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RESUMO

AVALIAGAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMAS BASEADOS EM PONTO
NUVEM VISANDO A REMOCAO DE ALBUMINA EM PLASMA SANGUINEO

Autor: Marcelo Anselmo Oseas da Silva

Orientador: Marco Aurélio Zezzi Arruda

Nesta dissertacao foi estudado o comportamento de particdo da albumina,
proteina presente em elevada concentragdo no plasma sanglineo e que interfere
na determinacdo em diversas técnicas analiticas. No estudo efetuado foram
avaliados diferentes sistemas aquosos de duas fases, explorando um fenbmeno
denominado ponto nuvem. Tais sistemas empregam surfactantes, sob condicoes
experimentais especificas, obtendo-se a formacao de duas fases imisciveis: uma
rica e outra pobre em tensoativo. Observou-se que devido as caracteristicas
hidrofilicas da albumina, bem como a dimensao dos agregados formados, sua
extracdo para fase rica em tensoativo apresenta valores de coeficiente de particdo
que nao ultrapassam 0,66, o que representa uma eficiéncia de extracao de ca.
40%. A extracao da proteina apresentou-se viavel mediante a utilizacdo de uma
mistura composta por um tensoativo ndo-idnico (Triton® X-114), que possibilita a
separacdo de fases em temperatura biocompativel, na presenca de outro
tensoativo ibnico (dodecil sulfato de sédio — SDS), que atua favorecendo as
interacdes eletrostaticas entre os agregados e as moléculas protéicas, desde que
se trabalhe em meio com pH abaixo de 5,0. Analises de dicroismo circular
complementaram o estudo e forneceram evidéncias de que a aplicacao do sistema
baseado na mistura composta por Triton® X-114 e SDS causava desnaturagio
parcial da proteina, o que néo inviabilizou sua aplicacéo para extracdo da mesma
em uma amostra real.

A eficiéncia deste sistema foi, entdo, avaliada para a remocao de albumina
em plasma sanguineo. Um coeficiente de particdo de 1,1 foi obtido, indicando que

ca. 51% das proteinas encontravam-se na fase rica em tensoativo. As amostras
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submetidas ao procedimento de extracdo também foram avaliadas frente a técnica
de eletroforese em gel, sendo que a fase pobre em surfactante apresentou um
perfil eletroforético mais detalhado quando comparada a uma amostra que nao foi
submetida ao procedimento proposto. Ja na fase rica em surfactante, foi
observada a presencga majoritaria de albumina e, em menor concentracao, outras
proteinas de grande abundancia no plasma tais como imunoglobulina G e
transferrina. Por fim, o método apresentou desempenho semelhante ao de
sistemas disponiveis comercialmente para remocg¢ao de albumina, tal como o

sistema da Millipore®, apresentado neste trabalho.
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ABSTRACT

EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF CLOUD POINT BASED SYSTEMS
FOR ALBUMIN REMOVAL FROM BLOOD PLASMA

Author: Marcelo Anselmo Oseas da Silva
Adviser: Marco Aurélio Zezzi Arruda

In this work the partition behavior of albumin was studied, which is found at
high concentrations in blood plasma, which interferes in many analytical
techniques determinations. The present study evaluated different aqueous two-
phase systems, exploiting a phenomenon called of cloud point. These systems
employ surfactants under specific experimental conditions, enabling formation of
two immiscible phases: one rich and another poor in surfactant. Due to the
hydrophilic characteristics of albumin, as well as its aggregate dimensions, its
extraction to the surfactant rich phase presented partition coefficients lower than
0.66, representing an extraction efficiency of ca. 40%. Protein extraction was
feasible by applying a mixture comprised of a nonionic surfactant (Triton® X-114),
which allowed the phase separation at biocompatible temperatures, and an ionic
one (sodium dodecylsufate — SDS), which promotes electrostatic interactions
between aggregates and protein molecules, since the extraction procedure is
carried out at pH 5.0. Circular dichroism analysis complemented the study and it
showed that a system based on a Triton® X-114 and SDS mixture causes partial
protein denaturation, but its application for a real sample is feasible.

The efficiency of this system was evaluated for albumin removal from blood
plasma. A partition coefficient of 1.1 was obtained, indicating that ca. 51% of
proteins were contained in the surfactant rich phase. Albumin depleted samples
were submitted to gel electrophoresis and the surfactant poor phase presented a
more detailed gel electrophoresis profile, when compared with a crude sample.
The surfactant rich phase reveled that aloumin is the predominant protein present,

but it is possible to find other highly concentrated plasmatic proteins including
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immunoglobulin G and transferrin. Finally, the method presented similar
performance when compared with commercially available systems for albumin

removal, such as the Millipore® system, which was also evaluated in this work.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de procedimentos analiticos empregando surfactantes
visando realizar separacbes, purificacbes e concentracdes pré-analises vém
sendo, atualmente, explorados de maneira muito ampla em quimica analitica [1].
Para tanto, faz-se uso de sistemas aquosos de duas fases (ATPS)', formados em
condi¢cbes experimentais especificas, por meio da agregacao de micelas, em um
fendmeno denominado ponto nuvem (CP)?[1, 2] .

Tais sistemas apresentam vantagens frente as extragdes liquido-liquido,
uma vez que utilizam reagentes pouco inflamaveis e atéxicos, em processos de
separacado que sao reversiveis. Além disso, sao disponiveis comercialmente de
forma ampla e aplicados em baixas concentragcdes, podendo, inclusive, serem
reutilizados, causando reducao em custos e menor geracao de residuos [3].

Pode-se notar que tais sistemas apresentam destaque na literatura quando
aplicados a biomoléculas, tal como proteinas, uma vez que os surfactantes
possibilitam seletividade na separacdo, baseando-se na hidrofobicidade do
material biolégico em questdo e também em suas interagdes eletrostaticas com as
micelas formadas, gerando, assim, um controle bastante rigoroso dos processos
de extracéo [2, 4].

Neste sentido, surge a possibilidade de aplicacdo de sistemas aquosos de
duas fases para remocao seletiva de albumina em amostras de plasma
sanglineo. Tal procedimento apresenta-se indispensavel para estudos que
empregam diversas técnicas analiticas. Na area de prote6mica, por exemplo,
dificulta a identificacdo e separagdo das proteinas presentes em menores
concentragdes no meio quando se faz uso da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida [5, 6]. JA no caso de analises eletroanaliticas, tal como a
polarografia, pode existir reducdo do sinal analitico devido a interferéncias
causadas pelo recobrimento do eletrodo com a referida proteina [7].

Diversos reagentes e materiais disponiveis comercialmente possibilitam

realizar sua remogao do meio; no entanto, caracterizam-se por apresentarem um

' ATPS, do ingles: Aqueous Two-Phase System.
> CP, do inglés: Cloud Point.
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elevado custo. Assim, a extracao por ponto nuvem pode se apresentar como uma
alternativa interessante, tanto sob o ponto de vista econémico, como pelo fato de

possibilitar a remocéao da proteina indesejada de maneira rapida e simples.

1.1. HIPOTESE E OBJETIVOS

Acredita-se que a aplicacao de sistemas baseados em ponto nuvem pode
proporcionar a remogao seletiva de albumina em plasma sanguineo sob condigbes
biocompativeis, desde que otimizadas algumas variaveis, que incluem pH e forca
ibnica do meio, tempo de contato envolvendo proteinas e tensoativos e
temperatura de separacao de fases.

Para checar a validade desta hipdtese, os seguintes objetivos sao
propostos:

— Avaliar e compreender com maior clareza o comportamento de particdo da
albumina frente a varios sistemas aquosos de duas fases compostos por
diferentes misturas de tensoativos.

— Avaliar estruturalmente a albumina, mais especificamente as estruturas o-
hélice, apds aplicacao dos diferentes processos de extracao propostos.

— Aplicar o sistema que apresentar caracteristicas mais favoraveis, com relagao
a eficiéncia de extracdo bem como grau de desnaturacao protéico, para
remocéao de albumina em plasma sanglineo humano.

— Submeter as amostras livres de albumina a técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida para avaliacdo do perfil protéico obtido.
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2. ASPECTOS TEORICOS

2.1. Surfactantes

2.1.1. Definicao

Surfactantes ou tensoativos sdo moléculas organicas anfifilicas que, de
modo geral, sdo compostas por uma regido apolar, também conhecida como
cauda, contendo, tipicamente, entre 8 e 18 atomos de carbono, assim como uma
regiao hidrofilica, também conhecida como grupo liofébico ou simplesmente
cabeca, composta por um grupo polar provido ou ndo de carga [8, 9].

Baseando-se no grupo polar destas moléculas, os surfactantes podem ser
classificados como: 1) anibnicos, onde a cabeca polar apresenta carga negativa e,
consequentemente, um contra-ion com carga positiva para obtencdo de
neutralidade elétrica; 2) catibnicos, que apresentam estrutura geral analoga aos
aniénicos, mas com a porcao hidrofilica contendo carga positiva; 3) nao-iénicos,
caracterizados por uma regidao hidrofilica sem a presenca de cargas, mas com
grupos altamente polares e que apresentam forte afinidade por moléculas de agua
e, por fim, 4) anféteros, que apresentam cargas positiva e negativa na mesma
molécula, sendo que as mesmas encontram-se localizadas em atomos que nao
séo vizinhos entre si [9].

Tais moléculas encontram-se presentes, inclusive, em sistemas bioldgicos,
participando, por exemplo, dos processos de digestdao, na forma dos acidos
biliares, costumeiramente classificados como biosurfactantes, auxiliando na
emulsificagdo de gorduras [9].

Nos ultimos anos, as suas aplicagdes em quimica analitica vém ganhando
destaque para diferentes finalidades, devido a capacidade que apresentam de
alterar, de maneira pronunciada, diferentes propriedades de solugdes, permitindo,
por exemplo, solubilizar espécies de baixa solubilidade em um determinado meio,
deslocar equilibrios de reacdes quimicas, bem como alterar suas velocidades [10].
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Mais especificamente sobre os surfactantes ndo-ibnicos, que sdo os
reagentes que apresentam maior aplicabilidade para a técnica de extracao
proposta, estes apresentam custo relativamente baixo, equiparando-se as demais
classes de tensoativos disponiveis no mercado, além de possuirem uma série de
outras aplicagdes em potencial, destacando-se a utilizacdo em cosméticos, na
fabricacao de detergentes, medicamentos, flotacdo de minérios, prospeccao de

petroleo, dentre outros [11].

2.1.2. Agregacao dos monémeros - formacao de micelas

A partir de determinada concentracao, observam-se mudancas abruptas em
algumas propriedades fisico-quimicas de solugcdes aquosas de surfactantes;
pressao osmoética e turbidez tendem a sofrer forte reducéo, ja a condutividade
molar apresenta um pronunciado aumento, quando da utilizacdo de surfactantes
ibnicos. Por fim, a tensdo superficial, que sofria uma reducéo gradativa, passa a
apresentar-se praticamente constante [12]. A concentracdo em que todas estas
mudancas ocorrem esta diretamente ligada com a formacao de agregados, sendo
denominada concentracao micelar critica (CMC).

A principio, quando se tem uma solugdo aquosa de um determinado
surfactante, abaixo da CMC, seus mondmeros irdo apresentar a tendéncia de
organizarem-se na interface ar-agua (Figura 1-a) ou outra interface qualquer, tal
como a parede de um tubo de vidro (interface vidro-agua — Figura 1-b), visto que,
estas alternativas apresentam-se como condicbes de menor energia para o
sistema. Como os monémeros de tensoativo apresentam uma porcao hidrofdbica
tendem a minimizar o contato com a agua, distribuindo-se nestas interfaces com a
porcao hidrofilica voltada para o meio aquoso. Esta disposicao dos monémeros
justifica a tendéncia de reducéo gradativa da tenséo superficial antes de se atingir
a CMC [12].
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A

Figura 1. Representacdo esquematica de trés processos de equilibrio que ocorrem com
moléculas anfifilicas em solugdo aquosa: (A) disposicdo dos mondémeros em uma
interface; (B) adsorcdo dos mondmeros em uma superficie, (C) agregacdao dos
mondmeros para formagédo das estruturas denominadas micelas. O processo (C) ocorre
apenas acima da CMC. As esferas laranja representam a porgéo polar dos monémeros,
enquanto a cauda é representada pelos tracos em preto.

No momento em que estas superficies apresentam-se saturadas, tém-se
duas alternativas: os monémeros podem permanecer livres em solucdo ou
passarem a se agregar espontaneamente formando as estruturas denominadas
micelas, como apresentado na Figura 1-C. A segunda possibilidade apresenta-se
como a mais viavel sob o ponto de vista termodinamico, visto que, pode-se ter a
porcao hidrofébica dos monémeros isolada do solvente, bem como possibilita a
ocorréncia de interacdes mais efetivas envolvendo as moléculas de agua,
facilitando a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio [12, 13].

Em meio organico o comportamento observado é semelhante aquele
descrito anteriormente. No entanto, os agregados micelares formados apresentam
a porcao hidrofobica voltada para o exterior, enquanto a regido hidrofilica
encontra-se voltada para o interior do agregado, ou seja, forma-se 0 que se chama
de micela reversa, minimizando, assim, o contato da por¢édo polar do surfactante

com o solvente [14], como pode ser observado na representacao da Figura 2.
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Figura 2. Representacdo de dois agregados micelares: (A) micela normal, formada em
solventes polares; (B) micela reversa, formada em solventes organicos. A parte polar €
representada pelas esferas laranja e as caudas pelos tragos em preto.

Uma vez formados, os agregados nao se comportam de maneira estatica.
As micelas apresentam uma dindmica bastante caracteristica, sendo que, apés a
ocorréncia da auto-agregacao dos mondmeros em concentracdes superiores a
CMC, sempre havera um equilibrio envolvendo os agregados formados e
mondmeros que permanecem dispersos em solucao [9].

Com relacao ao modelo mais aceito para formacao das micelas esféricas,
qgue sao as estruturas mais simples formadas apds dissolucao de surfactantes em
um determinado solvente, ele foi proposto sob o ponto de vista entrdpico por Reich
[15] no ano de 1956.

Para surfactantes ibnicos, tais agregados formam-se de acordo com um
balanco de for¢as envolvendo atragdo das cadeias de hidrocarbonetos e repulsédo
das cabecas idnicas, sendo que se tem uma grande quantidade de contra-ions
permanentemente associados a micela, levando a formacao do que se chama de
Camada de Stern [9], ou seja, uma regido com concentracdo de ions com carga
oposta a da micela, que estardo temporariamente ligados a sua superficie por
meio de forcas eletrostaticas ou de Van der Waals, como pode ser visualizado na
Figura 3.

A Camada de Stern apresentara, de modo geral, as dimensdes dos raios
hidratados dos ions envolvidos. Assim, a medida que se distancia da superficie
micelar tem-se a formacdo da chamada Camada difusa, que consiste em uma
regiao com excesso de cargas contrarias a da micela, e que nao estao ligadas ao

agregado, até que se atinge a neutralidade elétrica. A partir do Plano de Stern



Marcelo Anselmo Oseas da Silva Dissertacdo de Mestrado

(Figura 3) assume-se que uma isoterma de Langmduir descreve o equilibrio dos
ions adsorvidos na camada [12].
___Superficie da micela

/ —_ Planode Stern
/

j // Plano de cisalhamento

:

\ \— Camada Difusa

Camada de Stern

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura de uma dupla camada elétrica,
baseando-se na teoria de Stern. Esferas cinzas representam as cabecgas polares dos
surfactantes, esferas laranja representam ions com cargas positivas e esferas azuis
representam ions com cargas negativas.

No caso de surfactantes ndo-iénicos, as estruturas dos agregados formados
irdo depender de questdes relacionadas com o grau de hidratacdo dos
mondmeros, bem como impedimentos estéricos, que irdo atuar de maneira
contraria a formacao dos agregados [9, 12].

Desta forma, pode-se dizer que as micelas formadas serdo altamente
dependentes do tipo de surfactante com o qual se esta trabalhando, com a
concentragcao do tensoativo, bem como pH e forca ibnica do meio. Assim, para um
tensoativo i6nico, por exemplo, as estruturas formadas serdo altamente
dependentes da concentragdo de eletrélitos no meio; a medida que esta se eleva,
reduz-se a repulsdo entre as cadeias dos mondémeros, levando & mudancas
estruturais nos agregados. Deixa-se de ter micelas esféricas e passa-se a obter
estruturas mais complexas, primeiramente cilindricas, depois hexagonais e

finalmente lamelares [9, 12], como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Representagdo esquematica para diversas estruturas de agregados micelares:
(A) micela esférica; (B) micela cilindrica; (C) micela hexagonal; (D) bicamada.

Para surfactantes nao-ibnicos esta alteracao estrutural apresenta-se menos
gradual, ou seja, as micelas esféricas podem se reorganizar diretamente para
estruturas lamelares [9].

Outra caracteristica particular apresentada pelos surfactantes relaciona-se
com um fendébmeno reversivel denominado de ponto nuvem [16], também
conhecido, por muitos, como ponto de turvagao ou ponto de névoa. A seguir, tal

fendmeno sera descrito com maiores detalhes.

2.1.3. Ponto nuvem - Separacao de fases

Os surfactantes, geralmente, formam solucées isotropicas acima da CMC.
No entanto, elevando-se a temperatura da solucao, atinge-se o que se chama de
ponto nuvem, ou seja, passa-se a obter uma solucao anisotrépica, com posterior
separacao de fases, em um processo conhecido como coacervacao [13, 14, 17].

A coacervacao consiste em um fenémeno no qual solugbes aquosas de
macromoléculas sdo separadas em duas fases liquidas imisciveis, permanecendo
em equilibrio. Geralmente a fase mais densa, chamada de coacervato, apresenta
concentracdo de surfactante relativamente mais alta frente a de menor densidade
[17].

Para surfactantes ndo-ibnicos em meio aquoso, tais como os pertencentes
a familia dos Triton® ou Brij®, a separacio de fases pode ser explicada em termos
da desidratacao dos grupamentos oxietileno que constituem a regido de maior
polaridade das cadeias destes tensoativos, resultando na separacdo de fases
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devido a reducdo da solubilidade da molécula. Como consequéncia deste
processo, observa-se, inicialmente, a turvacdo da solucdo em fungdo da maior
agregacao dos mon6meros de surfactante, sendo que, posteriormente, acontece a
separacao de fases [18].

Além do aumento da temperatura, a adicao de eletrdlitos a solugao também
pode conduzir a um sistema de duas fases. A adicdo de ions faz com que os
grupamentos oxietileno sejam desidratados em fun¢do da necessidade eminente
de solvatacdo dos cations e anions presentes no meio [19]. Tais ions sao
solvatados preferencialmente, pois podem ser considerados, de maneira bastante
simplificada, como cargas pontuais em solucao, ou seja, cargas que se encontram
altamente localizadas [20].

Inimeros trabalhos descrevem o estudo e a utilizacao de eletrélitos com a
finalidade de reducdo do ponto nuvem [21-25]. A eficiéncia de cada sal para
altera-lo ira depender da capacidade que cada ion apresenta para hidratar-se
quando em solugao.

Quando um ion tem alta capacidade de hidratacdo diz-se que apresenta o
carater cosmotropico. Tais ions promovem a reducao de ligagdes de hidrogénio
envolvendo a rede de moléculas de agua, com consequente desidratacao dos
grupos oxietileno, reduzindo a solubilidade dos mon6meros do surfactante e
promovendo, conseqlientemente, a separacao de fases [23]. Tal fenbmeno é
reportado na literatura como efeito salting-out.

fons com baixa capacidade de hidratagdo sdo denominados caotrépicos e
podem resultar no aumento da temperatura de ponto nuvem pelo fato de
promoverem a formagcdo de uma estrutura mais coesa das moléculas de agua,
acarretando em uma melhor solvatacao dos monémeros de surfactante [23]. Neste
caso, o fendmeno observado recebe 0 nome de efeito salting-in.

Ja no caso de surfactantes idnicos, a formacado de sistemas aquosos de
duas fases também é possivel, embora consista em uma tarefa mais complexa.
Tais surfactantes apresentam maior solubilidade, quando comparados aos nao-
ibnicos, visto que suas porgcdes polares apresentam carga e sdo solvatadas de

maneira bastante eficiente, gerando micelas que apresentam carga em sua
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superficie. Para que a separacao de fases ocorra, neste caso, faz-se necessario
obter um equilibrio entre as cargas positivas e negativas dos ions que compdem a
Camada de Stern, a fim de que a neutralidade elétrica obtida resulte na reducao

da solubilidade dos mon6meros que compdem as micelas.
2.1.4. Aplicacoes analiticas de sistemas baseados em ponto nuvem

A literatura apresenta o trabalho de Watanabe et al. [26] como o primeiro a
aplicar a extracdo por ponto nuvem como alternativa analitica, para realizar a
concentragao pré-analise de Zn (ll), apés complexacdo do metal utilizando o
agente complexante 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) para possibilitar a permanéncia
dos ions no interior hidrofébico das micelas.

Posteriormente, inumeros sistemas foram desenvolvidos possibilitando
realizar a concentragcao pré-analise de diversos metais, tais como vanadio [27],
cobre [28], cromio [29], platina [30], cobalto [31] dentre outros, com posterior
quantificacdo por meio de diversas técnicas analiticas, que incluem a
espectrometria de absorcdo atémica com chama (FAAS®), espectrometria de
absorcdo atdbmica com atomizacgdo eletrotérmica (ETAAS?), espectrometria de
emissdo optica por plasma indutivamente acoplado (ICP OES?®), espectrometria de
massas com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS®) [32].

Como exemplo, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Nascentes e
Arruda [33], no qual os autores utilizaram a extracdo por ponto nuvem para
realizar a concentragcao pré-analise de cobalto com posterior quantificacdo pela
técnica de FAAS. Para tanto, fizeram uso de uma mistura envolvendo os
surfactantes  Triton® X-100 e SDS. Experimentalmente, realizava-se a
complexacao dos ions Co(ll) com compostos da classe dos piridilazos, sendo que
a separacao de fases ocorria a temperatura ambiente, induzida por meio da
adicao de NaCl ou HCI. A fase rica em surfactante era, entéo, coletada e diluida

® Do inglés, Flame Atomic Absorption Spectrometry.

* Do inglés, Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry.

® Do inglés, Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry.
® Do inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry.
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para obtencdo de uma solugdo com viscosidade adequada para quantificacdo. A
aplicacao da técnica de ponto nuvem proporcionou elevar o poder de deteccao da
técnica de FAAS, possibilitando determinar cobalto em solugdes contendo pg L™
do metal.

Em outro trabalho, Borges et al. [34] desenvolveram uma metodologia para
determinacdo de cadmio, chumbo e paladio, em amostras de sangue, apos
complexacdo com DDTP’ em meio acido, sendo aplicado o surfactante Triton® X-
114. O procedimento apresentou-se eficiente para realizar a concentracao pré-
analise das amostras, que, posteriormente, teriam a concentracdo dos ions
metélicos determinada pela técnica de ETAAS. Como resultado, obteve valores de
enriguecimento que variaram numa faixa situada entre 71 e 100%, dependendo da
espécie em questao.

