos ao tamanho
da particula daqueles relacionados a estrutura quimica.

Com o objetivo de superar esta dificuldade, Zaslavsky e colabo-
radores® estudaram a particdo de séries homologas de polimeros
sintéticos. Foram investigados o comportamento de parti¢do de dife-
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rentes massas molares de polietilenoglicol(PEG), poliacrilami-
da(PAAm) e polivinilpirrolidona(PVP) em SABs formados por Dex
70-Ficoll 400 contendo 0,15 mol kg de NaCl e 0,01 mol kg de
tampao fosfato, pH 7,4. Mesmo neste estudo, onde os efeitos eram
apenas relacionados ao tamanho da particula, diferentes comporta-
mentos foram observados. O polimero PEG teve o coeficiente de
particdo aumentado com o aumento da massa molar, enquanto os
polimeros PVP e PAAm apresentaram um comportamento inverso.

A interpretacdo deste efeito da massa molar (tamanho da biopar-
ticula) sobre o comportamento de particdo da proteina, segundo o
modelo descrito no presente artigo, deve considerar as duas forgas
motrizes termodindmicas. Como podemos verificar pela Equagdo 16,
nos casos em que o fator entropico predomina sobre o fator entdlpico,
o aumento do tamanho da bioparticula levard sempre a uma distribui-
¢do mais desigual da proteina, com variacdio proporcional a sua massa
molar. Entretanto, a ocorréncia de um comportamento inverso deve-se
a contribui¢do das interagdes entdlpicas que a proteina realiza com os
diferentes compostos que forman as fases (Equagio 18).

Apesar dos avancos obtidos nos estudos sobre os sistemas aquo-
sos bifdsicos, ainda € reduzido o nlimero de casos em que tais siste-
mas foram aplicados industrialmente®'. Além disso, uma consulta
aos bancos de patente forneceu apenas oito registros, a maioria rela-
cionados a aplicacdao dos SABs na purificagdo de proteinas presen-
tes em misturas complexas produzidas geralmente por culturas de
microorganismos. Por ex., Tjerned e Sivars®? propuseram um méto-
do de extragdo por afinidade, para a proteina de membrana, CytBO,,
em um SABs formado pela mistura de uma solu¢do aquosa de fosfato
e uma solucdo aquosa de PEG-IDA (polietilenoglicol-dcido imino-
diacético). Segundo os autores desta patente, este método aumentou
a seletividade, o rendimento e o fator de purificagdo em relacdo aos
métodos tradicionais utilizados para purificagdo desta proteina.

CONCLUSAO

Atualmente ¢ alta a demanda por métodos de extragdo e purifi-
cacdo de bioparticulas (proteinas, enzimas, c€lulas, etc.) que sejam
eficientes e economicamente vidveis. Nessa linha, os sistemas aquo-
sos bifdsicos constituem um potencial. Entretanto, € notério que os
SABs apesar da intensa aplicacdio em escala laboratorial para purifi-
cacdo de enzimas e proteinas, ndo alcangaram ampla aplicag¢@o co-
mercial, tendo talvez como possiveis causas o custo dos polimeros
formadores das fases e/ou o comportamento complexo (indimeras
varidveis interferindo de forma cinegética ou antagdnica) de parti-
¢do apresentados nestes sistemas bifdsicos. Além disso, para sua apli-
cacdo sistemadtica, € necessdria maior compreensio dos fatores que
determinam sua formagao e a parti¢do de solutos especificos. Contu-
do, a urgente demanda por parte da industria biotecnoldgica, com
objetivo de trazer para o mercado consumidor produtos que possuam
alto valor agregado, com ampla aplicagdo médica, certamente moti-
vard a aplicacdio em escala industrial dos SABs.

Conseqiientemente, processos utilizando SABs em etapas de re-
cuperacdo primdria de produtos de interesse biotecnoldgico serdo
uma importante opgdo para novos bioprocessos associados a indus-
tria farmacéutica.
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