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RESUMO

A adocdo de novos habitos alimentares proporcionou um aumento na demanda de
consumo de proteinas de origem vegetal. No entanto, métodos de extracao e purificacdo
de proteinas, em sua maioria, utilizam solvente organicos, que podem causar a perda das
propriedades funcionais e baixa recuperacdo. Assim, a utilizacdo de sistemas aquosos
bifasicos (SABs) emerge como uma ferramenta economicamente viavel e eficiente. O
extrato proteico das folhas da Moringa Oleifera foi particionado no SAB PEO 1500 +
H20 + Li>SO4 ou NaxSO4 a 298,15K e a energia livre de Gibbs de transferéncia entre
fases (AvG®) foi determinada. No comprimento de linha de amarrac¢do (CLA) = 32,5 para
0 SAB formado por PEO1500-Na;S04, a A,,-G° é igual a -4,5 kmol?, indicando que as
proteinas da Moringa concentram-se na fase superior nestas condigdes termodinamicas.
No entanto, ao aumentar o CLA, a diferenca entre as propriedades termodinamicas
intensivas aumenta e as proteinas passam a se concentrar na fase inferior. O processo de
transferéncia da proteina da fase inferior para superior ocorre com a redu¢do da entropia.
Desta forma, a contribuicdo entélpica é a forca motriz que dirige o0 processo de
transferéncia, advindos dos processos moleculares de interagéo.

INTRODUCAO

Nos altimos anos, a demanda de consumo de proteinas vegetais aumentou, impulsionada
pela adocdo de novos habitos alimentares (1). No entanto, para tornar as proteinas de
fonte vegetal economicamente e sustentavelmente vidveis é necessaria a escolha
adequada do método de extracdo e particionamento a ser utilizado para assegurar uma
boa recuperacao do analito. Assim, a utilizacdo dos métodos convencionais de separacdo
e purificacdo de proteinas que utilizam solventes organicos torna-se inviavel na maioria
dos casos (2,3). Por outro lado, a utilizagdo de sistemas aquosos bifasicos (SABs) emerge
como uma ferramenta economicamente viavel, ambientalmente amigavel e eficiente.

Os SABs sdo elaborados a partir de uma solucdo ternaria, composta predominantemente
por agua (60-95%), polimero e sal. Esses sistemas possuem a vantagem de apresentar
baixa toxicidade ao organismo humano sendo potencial para os processos de separacgdo e
purificacdo de bioparticulas. Além disso, é uma técnica simples, facilmente escalonavel
e que permite a reutilizacdo dos reagentes (4).

Em geral, as proteinas séo distribuidas entre as fases dos SABs e podem ser caracterizadas
pelo coeficiente de particdo (K). Os valores de K podem ser afetados por propriedades
fisico-quimicas da proteina e das fases que constituem os SABs. Fatores como: o tamanho



@)
& ® 2022

da proteina, estrutura conformacional e presenca de carga elétrica sdo exemplos das
propriedades fisico-quimicas que afetam a distribuicéo das proteinas no SABs. Por outro
lado, a contribuicdo das fases nos valores de K esta relacionada com a natureza quimica
dos componentes formadores do SABs, como, massa molar, hidrofobicidade,
concentracdo dos polimeros, pH e temperatura (2,5).

Shabhriari et al., (2010) estudaram o particionamento da B-amilase e amiloglicosidade em
SABs (PEO 4000, PEG 6000 ou PEG 10000 + Na»SOs ou KH2PO4) em diferentes
temperaturas (298-308 K). Os valores de K para as duas enzimas foram menores que 1,
indicando que a maior concentracdo foi na fase inferior, rica em sal. Também foi
observado que a medida que a concentracdo de sal era aumentada o K também aumentava.
Por outro lado, a medida que a concentragdo de PEO era aumentada os valores de K
diminuem para as duas enzimas estudadas. A partir deste estudo é possivel fornecer quais
as melhores condigdes para a purificagao da f-amilase e amiloglicosidade sem a producéo
de efeitos destrutivos na estrutura das biomoléculas.

A partir dos valores obtidos de K em regime de dilui¢do infinita podemos relacionar com
a funcdo termodin&mica de transferéncia AxG e estudar as interacdes da proteina com os
constituintes formadores dos SABs (6). Assim, determinar a AyxG permite compreender
melhor as forcas que dirigem o processo de particionamento da proteina nos SABs.

OBJETIVO

Neste trabalho, objetivou-se em particionar o extrato proteico das folhas da Moringa
Oleifera no SAB PEO 1500 + H,0 + Li2SO4 ou Na;SO4 a 298,15K e determinar a energia
livre de Gibbs de transferéncia entre fases (AxG®).

METODOLOGIA

Para preparar os sistemas foram utilizadas 259 de cada fase para cada linha de amarragéo.
A composicdo dos SABs para o particionamento de proteinas foi preparada de acordo
com estudos prévios (6,7). Apoés atingir o equilibrio termodinamico, as duas fases foram
coletadas separadamente para o experimento de particdo. Em seguida, 5 g de cada fase e
0,15mg de EPFMO foram adicionadas a um tubo de vidro e agitados lentamente até a
completa solubilizagdo do extrato. Os sistemas foram armazenados em banho
termostatico a 25°C, por no minimo 24 horas para atingir o equilibrio termodinamico.