De acordo com a literatura, além dos metais, tais sistemas também s&o
aplicados para separacao e extracdo de biomoléculas pertencentes a diferentes
classes de compostos, tais como vitaminas lipofilicas [35], hormbnios [36] e
compostos organicos em geral [37], incluindo farmacos [38] e proteinas [4, 39-41].
Como exemplo, Lopes et al. [42] demonstraram ser possivel realizar o
fracionamento de proteinas de leite, isolando as caseinas, que se encontravam na
fase rica em tensoativo, das o-lactalbuminas e B-lactoglobulinas, presentes na
fase pobre. Para tanto, os autores empregaram uma solugao de Triton® X-114 na
presenca de cloreto de s6dio em um procedimento que ndo demanda mais que 15
minutos.

A separacdo de enzimas também se apresenta como uma alternativa
viavel. Yagui et al. [43] realizaram um estudo envolvendo o surfactante nao-iénico
n-deciltetraoxietileno (CioE4) na presenca de diferentes surfactantes catidnicos
pertencentes a série dos brometos de alquiltrimetilamonio, com a cadeia alquilica
variando entre 8 e 12 carbonos (C,TAB)®. No trabalho, os autores puderam avaliar
a influéncia da presenca de carga no processo de extracdo. Como resultados,

obtiveram valores que atingiram 71% de enzima extraida para a fase rica em

" Do inglés: O,0 — Diethyldithiophosphate.
® Do inglés, Cetyltrimethylammonium Bromide.
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surfactante quando se aplicou um sistema contendo CioEs na presenca de
C1oTAB, valor ca. 2,5 vezes maior quando comparado a uma solugao que utilizava
apenas surfactante nao-iénico.

A literatura também apresenta, mas em menor numero, aplicacdes
analiticas para sistemas aquosos de duas fases que utilizam, exclusivamente,
surfactantes i6nicos. Como exemplo, pode-se citar a utilizacdo de dodecil sulfato
de sodio (SDS®) para realizar a concentragdo pré-andlise de metais [44, 45].
Nestes casos, para possibilitar a separacao de fases, torna-se necessaria a adicao
de &cidos inorganicos em grandes proporcdées com a finalidade de neutralizar
parcialmente as cargas das cabecas polares dos surfactantes, o que reduz sua
solubilidade no meio.

Infelizmente, tais sistemas acabam apresentando sérias restricbes para
extracdo de moléculas biolégicas, uma vez que se faz necessario empregar
solugdes com pH incompativeis com tais amostras. Mesmo assim, encontram-se
trabalhos na literatura onde podem ser aplicados: Yu et al. [46] realizaram a
extracdo de uma hepatotoxina produzida por cianobactérias, denominada
nodularina—R, possibilitando seu isolamento e posterior quantificagdo. A
determinacdo da referida toxina é de interesse, pois esta relacionada com a
geragcao de tumores. Para tanto, os autores utilizaram um surfactante catiénico
(Aliquat®-336), sendo que, neste caso, a separacdo de fases era induzida por
meio da adicdo de sulfato de so6dio. Alguns parametros, tais como tempo de
contato, pH do meio e a presenca de matéria organica foram estudados buscando,
desta forma, avaliar o comportamento do sistema sob cada uma das condic¢des. A
grande vantagem apresentada com a aplicacdo da metodologia proposta esta
relacionada com os altos fatores de concentracao obtidos (ca. 700 vezes).

® Do inglés, sodium dodecy! sulfate.
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2.1.5. Coeficiente de particao e sua correlacao com as dimensoes dos
agregados micelares

De maneira geral, costuma-se determinar a eficiéncia de extragdo em
processos que aplicam sistemas aquosos de duas fases por meio da razao
envolvendo as concentragdes protéicas na fase rica e pobre em surfactante, de

acordo com a equacao (i).

K _ Crica
T Cc (i)

pobre

onde C representa a concentracdo protéica presente na fase rica em

rica

surfactante e C a concentracao protéica na fase pobre. O parametro K indica

pobre
o coeficiente de particao do sistema, que apresentara altos valores para processos
de extracdo que se apresentam eficientes [47].

Tal parametro pode ser aplicado em modelos tedricos que buscam elucidar
0S mecanismos pelos quais ocorrem 0s processos de particdo de proteinas
mediante sistemas micelares aquosos de duas fases. Como exemplo, pode-se
citar o trabalho de Nikas et al. [48], onde os autores propuseram um modelo
teérico para particdo de proteinas globulares hidrofilicas baseando-se na
existéncia de efeitos de volume de exclusdo envolvendo biomoléculas e micelas,
bem como, considerando que estes efeitos seriam os mais relevantes num
processo de extracao baseado em sistemas aquosos de duas fases que aplicam,
exclusivamente, surfactantes nao-iénicos.

Neste modelo, duas relagdes matematicas distintas correlacionam o
coeficiente de particdio com os raios dos agregados micelares e da proteina
envolvida no processo de particao; na equacao (ii) tem-se 0 modelo proposto para
um sistema composto por micelas cilindricas, enquanto a relagao (iii) consiste no

modelo proposto para sistemas contendo micelas esféricas.

13
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K(cit) = exp (- (¢, 9,)(1+ R, /R, F) (i

K(esf)=exp (9, -, )1+ R, /R,)°) (i

Nas equacgdes apresentadas, os parametros ¢ e ¢, relacionam-se com 0s

volumes das fases pobre e rica em surfactante, respectivamente, parametros
estes diretamente ligados ao grau de hidratacdo dos monémeros do tensoativo em

solucdo; R, representa o raio hidrodindmico da proteina em estudo e R,

relaciona-se com raio das micelas.

Deve-se salientar que o desenvolvimento deste modelo levou em
consideracao a utilizacdo de solugcbes com concentracées protéicas de, no
méaximo, 0,5 g L, em solvente 0, e que a presenca de proteinas na concentragéo
maxima ndo implica em alteragdes na forma, tamanho e distribuicdo de tamanho
das micelas, assim como possibilita desconsiderar a existéncia de interagdes entre
as moléculas protéicas.

Por fim, o coeficiente de particdo também pode ser utilizado para
determinacdo de parametros termodinamicos [49-51], fazendo-se uso, por
exemplo, da equagéo de van't Hoff (iv), na busca de uma melhor compreensao da

interagcao envolvendo surfactantes e biomoléculas.

K, AH°(1 1
In—== b (iv)
K, R I\T T,

2.1.6. Caracteristicas de alguns surfactantes utilizados neste trabalho

Dentre os surfactantes nao-iénicos utilizados neste trabalho, pode-se citar a
classe dos éteres t-octilfenoxipoli(oxietileno), mais comumente conhecidos como
Triton® [37]. A estrutura genérica desta classe de compostos é apresentada na
Figura 5.
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CHs CHs
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Figura 5. Férmula genérica dos surfactantes pertencentes a classe dos Triton®. O nimero
de grupo oxietileno é dado pela letra y.

Tais surfactantes sdo comercializados na forma de uma mistura. No caso
do Triton® X-114, tem-se o reagente composto por uma mistura de cadeias
contendo 7 e 8 grupos oxietileno, apresentando sua CMC quando se atinge
concentragdes na ordem de 10 mol L™ [37] e ponto nuvem que pode variar de 21
a 25 °C para solugdes com concentragoes na faixa de 0,1 a 5,0% (m/v) [37].

Ja no caso do Triton® X-100, tem-se uma mistura de mondmeros contendo
9 e 10 grupos oxietileno. Apresenta numero de agregacgao variando entre 100 e
140 mondmeros [52], temperatura de turvagdo de 67 °C (solugdo aquosa 1,0%
m/v) [21] e densidade de 1,07 g mL™"

Outra classe de surfactantes nao-ibnicos é a classe dos polioxietileno glicol
monoéteres, conhecidos comercialmente como Brij®, cuja férmula geral é

apresentada na Figura 6.

C12H25—O(CH.CH20),—H

Figura 6. Férmula genérica dos surfactantes da familia Brij®, onde n representa o nimero
de grupos oxietileno presentes.

Especificamente neste trabalho, focou-se na utilizagdo de um surfactante
desta classe, denominado Brii® 35, que apresenta CMC variando entre 0,06 e
0,1 mmol L™ [37] e ponto nuvem maior que 100 C [37].

De maneira diferente dos surfactantes da familia Triton®, os tensoativos da
classe Brij® ndao apresentam absorbancia significativa na regido do ultravioleta, e
por isso podem ser aplicados em técnicas de separacao que utilizam sistemas de
deteccao nesta regiao [53].

Ja os surfactantes da familia Tween® englobam os monooleatos de sorbitol

polietoxilados, sendo que a Figura 7 apresenta o tensoativo desta classe utilizado
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neste trabalho, o Tween® 80. Este surfactante apresenta o ponto nuvem de
95,1°C, para solugdo aquosa 0,1 mmol L' [54]. Conhecido como “green
surfactant” tem aplicagcdo em industrias farmacéuticas e de alimentos, pelo fato de
ser biodegradavel e atéxico, além de apresentar aplicacbes para extracao de
proteinas de membrana [55].

HO(CH2CH>O)w (OCH2CHz)xOH

&
O
&

O GH(OGH,GHy)vOH o
CHoO— (CH2CH20)7.1— CHoCHoO— C — (CHyp),CH=CH(CHo);CHs

Figura 7. Férmula estrutural para o surfactante nao-iénico Tween® 80, onde a soma de w,
X,y ezéigual a20.

2.2. Proteinas

As proteinas sdao a mais complexa e variada classe de moléculas
encontradas nos organismos vivos. Todas elas sdo compostas pelos elementos
carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio. Grande parte contém enxofre, e
algumas, fésforo, além de outros elementos em menor propor¢ao, tais como ferro,
zinco ou cobre. Apresentam, de modo geral, massa molar variando na faixa de
12000 a 1 milhdo Da ou mais, resultando em moléculas que apresentam
propriedades coloidais. A importancia biolégica das proteinas resulta das inumeras
fungbes que estas possuem nos organismos, atuando no sistema de defesa
(anticorpos), regulando a atividade de glandulas (hormdnios), catalisando reacdes
(no caso de enzimas), atuando como as principais fontes de nitrogénio e enxofre
no organismo, dentre outras [56, 57].

Devido a grande diversidade, podem ser classificadas sob diversos pontos
de vista. Inicialmente, pode-se dividi-las em duas classes principais: a das
proteinas simples, que produzem apenas aminoacidos quando hidrolisadas e as
proteinas conjugadas, que além dos aminoacidos também geram outros produtos
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organicos ou inorganicos, denominados de grupos prostéticos, quando submetidas
a hidrolise [56].

Uma segunda classificagdo baseia-se em caracteristicas fisicas das
moléculas protéicas, podendo-se classifica-las em proteinas globulares ou
fibrosas. As proteinas globulares sdo soluveis em agua, muito frageis e sensiveis
a desnaturacao. Tais proteinas possuem acao enzimatica ou atuam no transporte
de outras substancias no organismo. Ja as proteinas fibrosas apresentam como
principais caracteristicas a baixa solubilidade em &agua e elevada resisténcia
estrutural, atuando de maneira bastante efetiva em funcdes relacionadas com a

protecdo do organismo [56].

2.2.1. Albumina

As albuminas do soro sao as proteinas mais abundantes encontradas no
plasma sangtiineo, contribuindo de maneira significativa em diversos processos de
transporte e regulacdo nos organismos, sendo, portanto, amplamente estudadas.
Sao proteinas globulares com peso molecular em torno de 65 kDa [58] e possuem
um grande numero de regides com conformacdao helicoidal (ca. 67%).
Caracterizam-se por apresentar uma pequena quantidade de triptofano e
metionina em sua estrutura. Por outro lado, possuem diversas cisteinas (17
ligacdes dissulfeto) e aminoacidos que apresentam carga em pH fisioldgico,
incluindo acido aspartico, acido glutamico, lisina e arginina [59].

A albumina do soro humano (HSA)'® é composta por 585 aminoacidos e
apresenta peso molecular de 66,5 kDa. Sua concentracdo no plasma situa-se em
torno de 0,6 mmol L. Além disso, apresenta trés dominios estruturalmente

homélogos [60, 61], que podem ser observados na Figura 8.

'% Do inglés: Human Serum Albumin.
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Dominio 1

Dominio 3

Figura 8. Estrutura da albumina do soro humano: o dominio 1 é apresentado em
vermelho (residuos de 1 a 181); o dominio 2 & exibido em azul (residuos de 188 a 373); o
dominio 3 aparece na cor verde (residuos de 380 a 571). Em amarelo, sdo destacados os
residuos responsaveis por fixar Zn? em sua estrutura [adaptado de 60].

Para a albumina do soro bovino (BSA)', que possui cerca de 80% de
homologia com a albumina humana, tem-se uma sequéncia de 581 aminoacidos,
resultando em uma proteina com 66,1 kDa e ponto isoelétrico igual a 5,0. Tal
proteina compde ca. 50 a 55% da concentracao total das proteinas do sangue [61,
62].

As albuminas possuem a capacidade de se ligarem com uma grande
variedade de substratos, que incluem metais, tais como calcio, cobre, zinco e
cadmio, além de acidos organicos, aminoacidos, hormonios e uma ampla gama de
farmacos, Desempenhando, desta forma, um importante papel no que se refere ao
transporte destas substancias [59, 60].

No entanto, como conseqiéncia da alta solubilidade em agua, sua
interagcdo com moléculas lipofilicas € bastante reduzida. Mesmo assim, ela ocorre
devido as altas concentracdes desta proteina nos organismos. Para ilustrar este
fato, pode-se utilizar a solubilidade dos acidos graxos, que na auséncia de
albumina situa-se em torno de 10® mol L, passando a ca. 2 mmol L™ quando

complexados a esta proteina [59, 63]

"' Do inglés: Bovine Serum Albumin.
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Niveis reduzidos de albumina no organismo causam uma doenca rara
chamada de analbuminemia. No entanto, individuos que apresentam esta
caracteristica ndo possuem sintomas aparentes, sendo que a funcao da albumina

pode ser substituida por outras proteinas [63].

2.2.2. Métodos para determinacao da concentracao de proteinas totais

As metodologias mais empregadas para determinacao da concentragéo de
proteinas totais consistem nas reacbes espectrofotométricas no ultravioleta e
visivel (UV-Vis). No entanto, ndo existe uma reagao considerada de uso universal
para realizacao de tais determinacdes [64].

Os métodos mais amplamente empregados sdo os de Lowry et al. [65] e
Bradford [66]. O método de Lowry destaca-se pela sua alta sensibilidade, podendo
ser aplicado para determinacdo de proteinas totais em plasma sangliineo e
produtos alimenticios. No entanto, apresenta problemas pelo fato de possuir um
grande numero de interferentes, bem como uma pequena faixa linear [64, 67]. O
método de Bradford é mais rapido e sensivel quando comparado com o de Lowry,
além de possuir um menor numero de interferentes, sendo geralmente aplicado

para amostras de tecidos vegetais, leite e plasma [64].

2.2.2.1. Reacao de Bradford

O método de Bradford [66] para determinacao de proteinas totais baseia-se
em interacdes eletrostaticas envolvendo os grupamentos sulfénicos do corante
Azul de Coomassie G-250 (CBBG)'?, vide na Figura 9, e as proteinas, sendo que
a reacao envolvida, explora o equilibrio quimico das formas catidnica, neutra e

anidnica deste corante.

'2 Do inglés Coomassie Brilliant Blue G — 250.
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Figura 9. Estrutura do corante Azul de Coomassie, composto que compde o reagente de
Bradford [68].

Na auséncia de proteinas, o reagente apresenta duas bandas de absorcao:
uma em 465 nm e outra em 645 nm. Neste caso, a molécula de CBBG apresenta-
se em sua forma catidnica, tendo os dois nitrogénios de sua estrutura protonados
[69].

No entanto, quando o corante entra em contato com proteinas,
principalmente aquelas que apresentam aminoacidos com residuos laterais
basicos ou aromaticos expostos em suas superficies, tal como a arginina, [68],
ocorre o deslocamento do equilibrio quimico mencionado anteriormente, levando a
molécula de CBBG, a principio, para sua forma neutra e, posteriormente, para a
forma anibnica. Conseqlientemente, tem-se a supressdo da absorcdo nos
comprimentos de onda de 465 e 645 nm e passa-se a formar um complexo azul
bastante intenso que absorve fortemente em 595 nm, comprimento de onda onde
e realizada a leitura espectrofotométrica [68, 69].

Estudos realizados com a reacdo em questdo [68, 70, 71] mostram que
existe um grande compromisso envolvendo os reagentes que a compde (CBBG,
acido fosférico e etanol), sendo que algumas varidveis devem ser controladas
rigorosamente para garantir a qualidade das andlises. Baixas concentra¢des do
corante podem provocar variacdo na resposta para diferentes proteinas. No
entanto, para concentracdes elevadas pode ocorrer o problema de se obter curvas
analiticas com pequenas faixas lineares. A presenca de acido faz-se necesséria
por dois motivos: auxiliar na solubilizacdo do corante e atuar no equilibrio entre as
formas catidnica, neutra e anidénica do corante, permitindo controlar a formacao do

complexo proteina-CBBG. Ja o etanol possui a funcao de auxiliar na solubilizacéo
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do corante, eliminando a possibilidade de ocorréncia de turbidez devido a
precipitacao de solidos [68, 70, 71].

Deve-se ressaltar limitacbes na reacdo em questdo, tais como: diferenca
em sensibilidade para diferentes proteinas [70], problema que pode ser
solucionado por meio da utilizacdo de padrdes com composicao semelhante ao da
amostra de interesse. Outra limitacdo é o fato do corante CBBG n&o interagir com
aminoacidos ou proteinas com massa molar inferior a 5 kDa [72]. Por fim,
surfactantes também provocam falso positivo, pois complexam-se com a molécula
de CBBG. Desta forma, devem ser removidos de maneira adequada antes de se
proceder as andlises [64, 66].

2.2.3. Andlises de estruturas secundarias de proteinas via dicroismo

circular

A técnica de dicroismo circular pode ser empregada para estudos de
moléculas que apresentam centros quirais, bem como para avaliar unidades
opticamente ativas quando se trabalha com macromoléculas, como, por exemplo,
no caso de proteinas, carboidratos ou dendrimeros. Mais especificamente para
proteinas, a técnica permite avaliar o enovelamento das mesmas, suas estruturas,
interagbes com outras moléculas protéicas, bem como estabilidade
conformacional sob diferentes meios [73-75].

A técnica baseia-se em detectar a absorcao diferencial da luz circularmente
polarizada, a esquerda ou a direita, a medida que esta incide sob grupamentos
cromoforos. A absorcao desta radiacdao, em determinados comprimentos de onda,
ird resultar em transicées eletrOnicas especificas, que serdo responsaveis pelas
bandas caracteristicas apresentadas nos espectros de dicroismo circular [76].

Para a determinagdo de estruturas secundarias de proteinas, utiliza-se
radiacdo com comprimento de onda situado na faixa entre 150 e 250 nm. Neste
intervalo, o cromoéforo responséavel pela absorcédo diferencial da luz circularmente
polarizada consiste nos grupamentos amida das ligagdes peptidicas, pelo fato dos

mesmos apresentarem centro opticamente ativo [76].
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Nesta regido, as transicbes de maior relevancia sdo evidenciadas pela
presenca de bandas em cerca de 220 e 208 nm, bem como, outra com maximo
em 193 nm, que sado originarias de duas transi¢cdes eletrbnicas apresentadas na
Figura 10. As bandas em 208 e 193 nm referem-se a transicées do tipo m nao
ligante ©*, ou seja, transi¢des permitidas envolvendo orbitais © ndo ligantes e
orbitais m antiligantes. A banda presente em 220 nm caracteriza-se por uma
combinacao envolvendo a transicdo magneticamente permitida entre orbitais nao
ligantes (representados pelo par de elétrons livres do oxigénio que compde 0s
grupamentos amina das proteinas) para orbitais ®*, bem como a interacao
envolvendo as combinacbes das transicdes eletrbnica e magneticamente
permitidas do croméforo com o campo eletrostatico do restante da molécula [73,
76].

A A

nr' T
~220 nm ~193 /208 nm

PN .

4
o
>
i

<«

Figura 10. Principais transi¢oes eletrénicas envolvidas na incidéncia da luz circularmente
polarizada em uma proteina. m, representam orbitais ligantes; =, orbitais ndo ligantes; n*
orbitais antiligantes. Os dois pares de elétrons livres do oxigénio séo indicados por n e n’.

Desta forma, a técnica possibilita avaliar se uma determinada proteina
continua apresentando enovelamento, mas ndo permite dizer se este
enovelamento corresponde a proteina em sua forma nativa.

A técnica também pode ser aplicada como uma alternativa para
determinacao de estruturas terciarias de proteinas. Neste caso, deve-se proceder
as analises na faixa de comprimento de onda situado entre 250 e 300 nm, sendo
que, neste caso, tém-se como cromoéforos residuos laterais de aminodacidos

contendo grupamentos aromaticos [76].
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O primeiro trabalho que buscou desenvolver um modelo matemético focado
especificamente para determinacdo de estruturas secundérias de proteinas via
dicroismo circular foi proposto por Chen, et al. [74]. Neste trabalho, os modelos
desenvolvidos, e aplicados a oito proteinas distintas, apresentaram-se mais
eficientes quando comparados aos modelos até entdo existentes, baseados em
polipeptidios sintéticos.

De modo bastante simplificado, para desenvolvimento de um modelo
matematico visando a determinagdo da porcentagem de a-hélices, folhas B e
estruturas randémicas devem-se basear num conjunto de proteinas ou peptideos,
cujas estruturas sejam amplamente conhecidas. Assim, em um determinado
comprimento de onda fixo (A1), pode-se escrever uma equagao matematica cujo

formato segue aquele apresentado na equacao (v).
/1/(/1):fH8H(2)+fﬁgﬁ(ﬂ)+fR€R(ﬂ) (V)

Os termos f,, f, € fp representam os valores conhecidos para a

porcentagem de a-hélices, folhas B e estruturas randémicas das proteinas padréo,

enquanto os termos ¢,, £, € &, relacionam-se com os dados de elipticidade,

obtidos quando se submete as amostras a luz circularmente polarizada. Neste
caso, a somatoria dos termos é justificada pelo fato da atividade 6ptica apresentar-
se como uma propriedade aditiva. Assim, pode-se propor modelos matematicos

que possibilitem determinar os valores de f, para proteinas, cuja estrutura

secundaria nao € conhecida [74].

A técnica gera resultados altamente confiaveis para determinacado de a-
hélices. J4 no caso das folhas B, a incerteza nos valores obtidos € maior em
funcdo da banda positiva em 193 nm apresentar, na maioria das vezes, menor
intensidade [73, 74].

Existem diversos artigos cientificos que apresentam algoritmos capazes de
determinar a porcentagem de estruturas secundarias presentes em proteinas.

Dentre eles, pode-se citar os trabalhos que utilizam o algoritmo de regressao de
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minimos quadrados [74, 77-80]. O diferencial que existe entre os modelos
matematicos resultantes, em cada um destes trabalhos, consiste nas biomoléculas
que serao utilizadas para elaboracao do algoritmo; o método de Fasman [77], por
exemplo, utiliza polipeptidios para este fim, enquanto que os métodos de Chen
[74], Bolotina [78] e Yang [80] utilizam proteinas distintas para realizacdo dos
célculos.

Outro método, desenvolvido por Sreerama et al. [81], € denominado de
SELCON 2™, e seu aperfeicoamento de SELCON 3. Tal método utiliza o espectro
de dicroismo circular para obtencdo de um valor inicial que € inserido em uma
matriz e processado, obtendo-se uma resposta. O processo se repete por diversas
vezes até a obtencdo de um valor considerado consistente, que representara a
porcentagem de cada uma das estruturas secundarias das proteinas.

