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Efeito da Temperatura Sobre a Separacao e Purificacao
de Proteinas do Soro de Leite Utilizando Sistemas
Aquosos Bifasicos

Effect of Temperature on the Separation and Purification of Whey
Proteins Using Aqueous Two-Phase Systems

José Antdnio de Queiroz Lafetd Junior,>” Matheus Furlan Pinheiro,? Cariny Maria Polesca,? Rita
de Cdssia Superbi,?™ Jane Sélia dos Reis Coimbra®

The present review work presents studies aimed at the recovery of a-lactalbumin, -lactoglobulin,
bovine serum albumin and glycomacropeptide, proteins present in milk whey, using Biphasic Aqueous
Systems (SAB’s). SAB’s have been presented as an alternative for liquid-liquid separation, with good
separation efficiency and reduced use of toxic organic diluents. The search for the optimization of these
processes has been the focus of studies, with the temperature being a significant variable. This review
had the main objective of synthesize the scientific discoveries on the relation of Extraction Efficiency x
System Temperature, for protein extraction with SAB’s constituted by Polymer-Polymer, Polymer-Salt
and Ionic Liquid-Salt.
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1. Introducao

O soro corresponde a parte aquosa que permanece apos a coagulacio do leite, uma das etapas
da produgio do queijo, apresentando cerca de 55% dos nutrientes do leite.! E considerado um
subproduto, que se ndo for tratado de forma adequada torna-se um poluente ambiental, devido
aos altos volumes produzidos e ao seu elevado teor de matéria orginica e sal. A valorizacdo
do soro pode ser realizada a partir da recuperag@o dos principais componentes presentes com
alto valor agregado, como proteinas soldveis ou lactose.’

Entre as proteinas presentes no soro de leite, a a-lactalbumina (o-Ic) e a B-lactoglobulina
(B-lg) possuem destaque, pois estdo presentes em quantidades significativas (superiores a
50% do total).'3 Entre as demais proteinas, vale citar a imunoglobulina (IG) e albumina sérica
bovina (BSA),* além de uma alta fragio de peptideos e outros numerosos contetidos proteicos
menores, como o glicomacropeptideo (GMP).>?

Do ponto de vista industrial, a filtragdo por membrana € um método usualmente empregado
para recuperagao das proteinas, devido a vantagem proveniente da diferenca significativa entre
a massa molar da proteina e dos demais componentes presentes no soro, como gordura, lactose
e sais minerais.” Entretanto, apresenta limitagdes como vida ttil limitada e alto custo. Nesse
sentido, a extragdo liquido-liquido em sistemas bifasicos aquosos (SAB’s) vem sendo avaliada
por muitos pesquisadores,? apresentando vantagens como simplicidade de operacao,® facilidade
de implementacdo em larga escala, separagio rapida e seletiva, acelerada transferéncia de massa,
obtencdo de alta pureza e rendimento significativo.'

Os SAB’s, inicialmente propostos em 1896 por Beijerinck,' sdo formados por duas fases
ricas em 4gua,® baseados na mistura de dois polimeros hidrofilicos ou um polimero e um
sal inorganico sob determinadas condi¢des de concentragio e temperatura.' Nos dias atuais,
liquidos i6nicos (LI), solventes eutéticos profundos (SEP’s), sacarideos e pequenas moléculas
orginicas vém sendo empregados na elaboragdo dos SAB’s.%¢7

Condig¢oes durante a hidrélise das proteinas presentes no soro de leite, como temperatura,
possuem impacto significativo na cinética de reagdo, podendo permitir melhor controle do
processo de modo que a hidrélise ocorra como desejadado.” Dessa forma, essa revisio possui
como objetivo reunir informagdes sobre a separacio e purificagdo das principais proteinas
soliveis (BSA, GMP, a-lc e B-lg) presentes no soro de leite, por meio da utilizacdo de
diferentes tipos de SAB’s, bem como discutir a influéncia da temperatura na eficiéncia de
separacao.
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2. Proteinas Presentes no Soro de Leite