Uma aliquota de cada fase é coletada para analise no espectrémetro UV-visivel, no
comprimento de onda de 280 nm. O coeficiente de particdo (K) foi determinado a partir
Eq. 1.

AbS FS 380nm _ Eq.1
Abs Flygonm

O K foi estudado em diferentes comprimentos de linha de amarragdo (CLA)(%m/m) dos

SABs. O CLA pode ser calculado a partir da Eq. 2, que expressa numericamente a

diferenca nas fungdes termodinamicas intensivas entre as fases superior e inferior, a

pressdo e temperatura constante.

CLA= J(cg —CchHz — (€5 +¢c)H? Eq.2



@)
& ® 2022

Onde C;e C.L sdo as concentragbes do polimero na fase superior e inferior,
respectivamente, e Cs e C! sdo as concentrages do sal na fase superior e inferior,
respectivamente.

A variacdo da energia livre de Gibbs de transferéncia (A«G°) pode ser determinada a
partir da Eq. 3, que corresponde a variacao da energia livre de Gibbs quando 1 mol de
proteinas é transferido da fase inferior para a superior.

A,G°= —RTInk Eq. 3

Onde R é a constante universal dos gases, T a temperatura e k é o coeficiente de particdo
da proteina.

RESULTADO E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a dependéncia de A.,-G° em relacdo aos valores de CLA.

A& PEO 1500 + H,0 + N&,S0, - 280 nm
B PEO 1500 + H,0 + Li,S0, - 280 nm
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Figura 1: Particdo das proteinas da Moringa em SAB PEO 1500 + H,0 + Li2SO4 ou
PEO 1500 + H20 + NaS04 a 298,15K.

Para 0 SAB formado por PEO1500-Na;SOs4, A.,.G° é igual a -4,5 kJmol™ para CLA=32,5
demonstrando que as proteinas da Moringa se concentram na fase superior nestas
condicdes termodinamicas. Entretanto com o aumento do CLA, isto &, aumentando a
diferenca entre as propriedades termodindmicas das fases as proteinas passam a se
concentrar na fase inferior.

O valor de A;-G° é resultado da contribui¢do de duas componentes: A;,.H® e A;,.S°. Em
SABs formados por polimero e sal, a transferéncia de proteinas da fase rica em eletrolito
(fase inferior) para a fase rica em polimero (fase superior) ocorre com a diminuicdo da
entropia do sistema ( A.,-S°<0), pois 0 nimero de diferentes configuragdes moleculares
na fase superior € menor do que aquelas da fase inferior. Este fato deve-se,
principalmente, as moléculas de PEO que sdo formadas por segmentos moleculares
conectados covalentemente, reduzindo, assim, o grau de liberdade destes segmentos no
espaco. Desta forma, a Unica forca motriz para a transferéncia das proteinas da Moringa



@)
& ® 2022

para a fase superior seria a liberagdo de energia entalpica (A;-H°<0). A variagdo da
entalpia do sistema durante o processo de transferéncia é resultante de alguns processos
moleculares, como mostra a seguinte equacao A -HO=
Apr g H+Ap_pgH+Ap;_pH+Apg_pgH®, mostrando que para A.,.H® < 0, nés teremos
que ter sempre —[ Ay, _psH°+Ap_pH°]>[A)r_pH°+Aps_psH]. Esta relagdo entre os
fatores entélpicos demonstram que a proteina se desloca para a fase formada pelos
componentes que mais interagem com estes biopolimeros, isto &, as proteinas de moringa
interagem favoravelmente com as moléculas de PEO. Entretanto ndo podemos, a
principio, desconsiderar a contribuicdo das interacdes eletrostaticas promovidas pelos
ions do sal formador da fase inferior. Para determinar essa contribuicdo eletrostatica foi
realizada também a parti¢do das proteinas da moringa num SAB formado por PEO 1500-
Li2SO4. Os valores de A.,.G® ficaram na mesma magnitude no sistema sulfato de sédio e
sulfato de litio demonstrando assim que a natureza do eletrélito tem pouco efeito sobre a
particdo das proteinas da moringa. A contribuicdo do ion sodio e do ion litio para a
entropia configuracional do sistema é a mesma visto os dois ions terem aproximadamente
a mesma razdo carga/raio. Desta forma a pequena variagdo observada nos valores de
A.,.G° advém de contribuices entélpicas. E reconhecido que os ions de litio interagem
com os segmentos de oxido de etileno (EO) presentes no PEO formando assim um
pseudopolication que intensifica a interacdo eletrostatica com as proteinas da moringa,
aumentando assim a transferéncia destes biopolimeros para a fase superior.

CONCLUSAO

A transferéncia das proteinas em SAB formados por PEO 1500 + H,0 + Na SO para a
fase superior € mais favoravel com a diminuicdo do CLA. O processo de transferéncia
entre as fases ocorre com a perda de entropia configuracional, sendo a entalpia a Unica
forca motriz que governa este processo. Deste modo, a contribuicdo entalpica demonstra
que a proteinas de moringa interagem favoravelmente com as moléculas de PEO. Além
disso, os diferentes sais formadores do SAB demonstraram pouca influéncia no
particionamento das proteinas, por apresentarem a mesma razao carga/raio. O uso dos
SABs € uma alternativa sustentdvel aos métodos convencionais de purificacao,
promovendo a concentracdo da proteina na fase em que ela interage de forma mais
favoravel.
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