O algoritmo CONTIN [82, 83] considera o espectro obtido
experimentalmente como uma combinagédo linear de diversos espectros que
apresentam suas estruturas secundarias conhecidas, possibilitando, assim,
correlacionar os dados experimentais com valores esperados para as estruturas
secundarias da proteina em estudo.

Ja o programa K2D [84] utiliza o conceito de redes neurais. Seu algoritmo
baseou-se em padrbes de proteinas que apresentavam estruturas conhecidas,
sendo que, para cada uma, obteve-se valores de respostas ponderados. Tais
valores sdo, entdo, utilizados para comparacao frente a macromolécula de
interesse.

Experimentalmente, apds as analises, os equipamentos fornecem valores

de elipticidade [#]. No entanto, realiza-se, comumente, a conversdo para uma

unidade mais apropriada, baseada na concentracao de proteina presente no meio,
principalmente, se o objetivo consiste em estimar as estruturas que as compdem.

Pode-se, entdo, fazer uso da elipticidade molar, por meio da aplicacao da relacao

(vi):

[6]=3298 A¢ (vi)

'3 Do inglés, Self Consistent Method.
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onde [8] representa a resposta expressa em elipticidade molar e Ae representa a

elipticidade, obtida experimentalmente por meio da absorcéo da luz circularmente
polarizada, de acordo com a relagao (vii):

Ae(h)=g,(A)—&,(4) (vii)

onde ¢,(1) e £,(1) representam a rotagdo da luz polarizada & esquerda e a
direita, respectivamente [76].

Outra unidade, e mais comumente aplicada em artigos cientificos, consiste
nos residuos principais de elipticidade molar [¢], expressa em graus cm? dmol™,
que é definida pela relagao (viii):

(viii)

_0,01[6]
[¢]—l—

onde [ representa o caminho 6ptico da cela utilizada para realizar as medidas, em
cm, ¢ representa a concentracdo da solucido protéica, em umol L' e n representa

0 numero de residuos de aminoacidos da proteina em questao.

2.2.4. Separacao de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida

— algumas consideracoes

A eletroforese baseia-se na migracao de qualquer ion ou grupo funcional
contendo carga na presenca de um campo elétrico. Considerando que as
proteinas apresentam carga liquida em qualquer pH, a excecado de seus pontos
isoelétricos, pode-se fazer uso da técnica para realizar a separacdo destas
biomoléculas [85].

Assim, quase quatro décadas apds seu desenvolvimento, por Laemmli [86],
o método de SDS-PAGE apresenta-se como um dos mais populares e
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amplamente aplicados para separacdo de proteinas e misturas protéicas [87].
Ainda, nos dias atuais, as separa¢des em uma dimensao constituem a forma mais
difundida da técnica, pois oferecem, como vantagens, resolucdo adequada para a
maioria das situagdes, além de possibilitarem a analise das amostras de maneira
simultdnea e com aplicacdo de procedimentos simples, para fins comparativos.
Neste caso, a separacao se da de acordo com a massa molar das proteinas, que
migram por uma matriz de poliacrilamida apés aplicacdo de um campo elétrico
[85].

Em teoria, a técnica consiste numa ferramenta de separacédo apropriada
para a grande maioria das moléculas protéicas, desde que o preparo das
amostras ocorra sob condicdes apropriadas, que incluem utilizacdo de meio
aquoso contendo concentracées adequadas de detergentes, e sem que haja
perda significativa da atividade das moléculas [88].

Os protocolos basicos para preparacdo e aplicacdo dos géis em uma
dimensao tém sofrido alteracbes pouco significativas nos ultimos anos. Mesmo
assim, a técnica ainda contribui com consideraveis avangos nas analises de
proteinas, sendo aplicada em pesquisas cientificas para diversas finalidades [85,
89], incluindo estudos relacionados com proteémica [90].

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Preparo de solucées e limpeza dos materiais

Todas as solugdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico,
bem como agua deionizada (= 18,2 MQ cm), que foi obtida a partir de um sistema
de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA). Para a pesagem de
reagentes utilizou-se uma balanca analitica (Sartorius AG Géttingen, BL 2108).
Para homogeneizagdo das solugdes fez-se uso de um misturador do tipo vértex
(Thermolyne®, 37600 Mixer, Dubuque, lowa, EUA).
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Em todos os ensaios, foram usados padrées de albumina bovina fragédo V
(Merck®, Darmstadt, Alemanha) em tampao fosfato, preparado a partir de KH,POs.
Hidroxido de sédio foi empregado para corrigir o pH das solugées com auxilio de
um potencidmetro (Digimed® DM 20, Sdo Paulo, Brasil), de acordo com as
necessidades do estudo.

Apés o uso, todos os materiais eram lavados com agua, detergente e etanol
e colocados em banho de acido nitrico 10% (v/v), sendo mantidos nesta solucéo
por, no minimo, 8 horas. Posteriormente, eram lavados utilizando agua deionizada
e secos em estufa, a excecdo dos materiais volumétricos que eram secos a

temperatura ambiente.
3.2. Método

3.2.1. Avaliacao da formacao do ponto nuvem para os sistemas
estudados

Para todos os sistemas avaliados, a obtencao do ponto nuvem foi realizada
apos insercao de tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo com a seguinte
composicao: 125 ug mL™ de albumina na presenca dos tensoativos apresentados
na Tabela 1, que apresentavam concentragdes variaveis de acordo com o estudo
proposto, em um banho termostatizado (Amersham Biosciences, Multi Temp |ll,
Alemanha) com faixa de trabalho variando de 5 a 65 °C, visando obter a
separacao de fases com temperatura biocompativel.

Dentre os sais e co-surfactantes avaliados para adequacao da temperatura
de ponto nuvem encontram-se: cloreto de sodio (Synth, Sdo Paulo, Brasil), cloreto
de potassio (Mallinkrodt, México), sulfato de aménio (J. T. Baker, Phillipsburg,
USA, México), acetato de amdnio (Mallinkrodt, México), nitrato de sédio (Nuclear,
Brasil), sacarose (J. T. Baker, Phillipsburg, USA), uréia (Bioagency, Sao Paulo,
Brasil), cloreto de célcio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), acetato de bario (J. T.
Baker, México) e nitrato de aluminio (Ecibra, Sdo Paulo, Brasil).

27



Marcelo Anselmo Oseas da Silva Dissertacdo de Mestrado

O ponto nuvem foi obtido por meio de uma rampa crescente de
temperatura, (0,5 °C a cada 30 segundos). Ela foi realizada visualmente,
observando-se a turvacdo do tubo, até se obter uma solucdo anisotropica
persistente, mesmo apds a remocao do tubo do banho termostatizado.

Tabela 1. Surfactantes que compunham cada um dos seis sistemas avaliados para
extragado de proteinas por meio da técnica de ponto nuvem. As concentragbes otimizadas
dos surfactantes, para cada sistema, serdo discutidas posteriormente, ao longo do
trabalho.

Sistema Composicao

A Triton® X-114 (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha)

B Triton® X-100 (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha)

C Brij® 35 (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) na presenca de Triton® X-114
D Triton® X-114 na presenca de SDS (USB, Cleveland, EUA)

E Tween® 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) na presenca de Triton® X-114
F CTAB (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) na presenca de Triton® X-114

3.2.2. Procedimentos para separacao de fases

O procedimento para realizar a separacao de fases foi o seguinte:

Etapa 1: Primeiramente, realizaram-se estudos buscando obter temperaturas de
separacdo de fases biocompativeis, conforme procedimento descrito
anteriormente, no item 3.2.1, preparando os tubos da seguinte maneira:
adicionava-se o surfactante concentrado, seguido de tampao fosfato para diluicéo,
e, posteriormente, um volume adequado de uma solugdo estoque de albumina
500 pg mL™" a fim de se obter uma concentragdo final de 125 pg mL" desta
proteina em cada tubo. Por fim, quando necessario, realizava-se a adi¢cdo de
eletrolitos para adequacdo do ponto nuvem. Os sistemas eram, entéo,
homogeneizados.
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Etapa 2: Os sistemas foram mantidos em temperatura abaixo do ponto nuvem
(solugao isotrépica).

Etapa 3: Elevou-se a temperatura do banho a fim de se obter a separacao de
fases. Nesta etapa, os tubos foram mantidos no banho durante 10 min. Nos
estudos de tempo de contato este tempo poderia variar entre 10 e 50 min.

Etapa 4: As solucbes foram centrifugadas (centrifuga Nova Técnica, NT 811 —
Piracicaba, Brasil) a 2500 rpm (1780 g) por 5 min. Para os sistemas B e C a etapa
de centrifugagédo consistiu em submeter os tubos a 13000 rpm (ca. 16000 g) por

5 min utilizando uma ultracentrifuga (BioAgency — Bio-Spin-R, Alemanha).

Etapa 5: Coletou-se a fase pobre com auxilio de uma micropipeta, para posterior
quantificagéo.

3.2.3. Quantificacao do teor de proteinas totais

Para quantificacao do teor protéico nas fases, realizou-se um procedimento
prévio de precipitacao das proteinas, como sera discutido no item 4.1.1.1. Optou-
se por trabalhar com o agente precipitante acetato de aménio 0,1 mol L
(Mallinkrodt, México) em metanol (J. T. Baker, México).

Posteriormente a adicdo do agente precipitante, os tubos foram mantidos
refrigerados por 3 horas, sob temperatura < -10C, garantindo, assim, uma
precipitacdo quantitativa. Apds este periodo, o sobrenadante de cada tubo foi
removido e os precipitados ressolubilizados, utilizando tampao fosfato 0,1 mol L™
pH 7,2.

Para determinacao do teor protéico utilizou-se o método de Bradford [66]. O
reagente de Bradford foi preparado em laboratério momentos antes de se realizar
a quantificacao, evitando, desta forma, a degradacdo do mesmo. O seu preparo
consistia em uma solucao contendo 0,01% (m/v) do reagente Coomassie Brilliant
Blue G-250 (J. T. Baker, Phillipsburg, EUA), 5,0% (v/v) de etanol anidro (J. T.
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Baker, México) e 10,0% (v/v) de acido fosférico 85% (v/v) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), adicionados a um baldo volumétrico, respectivamente nesta ordem,
completando-se, posteriormente, o volume com agua deionizada. Em seguida,
esta solucdo foi mantida sob agitacdo, por um periodo de 15 minutos, para
garantir a solubilizacdo adequada do corante CBBG, sendo, entdo, filtrada e
estocada ao abrigo da luz.

A curvas analiticas foram construidas para cada determinacao, utilizando
solugdes de albumina bovina em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 como padrao.

As determinagdes espectrofotométricas foram realizadas a 595 nm,
utiizando um espectrofotébmetro Micronal modelo B 582 (S&o Paulo, Brasil).
Cubetas de plastico foram empregadas para evitar problemas relacionados com

adsorcao do reagente em suas paredes [91].

3.3. Avaliacao do teor protéico presente nas fases

Com a metodologia desenvolvida para quantificacdo do teor protéico, foi
possivel realizar a quantificacdo de uma das fases e posterior estimativa da
concentragao protéica presente na outra, para que, assim, fosse calculado o
coeficiente de particdo. De maneira geral, buscou-se sempre quantificar a fase
pobre em surfactante devido a menor concentracdo de tensoativo, que é um

potencial interferente para o método.

3.4 Analises de dicroismo circular

Para as analises de dicroismo circular, utilizaram-se as solucées que
apresentaram concentracées de surfactantes dadas como 6timas ao longo do
trabalho (para a maioria dos sistemas essas concentracées 6timas foram obtidas
na condicdo em que a maior fracdo da albumina permanecia em uma das fases

formadas).
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Apbs a determinagdo da concentracao protéica, diluia-se a amostra com
solucdo tampao adequada (utilizava-se o mesmo agente tamponante aplicado no
processo de extracdo) para se obter uma solugdo com concentracédo final de
albumina situada entre 1 e 2 umol L™. Esta faixa de concentracdo era ideal para
andlises por dicroismo circular. Considerou-se a massa da albumina igual a
66 kDa.

Como brancos analiticos, utilizaram-se solucées contendo concentracoes
de surfactantes e eletrolitos idénticas as das amostras, que foram submetidas ao
mesmo procedimento de separacao de fases e posterior diluicéo.

Cerca de 300 uL de amostra foram aplicados a uma cela de quartzo com
caminho optico de 0,1 cm de um espectropolarimetro marca JASCO modelo J-720
(Téquio, Japao).

Alguns parametros para realizagdo das andlises foram fixados, dentre eles:
temperatura no compartimento da cela de 20 °C, detectabilidade de 100 mdeg., e
resolucdo de 1 nm. A acumulacdo de espectros era variavel em funcao dos
resultados obtidos.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras de plasma sangtiineo humano, submetidas ao procedimento de
extracdo utilizando o sistema composto por 4,0% (v/v) Triton® X-114 na presenca
de 0,8% (m/v) SDS em pH 5,0, tiveram o perfil eletroforético comparado com o de
amostras de plasma que nao foram submetidas a nenhum procedimento de
remocao de albumina, bem como, frente a um sistema comercial (Montage
Albumin Depletion Kit, Millipore®, Bedford, EUA) para remocéo desta proteina. A
seguir, apresentam-se o0s procedimentos utilizados para preparo das amostras e

géis.
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3.5.1. Extracao de albumina em plasma sangliineo

As amostras de plasma (fase pobre e fase rica) submetidas ao
procedimento de extracdo utilizando o sistema 4,0% (v/v) Triton® X-114 na
presenca de 0,8% (m/v) SDS em pH 5,0 foram precipitadas utilizando acetona na
proporcao 1:4 v/v (amostra:solvente).

Para ressolubilizagdo das mesmas utilizou-se um tampao apropriado para
eletroforese em gel em uma dimensdao (SDS-PAGE), denominado tampéo
dissociante. A composicdo deste tampado consistia em uma mistura de Tris
(hidroximetil) aminometano 60 mmol L' (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia), com pH ajustado a 6,8 utilizando HCI concentrado (J. T. Baker, Xalostoc,
México); 10% (m/v) de glicerol (Amersham Biosciences, Uppsala Suécia), 20%
(v/v) de SDS; 5% (v/v) de B-mercaptoetanol (J. T. Baker, Philipsburg, EUA) e
0,001% (m/v) de azul de bromofenol (Bioagency, Sdo Paulo, Brasil). A utilizacdo
deste tampao possibilita realizar a desnaturacdo das proteinas, em funcado da
presenca de -mercaptoetanol e SDS, bem como faz com que a carga liquida de
todas as proteinas seja a mesma em funcado da presenca de SDS (surfactante
idnico). A desnaturacdo e necessidade de igualar a carga liquida das proteinas
decorre do fato da separacédo ocorrer apenas em funcdo da massa molar das
proteinas. Ja a adicdo de glicerol facilita a aplicacdo da amostra no gel pelo fato
de elevar a densidade e viscosidade da solugao.

Como padrao protéico, utilizou-se uma mistura disponivel comercialmente
(Fermentas, Glen Burnie, EUA) composta de 7 proteinas purificadas: -galactose
de E. Coli (116,0 kDa); albumina bovina (66,2 kDa); ovalbumina (45,0 kDa); lactato
desidrogenase (35,0 kDa); enzima de restricdo endonuclease Bsp98I| de E. Coli
(25,0 kDa); B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa). Para aplicacao no
gel, o padréao foi submetido a aquecimento em banho com agua a 95 < por 5 min
para promover a desnaturacdo das proteinas. Para as amostras, ndao houve
necessidade de realizar nenhum tipo de aquecimento visto que as proteinas ja se

encontravam parcialmente desnaturadas.

32



Marcelo Anselmo Oseas da Silva Dissertacdo de Mestrado

3.5.2. Preparo dos géis de poliacrilamida

Os co-polimeros utilizados para separacao de proteinas consistiam em um
gel concentrador de 3,0 cm com concentracdo de 3,5% (m/m) de acrilamida e
tampao Tris-HCl a 1,0 mol L™ pH 6,8 e outro gel separador a 10,0% (m/m) de
acrilamida e tampao Tris-HCl a 1,5 mol L™ (pH 8,8).

Apo6s polimerizacdo completa, as amostras foram, aplicadas na regido
superior do gel concentrador e imediatamente iniciava-se a separacdo das
proteinas. Para proporcionar a passagem de corrente elétrica, utilizava-se, nos
reservatérios da cuba eletroforética, uma solugdo tampao denominada de tampéao
de corrida, o qual era composto por 0,025 mol L™ de Tris-base, 0,02 mol L de
glicina (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) e 0,1% (m/v) de SDS,
resultando em uma solugdo com pH 8,3. Para cada gel, aplicou-se uma voltagem
de 200 V; corrente de 30 mA e poténcia de 6 W, fornecidos por uma fonte de
alimentacao (Pharmacia Biotech, modelo EPS 1001).

Para marcagao da frente de corrida, adicionou-se, no reservatorio superior,
algumas gotas de solugao 0,05% (m/v) de azul de bromofenol.

3.5.3. Sistema de revelacao

Para revelacao das proteinas, apds a corrida eletroforética, mantiveram-se,
a principio, os géis sob agitacdo por 1 h em uma solucdo denominada fixadora,
composta por 10% (v/v) de acido acético e 40% (v/v) de etanol. Posteriormente, os
géis foram mantidos em agua deionizada por 30 min, sendo realizada a troca da
agua a cada 10 min. Por fim, foram imersos em uma solugdo denominada
Coomassie Coloidal composta por 8% (m/v) de sulfato de amébnio, 1,6% (v/v) de
acido fosfoérico 85% (v/v), 25% (v/v) de metanol e 0,08% (v/v) de Coomassie
Brilliant Blue G-250.
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3.5.4. Tratamento de imagens

Apbs a conclusdo da revelagdo das bandas, os géis foram digitalizados
utilizando um digitalizador de imagens (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia)
e as bandas obtidas analisadas pelo software Gel-Pro Analyser 3.0 (Media
Cybernetics, EUA) para estimativa da massa molar de cada banda, bem como
obtencéao de resultados complementares.

3.6. Avaliacao estatistica dos dados

Aplicou-se a anadlise estatistica de varidncia em grupo, comumente
denominada ANOVA'™ para andlise estatistica dos dados. Este teste apresentou-
se interessante, pois possibilita avaliar, entre duas ou mais medidas sob diferentes
condigbes, diferencas estatisticas significativas dentro de um determinado
intervalo de confianca [92].

Para sua aplicacdo, deve-se primeiramente determinar a variancia (») de

cada amostra, por meio da equagao (ix):

b=l -xf (v -1) (i)

onde N representa o numero de replicas de cada amostra.
Posteriormente, relaciona-se a varidncia de cada amostra por meio da

equacao (x):

Oy = Z(b/h) (X)

J

onde h representa o nimero de amostras.

Apdés encontrar a variancia do conjunto de dados, o, , pode-se determinar a

maxima diferenca significativa entre as amostras avaliadas, por meio da equacao

(xi):

' Do inglés: Analysis of variance.
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G0/ (2/N) Xt (i)

onde 1, representa o valor tde Student para uma amostra com N —1 graus de

liberdade em um dado intervalo de confianca.
Neste trabalho, todas as avaliacGes estatisticas realizadas utilizaram um
intervalo de confianca de 95% (P = 0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sistemas avaliados
4.1.1. Sistemas aplicando Triton® X-114 e Triton® X-100

4.1.1.1. Otimizacao da metodologia para quantificacao dos teores
protéicos

Optou-se por iniciar os estudos utilizando um sistema com baixa
complexidade, contendo o surfactante Triton® X-114 como agente responsavel
pela formacao do sistema aquoso de duas fases. Dentre as caracteristicas que
podem ser destacadas citam-se a formacao de solugdes anisotrépicas a 21 °C
[93], bem como a énfase dada pela literatura com relagcdo a ampla aplicabilidade
deste tensoativo em diversos sistemas para separacao de biomoléculas [37].

Deu-se inicio aos trabalhos utilizando-se concentragcdes de surfactante
ligeiramente acima do valor de sua CMC, que é de 2,8 x 10” mol L' ou
ca. 0,015% (v/v) [93] (para efeito de calculos considerou-se que o reagente
apresenta massa molar média de 536 g mol', que corresponde a uma cadeia
média contendo 7,5 grupos oxietileno, bem como, densidade de 1,05 g L'™"). Desta

forma, avaliaram-se tubos com concentracdes de surfactante variando entre 0,20
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e 0,75% (v/v). As concentragcbes inferiores nao foram adequadas devido ao
volume muito reduzido da fase rica (menor que 100 plL). Os resultados obtidos,
apds quantificacdo do teor protéico contido na fase pobre, bem como a razéo
entre as porcentagens dos volumes de fase pobre e de fase rica, podem ser
observados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo protéica obtida na fase pobre, ap6s quantificacdo da mesma,
razao entre as porcentagens relativas aos volumes das fases pobre e rica (¢p/¢R), €
massa de albumina obtida apdés a quantificacdo, para concentracdoes de surfactante
situadas entre 0,20 e 0,75% (v/v) na presenga de 1,250 mg de albumina. N = 6.

® Concentracao protéica Massa de
Triton™ X-114 o . .
média obtida na fase pobre  ¢p/gr albumina
% (V/V) p
(ngmL™) (mg)
0,20 139 + 1 24,0 1,334
0,30 143+ 4 19,0 1,358
0,50 147 £ 3 13,3 1,367
0,75 148 £ 14 11,5 1,361

A partir dos resultados obtidos, ap6s a quantificacao da fase pobre por meio
da reacdo de Bradford, realizou-se um balanco de massas, utilizando, para efeito
de calculos, a concentracao protéica obtida nesta fase, bem como a relagao entre
os seus volumes. POde-se notar que as concentracdoes protéicas obtidas, e
apresentadas na Tabela 2, forneceram resultados superestimados para todos os
tubos avaliados, mesmo considerando que a eficiéncia de extracdo para a fase
rica fosse de 0%. Tal fato indicava a existéncia de interferentes durante a
quantificagao.

A primeira hipétese levantada para justificar a interferéncia apresentada
relaciona-se com uma possivel separacao incompleta das fases, o que deixaria a
fase pobre com uma concentracao de surfactante muito superior a CMC. Desta
forma, estaria ocorrendo interferéncia do surfactante durante a quantificagdo por

meio da reacao de Bradford [64, 72].
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Uma forma de avaliar esta hipotese consistiu na adicao de 0,2% (m/v) de
NaCl em cada um dos tubos. Assim, a separacao de fases se daria de maneira
mais efetiva, e no caso de uma provavel separacao incompleta das fases a adicao
de sal resolveria o problema. Quantificou-se novamente a fase pobre de todos os
tubos, sendo que os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo protéica obtida na fase pobre, apds quantificacdo da mesma,
razdo entre as porcentagens dos volumes das fases pobre e rica (¢ep/@er) € massa de
albumina obtida apds a quantificagdo, para concentragdes de surfactante situadas entre
0,20 e 0,75% (v/v) na presenca de 0,2% (m/v) de NaCl e 1,250 mg de albumina. N = 6.

o Concentracao protéica Massa de
Triton™ X-114 . .
média obtida na fase pobre  ¢g-p/¢gr albumina
% (V/V) P
(ng mL™) (mg)
0,20 129+ 3 24,0 1,238
0,30 170+ 3 19,0 1,615
0,50 156 + 15 13,3 1,451
0,75 152 + 1 11,5 1,398

Avaliando os resultados, pode-se observar que mesmo apds a adicao de
NaCl aos tubos obtinha-se valores superestimados para as concentracdes
protéicas na fase pobre em surfactante. Desta forma, descarta-se a possibilidade
de que a separacao de fases ndo estivesse ocorrendo de maneira efetiva.