As proteinas presentes no soro de leite sdo subprodutos
valiosos, com alto valor nutricional, sendo amplamente
utilizado como ingrediente em alimentos formulados.*8
As proteinas possuem diversas funcionalidades
bioldgicas (digestibilidade, antimicrobiana, antiviral e
anticarcinogenica), fisicas e quimicas (absor¢do de dgua,
gelificacdo, formagdo de espuma e emulsificacdo), que
sdo essenciais em aplicagdes alimentares. Sdo geralmente
utilizadas como ingredientes em produtos de confeitaria,
padaria, sorveteria, alimentos saudaveis e formulas infantis.*

Diversos produtos de soro de leite bovino sdo produzidos
comercialmente, diferindo principalmente no conteido de
proteina, incluindo: Concentrado proteico de soro (34-80%),
Isolado proteico de soro (90-95%) e Proteina de soro de leite
hidrolisada (80-90%).2

Essas proteinas sdo tipicamente de natureza globular
(muito suscetiveis a desnaturacdo pelo calor), com altos
niveis de estruturas secunddrias e tercidrias nas quais os
aminodcidos dcidos/bdsicos e hidrofébicos/hidrofilicos sdo
distribuidos de forma bastante equilibrada.*

As principais proteinas do soro de leite bovino sdo
B-lg (£ 50%), a-lc (= 20%), IG (+ 10%) BSA (= 10%) e
lactoferrina (<3%).*® A B-1g possui concentragio relativa (C,)
de 3,5 g'L"!, massa molecular (MM) de aproximadamente
18.300 g'mol !, ponto isoelétrico (pI) de 5,2 e temperatura
de desnaturagio (Td) de 71,9 °C; a a-Ilc apresenta C, de
1,2 g'L'!, MM de 14.200 g'mol "', pI de 4,8 ¢ Td de 64,3 °C;
a IG possui CR de 0,7 g'L'e pl de 5,5-6,8; a BSA possui
C,.de 0,4 g'L'', MM de 66.430 g'mol ", pl de 4,7-4,9 e Td
de 72-74 °C; a lactoferrina apresenta C, de 0,02-035 g'L"!,
MM de 80.000 g'mol, pI de 8-8,5 e Td de 63-90 °C.*8
A lactoferrina € uma glicoproteina globular monomérica
ligante de ferro, em que cada mondmero de lactoferrina
pode ligar 2 fons Fe*. Essa capacidade de ligagdo do ferro
provavelmente contribui para seu potencial antioxidante.?

O soro de leite bovino possui concentracdes diluidas de
imunoglobulinas [IgA, IgM e IgG (IgG1 e 1gG2)], que sdo
moléculas de estruturas quaterndrias, sejam mondmeros
ou polimeros com 4 cadeias, consistindo em 2 cadeias
polipeptidicas leves (MM 25.000 g'mol') e 2 cadeias
pesadas (MM entre 50.000 e 70.000 g'mol™') ligadas por
ligacdes dissulfeto.® A IgG aparece como mondmero
(~160 kDa), enquanto a IgA (~370kDa) e IgM (~1000 kDa)
como polimero. A sua estrutura € afetada por tratamentos
térmicos a partir da temperatura de 65 °C.°

Uma caracteristica relevante das proteinas
(particularmente das B-lg e a-Ic) € a capacidade de
interagdo proteina-proteina, permitindo o desenvolvimento
de matrizes de proteinas funcionais personalizadas
com novas propriedades reoldgicas e emulsificantes.*!°
Diferentes tipos de interagdes moleculares entre as
principais proteinas presentes no soro de leite foram
revisados por Nicolai et al."

3. Utilizacao de Sistemas Aquosos Bifasicos para
Recuperacao de Proteinas do Soro do Leite

O soro do leite € subproduto do processo de produgio de
queijo, com elevado valor agregado em fungdo da presenga
de importantes biomoléculas em sua composi¢io, como as
proteinas. Por isso, a separac@o de suas proteinas desperta
a atencdo dos pesquisadores a tempos.'?> Os primeiros
métodos de separagdo de proteinas do soro do leite eram
baseados na precipitacdo. Ao passar do tempo, a técnica
foi perdendo espacgo devido as alteracdes estruturais que
o método promove nas proteinas e a dificuldade de se
promover precipitacdes seletivas para fracionamento de
proteinas especificas. O avango da tecnologia permitiu
o desenvolvimento de métodos como os processos de
separacdo por membranas, técnicas cromatogréaficas e
extragdo liquido-liquido.'*!*