A segunda possibilidade para a ocorréncia de interferéncia relaciona-se
com o fato do surfactante estar interferindo na reacéo de Bradford mesmo estando
presente em concentragdes proximas a CMC. Geralmente, em uma amostra real,
utiliza-se tampdes desnaturantes que possuem surfactantes em sua composicao.
No entanto, interferéncias destas moléculas sdo eliminadas por diluicdo da
amostra. Para efeito de comparagdo, uma amostra de plasma sanglineo humano
apresenta uma concentracdo protéica de ca. 45 g L™ [94], que é muito superior
aquela das amostras sintéticas preparadas em laboratorio, que possuiam
concentragdo em torno de 0,125 g L.
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Desta forma, buscou-se otimizar uma metodologia para precipitacdo e
posterior quantificacdo das fracbes de cada uma das fases. Avaliaram-se dois
agentes precipitantes que sdo comumente utilizados quando se trabalha com
proteinas: acetona [95, 96], na proporcao de 3 partes de solvente para 1 parte de
amostra (3:1 v/v) e acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol [97], na proporgéo
de 5 partes do agente precipitante para 1 parte de amostra (5:1 v/v).

No entanto, a adicdo de solventes organicos ao meio resultava em um
problema; além da precipitacdo da albumina também ocorria a precipitacdo de
uma fracdo do surfactante. Primeiramente, buscou-se avaliar se a fragdo de
surfactante precipitado, juntamente com a albumina, continuaria causando
interferéncia durante as determinagdes. Para tanto, prepararam-se alguns tubos
de ensaio contendo apenas tampdo fosfato 0,1 mol L' e Triton® X-114 em
diversas concentracdes, solugcbes estas, que seriam utilizadas como branco

analitico. Os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Brancos analiticos obtidos, ap6s quantificacdo das fases pobres, por meio do
método de Bradford, para solucdes de Triton® X-114 com concentracdes variando entre
0,5 e 6,0% (v/v) em tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,2, apds precipitagdo utilizando
acetona na proporgao 3:1 (v/v) ou acetato de aménio em metanol na proporgao 5:1 (v/v).
N =10.

Concentracao protéica mL"
Triton® X-114 gaop (ug )

Acetato de amonio em

(% - v/Iv) Acetona
metanol
0,5 32 5+£5
1,0 + 0+£3
2,0 5+5 05
4,0 5+4 10+7
5,0 1+3 18+5
6,0 01 8+4

LD -3,4 uyg mL"; LQ - 11,4 yg mL™".
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Avaliando os dados apresentados na Tabela 4, péde-se concluir que a
concentracdo de surfactante presente no meio, apds a realizagdo da etapa de
precipitacdo, nao iria interferir nas determinagbes. Para alguns tubos, a
interferéncia gerada pelo surfactante resultou em respostas muito préximas aos
limites de deteccdo e quantificacdo para o método empregado, que sao de
3,4ugmL " e 11,4 ug mL™" respectivamente.

E amplamente conhecido da literatura [68] que pequenas concentracdes de
surfactante ndo causam interferéncia durante a quantificacdo pelo método de
Bradford, visto que o equilibrio envolvido na formacdo do complexo entre as
moléculas do corante CBBG e o surfactante nao é favorecido. Com a precipitacao,
atinge-se, entdo, uma concentracdo baixa o suficiente para que nao ocorra a
formagdo do complexo surfactante-CBBG. Desta forma, as moléculas de
tensoativo ficardo apenas dispersas no meio, 0 que nao causara problemas nas
andlises.

Desta maneira, ap6s garantir que a fracdo de surfactante precipitada nao
geraria interferéncia para as analises, partiu-se para quantificacao das fases rica e
pobre que foram submetidas aos procedimentos de precipitagdo propostos. Neste
estudo, avaliaram-se tubos contendo concentragdes de Triton® X-114 de 0,5%
(v/v) e 1,0% (v/v). Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentragbes protéicas resultantes (conc. total = conc. fase pobre + conc.
fase rica), obtidas apdés a quantificagdo das fases pobre e rica, submetidas ao
procedimento de precipitacdo com acetona (3:1 v/v) ou acetato de aménio 0,1 mol L™ em
metanol (5:1 v/v), para concentracdes de Triton X®-114 de 0,5 e 1,0% (v/v) e 125 ug mL™
de albumina. N = 6.

® Concentracao B
o Triton™ X-114 . Recuperacao
Agente precipitante protéica total
% (V/v) P (%)
(ngmL™)
0,5 40+5 33
Acetona

1,0 27 +1 22
Acetato de amoénio 0,5 123+ 2 99
0,1 mol L' em metanol 1,0 125+ 2 101
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 5 pode-se notar que a
precipitacdo utilizando a solu¢do de acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol
proporcionou a precipitacdo quantitativa das proteinas presentes em ambas as
fases, enquanto a utilizacdo de acetona forneceu resultados de recuperacéo que
nao ultrapassaram 33%.

Desta forma, optou-se por fazer uso da solucdo de acetato de amoénio
0,1 mol L' em metanol como agente precipitante. Neste caso, além da utilizacdo
de um solvente organico para induzir a precipitacao das proteinas, faz-se uso de
um sal para auxiliar neste processo, por meio do fenébmeno conhecido como efeito
salting-out.

Este fendmeno pode ser explicado utilizando a teoria DLVO (Derjaguin,
Landau, Verwey e Overbeek) [98]: quando as proteinas se apresentam em
solugdes contendo baixas concentracdes salinas, interagem por meio de um
balanco de forgas, que compreendem repulsdes Coulombicas e forgas atrativas de
curto alcance, tais como interacdes dipolo-dipolo e carga-dipolo, mesmo que estas
moléculas protéicas estejam no pH referente ao seu ponto isoelétrico. No entanto,
guando se tem um meio com elevadas concentracdes salinas, alguns efeitos sdo
observados, podendo-se citar a diminuicdo do volume livre das proteinas em
solucdo, a redugao na solvatagdo das macromoléculas no meio, em funcao da
coordenacéo preferencial do solvente (neste caso a agua) com os ions do agente
precipitante, bem como a neutralizacdo de residuos laterais das proteinas em
funcéo da presenca dos ions aménio e acetato. Como resultado da reducao das
interagcGes proteina-solvente, minimizam-se as repulsées Coulombicas, gerando a
atracdo das moléculas protéicas, o que leva a precipitacdo das mesmas, num
processo auxiliado pelo solvente organico, como forma de se manter a maior

estabilidade termodindmica para todo o conjunto [98, 99].
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4.1.1.2. Avaliacdo do sistema utilizando Triton® X-114

Tendo otimizado as condi¢des para precipitagdo e posterior quantificacao
das proteinas, repetiu-se o estudo de concentracdo com o surfactante Triton® X-
114 em tampao fosfato pH 7,2. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela
6.

Tabela 6. Concentragdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apoés
quantificacdo da mesma pelo método de Bradford, e coeficiente de particao obtido para
solucdes com concentracdes de 125 ug mL™ e de surfactante situadas no intervalo entre
0,3 e 1,3% (v/v), todos em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,2. N = 6.

Triton® X- 114 Concentracao protéica na fase

% (V/V) pobre (ng mL™") :
0,3 76 +£2 0,61+ 0,04
0,5 84+8 0,45+0,14
0,7 8112 0,50 £ 0,03
1,0 91+4 0,34 £ 0,06
1,3 802 0,53 +£0,05

Avaliando as concentracbes protéicas contidas na fase pobre em
surfactante, pode-se notar que os resultados obtidos variam ao redor de um valor
médio de (82 +6)pug mL". Ndo se observou nenhuma tendéncia significativa
relacionada com uma melhora ou piora na eficiéncia de extracdo. Desta maneira,
optou-se por elevar a concentragao de surfactante no meio, para, assim, avaliar a
possibilidade de alterar o coeficiente de particado de forma mais significativa.

Realizou-se um novo estudo, onde as concentragdes de Triton® X-114
variaram entre 0,5 e 6,0% (v/v). Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 7.
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Tabela 7. Concentragdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apés
quantificacdo da mesma, e coeficiente de particdo para solugdes com concentragbes de
125 ugmL" e de surfactante situadas no intervalo entre 0,5 e 6,0% (v/v), todos em
tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,2. N = 6.

Triton® X- 114 Concentracao protéica na fase K
% (V/V) pobre (ng mL™")
0,5 78 + 1 0,56 + 0,01
1,0 87+5 0,40 + 0,09
2,0 93+2 0,31+ 0,03
4,0 101 + 1 0,21 + 0,01
6,0 117+ 2 0,07 £ 0,02

Comparando os dados da Tabela 7 com aqueles apresentados
anteriormente na Tabela 6, nota-se que o intervalo de concentracdes estudados
no inicio (entre 0,3 e 1,3% v/v) apresentava-se pouco abrangente. Sendo assim, a
ampliacdo da faixa de concentracdo estudada revelou que o aumento da
concentracdo de Triton® X-114 reduz a eficiéncia de extragdo de albumina para a
fase rica em surfactante. Isto enfatiza o carater hidrofilico apresentado por esta
proteina frente ao meio rico em surfactante, ou seja, elevando a concentragdo de
Triton® X-114 no meio, reduz-se a tendéncia de que a proteina migre para a fase
rica em tensoativo.

Sabe-se da literatura [100] que a albumina apresenta tanto dominios
hidrofilicos quanto hidrofobicos. Estes ultimos, presentes em menor numero,
consistem nos principais responsaveis pela interacdo da proteina com as
moléculas de surfactante. No entanto, de acordo com a natureza da molécula de
tensoativo utilizado, bem como da concentracao, tais regiées podem apresentar
maior ou menor disponibilidade para que ocorra a interacdo proteina-surfactante,
resultando em diferentes valores de constantes de associacdo. A presencga de
sitios de ligacao na porgcao apolar do tensoativo, bem como a disposicéo espacial
entre as moléculas, podem, por exemplo, resultar em limitacées relacionadas com

impedimento estérico.
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Assim, pode-se concluir, a partir dos dados obtidos, que as interacdes
envolvendo as regides dos residuos hidrofébicos da albumina e o surfactante
Triton® X-114 ndo sdo efetivas o suficiente para proporcionar a interacdo da
proteina com as micelas formadas, justificando a reducdo de K conforme se
aumenta a concentracdo do agente tensoativo. Como consequéncia, a albumina
permanece na fase pobre em surfactante.

Desta forma, para dar prosseguimento a avaliacao dos demais parametros
analiticos envolvidos neste sistema de extragdo, optou-se por estudar a condicao
que utiliza 6,0% (v/v) de surfactante. Com essa condi¢cdo, garante-se que a
totalidade da albumina estara presente em uma unica fase (neste caso, a pobre),
e numa provavel aplicacdo deste sistema para eliminacdo da interferéncia
causada pela albumina, a fase rica estaria livre do interferente.

Realizou-se a avaliacdo do pH do meio, na faixa compreendida entre 6,8 e
8,0. Além disso, o pH 5,0 também foi estudado pelo fato da albumina apresentar
ponto isoelétrico proximo a este valor [59]. Os resultados obtidos para este estudo
estdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Grafico representando o coeficiente de particdo em funcdo do pH do meio,
variando de 5,0 a 8,0, para solucdes contendo 125 pug mL"' de albumina bovina na
presenca de Triton® X-114 6,0% (v/v). Todas as solucdes eram tamponadas com tampao
fosfato 0,1 mol L™.
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Avaliando os resultados apresentados no grafico da Figura 11, pode-se
notar uma tendéncia de aumento na eficiéncia de extracdo da albumina para a
fase rica em surfactante em funcao da elevacéo do pH do meio. De pH 5,0 até o
pH 7,2, K ndo ultrapassa o valor de 0,10, o que corresponde a uma eficiéncia de
extracdo que se situa em torno de 10%. No entanto, a partir de pH 7,6, pode-se
notar um aumento neste valor, onde se obteve um coeficiente de partigdo maximo
de 0,32 para o pH 8,0, representando uma eficiéncia de extragéo de ca. 25%.

Como resultado deste estudo, pode-se notar o fato de que a eficiéncia de
remocado da albumina para a fase rica em surfactante ndo apresenta aumento
préximo ao ponto isoelétrico da albumina (em pH préximo de 5,0). Esperava-se
que préximo deste pH a solubilidade da molécula protéica fosse reduzida, em
funcao de sua carga liquida ser igual a zero. Como conseqliéncia, seriam geradas
condicbes que favoreceriam a migracdo das moléculas protéicas para o interior
hidrofébico das micelas. Isto se apresenta como indicativo de que os agregados
micelares formados nao apresentavam dimensdes minimas para possibilitar o
englobamento da albumina em seus interiores hidrofébicos.

Por outro lado, a elevacao da eficiéncia de extracdo para valores de pH
maiores que 7,2 pode ser justificada em termos da presenca de interacdes
eletrostaticas, do tipo ion-dipolo, envolvendo as moléculas de proteina, que nestas
condi¢gdes apresentam excesso de carga negativa, e os grupamentos oxietileno do
surfactante. Sabe-se, da literatura [101, 102], que a extracdo de proteinas
utilizando polimeros e co-polimeros contendo grupamentos oxietileno em sua
estrutura, bem como outros grupos funcionais, pode ser modulada alterando-se o
tamanho da cadeia polimérica, bem como por meio da alteracdo do pH do meio,
fatores que evidenciam a existéncia de tais interacées e podem ser aplicados ao
sistema em questao.

Também ndo se pode deixar de mencionar uma possivel mudanca
conformacional da proteina em pH préximo a 8,0, que resultaria na exposicao de
seus residuos para o exterior, facilitando a interacao com o surfactante.

Avaliou-se, também, a questdo do tempo de contato entre proteina e

surfactante utilizando o sistema com as seguintes caracteristicas: 125 ug mL™" de
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albumina e 6,0% (v/v) de Triton® X-114, todos em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH
7,2. O intervalo avaliado situou-se entre 10 e 50 minutos. Os resultados obtidos
sao apresentados na Figura 12.

Nota-se, apds aplicacdo do teste estatistico ANOVA, que nao ha diferenca
estatistica significativa para os valores de K obtidos. No entanto, ndo se pode
deixar de comentar o perfil apresentado pela curva da Figura 12, onde se observa
um decréscimo na eficiéncia de extracao para a fase rica e posteriormente uma

elevacao neste valor.
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Figura 12. Gréfico representando a razao de distribuicdo em funcdo do tempo de contato
para solugdes contendo 125 ug mL™ de albumina bovina na presenca de Triton® X-114
6,0% (v/v), utilizando tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,2. A linha apresentada na figura
serve apenas como guia.

Uma possivel justificativa para este comportamento pode estar relacionada
com a dinamica do sistema ao longo do tempo e, para tanto, algumas
consideracoes serao realizadas.

A literatura apresenta dados [103, 104] que relacionam a adsorcado de
proteinas em superficies onde se realizou a imobilizacdo controlada de cadeias
contendo grupamentos oxietileno. Pode-se observar nestes trabalhos que o
aumento da densidade destas cadeias, em um determinado volume, leva a
reducdo na adsorcdo de proteinas devido a dois fatores principais: o primeiro

deles esta relacionado com a repulsao estérica, que aumenta em virtude do maior
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empacotamento das cadeias, enquanto o segundo esta relacionado com a
auséncia de interacboes efetivas, tais como as interagdes eletrostaticas,
envolvendo as proteinas e os grupos oxietileno [105].

Utilizando estas informagdes, pode-se pensar no sistema em questio.
Quando se mantém os tubos termostatizados, na temperatura de formacgéo do
ponto nuvem, ocorre a separacdo de fases de forma bastante lenta e gradual.
Como conseqliéncia, os agregados apresentarao a tendéncia de se reorganizarem
no meio: em virtude da desidratacao dos grupos oxietileno ocorrera uma contracao
da porcao hidrofobica do surfactante, que levara a um maior empacotamento das
cadeias de tensoativo, conduzindo a uma maior densidade destas cadeias a
medida que a fase rica em surfactante vai sendo formada (as micelas vao se
agrupando). Consequientemente, tem-se prejudicada a interagdo envolvendo
albumina e Triton® X-114, fazendo com que a proteina seja deslocada para a fase
pobre em surfactante.

No entanto, posteriormente, observa-se um aumento gradual na eficiéncia
de extracdo (obtém-se valores maiores para as razdes de distribuicdo). Neste
caso, poderia estar ocorrendo a migracdo da albumina para a fase pobre em
surfactante ao longo do tempo, ou uma maior concentracdo da proteina na
interface entre as duas fases recém formadas. Sabe-se que as proteinas tendem a
se organizar na interface entre dois liquidos, formando uma camada que tende a
separar estes dois filmes [106], com comportamento que apresenta uma dinamica
totalmente particular e se assemelha bastante ao de um surfactante, conduzindo a

alteracdes nas propriedades reoldgicas do sistema ao longo do tempo [107, 108].

4.1.1.3. Avaliacdo do sistema utilizando Triton® X-100

A avaliagdo do sistema utilizando Triton® X-100 s6 se fez possivel por meio
da utilizagdo de agentes responsaveis pela redugcao do ponto nuvem, uma vez que
a separacao de fases nado se da proximo a temperatura ambiente. Um aspecto
relevante que vale a pena ser citado relaciona-se com a temperatura de turvacao

para solugdes de Triton® X-100 que nido receberam a adicdo do sal: como as
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amostras eram preparadas em tampao fosfato 0,1 mol L, podia-se observar a
reducdo do ponto nuvem, para solugées contendo 1,0% (v/v) do surfactante, de
67 C [21] para 60 T, devido a presenca de ions co mo K* e HPO,>.

Desta forma, avaliou-se o comportamento de diversos eletrélitos e co-
surfactantes frente a solugdes contendo 125 ug mL™" de albumina e 1,0% (v/v) de
Triton® X-100 em tampéo fosfato pH 7,2.

Dentre os aditivos analisados, aqueles que apresentaram reducdes nas
temperaturas de ponto nuvem, mesmo que pouco significativas, sdo apresentados

na Figura 13.
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Figura 13. Gréafico apresentando o ponto nuvem em fungdo da concentragcdo de
diferentes aditivos: —=— NaCl; —*— CH,COy(NH,); (NH4)2SO,; —%— KCI; —*— NaNOs;
—i- sacarose, para solugdes contendo 125 ug mL" de albumina bovina, 1,0% (v/v) de
Triton® X-100, todos em tampa&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

Além dos sais apresentados na Figura 13, outros compostos também foram
avaliados, mas nao se obteve sucesso na reducédo do ponto nuvem. Dentre estes
compostos encontram-se o cloreto de célcio e acetato de bario. Péde-se observar
a presenca de sélido nos tubos ap6s a adicdo destes sais, o que evidencia a
precipitacao do surfactante, uma vez que a literatura apresenta dados que indicam
que tais compostos sdo sollveis em agua nas concentracoes avaliadas (no caso

do cloreto de calcio a solubilidade é de 45,3 g de sal para 100 g de 4gua a 25 C
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[109] e para o acetato de bario € de 78,1 g de sal para 100 g de agua a 24,1C
[109]).

Outro eletrélito avaliado foi o nitrato de aluminio. Neste caso, pode-se
observar que este sal apresenta um efeito contrario ao desejado, ou seja, eleva o
ponto nuvem da solugdo. Devido a limitagdes no equipamento utilizado, os tubos
contendo este sal nao foram submetidos a temperaturas superiores a 66 T. No
entanto, p6de-se notar que, as solucdes contendo entre 1,0 e 10,0% (m/v) do
referido sal ndo proporcionaram a formacao de solucao anisotrépica. Neste caso,
observa-se o fenémeno reportado na literatura como “efeito salting-in” [22]: 0 anion
utilizado (nitrato) apresenta-se como uma base mole. Como consequéncia, tem
baixa eletronegatividade e alta polarizabilidade, o que favorece o rompimento das
ligacdes de hidrogénio que sao responsaveis pela auto-associacdao das moléculas
de 4gua numa espécie de rede. Como consequéncia, as moléculas de agua se
encontram “livres” para que possam interagir com o0s grupamentos oxietileno do
surfactante, tendo a possibilidade de hidrata-los de maneira mais efetiva,
resultando no aumento do ponto nuvem.

Outro reagente utilizado foi a uréia, que, neste caso, atuaria como co-
surfactante. No entanto, s6 poderia ser aplicada caso nao fosse necessario
realizar o aquecimento intenso da amostra, uma vez que este composto sofre
decomposicdo a altas temperaturas, num processo onde ocorre a formacao de
ions cianato [110], de acordo com a equacao quimica A.

NH—G-NH, —=> NHS + ONOT (A)

Dentre os compostos apresentados na Figura 13, a sacarose apresentou-se
pouco efetiva para a reducdo do ponto nuvem, havendo uma reducédo de ca.
3,5 C para solugcbes contendo 10,0% (m/v) do referido acucar como
consequéncia da desidratacdo dos grupos oxietileno em funcao da introducao de
hexoses e pentoses ao meio. Tais moléculas apresentam hidroxilas, que
necessitam de hidratagdo e deixam as moléculas de agua menos disponiveis para
interagdo com a regido hidrofilica do surfactante.
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Com relagdo aos sais avaliados, observa-se que o sulfato de aménio foi
aquele que apresentou os melhores resultados. Com a concentragcdo de
8,0% (m/v), obteve-se o0 ponto nuvem a 28 C. Este e feito pode ser justificado
devido a caracteristica cosmotrépica dos ions sulfato, ou seja, este € um ion
fortemente hidratavel.

Para avaliar esta questdo de maneira qualitativa, pode-se comparar o
comportamento dos ions sulfato frente a outro anion, tal como o ion acetato. Com
os dados da Figura 13, observa-se que mantendo fixo o cation (ion aménio) e
alterando o anion (passando de sulfato para acetato), ttm uma perda na eficiéncia
para que ocorra a reducao no ponto nuvem, o que demonstra o carater altamente
cosmotrépico dos ions sulfato.

O grande problema para aplicacao, em uma amostra real, do sistema que
apresenta alta concentracdo de SO,?, relaciona-se com o fato deste anion poder
causar a precipitacdo indesejada das proteinas, o0 que impossibilitaria a
separacao. Esta hipdtese nao pode ser descartada, visto que, em alguns casos, o
sulfato de aménio é aplicado como agente precipitante de proteinas [111]. Além
disso, concentracbes superiores a 8,0% (m/v) resultavam na precipitacdo do
tensoativo, inviabilizando a sua aplicacao.

Outra informagao que pode ser extraida dos dados apresentados na Figura
13 relaciona-se com o fato dos cations influenciarem de maneira menos
significativa no ponto nuvem. Diversos trabalhos da literatura [22, 23] mostram
esta tendéncia. Isto pode ser observado quando se avalia cloreto de s6dio ou
cloreto de potassio como agente que ira promover a reducdo do ponto nuvem.
Observa-se que quando se utiliza o sddio, a eficiéncia na reducao do ponto nuvem
€ mais efetiva frente ao potassio (cerca de 5 °C para solugdes 10,0% v/v). O
carater cosmotrépico mais acentuado deste ion [112] justifica-se por meio da
razdo massa/carga de cada um dos elementos, caracteristica refletida em seus
raios hidratados.

Por fim, pode-se observar o comportamento do nitrato de sédio. Nota-se
que a eficiéncia para reducao da temperatura de ponto nuvem utilizando este sal é
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bastante reduzida. Neste caso, a redugédo pode ser creditada aos ions sédio, uma
vez que ions nitrato também apresentam carater ligeiramente caotropico [22].

Desta forma, optou-se por continuar avaliando sistemas que utilizavam
8,0% (m/v) de sulfato de aménio como eletrélito para promover a reducido do
ponto nuvem, pois possibilitou a separacdo de fases a temperatura inferior a
30 °C.

Um aspecto que pode ser mencionado relaciona-se com a etapa final do
processo de extracdo. Neste caso, o coacervato ndo era a fase rica em
surfactante, mas sim a fase pobre. Esta inversdo, comparada ao sistema que
utiliza Triton® X-114, é justificada pelo fato da adicdo de eletrdlitos elevar a
densidade da agua, fazendo com que a fase pobre apresente densidade
ligeiramente superior & da fase rica (ca. 1,07 g mL™"). Este fato também justifica a
dificuldade para que a separacéo de fases ocorra: apds a adi¢ao de eletrdlitos, a
densidade resultante da fase pobre em surfactante apresentava-se muito proxima
da densidade da fase rica. Desta forma, necessita-se utilizar uma ultracentrifuga
para que o processo de coacervagao se de por completo.

Passou-se a estudar a questao da concentracao de surfactante no meio. No
caso do Triton® X-100, avaliou-se o intervalo de concentragdes compreendido

entre 3,0 e 7,0% (v/v). Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 8

Tabela 8. Concentragdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apés
quantificacdo da mesma e coeficiente de particdo para solugdes com concentragoes de
125 ug mL™, Triton® X-100 situadas no intervalo entre 3,0 e 7,0% (v/v) e 8,0% (m/v) de
sulfato de aménio, todas em tampéao fosfato 0,2 mol L™ pH 7,2. N = 6.

Triton® X- 100 Concentracao protéica na fase K
% (V/V) pobre (ng mL™")
3,0 103 £ 1 0,18 £ 0,01
4,0 112+ 1 0,09 £ 0,01
5,0 105+ 3 0,16 £ 0,03
6,0 120+ 5 0,02 + 0,04
7,0 111£3 0,10+ 0,03
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De maneira distinta ao sistema que utiliza Triton® X-114, quando se avaliam
os dados da Tabela 8 para Triton® X-100, ndo se observa nenhuma tendéncia ou
variacao estatistica significativa para o coeficiente de particao, a medida que se
varia a concentracdo do surfactante. Observa-se que os teores protéicos
quantificados na fase pobre situam-se em torno de um valor médio de
(110 + 7) pg mL™.

E dificil realizar uma correlagdo entre os dois sistemas compostos por
surfactante da classe dos Triton®, uma vez que os mesmos apresentam
composigdes distintas. No entanto, pode-se dizer que o aumento do nimero de
grupos oxietileno em duas unidades é ineficiente para aumentar a extracao de
albumina para a fase rica em tensoativo.

Apbs observar a pequena influéncia da concentragdo do surfactante Triton®
X-100 no processo, optou-se por prosseguir os trabalhos utilizando sua
concentragdo em 3,0% (v/v).

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos com a realizacdo de um

experimento para avaliar a influéncia do pH do meio na extracao.

Tabela 9. Concentragdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apés
quantificacdo pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido para solugdes
com concentracdes de 125 ng mL™ de albumina bovina, 3,0% (v/v) de Triton® X-100 e
8,0% (m/v) de sulfato de aménio, em tampao fosfato 0,1 mol L™ com pH variando na faixa
entre 5,0e 7,6. N = 6.

Concentracao protéica na fase

pH do meio p K
pobre (ug mL™)
5,0 1175 0,04 £ 0,04
6,4 116 £ 10 0,05+0,19
6,8 123+ 10 0,00 £ 0,08
7,2 130 £7 ca. 0,00
7,6 126 + 4 ca. 0,00

Novamente, observando os dados apresentados na Tabela 9, pode-se

constatar que praticamente nao existe influéncia do pH na extragédo de albumina.
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Assim como foi observado com o Triton® X-114, o aumento da hidrofobicidade da
proteina em pH 5,0 nao foi suficiente para deixa-la na fase rica em surfactante.

Um aspecto interessante que pode ser observado com este sistema
relaciona-se com sua reprodutibilidade. Observa-se uma variacdo nos resultados
obtidos que em alguns casos atinge ca. 9%, justificando valores de razdo de
distribuicao negativos, mas proximos de zero.

Por fim, realizou-se o estudo de tempo de contato entre a proteina e o
surfactante. Neste caso, as condi¢des utilizadas foram tubos contendo 130 pg mL
" de albumina, 3,0% (v/v) de Triton® X-100 e 8,0% (m/v) de sulfato de aménio,
todos em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 6,4. A Figura 14 apresenta os resultados
obtidos.
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Figura 14. Gréfico representando o coeficiente de particdo em funcdo do tempo de
contato para solugées contendo 130 pg mL™ de albumina bovina na presenca de 3,0%
(v/v) Triton® X-100 e 8,0% (m/v) de sulfato de aménio, utilizando tamp&o fosfato 0,1 mol L
"'em pH 6,4. A linha apresentada na figura serve apenas como guia.

Os resultados obtidos ap6s a avaliacao do tempo de contato para o sistema
que utiliza Triton® X-100 revelam que as diferencas nos teores protéicos das
fases, ao longo do tempo, sdo muito pequenas e novamente ndo apresentam
diferencas estatisticas significativas quando se realiza analise de variancia em
grupo. No entanto, pode-se notar que o perfil da curva obtida assemelha-se

bastante aquelas encontradas para o sistema que utiliza Triton® X-114, reforcando
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a hipotese de que a dindmica das proteinas em solucdo esteja causando esta
pequena variacao na concentracao protéica das fases ao longo do tempo.

4.1.1.4. Estimativa dos raios das micelas para os sistemas Triton® X-
114 e Triton® X-100 empregando os valores de K

Para avaliacao da influéncia das dimensdes dos agregados na extracdo de
proteinas, buscou-se correlacionar os coeficientes de particdo obtidos com o raio
estimado das micelas formadas em solucdo. Aplicaram-se as equacgdes (ii) e (iii)
descritas anteriormente para o sistema contendo Triton® X-100 a 3,0% (V/v) (ca.
0,08 g de surfactante por grama de agua) na presenca de 8,0% (m/v) de sulfato de
amonio, em pH 7,2 (K =0,18).

Assim, considerando a formacao de micelas esféricas, obtém-se agregados
apresentando raio com ca. 70 A. A literatura apresenta diversos estudos [52, 113,
114] envolvendo o surfactante em questdo, sendo que alguns modelos tedricos
sao propostos para calculo do raio das micelas formadas. Robson e Dennis [52]
estimaram o raio para micelas esféricas formadas em uma solugéo de Triton® X-
100 contendo 0,8 g de surfactante para cada grama de agua e obtiveram um valor
de 43 A, que é inferior ao valor calculado. Esta variagdo pode ser justificada em
termos da alta concentracdo de eletrélitos adicionada ao meio, possibilitando
maior compactacdo dos mondmeros de surfactante, levando a formacédo de
estruturas com caracteristicas mais proximas a de micelas cilindricas e nao mais
esféricas.

Considerando, agora, a formacdo de micelas cilindricas, obtém-se um
agregado com raio de ca. 42 A justificando os baixos valores obtidos para os
coeficientes de particdo, onde a eficiéncia maxima de extragdo nao ultrapassou
9%; como o raio da micela apresenta 42 A, seu interior hidrofébico apresentara um
raio ainda menor (para uma micela esférica de 42 A, este valor ndo ultrapassa
23 A [52]), indicando a impossibilidade para que a molécula de albumina, que

53



Marcelo Anselmo Oseas da Silva Dissertacdo de Mestrado

apresenta um raio hidrodinamico de 36 A [2], seja englobada no interior da
estrutura formada.
Da mesma forma, realizou-se uma estimativa para o raio das micelas

utilizando o sistema Triton® X-114, para tubos contendo 4,0% (v/v) do surfactante

(K =0,21). Obtiveram-se os valores de 65 A considerando a formagao de micelas
esféricas e 39 A no caso da formacdo de micelas cilindricas. No entanto, a
formacao de micelas esféricas apresenta-se pouco provavel, uma vez que o meio
apresenta elevada concentracdo de tensoativo. Assim, o raio de 39 A também
justifica os baixos valores de coeficiente de particdo obtidos, em funcdo da
proteina ndo migrar para o interior da micela.

Tais dados complementam os resultados obtidos até este momento, uma
vez que mostram que a interacdo envolvendo proteina-surfactante ndo € o unico
fator que influi no processo de extracdo. Neste caso, a dimensédo dos agregados

também tem influéncia significativa neste processo.

4.1.2. Avaliacdo do sistema utilizando Brij® 35 e Triton® X-114

Na tentativa de aplicar um tensoativo contendo um maior nimero de grupos
oxietileno para possibilitar interacbes mais efetivas com os agregados formados,
passou-se a aplicar o surfactante BRIJ® 35. No entanto, o ponto nuvem para este
surfactante é bastante alto (préximo de 100 € para solugdées com concentracoes
variando entre 1,0% e 6,0% m/v [53]). Desta forma, propds-se um sistema
utilizando Brif® 35 em conjunto com Triton® X-114 para proporcionar a formacgéo
de micelas com caracteristicas hibridas de ambos os tensoativos. Para iniciar o
estudo, fixou-se a concentracdo de Triton® X-114 em 1,0% (v/v) e passou-se a
variar a concentracdo de Brij® 35, observando as temperaturas de separagdo de
fases obtidas. O grafico apresentado na Figura 15 apresenta os resultados
obtidos.
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Figura 15. Gréafico apresentado o ponto nuvem para a mistura Triton® X-114 e Brij® 35 em
tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2, na presenca de 125 ug mL™" de albumina bovina em

funcdo da concentragdo de Brij® 35, mantendo-se fixa em 1,0% (v/v) a concentracdo de
Triton® X-114.

Observando os dados apresentados na Figura 15, pode-se notar que o
aumento da concentracdo de Brij® 35 de 0 a 0,5% (v/v) elevou o ponto nuvem de
19,5 € para 55 €. Optou-se por trabalhar com a mi stura contendo 1,0% (v/v) de
Triton® X-114 e 0,5% (v/v) Brij® 35 (cuja razdo molar Brij® 35 / Triton® X-114 era de
0,23). Embora o ponto nuvem para esta mistura fosse de 55 T, ela apresentava a
maior proporcdo de Brij® 35 na composicdo das micelas. Logo foi escolhida para
dar prosseguimento a avaliacdo deste sistema por dois motivos: o primeiro
consiste no fato de que agregados compostos somente por Triton® X-114 ja
haviam sido testados anteriormente, enquanto o segundo relaciona-se com
possibilidade de reducdo do ponto nuvem mediante utilizacdo de sulfato de
amodnio, como pdde ser observado para 0s experimentos realizados com o
sistema aplicando Triton® X-100. Desta forma, houve a necessidade de reduzir o
ponto nuvem por meio da utilizacdo de eletrélitos. Neste caso, optou-se por utilizar
o sulfato de aménio, sal que se apresentou mais eficiente para este fim nos testes

anteriores.
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O grafico apresentado na Figura 16 mostra a ocorréncia de ponto nuvem
com a adicao do eletrdlito.
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Figura 16. Grafico de ocorréncia do ponto nuvem em fungao da concentragao de sulfato
de amoénio exibindo a redugdo na temperatura de separagao de fases a medida que se
eleva a concentragdo do eletrdlito, para o sistema contendo a mistura de 1,0% (v/v)
Triton® X-114 e 0,5% (m/v) Brij® 35 na presenca de 125 pg mL" de albumina bovina em
tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

Pode-se observar que a adicao de 8,0% (m/v) de sulfato de aménio reduziu
a temperatura de turvacao para ca. 24,5 C, adequando o sistema para que se
pudesse trabalhar em uma temperatura biocompativel. Esta condicao foi, entéo,
empregada para realizacdo de um estudo de pH. Neste caso, a faixa estudada
situou-se entre 5,0 e 7,6, sendo que os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 10.

Novamente, pbde-se observar que a questdo do pH ndo apresenta
relevancia significativa no processo de extragdo utilizando sistemas aquosos de
duas fases quando se emprega surfactantes ndo-ibnicos. Os valores obtidos para
as concentragdes protéicas variaram ao redor de um valor médio de

(101 + 9) ug mL™", o que representa uma eficiéncia de extragéo de ca. 20%.
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Tabela 10. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apés
quantificacdo pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido para solugdes
com concentragdes de 125 pg mL™" de albumina bovina; 1,0% (v/v) de Triton® X-114; 0,5%
(v/v) de Brij® 35 e 8,0% (m/v) de sulfato de aménio, em tampéo fosfato 0,1 mol L™ com pH
compreendido entre 5,0 e 7,6. N = 6.

Concentracao protéica na fase

pH do meio ] K
pobre (ug mL™)
5,0 108 + 4 0,13+ 0,04
6,4 88+3 0,39+ 0,05
6,8 102+ 4 0,19+0,05
7,2 98+4 0,24 £ 0,05
7,6 110t 2 0,11 £ 0,02

Mesmo assim, para estudos avaliando tempo de contato entre proteina e
surfactante, optou-se por utilizar o sistema empregando tampéo fosfato em pH 6,4
(pois se obteve o maior valor de K). Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apos
quantificacao pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido no estudo de
tempo de contato para solugdes com concentracdes de 125 ug mL™ de albumina bovina e
1,0% (v/v) de Triton® X-114, 0,5% (m/v) de Brij® 35 e 8,0% (m/v) de sulfato de aménio,
todos em tampéo fosfato 0,1 mol L-' pH 6,4. N = 6.

Tempo de contato  Concentracao protéica na fase

K
(min) pobre (ng mL™")
10 88+3 0,39 £ 0,05
20 82+5 0,56 £ 0,08
30 772 0,62 £ 0,05
40 82+ 1 0,52 £0,02
50 779 0,6 +0,2
60 82+4 0,53 £0,08
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Pode-se observar que trabalhando em pH 6,4 obtém-se valores de K
estatisticamente iguais, com um valor médio para a concentracdo protéica
presente na fase pobre de (81 +4) ugmL™”, o que representa uma eficiéncia de
extracao situada entre 30 e 38%.

Pode-se justificar este aumento na eficiéncia de extracdo, frente aos
sistemas compostos apenas pelos surfactantes da familia Triton® devido a
possivel interacdo da albumina com os grupamentos oxietileno das moléculas de
Brij® 35, tendo-se um 6timo em pH 6,4. Nao se pode desprezar o fato de que este
surfactante apresenta 23 grupamentos oxietileno, razado pela qual foi escolhido
para o estudo, o que possibilita a formacdo de interagdes mais efetivas
envolvendo micelas e as proteinas.

Mesmo com a possibilidade de maior interagdo entre proteinas e micelas, a
dindmica destes agregados em solucdo também deve ser considerada para
justificar os baixos valores de extracao obtidos. As micelas formadas, neste caso,
apresentam comportamento totalmente distinto quando comparadas ao sistema
que utiliza apenas Triton® X-114 [115]. Como exemplo, surfactantes da familia
BRIJ® ndo apresentam nenhum grupamento fenila em sua cadeia, o que poderia
acarretar em uma reducdo no numero de sitios de ligacdo com regides
hidrofébicas das proteinas [116]. No entanto, a auséncia deste grupamento faz
com que sua cadeia de hidrocarbonetos apresente maior mobilidade
conformacional, podendo facilitar as interacbes com determinadas regides da
proteina. Assim, ndo basta apenas considerar a dimensdo das cadeias de
surfactantes; deve-se, também, levar em conta a dindmica micelar presente no

meio.
4.1.3. Avaliacdo do sistema utilizando Tween® 80 e Triton® X-114
A complexidade estrutural apresentada pela molécula de Tween® 80 pode

ser interessante pelo fato de promover, de maneira mais efetiva, a interacao

envolvendo albumina e micelas. No entanto, esta complexidade possui um ponto
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negativo, uma vez que implica em regiées da molécula que também podem
interagir com o solvente (agua), elevando o seu ponto nuvem para 66 <.

Desta forma, partiu-se para utilizacdo de uma mistura contendo Tween® 80
e Triton® X-114. Novamente, o Triton® atuaria como agente responsavel pela
reducédo do ponto nuvem de maneira mais pronunciada, possibilitando a formacao
de um sistema no qual a separacdo de fases ocorresse sob condicoes
compativeis do ponto de vista biol6gico.

Realizou-se um estudo no qual a concentragéo de Triton® X-114 foi mantida
constante em 1,0% (v/v), enquanto a concentracdo de Tween® 80 variou no
intervalo de 0,1 a 0,5% (v/v). O grafico da Figura 17 apresenta os resultados para
este estudo.

Como esperado, pdde-se observar que a adicdo de Tween® 80 as solugdes
contendo 1,0% (v/v) de Triton® X-114 resulta na elevacdo do ponto nuvem. Para
misturas nas quais se realizou a adicdo de 0,5% (v/v) do surfactante Tween® 80
obtém-se a turvacdo da solucdo a ca. 43 °C, em virtude das micelas formadas

apresentarem caracteristicas mais pronunciadas do surfactante Tween® 80.
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Figura 17. Gréafico apresentando o ponto nuvem em fungéo da concentragdo de Tween®
80, mantendo fixa para todos os tubos a concentragéo de Triton® X-114 em 1,0% (v/v) na
presenga de 125 yg mL™" de albumina bovina, todos em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,2.
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Para prosseguir avaliando o comportamento do sistema contendo a mistura
entre os dois surfactantes, optou-se por utilizar aquela que apresentou a maior
proporcao estudada de Tween® 80, que consistiu na mistura 0,5% (v/v) Tween® 80
e 1,0% (v/v) Triton® X-114.

Passou-se a avaliar o ponto nuvem para diferentes concentracdes das
misturas de surfactantes, mantendo-se fixa a proporcdo entre eles. Segundo
dados da Tabela 12, p6de-se observar que a alteragcdo na concentracao dos
tensoativos, mantendo-se fixa a proporcao entre eles, nao resultou em alteracoes
na temperatura em que ocorreu a turvacao das solugdes, com valores de ponto

nuvem que puderam ser considerados estatisticamente iguais.

Tabela 12. Ponto nuvem para solucdes contendo Triton® X-114 e Tween® 80 em
diferentes propor¢des, mantendo-se fixa a proporcao entre os mesmos.

Mistura de surfactantes Ponto nuvem / °C
1,0% (v/v) Triton® X-114 / 0,5% (v/v) Tween® 80 43,5+0,5
2,0% (v/v) Triton® X-114 /1,0% (v/v) Tween® 80 445 +0,5
3,0% (v/v) Triton® X-114 / 1,5% (v/v) Tween® 80 445+0,5
4,0% (v/v) Triton® X-114 / 2,0% (v/v) Tween® 80 44.0+0,5

Assim, para as quatro condi¢cdes apresentadas na Tabela 12, realizou-se
um estudo avaliando a redugdo do ponto nuvem frente a adicdo de eletrdlitos.
Para tanto, utilizou-se o cloreto de sdédio. O resultado obtido é apresentado no
grafico da Figura 18.

Observando-se o perfil de reducdo do ponto nuvem, nota-se uma
diminuicdo na temperatura de turvacdo, semelhante para todas as solucdes,
reforcando a idéia de que para todas as concentracdes estudadas tém-se

sistemas com agregados micelares semelhantes.
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Figura 18. Grafico apresentando o ponto nuvem em fungdo da concentragdo de cloreto
de sédio, para solugdes contendo Triton® X-114 / Tween® 80 nas respectivas proporgées:
—o—1,0% (V/v) / 0,5% (v/v); —=— 2,0% (v/v) / 1,0% (v/v); 3,0 % (v/v) /1 1,5% (v/v);
—7— 4,0% (V/V) / 2,0% (v/v). Todas as solugdes encontram-se na presenca de 125 yg mL™"
de albumina bovina e tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

Outro aspecto que deve ser mencionado relaciona-se com o fato deste
estudo ter sido conduzido utilizando cloreto de sédio como eletrdlito e ndo o
sulfato de amédnio. A aplicagcdo de NaCl apresenta um ponto positivo, que se
relaciona com o fato deste sal apresentar um comportamento “menos agressivo”
frente a amostras reais, no sentido de ndo gerar uma possivel precipitacao
indesejada das proteinas durante o processo de extracdo, uma vez que 0s ions
deste sal apresentam menor capacidade para neutralizar cargas de residuos
laterais de proteinas, minimizando problemas de precipitacdo indesejada.

Assim, passou-se a avaliar as solu¢cées com as concentragdes indicadas,
anteriormente, na Tabela 12, mas com a adicao de 10,0% (m/v) de NaCl em cada
um. Neste caso, a formacao do ponto nuvem situa-se no intervalo de temperatura

de 24,5 a 26,0 °C. A Figura 19 traz os resultados obtidos para este estudo.
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Figura 19. Grafico apresentando o coeficiente de particdo em funcao da concentracao de
Triton® X-114 para solugdes contendo misturas dos tensoativos Triton® X-114 e
Tween®80, de acordo com as proporcdes apresentadas na Tabela 12, na presenca de
125 ng mL' de albumina bovina, 10,0% (m/v) de cloreto de sodio, em tampao fosfato
0,1 mol L' pH 7,2.

Pelo resultado apresentado no grafico da Figura 19, observa-se um
aumento na eficiéncia de extragdo da albumina para a fase rica em surfactante de
22% para ca. 37% a medida que a proporcdo total da mistura Triton® X-114 /
Tween® 80 sofre acréscimo de 1,0% (v/v) / 0,5% (v/v) para 4,0% (V/v) / 2,0% (v/v),
respectivamente.

De maneira distinta ao sistema contendo apenas Triton® X-114, no qual o
aumento na concentracdo do agente tensoativo resultou na reducédo dos valores
de coeficiente de particdo, a presenca de Tween® 80, em concentragdes
crescentes, implica na inser¢cdo de uma série de grupamentos que possibilitam a
interacao efetiva com residuos laterais de aminoacidos que compdem a albumina.

O grupamento que apresenta maior influéncia neste processo continua
sendo os grupos oxietileno. Tais estruturas também podem se apresentar na
forma do ion oxénio, em menor proporcdo, mas em ambos 0s casos interagem
com as proteinas via ligacbes de hidrogénio [117]. Outros grupamentos que

também estdo presentes e que podem contribuir para aumentar a eficiéncia de
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extracdo consistem em carbonilas e elétrons localizados em sistemas &, também
presentes na molécula de Tween® 80 [117].

Para avaliar se o pH do meio seria capaz de elevar a eficiéncia de extracao,
optou-se por prosseguir o trabalho com a condicdo que proporcionou a maior
extracao de proteina para a fase rica em surfactante, que neste caso consistia em
solugcdes contendo 3,0% (v/v) de Triton® X-114 e 1,5% (v/v) de Tween® 80 na
presenca de 10,0% (m/v) de NaCl. A Tabela 13 apresenta os resultados do

estudo, que foi realizado no intervalo de pH situado entre 5,0 e 7,6.

Tabela 13. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apos
quantificacdo da mesma pelo método de Bradford, e seus respectivos coeficientes de
particdo, para solugdées com concentracdes de 3,0% (v/v) de Triton® X-114, 1,5% (v/v) de
Tween® 80, 10,0% (m/v) de NaCl e 125 pg mL™ de albumina bovina em tampao fosfato
0,1 mol L™ com pH variando entre 5,0 e 7,6. N = 6.

Concentracao protéica na fase

pH do meio ] K
pobre (ug mL™)
5,0 88+15 0,46 + 0,08
6,4 71+£10 0,77 £ 0,07
6,8 84+5 0,50 £ 0,02
7,2 76 + 1 0,66 + 0,01
7,6 86+8 0,47 £ 0,04

Observa-se que a alteragcdo do pH do meio nao resultou em nenhuma
tendéncia estatisticamente significativa para a extracdo de proteinas nas
diferentes condicdoes avaliadas, obtendo-se um sistema onde a eficiéncia de
extracdo para a fase rica em surfactante situou-se em torno de 35%. Assim como
observado nos sistemas apresentados anteriormente, que utilizavam apenas
surfactantes ndo-ibnicos ou misturas de surfactantes ndo-ibnicos, nota-se que o
pH n&o apresenta influencia sobre o processo de extragdo. Neste caso, ocorrem
apenas alteracdes na carga liquida da proteina, o que nao é suficiente para que

estas interajam de maneira mais efetiva com as micelas formadas.
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O tempo de contato entre proteinas e micelas também foi outro ponto
avaliado. Os resultados obtidos para este estudo sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apos
quantificacao pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo, obtidos no estudo de
tempo de contato para solucdes com concentragdes de 125 pg mL™' de albumina bovina
na presenca de 3,0% (v/v) de Triton® X-114, 1,5% (v/v) de Tween® 80 e 10,0% (m/v) de
NaCl, todos em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 foram avaliados. N =6.

Tempo de contato Concentracao protéica na fase K
(min) pobre (ng mL™")
10 93+9 0,40+0,13
20 110+ 14 0,15+ 0,11
30 116+7 0,13+ 0,08
40 111+ 7 0,18 + 0,07
50 112+ 7 0,16 + 0,07

Embora o estudo realizado para avaliar o pH do meio tenha mostrado a
pequena influéncia deste parametro no processo de extracao, a questao do tempo
de contato mostra que interagdes envolvendo as proteinas e os agregados
existem e causam mudancas nos valores de coeficiente de particdo. Pode-se
observar que, ao longo do tempo, os valores de K foram reduzidos, passando de
ca. 0,40 quando a mistura era mantida sob a temperatura de 30 °C por 10 min,
para algo entre 0,13 e 0,18 no intervalo de 20 e 50 min, indicando um valor médio
de extracdo de albumina para a fase rica em surfactante de ca. 10%. Nesta
hip6tese, o aquecimento da solugcdo a 30 °C por periodos prolongados poderia
estar resultando em alteragdes na reologia do sistema, implicando em interacoes

menos efetivas dos agregados com as proteinas.
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4.1.4. Avaliacao do sistema produzindo micelas mistas de SDS e
Triton® X-114

Na tentativa de se obter um sistema que apresentasse caracteristicas
provenientes de mondémeros de SDS e possibilitar a separacdo de fases em
temperaturas biocompativeis, realizou-se a mistura de SDS com um surfactante
nao-idnico, neste caso o Triton® X-114.

No primeiro estudo realizado, avaliou-se a adicdo de diferentes
concentracdes de SDS a uma solucdo com concentracio fixa de Triton® X-114 em
1,0% (v/v). Construiu-se um gréafico a partir deste experimento, que é apresentado
na Figura 20.

Para concentracdes superiores a 0,3% (m/v) de SDS, obtém-se valores de

ponto nuvem que sao superiores a 66 T e ndo pudera m ser determinados.
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Figura 20. Grafico apresentado o ponto nuvem para a mistura Triton® X-114 e SDS em
tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 na presenga de 125 ug mL™ de albumina em funcgéo da
concentracdo de SDS, mantendo-se fixa em 1,0% (v/v) a concentracdo de Triton® X-114 e
variando a concentragdo de SDS no intervalo de 0 a 0,3% (v/v).

Observa-se que dois efeitos antagdnicos atuam neste sistema: o primeiro

deles pode ser observado quando o SDS se apresenta em baixas concentracoes
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(entre 0,1% e 0,2% m/v). Nestas condi¢des, o tensoativo atua como co-surfactante
reduzindo o ponto nuvem em um efeito similar aqueles apresentados pelos sais:
como o SDS apresenta o contra-ion sédio, bem como carga negativa em sua
porcao polar, atua desidratando os grupamentos oxietileno, resultando na reducao
da temperatura de turvacéo. Existem dados na literatura [101] que descrevem um
comportamento analogo ao observado neste sistema, mas utilizando um polimero
contendo grupos oxietileno, sendo que as faixas de concentragdo obtidas séo
muito préximas daquelas observadas neste trabalho.

Em concentracbes superiores a 0,2% (m/v) comecam a predominar as
caracteristicas do SDS nas micelas formadas, havendo a elevagdo do ponto
nuvem de maneira bastante pronunciada.

Optou-se por prosseguir utilizando um sistema que apresentasse a
separacao de fases a uma temperatura biocompativel. As duas opgdes seriam os
sistemas com 1,0% (m/v) de Triton® X-114 na presenca de 0,1 ou 0,2% (m/v) de
SDS. Como j& haviam sido testados anteriormente sistemas contendo apenas
surfactantes nao-idnicos, optou-se por utilizar o sistema com 0,2% (m/v) de SDS,
visto que este apresenta uma maior concentra¢ao do surfactante idnico.

Desta forma, passou-se a avaliar diversas concentra¢des desta mistura de

surfactantes, mantendo-se fixa suas proporcoes, de acordo com a Tabela 15.

Tabela 15. Proporcdes avaliadas para misturas contendo Triton® X-114 e SDS na
presenca de 125 pg mL™ de albumina, em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

Triton® X-114 SDS
% (v/v) % (m/v)
1,0 0,2
2,0 0,4
3,0 0,6
4,0 0,8
5,0 1,0
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Os resultados obtidos para este estudo sdo apresentados no grafico da
Figura 21.
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Figura 21. Grafico exibindo o ponto nuvem em funcdo da concentragdo da mistura
Triton® X-114 e SDS para tubos contendo 125 ug mL™" de albumina, em tamp&o fosfato
0,1 mol L' pH 7,2. A abscissa do grafico exibe apenas a concentracdo de Triton® X-114.

Pode-se observar que para as propor¢oes avaliadas, consegue-se trabalhar
com temperaturas abaixo de 30 °C até a proporcdo de 4,0% (m/v) Triton® X-114 e
0,8% (v/v) SDS.

Partindo destes resultados, passou-se a avaliar o comportamento de
extragcdo para as quatro condigdes em que a separacdo de fases ocorria em
temperaturas abaixo de 30 C, ou seja, para as cond icdes contendo de 1,0 a 4,0%
(v/v) de Triton® X-114 na presenca de 0,2 a 0,8% (m/v) de SDS, respectivamente.

Quando este estudo foi iniciado, notou-se que, aparentemente, a separacao
de fases néo se dava de maneira completa, visto que a fase pobre em surfactante
permanecia ligeiramente turva, dando a impressdo de apresentar uma
concentragcdo de surfactante muito superior a CMC. A literatura [17] descreve que
sistemas envolvendo micelas com cargas podem apresentar uma fase pobre em
surfactante com concentracdo relativamente alta de mondémeros frente aos
sistemas que utilizam apenas surfactantes nao-ibnicos. Assim, passou-se a

adicionar em cada tubo 1,0% (m/v) de cloreto de sodio, o que possibilitou a
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separacdo mais efetiva das fases apds a centrifugacdo (pbde-se notar uma
reducdo na turvagao da fase pobre em surfactante).

Os resultados obtidos para o estudo de concentragdes em tubos contendo
1,0% (m/v) de NaCl sao apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Grafico representando o coeficiente de particdo em funcao da concentracédo
dos surfactantes Triton® X-114 e SDS para solugdes contendo 125 ug mL" de albumina
bovina e 1,0% (m/v) de cloreto de sédio, utilizando tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2. A
abscissa do grafico exibe apenas a concentracéo de Triton® X-114.

Avaliando os dados obtidos pode-se perceber que, de maneira analoga ao
sistema que continha apenas Triton® X-114, a eficiéncia de extragdo tende a ser
reduzida a medida que ocorre aumento na concentracdo de surfactante. Assim,
quando se atinge 4,0% (v/v) de Triton® X-114 j& se encontra praticamente toda a
albumina na fase pobre em tensoativo.

Seguindo o raciocinio adotado nos sistemas anteriores, como a eficiéncia
maxima de extracdo nao ultrapassou ca. 25% para a condicdo onde se tinha
2,0% (v/v) de Triton® X-114 e 0,4% (m/v) de SDS, o que corresponde a uma razio
de distribuicao de 0,35, optou-se por seguir avaliando o sistema que apresentava
4,0% (v/v) de Triton® X-114 e 0,8% (m/v) de SDS e, desta forma, buscar manter
toda a proteina na fase pobre em surfactante. Realizou-se um estudo para avaliar
a influéncia do pH do meio na extracao. Os resultados podem ser observados no

grafico da Figura 23.
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Figura 23. Grafico representando o coeficiente de particao em fun¢ao do pH do meio para
solucdes contendo 125 pug mL™" de albumina bovina na presenca de Triton® X-114 4,0%
(v/v), 0,8% (m/v) de SDS e 1,0% (m/v) de cloreto de sodio. N = 6.

Avaliando os dados obtidos, observa-se que a reducdo do pH, para um
valor préximo ao ponto isoelétrico da albumina, resulta em uma marcante
elevacao na eficiéncia de extracdo do sistema para ca. 70%, sendo notéria a
contribuicdo do SDS neste processo. Tal fato ocorre como conseqiéncia da
reducdo de cargas na proteina, possibilitando uma interagdo mais efetiva desta
com as micelas. Neste caso, em pH 5,0, a carga liquida da proteina é zero. No
entanto, neste pH, ainda existem residuos laterais de aminoacidos que
possibilitam a existéncia de interagdes eletrostaticas envolvendo albumina e as
micelas.

A principio, ndo se esperava obter uma melhora na eficiéncia de extragdo
com a reducdo do pH do meio para valores proximos ao ponto isoelétrico da
proteina, uma vez que relatos da literatura [118] evidenciam uma reducao nas
constantes de associacédo para formacao de complexos envolvendo a albumina e
surfactantes idnicos nestas condicdes. Tal reducao é resultado da estrutura mais
compacta da proteina e conseqlente menor exposicdo de algumas de suas
cavidades ao meio externo, o que dificulta a interacdo com as moléculas de

surfactante.
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No entanto, ndo se pode esquecer que, embora este efeito exista, também
ocorre a reducao da solubilidade da proteina quando se trabalha proximo ao ponto
isoelétrico, o que facilita a migracdo da albumina para a fase rica em tensoativo,
por se tratar de um meio mais hidrofébico.

Assim, embora as interacdes eletrostaticas existam em menor nimero a pH
5,0, elas seréao suficientes, para que, juntamente com a reducéo na solubilidade da
molécula protéica, promovam a extracao.

Posteriormente, para estudos de tempo de contato, passou-se a trabalhar
com o sistema contendo 4,0% (v/v) de Triton® X-114, 0,8% (m/v) de SDS e 1,0%
(m/v) de cloreto de sédio, porém, utilizando tampao fosfato em pH 5,0. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 16. Especificamente, neste teste,
quantificou-se a fase rica em surfactante pelo fato de ser a fase com maior teor

protéico.

Tabela 16. Concentracdo protéica média obtida na fase rica em surfactante, apos
quantificacdo pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido no estudo de
tempo de contato para solugdes com concentracdes de 125 ug mL™ de albumina bovina e
4,0% (v/v) de Triton® X-114, 0,8% (m/v) de SDS e 1,0% (m/v) de NaCl, em tampéo fosfato
0,1 mol L" pH 5,0. N = 3.

Tempo de contato Concentracao protéica na fase

(min) rica (ug mL™) :
10 95+7 3,2%+0,9
20 95 +1 3,2+0,2
30 92 +1 2,8+0,2
40 92+2 2,8+0,2
50 98+3 3,605

Obteve-se como resultados, valores de coeficiente de particdo que
oscilaram entre 3,6 e 2,8. Comparando, entao, os teores protéicos na fase rica, em
ug mL" (Tabela 16), observa-se que tais resultados ndo apresentam diferencas
estatisticas significativas ao se aplicar o teste estatistico de andlise de variancia

em grupo [92], demonstrando que a presenca de micelas carregadas
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negativamente nao ird resultar no aumento da eficiéncia de extracao ao longo do
tempo.

Realizou-se, posteriormente, um estudo de tempo de contato para avaliar a
questdo da eficiéncia de extragdo do sistema contendo 1,0% (v/v) de Triton® X-
114, 0,2% (m/v) de SDS e 1,0% (m/v) de NaCl em pH 5,0. Baseando-se nos
dados da Figura 22, acreditava-se que a eficiéncia de extracao utilizando estas
concentragdes de surfactante elevariam ainda mais os valores de coeficiente de
particdo, uma vez que os valores de K eram maiores. A Tabela 17 apresenta os
dados de concentracao e coeficiente de particao para as extracdes realizadas sob

estas novas condigdes.

Tabela 17. Concentracdo protéica média obtida na fase rica em surfactante, apoés
quantificacdo pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido em estudo de
tempo de contato para solugdes com concentracdes de 125 ug mL™ de albumina bovina e
1,0% (v/v) de Triton® X-114, 0,2% (m/v) de SDS e 1,0% (m/v) de NaCl, em tampao fosfato
0,1 mol L" pH 5,0. N = 6.

Tempo de contato  Concentracao protéica na fase

K
(min) rica (ug mL™)
10 61+£3 0,94 £ 0,09
20 48 £+ 1 0,63 = 0,01
30 57 £1 0,81 £ 0,02
40 59+2 0,91 +£ 0,06
50 56+7 0,83+0,18

Como resultados deste estudo observa-se que a eficiéncia de extracéo para
a fase rica em surfactante é reduzida quando se utiliza o sistema contendo
1,0% (viv) de Triton® X-114 e 0,2% (m/v) de SDS. A resposta para este
comportamento pode se dar por meio da avaliacgdo do sistema sob duas
perspectivas. A primeira delas, leva em consideragdo a presenca de Triton® X-
114. Devido a concentracao quatro vezes menor deste surfactante no meio,
quando comparado ao sistema que contém 4,0% (v/v), tem-se favorecida a
extracdo de proteinas para a fase rica, em um comportamento similar aquele

apresentado na Figura 22.
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Avaliando o sistema sob o ponto de vista do surfactante ibnico, péde-se
observar que, na presenca de 0,8% (m/v) de SDS, o sistema apresentou
caracteristicas mais pronunciadas deste surfactante. Tal fato foi comprovado
avaliando o grafico da Figura 21, no qual se obteve um aumento gradual da
temperatura de turvacdo a medida que a concentragdo dos surfactantes
aumentava. Consequientemente, o aumento na concentracdo de SDS proporciona
aumento na eficiéncia de extracao.

Desta forma, tem-se dois efeitos antagdnicos influenciando no processo de
extracdo: o primeiro deles relaciona-se com a redugéo dos coeficientes de particao
em funcdo do aumento da concentracdo de Triton® X-114, enquanto o segundo
esta ligado ao aumento do coeficiente de particdo em funcdo da elevacdo na
concentracdo de SDS. No caso da solugdo contendo 1,0% (v/v) Triton® X-114 e
0,2% (m/v) SDS, o efeito atribuido ao Triton® X-114 ir4 se sobrepor aquele
apresentado pelo SDS, justificando a menor eficiéncia de extracdo quando se
trabalha com o sistema em menores concentragdes, mas em pH 5,0.

Realizou-se, também, uma avaliacdo do sistema contendo 4,0% (v/v) de
Triton® X-114 e 0,8% (m/v) de SDS, mas em tampao fosfato 0,2 mol L™ pH 5,0
(consistindo no dobro da concentracao utilizada até entdo), mas na auséncia de
cloreto de sédio. Neste caso, a separagao de fases ja era possivel mesmo a 5 °C.
A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos para trés tubos distintos de mesma
COMpOosiGao.

Tabela 18. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apos
quantificacao pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido para solu¢des
com concentragdes de 125 ng mL" de albumina bovina e 4,0% (v/v) de Triton® X-114 e
0,8% (m/v) de SDS, em tampao fosfato 0,2 mol L™ pH 5,0, sem adicéo de NaCl. N = 6.

Identificacao do Concentracao protéica na fase K
tubo pobre (ug mL™)
A 13+ 1 8,9%0,5
B 12+ 1 9,6 0,6
C <LQ* -

* < limite de quantificagdo — 11,4 pg mL™".
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Pode-se notar que para o sistema no qual ndo se adiciona NaCl conseguiu-
se uma eficiéncia de extracdo ainda maior para a fase rica em surfactante.
Removeu-se a albumina de maneira bastante satisfatéria, atingindo valores
minimos de extracao que ficam em torno de ca. 90%, mesmo com a obtencao, ao
final do processo de separacdo, de uma fase pobre em surfactante com aparéncia
ligeiramente turva, fornecendo indicios da presenca de uma concentracdo do
tensoativo relativamente alta frente aos demais sistemas estudados. Desta
maneira, a hipotese de que a presenca de surfactante em maior concentragéo na
fase pobre causaria reduzir a extracdo das proteinas para a fase rica nao foi
confirmada.

O aumento na eficiéncia de extracao, neste caso, justifica-se em termos da
carga liquida das micelas formadas. A adicao de NaCl neutraliza parcialmente as
cargas negativas da micela, impedindo a interacao eletrostatica das moléculas de
SDS com a albumina, reduzindo, assim, a eficiéncia de extracao.

Para confirmar a importancia da carga das micelas na extracao, conduziu-
se um estudo em pH 4,3 (simplesmente dissolveu-se a albumina em uma solucao
0,2 mol L™ de diidrogenofosfato de potassio). Como resultado, observou-se que a
concentracdo de albumina na fase pobre permanecia em niveis baixos (abaixo do
limite de quantificacao para o método de Bradford), indicando que a extracado de
albumina para a fase rica continuava com eficiéncia superior a 90%. Como em pH
4,3 esta proteina apresenta carga positiva, passara a interagir de maneira mais
efetiva com as micelas formadas (que terdo carga negativa). Assim, mesmo
apresentando uma estrutura menos compacta, ela permanecera na fase rica em

tensoativo devido a interacdes eletrostaticas com os agregados formados.

4.1.4.1. Influéncia da temperatura na eficiéncia de extracao do sistema
SDS / Triton® X-114

Prosseguindo a avaliagdo do sistema composto pela mistura de Triton® X-
114 4,0% (v/v) e 0,8% (m/v) de SDS em tampao fosfato 0,2 mol L™ pH 5,0,

realizou-se um estudo para avaliar a influéncia da temperatura sobre a eficiéncia
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de extracdao. Como nestas condi¢cdes era possivel obter o ponto nuvem a 5,0 °C,
realizou-se o estudo avaliando tubos mantidos sob termostatizacao durante 10 min
nas temperaturas de 6,0, 25,0 e 30,0 °C. Os resultados obtidos podem ser
observados na Tabela 19.

Tabela 19. Concentragao protéica média obtida nas fases pobres em surfactante, apés
quantificacdo das mesmas pelo método de Bradford, e seus respectivos coeficientes de
particio, obtidos para solucdes com concentracdes de 125 ug mL" de albumina, 4,0%
(v/v) de Triton® X-114, 0,8% (m/v) de SDS em tampao fosfato 0,2 mol L pH 7,2 a
procedimentos de separagao de fases conduzidos a 6,0; 25,0 e 30,0 °C. N = 6.

Temperatura Concentracao protéica na fase K
(°C) pobre (ug mL™)
6,0 24 £ 2 42+04
25,0 13+5 13+ 4
30,0 < LQ* 10+ 4

* < limite de quantificagdo — 11,4 ug mL™.

A partir dos valores de K apresentados na Tabela 19 e aplicando a equacgéao
de van’'t Hoff (equagéo iv), calculou-se a variagdo de entalpia associada ao
processo de particdo da albumina. Para tanto, fez-se uso dos valores de K
nas temperaturas de 6,0 e 30,0 T, que forneceram um valor de AH® de ca.
8 kcal mol™.

O valor da Energia Livre de Gibbs para o sistema a 25 °C (AG°) também foi

estimado por meio da relagdo apresentada na equagao (xii).

AG’ =-RTInK (xii)

Fazendo uso do valor de K nesta temperatura, obteve-se o valor de AG® de
ca. -1,2 Kcal mol™.

Neste caso, o célculo da entropia envolvida no processo deixa de ser
significativo, uma vez que se devem aplicar os valores de AH° e AG® calculados
anteriormente, e que ja sdo uma estimativa. No entanto, pelo fato do processo
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apresentar-se endotérmico e possuir um valor de Energia Livre negativa, pode-se
dizer que sera entropicamente favorecido (AS° > 0).

Tais resultados vém colaborar para um melhor entendimento com relacao
aos mecanismos envolvidos neste processo de particao. O fato da transferéncia
da albumina para a fase rica em surfactante apresentar-se como um processo
endotérmico, favorecido entropicamente, sugere a ocorréncia de interacdes
envolvendo residuos hidrofébicos das proteinas com regides também hidrofébicas
das moléculas de tensoativo [49]. A literatura [50] reporta a reducao do valor de
AH° para a extracdo de albumina a medida que polimeros com massas molares
crescentes sdo utilizados para sua extracao, fato que pode ser justificado como
uma conseqliéncia da diminuicdo da interacdo dos residuos hidrofébicos da
proteina com surfactantes, causado pelo maior impedimento estérico.

Para o sistema proposto, a presenca de interacées envolvendo residuos
hidrofébicos apresenta-se como uma explicacdo plausivel para os elevados
valores de K, uma vez que se espera obter a desnaturacdo da proteina na
presenca de um surfactante iénico, resultando na exposicao, para 0 meio aquoso,
de uma série de residuos laterais hidrofébicos dos aminoacidos. Como em pH 5,0
a solubilidade da molécula protéica é reduzida, esta tende a migrar para o meio

que apresenta maior hidrofobicidade, ou seja, a fase rica em tensoativo.
4.1.5. Avaliacdo do sistema utilizando CTAB / Triton® X-114

A avaliacao de um sistema que possuia em sua composicao apenas CTAB
nao se apresentou viavel. A carga positiva apresentada pelos monémeros deste
surfactante em sua porcdo polar impossibilitou sua aplicacdo em sistemas
aquosos de duas fases sob condi¢cdes biocompativeis. Desta forma, assim como
havia ocorrido para o sistema contendo SDS, realizou-se a adi¢do de Triton® X-
114, buscando obter a separacdo de fases em temperaturas préximas da
ambiente.

Para iniciar, avaliou-se a concentracdo de CTAB entre 0,2 e 1,0% (m/v),

mantendo-se fixa a concentracdo de Triton® X-114 em 1,0% (v/v). Como resultado
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para este estudo, observou-se que, para nenhum dos tubos avaliados atingia-se
temperaturas de separacdo de fases inferiores a 65 °C. Desta forma, pode-se
observar que, de modo diferente do SDS, o surfactante CTAB nao atua como co-
surfactante do Triton® X-114, mesmo em baixas concentracdes, ndo se
observando nenhuma reducao na temperatura de turvacao.

Desta forma, teve que se fazer uso, novamente, de um estudo envolvendo
sulfato de amdnio para se obter o ponto nuvem a temperatura compativel. As
concentragdes iniciais dos surfactantes foram mantidas fixas em 0,2% (m/v) para o
CTAB e 1,0% (v/v) para o Triton® X-114.

O grafico apresentado na Figura 24 mostra os resultados obtidos para este
teste, no qual se pode observar o ponto nuvem em funcdo da concentracao de
eletrolito. Nota-se que, com a adicao de 8,0% (m/v) do referido sal, consegue-se
obter a separacao de fases em temperatura abaixo de 30 °C.

X
35 - \
\

30 1

3 \%

Ponto nuvem / °C

20 1

0 7 T T T T T T T T T T T T
0 2 3 4 5 6 7 8

Concentragao do eletrélito / % (m/v)

Figura 24. Ponto nuvem em fungao da concentracao de sulfato de amoénio para solugdes
contendo 0,2% (m/v) de CTAB e 1,0% de Triton® X-114 na presenca de 125 pg mL™" de
albumina bovina em tamp3ao fosfato 0,1 mol L' pH 7,2. N = 3.

Como caracteristica distinta frente a todos os outros sistemas avaliados
anteriormente, pode-se observar que ndao se consegue obter repetibilidade para a

temperatura em que ocorre a separagdo de fases (considerando a taxa de
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aquecimento avaliada). Observa-se que, com a adicao de 6,0% (m/v) de sulfato de
amodnio ja se consegue obter a separacao de fases préxima de 30 °C, com valor
médio de (32 + 6) °C. O mesmo comportamento foi observado para solugdes
contendo 7,0% e 8,0% (m/v) do referido sal, onde o ponto nuvem era formado com
temperaturas médias de (27 £ 6) °C e (21« 3) °C respectivamente.

Optou-se por continuar avaliando o sistema na presenca de 8,0% (m/v) de
(NH4)2SO4 uma vez que se obtiveram as menores temperaturas para o processo
de separacdo de fases. Concentracdes crescentes de Triton® X-114 e CTAB
foram, entdo, avaliadas, mantendo-se fixa a proporcdo entre os dois. As
composicdes dos tubos avaliados sdo apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20. Composicédo das misturas de Triton® X-114 e CTAB, utilizadas no estudo para
avaliacdo da formagédo do ponto nuvem em fungdo da concentracdo da mistura entre
estes dois surfactantes. Todos os tubos possuiam em sua composicao 8,0% (m/v) de
sulfato de aménio e 125 pg mL™" de albumina bovina em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH
7,2.

Tubo Mistura de surfactantes
A 1,0% (v/v) Triton® X-114 / 0,2% (m/v) CTAB
2,0% (v/v) Triton® X-114 / 0,4% (m/v) CTAB
3,0% (v/v) Triton® X-114 / 0,6% (m/v) CTAB
(V/v) (m/v)
(V/v) (mAv)

4,0% (v/v) Triton® X-114/ 0,8% (m/v) CTAB
5,0% (v/v) Triton® X-114/1,0% (m/v) CTAB

m O O @

Os resultados obtidos para este estudo de concentracao sado apresentados
na Tabela 21. Pode-se observar que, novamente, a questao da repetibilidade é um
problema para o sistema proposto. Para alguns casos, obtiveram-se estimativas
de desvios padrao superiores a 20%, como nos tubos A e E, por exemplo. Uma
possivel causa para esta questdo pode-se relacionar com a baixa robustez do
sistema no que tange a homogeneizacdo das solugcées apds a insercdo das

mesmas no banho termostatizado.
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Tabela 21. Valores médios de ponto nuvem para as solugdes contendo a mistura Triton®
X-114 e CTAB com as concentragdes apresentadas na Tabela 20, todos na presenga de
8,0% (m/v) de sulfato de aménio e 125 pg mL™ de albumina bovina em tampao fosfato
0,imol L' pH 7,2. N = 6.

Tubo Ponto Nuvem (°C)
A 235
B 19+3
C 202
D 17 + 1
E 205

Tubos contendo solugdo com a composicdo de 4,0% (v/v) Triton® X-114 e
0,8% (m/v) CTAB apresentaram os melhores resultados em termos de
repetibilidade, sendo que a estimativa do desvio padrao nao superarou 8%. Além
disso, obteve-se o valor médio de ponto nuvem mais baixo dentre todas as
misturas de surfactantes avaliadas (17 +1) °C. Desta forma, a mistura de
tensoativos com esta concentracdo foi escolhida para dar prosseguimento a
avaliagdo da extracdo de albumina frente aos demais testes.

Realizou-se, em seguida, um estudo para avaliagao da influéncia do pH do
meio na extracdo da albumina. Como pbde ser observado anteriormente, o pH
influencia de maneira pronunciada no mecanismo de extracao quando se tem no
meio a presenga de um surfactante ibnico, como € o caso do SDS. Os resultados
obtidos para este teste sdo apresentados na Tabela 22.

Pode-se observar que, para este sistema, a alteracdo do pH do meio néao
resulta em uma melhora no processo de extracao (Tabela 22). Era de se esperar
que a utilizagdo de um surfactante catiénico resultasse em uma melhora nos
valores de K como consequiiéncia da interacdo envolvendo os mondémeros do
tensoativo carregados positivamente e a proteina que tem carga global negativa, o
qgue nao foi observado. Até mesmo proximo ao ponto isoelétrico da albumina [59],
onde se tem a solubilidade reduzida da proteina em meio aquoso, ndo se obteve

aumento da extracédo para a fase rica em tensoativo.
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Tabela 22. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apés
quantificacdo pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo obtido para solugdes
com concentracdes de 125 pg mL™" de albumina bovina na presenca de 4,0% (v/v) de
Triton® X-114, 0,8% (m/v) de CTAB e 8,0% (m/v) de sulfato de aménio, todos em tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ com pH variando na faixa entre 5,0 e 7,6. N = 6.

Concentracao protéica na fase

pH do meio ] K
pobre (ug mL™)
5,0 77%5 0,63+0,11
55 81+4 0,55+ 0,07
6,4 91+2 0,37 £ 0,03
6,8 69 + 1 0,82 + 0,01
7,2 86+8 0,47 £ 0,14
7,6 81+4 0,54 £ 0,07

Tal comportamento pode ser justificado em termos da elevada
concentracao de eletrélitos adicionada ao meio, situada em 8,0% (m/v) de sulfato
de aménio. Desta forma, os ions do eletrélito apresentam-se ligados, de maneira
temporaria, a superficie micelar, por meio de forcas de Van der Waals ou
eletrostaticas, resultando na neutralizacdo das cargas presentes na superficie da
micela [12]. Ao final, foi obtido um sistema com caracteristicas semelhantes
aquelas apresentadas por sistemas compostos apenas por surfactantes nao-
idnicos, justificando o fato de n&o se conseguir obter valores de coeficiente de
particdo superiores a 1,0, mesmo quando se utilizou pH 5,0.

Por fim, para este sistema também se avaliou a questdo do tempo de
contato. Para tanto, tubos contendo 4,0% (v/v) de Triton® X-114, 0,8% (m/v) de
CTAB e 8,0% (m/v) de sulfato de aménio na presenca de 125 ug mL™ de albumina
em tampao fosfato pH 7,2 foram estudados no intervalo de tempo situado entre 10

e 50 min. Os resultados obtidos para este teste sao apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23. Concentracdo protéica média obtida na fase pobre em surfactante, apés
quantificacdo pelo método de Bradford, e coeficiente de particdo, obtido no estudo de
tempo de contato, para solugdes com concentracdes de 125 pg mL ™' de albumina bovina
na presenca de 4,0% (v/v) de Triton® X-114, 0,8% (m/v) de CTAB e 8,0% (m/v) de sulfato
de aménio, todos em tampéo fosfato 0,2 mol L' pH 7,2. N = 6.

Tempo de contato Conc. fase pobre o o
. P Coeficiente de particao
(min) (ng mL™)
10 71+4 0,83+0,11
20 7512 0,72+ 0,04
30 7116 0,81£0,14
40 7914 0,68 + 0,08
50 80t4 0,68 £ 0,07

De maneira andloga a um sistema composto apenas por surfactantes nao-
idbnicos, pode-se observar que o sistema avaliado ndo apresenta alteracdes
estatisticamente significativas nos valores de coeficiente de particdo, reforcando a
idéia de que o excesso de eletrdlito adicionado ao meio, com o objetivo de reduzir
o ponto nuvem, ira atuar no sentido de neutralizar a carga das micelas. Obtiveram-

se, desta forma, eficiéncias de extracao que se situaram entre 36 e 43%.

4.2. Avaliacao conformacional da albumina, via dicroismo circular,
apos procedimentos de extracao

Apbs apresentacdo dos resultados obtidos para todos os sistemas de
extracdo estudados, passou-se a avaliar as estruturas secundarias da albumina
apos submeté-la aos referidos processos. Até este momento, nenhum dos
sistemas avaliados havia sido escolhido como mais adequado para remocao de
alboumina em plasma sanglineo, uma vez que sistemas apresentando altas

eficiéncias de extracao poderiam resultar em desnaturacdo completa da proteina.
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Os experimentos de dicroismo circular foram conduzidos no intervalo de
comprimentos de onda compreendidos entre 200 e 250 nm, ideal para avaliacéo
das estruturas o-hélice. Para avaliacdo das folhas B, deveria-se estudar
comprimentos de onda abaixo de 200 nm. No entanto, devido a interferéncia
causada pelos surfactantes, mesmo apo6s submeter as amostras a uma etapa
prévia de precipitacao, nao foi possivel realizar analises nesta regido do espectro.

A Figura 25 apresenta um espectro obtido para solucdo de albumina
bovina, utilizada como referéncia, com concentracdo de 1,9 umol L', que foi

apenas diluida em tampéao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

1,0x10*
5,0x10°
0,0-

-5,0x10°

-1,0x10"*

[6] / Graus cm® dmol”

-1,5x10"

-2,0x10*

-2,5X104 T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda / nm

Figura 25. Espectro de dicroismo circular para albumina bovina 1,9 umol L™ na presenca
de tampao fosfato 0,1 mol L. O eixo da ordenada é expresso em residuos principais de
elipticidade molar, sendo que o valor de branco (solugdo tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH
7,2) foi previamente subtraido.

Utilizando os dados obtidos experimentalmente para construcdo da Figura
25, realizou-se o calculo para estimar a porcentagem de cada uma das estruturas

que compdem a proteina em questao. A Tabela 24 apresenta tais resultados.
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Tabela 24. Estimativa da porcentagem de cada uma das estruturas secundarias, para a
albumina em tampé&o fosfato 0,1 mol L' pH 7,2, apds célculos utilizando 4 diferentes
algoritmos.

Estruturas (%)

Algoritmo o-hélice Folha B Voltas B PPII Outras Soma
Selcon 2 61 5 10 6 12 94
Selcon 3 61 6 9 2 23 101
K2D 69 4 - - 27 100
CONTIN 55 0 - - 45 100

Valor médio 62+6 4+3 10 £ 1 4+3 2714 993

A Tabela 24 apresenta, além dos resultados de cada um dos algoritmos
utilizados, o valor percentual médio para cada uma das estruturas. A coluna soma
mostra a soma de todas as estruturas para um determinado método, sendo que
este valor deve se aproximar de 100 (100% das estruturas determinadas). Os
algoritmos dos métodos K2D e CONTIN nao fazem distingdo para as estruturas
voltas B e estruturas PPII™ [119, 120], sendo classificadas como outras estruturas.

Ainda na Tabela 24, pode-se observar que a porcentagem obtida para
estruturas a-hélice corresponde a ca. 62%, 0 que se apresenta bastante coerente
com valores encontrados na literatura, que ficam situados em torno de 61 a 67%
[75, 121].

Embora os resultados para as demais estruturas sejam apresentados, 0s
mesmos ndo sado confiaveis, incluindo os valores obtidos para as folhas 3, uma
vez que nao se avaliaram comprimentos de onda abaixo de 200 nm. Logo, a
discussdo ao longo do texto, enfocara apenas os valores obtidos para as
estruturas a-hélice.

Passou-se, entdo, a avaliar todos os sistemas estudados em suas

condi¢des de concentracao e pH 6timos.

1% SeqUéncia de L-prolinas na conformagao trans (right-handed helix). Estas estruturas
apresentam-se como solugao estrutural no sentido de possibilitar a interagcao interdominio entre
duas proteinas [119, 120].
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4.2.1. Avaliacao dos sistemas empregando surfactantes nao-iénicos

Primeiramente, avaliaram-se as fases pobres dos sistemas contendo
125 uyg mL" de albumina, 6,0% (v/v) de Triton® X-114, na presenca de tampao
fosfato 0,1 mol L pH 7,2 (Sistema A), a fase pobre do sistema contendo 3,0%
(v/v) Triton® X-100 também em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 na presenca de
8,0% (m/v) sulfato de amobnio (Sistema B), bem como a fase pobre do sistema
contendo 0,5% (m/v) BRIJ® 35 na presenca de 1,0% (v/v) Triton® X-114 e
8,0% (m/v) sulfato de aménio em tampéo fosfato 0,1 mol L pH 7,2 (Sistema C).
Vale ressaltar que para estes sistemas a maior parte da albumina era mantida na
fase pobre em surfactante. A Figura 26 apresenta o espectro de dicroismo circular,
com os valores de ordenada ja convertidos para residuos de elipticidade molar.

1,8x10*

1,2x10*

-1

6,0x10°

0,0 -\

2

[6] / Graus cm® dmol

-6,0x10°
-1,2x10°

-1,8x10* S

-2,4x10* -

-3,0x10*

: . : . : . : . :

200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda / nm

Figura 26. Espectro de dicroismo circular, na regiao compreendida entre 200 e 250 nm,
para 1,9 pumol L' de albumina bovina, contida nas fases pobres em surfactante,

submetidas aos processos de extracdo utilizando: —— (Sistema A): 6,0% (v/v) de Triton®
X-114 em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2; — (Sistema B): 3,0% (v/v) de Triton® X-
100 em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2; (Sistema C): 0,5% (m/v) BRIJ® 35, 1,0%

(m/v) Triton® X-114 e 8,0% (m/v) sulfato de aménio em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2;
—— albumina bovina 1,9 umol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

A partir dos espectros, pode-se estimar a porcentagem de o-hélices
presente na albumina para cada sistema. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 25.
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Tabela 25. Estimativa da porcentagem de estruturas a-hélices, para solucbes de
albumina 1,9 pmol L' contida nas fases pobres em surfactante para os sistemas
identificados como A, B e C. Quatro diferentes algoritmos foram aplicados para os
célculos.

Estruturas a-hélice (%)

Algoritmo Sistema A Sistema B Sistema C
Selcon 2 75 64 74
Selcon 3 79 64 87
K2D 81 72 81
CONTIN 69 58 88
Valor médio 76 £5 65+6 836

Comparando os resultados obtidos com a solucéo de referéncia, observa-se
que, para todos os sistemas, a porcentagem de estruturas a-hélice eleva-se: de
ca. 62% para ca. 76% no caso do Sistema A, para ca. 65% no caso do Sistema B
e para ca. 83% no sistema C. Entretanto, este resultado ndo pode ser considerado
como um indicativo de que esteja ocorrendo um aumento nas estruturas a-hélice
da proteina; neste caso, torna-se pertinente comentar duas possiveis justificativas
para este efeito: na primeira delas pode-se citar uma possivel compactacdo da
estrutura protéica, quando esta entra em contato com o surfactante ao longo do
processo de extracdo [122]. Este processo ocorreria como forma da proteina
reduzir a exposi¢cao de residuos hidrofilicos, presentes em sua superficie, do meio,
gue agora possui uma caracteristica hidrofébica mais pronunciada. Uma segunda
possibilidade considera que poderia estar ocorrendo um processo de agregacao
envolvendo as biomoléculas e o tensoativo. A literatura apresenta dados onde séao
observados valores mais negativos para a elipticidade molar na regidao avaliada,
como conseqléncia da interagédo entre albumina e o surfactante [75].

Para os sistemas B e C, deve-se considerar, também, mudangas nas
estruturas secundarias provocadas pela adicdo de eletrélito em grandes
concentragdes. Assim, avaliaram-se possiveis alteracbes conformacionais em
uma solucao contendo 8,0% (m/v) de sulfato de aménio. A Figura 27 apresenta o

espectro de dicroismo circular obtido neste estudo.
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Figura 27. Espectro de dicroismo circular, na regido compreendida entre 200 e 250 nm,
para: — solugao de albumina bovina 1,3 umol L em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,2
na presenca de 8,0% (m/v) de sulfato de aménio; —— solucdo de albumina bovina
1,3 umol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

A andlise dos resultados do espectro da Figura 27 € apresentada na Tabela
26. Nela, pode-se observar uma pequena reducao na porcentagem de estruturas
o-hélice para as moléculas de albumina, de ca. 62 para ca. 56%. Embora, esta
variagao nao apresente diferencas estatisticas significativas ndo se pode deixar de
menciona-la. Este resultado demonstra que a presenca de altas concentragdes de
eletrélito no meio resulta na desnaturacdo parcial da proteina, enfatizando a
hip6tese da ocorréncia de uma possivel agregacao da albumina com o tensoativo.

Tabela 26. Estimativa da porcentagem de estruturas a-hélices, para solugao de albumina
bovina 1,3 pmol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 na presenca de 8,0% (m/v) de
sulfato de aménio. Quatro diferentes algoritmos foram aplicados para os calculos.

Algoritmo Estruturas a-hélice (%)
Selcon 2 52
Selcon 3 52
K2D 60
CONTIN 59
Valor médio 56 +4
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Dando prosseguimento as analises, tem-se agora a discussao com relagéao
ao outro sistema composto por surfactantes nao-ibnicos, que consistia na fase
pobre da mistura composta por 3,0% (v/v) Tween® 80, 1,5% (v/v) Triton® X-114 na
presenca de 10,0% (m/v) de cloreto de sédio em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH
7,2. Os resultados obtidos podem ser observados no espectro da Figura 28 e na
Tabela 27.

Vale ressaltar que, para este sistema, avaliacbes de comprimentos de onda
menores que 204 nm nao eram possiveis em funcao da interferéncia provocada
pelo surfactante presente na fase pobre, mesmo apds realizar uma etapa de
precipitacdo. Mesmo assim, os dados obtidos permitiram realizar uma avaliacao
das estruturas o-hélices, visto que, as duas principais bandas utilizadas para

efeitos de calculos apresentam-se em 208 e 220 nm.

5,0x10°

[6] / Graus cm® dmol’

T T T T T T T T
210 220 230 240 250
Comprimento de onda / nm

Figura 28. Espectro de dicroismo circular, na regido compreendida entre 204 e 250 nm,
para — albumina bovina 1,3 umol L contida na fase pobre em surfactante, apos
submeté-la ao processo de extracdo utilizando 3,0% (v/v) Tween® 80, 1,5% (v/v) de
Triton® X-114 e 10,0% (m/v) de cloreto de sédio em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2;
—— albumina bovina 1,3 umol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.

Foi possivel observar, novamente, pelos dados da Tabela 27, 0 aumento na

porcentagem de estruturas a-hélices da proteina de ca. 62% para ca. 80%. Neste

caso, aplicou-se dois algoritmos para realizar o calculo das estruturas protéicas
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devido a limitagdes com relacdo a faixa de comprimento de onda utilizada nos

calculos.

Tabela 27. Estimativa da porcentagem de a-hélices, para solugdo contendo 1,3 pmol L
de albumina contida na fase pobre em surfactante, submetida ao processo de extracao
utilizando 3,0% (v/v) Tween® 80, 1,5% (v/v) Triton® X-114, 10,0% (m/v) cloreto de sddio
em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2. Dois diferentes algoritmos foram aplicados para os
célculos.

Algoritmo Estruturas a-hélice (%)
Selcon 3 78
K2D 81
Valor médio 80+2

Assim, foi possivel observar que, de maneira semelhante aos demais
sistemas que apresentavam surfactantes nao-ibnicos, ocorre uma elevacdo na
porcentagem de estruturas o-hélice, indicando possivel agregagdo ou

compactacao da albumina em funcéo da presenca de surfactantes no meio.
4.2.2. Avaliacao dos sistemas empregando surfactantes ionicos

Prosseguindo a avaliacdo dos experimentos de dicroismo circular, tem-se,
agora, a discussao referente aos sistemas que utilizavam surfactantes iénicos. O
primeiro a ser discutido consistira nas proteinas presentes na fase rica do sistema
composto por 4,0% (v/v) Triton® X-114 na presenca de 0,8% (m/v) de SDS em
tampéo fosfato 0,2 mol L™ pH 5,0 (Sistema D).

Para avaliacdo deste sistema realizaram-se outros dois estudos: no
primeiro deles determinou-se a porcentagem de estruturas a-hélice presente na
molécula de albumina dissolvida em tampao fosfato 0,2 mol L™ pH 5,0; e o
segundo estudo avaliou o comportamento desta proteina apds a realizagdo de
uma etapa de precipitacdo com acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol para
remocao do excesso de tensoativo. Os espectros obtidos para este estudo podem
ser observados na Figura 29.
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Figura 29. Espectros de dicroismo circular, na regiao compreendida entre 195 e 250 nm,
para solugdes contendo 1,3 pumol L' de albumina bovina: — em tampao fosfato
0,2mol L pH 5,0; — em tampéao fosfato 0,2 mol L pH 5,0 apés precipitacdo com
(NH4)>SO, 0,1 mol L™ em metanol, e para — fase rica do sistema 4,0% (v/v) Triton® X-
114 na presenca de 0,8% (m/v) de SDS em tampéo fosfato 0,2 mol L™ pH 5,0 (Sistema D)
apos precipitacdo com acetato de aménio 0,1 mol L™ em metanol.

Apos avaliagdo das estimativas de estruturas a-hélice, apresentadas na
Tabela 28, pode-se observar que a reducao de pH, bem como aumento da forca
ibnica do tampao utilizado neste sistema de extracdo nao resulta em alteracdes
com relagcdo a porcentagem destas estruturas secundarias na proteina, mantendo-

se em ca. 62%.

Tabela 28. Estimativa da porcentagem de estruturas a-hélice, para solugdes contendo
1,3 umol L™ de albumina utilizando 4 diferentes algoritmos e seus respectivos valores
médios.

Estruturas a-hélice (%)

algoritmo Padraoem pH Padrido apdés Sistema D apds
5,0 precipitacao precipitacao
Selcon 2 58 50 45
Selcon 3 55 51 44
K2D 65 58 60
CONTIN 71 53 50
Valor médio 62 +7 53 +4 50+7
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Com relacao a etapa de precipitacdo com acetato de aménio em metanol,
observa-se que esta resulta em alteracbes na conformacdo secundaria da
proteina, passando-se de ca. 62% para ca. 53% de estruturas a-hélice quando a
albumina é submetida ao agente precipitante.

Tendo agora em maos o comportamento da proteina no tampéao utilizado,
bem como apds o processo de precipitacdo para remocao do surfactante, pode-se
avaliar sua estrutura ap6s submeté-la ao processo de extracao proposto. Segundo
os dados apresentados na Tabela 28, bem como perfil do espectro de dicroismo
circular da Figura 29, pode-se observar que o processo global de extracao seguido
de precipitacao resulta na desnaturacao parcial da proteina (ca. 12% de estruturas
a-hélice).

Comparando os resultados obtidos ap6s submeter a amostra ao processo
de extracdo com a amostra submetida a precipitacdo com acetato de aménio em
metanol, tem-se que a estrutura protéica sofre pequenas alteracdes, ou seja, as
estruturas a-hélice sado reduzidas de ca. 53% para ca. 50%, valores que podem
ser considerados estatisticamente iguais.

Nao se pode afirmar que o agente precipitante seja o Unico responsavel
pela desnaturagédo. Tal processo também ocorre devido a presenca de SDS; no
entanto, como a albumina apresenta certa estabilidade estrutural (devido, por
exemplo, a presenca de 17 ligacoes dissulfeto) [75], a desnaturacao acontece até
uma determinada extensao, seja devido ao surfactante ou ao agente precipitante,
resultando em um processo no qual, ao final, tem-se a proteina parcialmente
conservada, apresentando ca. 50% de estruturas a-hélice em sua estrutura.

Contudo, ndo se pode descartar o fato de que a desnaturacdo esteja
ocorrendo em maior proporcao, e que o resultado esteja sendo mascarado devido
a agregacdo das proteinas na presenca de Triton® X-114.

O outro sistema de extracdo que utilizava surfactante ibnico consistia na
mistura 4,0% (v/v) Triton® X-114, 0,8% (m/v) CTAB, 8,0% (m/v) sulfato de aménio
(Sistema E). Neste caso, avaliou-se a fase pobre em surfactante, pois apresentava
0 maior teor protéico apds o processo de extracao proposto. Vale ressaltar que,
neste caso, a precipitagdo com acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol para
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eliminacado de surfactante foi necessaria, uma vez que o surfactante interferia na
analise (entre ca. 200 a 210 nm), mesmo em baixas concentracbes, como pode
ser observado no espectro de dicroismo circular apresentado na Figura 30, obtido
para um branco desta mistura de tensoativos.
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Figura 30. Espectro de dicroismo circular, na regido compreendida entre 200 e 250 nm,
para mistura 4,0% (v/v) Triton® X-114, 0,8% (m/v) CTAB, 8,0% (m/v) (NH,),SO,; em
tampéao fosfato 0,1 mol L'pH 7,2.

Com a utilizacdo de uma etapa prévia de precipitacdo com acetato de
amdénio em metanol, eliminou-se o problema, como pode ser observado pelo
espectro de dicroismo circular da Figura 31.

O resultado deste estudo, apresentado na Tabela 29, mostra que a
porcentagem de estruturas a-hélice presente na albumina é reduzida para ca.
56%. Considerando o fato de que o tratamento da amostra com acetato de aménio
em metanol reduz as estruturas a-hélice para porcentagens préximas deste valor,
pode-se inferir que a exposi¢do da albumina ao Triton® X-114 e CTAB n&o implica
na desnaturacdo protéica para valores ainda maiores, num comportamento
semelhante aquele apresentado pelo sistema Triton® X-114 na presenca de SDS.
Além disso, para este sistema também existe a influéncia do sulfato de aménio,
atuando como co-surfactante, que também reduz o ndmero de o-hélices para

valores préximos de 56%.
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Figura 31. Espectros de dicroismo circular, na regiao compreendida entre 200 e 250 nm,
para solugdes contendo 1,3 pumol L' de albumina bovina: — em tampao fosfato
0,2 mol L' pH 5,0 ap6s precipitagdo com (NH4)>SO, 0,1 mol L' em metanol, e para —
fase pobre do sistema 4,0% (v/v) Triton® X-114, 0,8% (m/v) CTAB, 8,0% (m/v) (NH,),SO,
(Sistema E) com posterior precipitacdo utilizando sulfato de aménio 0,1 mol L' em
metanol.

No entanto, mais uma vez, ndo se pode deixar de mencionar que a
desnaturacao pode estar ocorrendo em maior extensao; no entanto, apresenta-se
mascarada devido & presenca de Triton® X-114, que causa a agregacgdo da

proteina.

Tabela 29. Estimativa da porcentagem de cada uma das estruturas secundarias, para
solucdo de albumina 1,3 pmol L™ contida na fase pobre em surfactante, submetida ao
processo de extragdo utilizando 4,0% (v/v) Triton® X-114, 0,8% (m/v) CTAB, 8,0% (m/v)
(NH,)>.SO, em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2, apds etapa de precipitacdo com sulfato
de aménio 0,1 mol L' em metanol. Quatro diferentes algoritmos foram aplicados para os
calculos.

Algoritmo Estruturas a-hélice (%)
Selcon 2 52
Selcon 3 51
K2D 60
CONTIN 61
Valor médio 56+5
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4.3. Aplicacio do sistema SDS / Triton® X-114 para remocdo de
albumina em plasma sangiiineo

Apés avaliar a eficiéncia de extracdo para os sistemas estudados, bem
como o grau de desnaturagao protéico das amostras sintéticas submetidas a cada
um destes sistemas, optou-se por aplicar a mistura composta por 4,0% (v/v)
Triton® X-114 na presenca de 0,8% (m/v) SDS em tampao fosfato 0,2 mol L™ pH
5,0 para remover albumina em plasma sanglineo, com posterior avaliacao pela
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida. Tal mistura apresentou os
maiores valores de coeficiente de particdo, dentre todos os sistemas avaliados,
bem como nao apresentou restricbes no que se refere a desnaturacdo das
proteinas, uma vez que este processo ocorre, mas de maneira parcial, 0 que nao
inviabiliza sua aplicagéo pratica.

Primeiramente, realizou-se a quantificacao do teor de proteinas totais para
a amostra de plasma sangliineo que seria submetida ao procedimento de extracao
proposto, utilizando, para tanto, o método de Bradford. Obteve-se, neste caso,
uma amostra com teor de proteinas totais de 51 +4 g L™,

Partiu-se, a principio, de 30 pyL de plasma aplicados a um tubo de ensaio
contendo 10 mL de solugéo isotrépica (150 ug mL™ de proteinas). Ap6s realizar o
procedimento de separacéo de fases e coleta dos volumes de cada uma, realizou-
se uma etapa de precipitacdo com acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol para
remocao do excesso de tensoativo presente nas mesmas. A Tabela 30 apresenta
a concentracao de proteinas totais apos precipitacao.

Tabela 30. Quantificagcdo de proteinas totais nas fases rica e pobre, para amostras de
plasma sangliineo, obtidas ap6s precipitacdo com sulfato de aménio 0,1 mol L' em
metanol na propor¢do 1:5 (v/v) (amostra:agente precipitante). Concentracdo total de
proteina adicionada = 150 uyg mL™. N = 4.

Fase Teor protéico (ug mL™)
Rica 61 +43
Pobre 46 £ 12
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Os resultados apresentados neste estudo ndo foram satisfatérios. De
maneira diferente as amostras sintéticas, que utilizavam apenas albumina bovina,
nao se conseguia obter reprodutibilidade utilizando este agente precipitante. Além
disso, a concentracao total de proteina quantificada (representada pela soma das
concentragdes das fases rica e pobre) representa ca. 75% do total de proteinas
adicionado aos tubos (considerando o valor médio obtido).

Desta forma, buscou-se avaliar outros trés agentes precipitantes, que
consistiam em acetona na propor¢ao 1:4 (v/v); acetonitrila, também na proporcéao
1:4 (v/v) e acido tricloroacético (TCA) 20% (v/v) em acetona na propor¢cao 1:5
(V/V).

Como resultados iniciais, péde-se concluir que a solugdo de TCA 20% (v/v)
em acetona néo resultou na formacéao de precipitado. Para as demais solugdes, 0s
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31. Quantificacdo de proteinas totais nas fases rica e pobre, para amostras de
plasma sangtineo, obtidas apds precipitagdo com acetona na propor¢cao 1:4 (v/v) ou
acetonitrila 1:5 (v/v) (propor¢do amostra:agente precipitante). Concentragcdo total de
proteina adicionada = 150 ug mL™". N = 4.

Agente precipitante Fase Teor protéico (ug mL™)
Rica 55+7
Acetona
Pobre 53 £ 11
Rica 1212
Acetonitrila
Pobre 85

A partir dos dados obtidos, pode-se observar que, de modo semelhante a
solugdo de acetato de ambnio em metanol, a acetona ndo precipita de maneira
quantitativa as proteinas da amostra, obtendo-se uma recuperacdo que nao
supera 75%. No entanto, com a utilizacao de acetona foi possivel melhorar a
reprodutibilidade para o método quando comparado ao acetato de aménio em
metanol. Ja para a solucao de acetonitrila a precipitagao foi ainda menos efetiva,
obtendo-se uma recuperag¢ao média de ca. 12%.
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A literatura [123] mostra que tais solventes apresentam-se altamente
eficientes para realizar a precipitacdo de proteinas plasméaticas. No entanto, uma
justificativa para o comportamento observado pode-se dar em funcéao da presenca
de surfactantes e gordura no plasma, estabilizando as proteinas no meio. Aliado a
este fato pode-se citar, também, a presenca de moléculas protéicas com
diferentes graus de hidrofobicidade, ou seja, tem-se um cendrio muito mais
complexo, sendo dificil realizar a precipitacao quantitativa da amostra.

Assim, optou-se por utilizar a acetona como agente precipitante para o
plasma avaliado. Um dado interessante que deve ser mencionado refere-se ao
coeficiente de particdo, que neste caso foi de 1,1, indicando a presenca de ca.

51% das proteinas quantificadas na fase rica em surfactante.

4.3.1. Avaliacao das amostras de plasma, apos remocao da albumina,
pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Submeteram-se 100 uL de plasma ao procedimento de extracao por ponto
nuvem e posterior precipitacdo com acetona. Cada fase foi ressolubilizada com
tampdo desnaturante e aplicada, posteriormente, a técnica de eletroforese
unidimensional em gel de poliacrilamida.

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 32. O perfil
eletroforético revela que ocorre a remocao preferencial da albumina para a fase
rica em surfactante, como previsto, devido a presenca de uma banda intensa,
estimada em ca. 63,3 kDa.

Para o gel obtido com as proteinas remanescentes na fase pobre em
surfactante, identificam-se 18 bandas, inclusive uma bastante intensa em ca.
63,5 kDa referente a albumina, podendo concluir que a remocao desta proteina
para a fase rica ndo se da por completo. Pode-se observar ainda a presenca de
bandas referentes a importantes proteinas relacionadas com mecanismos de
defesa, dentre outras, tais como, imunoglobulina G em ca. 142,3 kDa, transferrina
em ca. 81,1 kDa, Imunoglobulina A em ca. 73,3 kDa, antitripsina em ca. 55,7 kDa,
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imunoglobulina de cadeia pesada em ca. 54,9 kDa e imunoglobulina de cadeia
leve em ca. 30,5 kDa.
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Figura 32. Perfil eletroforético obtido para amostras de plasma sangtiineo submetidas ao
procedimento de extracao proposto. (FP) representa a fase pobre em surfactante (8,1 pg
de proteina aplicada), (FR) representa a fase rica em surfactante (4,0 ug de proteina
aplicada) e (P) representa a canaleta contendo padrdo protéico. As setas indicam, de
maneira ilustrativa, as bandas identificadas na imagem.

Compararam-se os perfis eletroforéticos das amostras submetidas a
extragdo baseada em ponto nuvem com uma amostra de plasma que nao foi
submetida ao procedimento de extracdo (denominada amostra bruta). Neste caso,
a amostra proveniente da mesma bolsa de plasma foi apenas diluida
adequadamente com tampao desnaturante. A Figura 33 apresenta o resultado
obtido.
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Figura 33. Perfil eletroforético para amostra de plasma sanglineo bruta. Foram aplicadas
8,0 ug de proteina, apds diluicdo com tampao dissociante.

A andlise da Figura 33 mostra a presenca majoritaria de albumina na
amostra, devido a banda identificada em ca. 62,7 kDa. Ainda nesta amostra, ndo
se conseguiu identificar as mesmas 18 bandas que estavam presentes no gel
submetido ao procedimento de extracdo baseado em ponto nuvem; nota-se,
portanto, um decréscimo na resolucdo, implicando na redugdo no numero de
bandas para apenas 10. Neste gel, consegue-se observar somente proteinas
presentes em alta concentracdo no plasma, destacando-se a transferrina em ca.
76,1 kDa e a imunoglobulina G em ca. 146,0 kDa.

O aumento da massa aplicada, para obtencdo de um gel com maior numero
de bandas, (semelhante aquele obtido na Figura 32), resultaria no espalhamento e
arraste daquela atribuida a albumina, implicando na formacao de um “borrao” que

inviabilizaria a analise. Assim, nota-se que embora o sistema de extracao baseado

96



Marcelo Anselmo Oseas da Silva Dissertacdo de Mestrado

em ponto nuvem nao remova por completo esta proteina da amostra, ele
possibilita a obtencdo de um perfil eletroforético mais detalhado.

Baseado-se em dados estimados de densidade Optica, obtidos com auxilio
do software para tratamento de dados, pode-se avaliar a intensidade de cada
banda do gel e realizar uma anélise comparativa entre a amostra submetida ao
procedimento de extracao (fase pobre) e a amostra bruta, evidenciando ainda
mais a existéncia de um maior nimero de bandas ao longo do gel submetido ao
procedimento de extragdo baseado em ponto nuvem. A Figura 34 apresenta estes
resultados.
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Figura 34. Gréafico apresentando a densidade Optica em fungcdo da massa molar das
proteinas presentes nas canaletas dos géis apresentados nas Figuras 32 e 33: —
amostra de plasma sangilineo submetido ao processo de extragdo por ponto nuvem (fase
pobre); —— amostra bruta. As bandas apresentadas nos géis sdo representadas no
grafico pelos maximos dos picos. A, B, C e D identificam regides que apresentam
intensidades distintas entre os dois géis.

O software utilizado para tratamento de dados ainda permite correlacionar a
densidade éptica com a massa estimada de proteina presente em cada banda,
desde que se tenha conhecimento prévio da massa protéica aplicada no gel. Tais

dados podem ser observados na Tabela 32.
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Tabela 32. Massa protéica estimada para cada banda identificada, baseada nos dados de
densidade optica calculados.

Amostra bruta Ponto nuvem (fase pobre)
Massa Molar Massa estimada Massa Molar Massa estimada

(kDa) (ug) (kDa) (ug)
146,0 0,2 164,9 0,1
132,3 0,1 162,8 0,1
116,9 0,0 158,4 0,1
102,4 0,1 146,3 0,1
76,1 0,5 142,3 0,2
70,1 0,1 132,3 0,2
62,7 3,4 1171 0,3
54,7 1,1 100,8 0,6
30,3 0,2 81,1 0,3
27,3 0,5 73,7 0,3
63,5 3,4

58,8 0,4

55,7 0,3

54,9 0,5

454 0,1

43,5 0,0

38,2 0,2

30,5 0,2

Massa Total (ug) 6,2 Massa Total (ug) 7,4

Nota-se, primeiramente, que a somatéria das massas de todas as proteinas
identificadas ndo é igual a massa total aplicada ao gel (8 pg). Isto se deve ao fato
de uma fracao das proteinas aplicadas nao ter sido identificada em conseqiéncia
do sistema de revelacao utilizado (solucao de Coomassie Brilliant Blue coloidal)
nao apresentar sensibilidade suficiente para identificar bandas de proteinas em
menor concentracdo. No entanto, ressalta-se o fato de que uma maior fragdo das
proteinas pode ser identificada para as amostras submetidas ao procedimento de
extragao por ponto nuvem.

Observa-se, também, que a massa estimada para a albumina, em todas as

situacoes, apresenta-se superior frente todas as outras proteinas. Para o gel
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submetido ao procedimento de extracdo baseado em ponto nuvem (fase pobre),
observa-se a presenca de ca. 3,4 ug de albumina, o que equivale a ca. 42% do
total de proteinas identificadas neste gel. Para a amostra bruta, a massa desta
proteina também é de ca. 3,4 ug. No entanto, esta proteina corresponde a ca.
55% do total das proteinas identificadas.

Assim, é notéria a melhora no perfil eletroforético quando a amostra é
submetida ao procedimento de extragdo proposto. Desta forma, este procedimento
foi, entdo, comparado com um disponivel comercialmente, neste caso, um kit da
empresa Millipore®, baseado em uma coluna que apresenta afinidade pela
albumina. A Figura 35 apresenta, para a mesma amostra de plasma das andlises
anteriores, o gel de eletroforese obtido, quando se aplica o protocolo padréao
recomendado pela empresa, para o material eluido desta coluna (equivalente a
fase pobre) e para o material retido na coluna (equivalente a fase rica).
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Figura 35. Perfil eletroforético para amostras de plasma sangliineo submetidas ao
protocolo de extragdo padréo proposto pela empresa Millipore®, quando se utiliza 100 pL
de plasma sanglineo para realizacao do procedimento. (R) refere-se a proteina retida,
(NR) a proteina nao retida na coluna e (P) representa a canaleta contendo padrédo
protéico.
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O perfil eletroforético obtido para o sistema comercial da Millipore®
apresenta-se semelhante ao sistema desenvolvido neste trabalho. Pode-se
observar que, assim como no sistema proposto, a albumina, em ca. 62,6 kDa nao
€ removida de forma seletiva, havendo mais de uma banda nas canaletas onde se
aplicou a fracao retida na coluna.

Outra questdo que pode ser levantada refere-se ao fato da albumina
também nao ser removida em sua totalidade da amostra, uma vez que na fracao
nao retida na coluna existe uma banda muito intensa em ca. 62,1 kDa.

Com relacdo a fragdo nao retida na coluna, pode-se observar que o gel
obtido e apresentado na Figura 35 apresentou 15 bandas identificadas, numero
inferior frente as 18 bandas apresentadas pelo gel submetido ao método de
extracdo proposto neste trabalho.

Novamente, a construcdo de um grafico da densidade éptica dos géis em
funcdo da massa molar das proteinas, apresentado na Figura 36 compara o

procedimento de extracdo baseado em ponto nuvem e o kit da empresa Millipore®.
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Figura 36. Grafico apresentando densidade Optica em fungdo da massa molar das
proteinas presentes nas canaletas dos géis apresentados nas Figuras 32 e 35: —
amostra de plasma sangliineo submetido ao processo de extracdo por ponto nuvem (fase
pobre); — fragdo da amostra nao retida na coluna do sistema da empresa Millipore™. As
bandas apresentadas nos géis sao representadas no grafico pelos maximos dos picos.
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Mais uma vez ele revela que a aplicagdo do sistema proposto resulta em
melhora na resolucdo para algumas regiées do gel, como pode ser observado

pelas regides A e B, indicadas pelas setas no grafico apresentado da Figura 36.

5. CONCLUSOES

Como conclusdes deste trabalho tem-se que a eficiéncia de extracao de
albumina para a fase rica em tensoativo em um sistema aquoso de duas fases é
baixa (ndo supera 40%) quando se trabalha apenas com surfactante ndo-iénicos.
Tal comportamento é justificado em termos de diversos fatores e incluem a alta
hidrofilicidade da albumina, a baixa interacdo envolvendo esta proteina e grupos
oxietileno do tensoativo, bem como, restricobes ao volume de exclusdo, fator
diretamente relacionado com a dimensao dos agregados formados.

Na presenca de surfactantes ibnicos, a extracao apresenta-se viavel, desde
que dois parametros sejam adequados. O primeiro deles consiste no pH do meio,
que deve ser menor ou igual a 5,0. Neste pH, encontra-se o ponto isoelétrico da
albumina; logo, tem-se elevada a hidrofobicidade da proteina favorecendo a
interacdo com as micelas que apresentam carga. Abaixo deste pH, proteinas e
agregados apresentam cargas opostas o que também facilita a interagdo entre os
mesmos. O segundo parametro consiste na forca ibnica do meio; concentracdes
salinas elevadas resultam na blindagem das cargas das micelas reduzindo a
extragdo para a fase rica. Desta maneira, ressalta-se a importancia das interagbes
eletrostaticas no processo de extracao, sendo, portanto, a principal variavel para
conduzir a albumina para a fase rica em tensoativo. Além do mais, é possivel
concluir que a dimensao dos agregados formados nao apresenta influéncia
significativa no processo de extracdo da proteina alvo.

A aplicagédo da técnica de dicroismo circular mostra que ocorrem redugdes
das estruturas o-hélice para a proteina submetida aos procedimentos de extracdo
baseados em misturas de surfactantes ibnicos e ndo-ibnicos. Ha indicativos que
ocorra a desnaturacdo parcial da proteina submetida ao procedimento de
extracdo. No entanto, ndo se pode desconsiderar uma possivel agregacado da
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proteina com o tensoativo. Para surfactantes ndo-ibnicos, evidenciou-se aumento
das bandas referentes as estruturas a-hélice, sendo um indicativo de que
processos de agregacdao ou uma maior compactacdo da proteina podem estar
ocorrendo na presenca de tensoativo. Tais dados evidenciam a ocorréncia de
processos que nao se completamente biocompativeis.

Por fim, a aplicagdo do sistema contendo a mistura Triton® X-114 / SDS
apresentou resultados satisfatérios para remocdo de albumina em plasma
sanglineo. A avaliacao das amostras submetidas ao procedimento proposto frente
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida revelou um perfil eletroforético
mais detalhado, embora a remocao da albumina nao se dé por completo, ou seja,
as amostras ndao se encontravam totalmente livres desta proteina. A Tabela 33
apresenta as caracteristicas, bem como as condi¢cdes que possibilitam obtencao
de maxima eficiéncia de extracdo para o sistema. Vale ressaltar que pequenas
alteracées em alguns destes parametros nao inviabilizam a aplicagao do sistema

para remocao de albumina, apenas reduzem sua eficiéncia.

Tabela 33. Parametros otimizados e caracteristicas para o sistema composto pela mistura
Triton® X-114 / SDS.

Parametro Condicao
Triton® X-114 (% - v/v) 4,0
SDS (% - m/v) 0,8
Concentragédo de diidrogenofosfato de potassio (mol L™) 0,2
pH do meio 5,0
Temperatura () 25,0
Tempo de contato entre proteinas e tensoativos (min) 10
Volume de plasma bruto utilizado (uL) 100
Tempo estimado do procedimento experimental (min) 15
Agente precipitante para remocéao de tensoativo Acetona
Proporcao (amostra : solvente) 1:4 (v/v)
Reducao estimada de estruturas a-hélice para albumina (%) 12
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A comparacdo do método proposto frente a outro comercial evidenciou
semelhancas entre os perfis eletroforéticos, com a vantagem de que a extracédo
baseada em ponto nuvem apresenta-se como um procedimento de menor custo
(menos de R$ 1,00 por amostra) e que também demanda pouco tempo
(ca. 15 min/amostra).

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A aplicacdo da técnica de ponto nuvem para extracdo de albumina do
plasma sanglineo apresentou-se viavel sob o ponto de vista pratico, surgindo,
portanto, como uma nova alternativa que torna possivel a separagao de proteinas
presentes em alta concentragdo no plasma sanglineo, mais especificamente
albumina. Devido a grande simplicidade, pode-se propor a implementacao para
producdo da tecnologia desenvolvida em escala industrial com a posterior
comercializacdo da mesma.

Por fim, com a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no
processo de particdo para sistemas envolvendo diferentes composicoes de
tensoativos, pode-se propor a aplicacao de variantes as alternativas apresentadas
no sentido de aplica-las para isolamento de moléculas em geral, de maneira

especial, proteinas.
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