A extracdo liquido-liquido € uma operagdo unitdria
aplicavel em processos de separacdo e purificacdo de
compostos de diferentes naturezas."'®* Também conhecida
como extragdo por solvente ou particdo, € aplicada para
separar solutos (e.g. proteinas doso soro) de uma mistura
heterogénea de liquidos baseado em suas diferentes
solubilidades em dois liquidos diferentes imisciveis, os
solventes. A utilizagdo dos cléssicos sistemas de extragdo
liquido-liquido utilizando solventes orgénicos se torna
invidvel para extragdo de proteinas, devido as possiveis
mudancas estruturais causadas pelo ambiente quimico da fase
organica a biomolécula. A utilizacdo de SAB’s, um tipo de
extragdo liquido-liquido em que as suas fases sdo compostas
majoritariamente por dgua, resolve a questao, se apresentando
como uma técnica rapida, pouco invasiva e eficiente."

A parti¢do de compostos bioldgicos através do SAB’s
¢é derivada das interagdes entre a biomolécula e as fases
continuas. Destacam-se as interagdes idnicas, de Van
der Waals, hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio.?**!
O coeficiente de particdo € a grandeza utilizada para
entender a tendéncia do soluto em distribuir-se entre fases
liquidas, podendo ser mensurado através da razdo entre as
concentragdes ou atividades do soluto na fase superior e
na fase inferior do SAB, como mostra a equagio a seguir.'’

K=%525% (1)

a ¢

onde aq e cq 30, respectivamente, a atividade e a concentracdo
do soluto na fase superior e a, e ¢, sdo, respectivamente,
a atividade e a concentragdo do soluto na fase Inferior. A
distribuigdo das proteinas entre as duas fases € funcio de um
complexo equilibrio de interacdes entre a proteina e as outras
espécies envolvidas (polimeros, dgua e sais inorganicos)
presentes nas duas fases que coexistem em equilibrio.*
Logo, o coeficiente de particao das proteinas depende
de muitas varidveis, como a conformagio molecular,
especificidade, dimensdes fisicas, hidrofobicidade, além das
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condi¢oes ambientais do sistema, como a temperatura.?®?' A
influéncia da temperatura neste processo € complexa devido
ao seu efeito sobre a composi¢ao das fases em equilibrio,
nas interagdes entre a proteina e as fases continuas, assim
como possiveis alteracdes da estrutura da biomolécula.”
As mudancas na temperatura do sistema afetam também a
particdo das proteinas através das mudangas na viscosidade
e densidade das fases. Logo, a temperatura € um parametro
que deve ser controlado durante todo o processo de
separacdo.'”

Os SAB’s se apresentam como uma alternativa de baixo
custo, curto tempo de processo e de facil escalonamento para
separacdo das proteinas do soro do leite.'*?* De acordo com
Ng et al.®, os SAB’s possui potencial para atuar como uma
técnica complementar a outros processos de separagdo de
proteinas do soro do leite, que amortiza principalmente os
custos das etapas de downstream. Rojas et al.* reportaram
a utilizagdo do SAB’s como etapa anterior a cromatografia
de exclusdao molecular para separacio de proteinas do soro
do leite, corroborando que a técnica pode ser aplicada com
sinergia em conjunto com outras técnicas de separacao.

SAB’s, empregando fases polimero-polimero'3>27-2%,
polimero-sal***#! e liquido i6nico-sal****, sdo aplicados
com sucesso na separagdo e recuperacio de proteinas do
soro do leite. Além de varios pesquisadores que avaliaram
a particdo utilizando proteinas isoladas do soro do leite,
existem os que partiram do soro do leite in natura, que
inclusive avaliaram a influéncia da temperatura no processo
de separagdo das proteinas.!634

Apesar da grande quantidade de trabalhos focados na
separagdo das proteinas do soro, os SAB’s também podem
auxiliar na separacdo de outros compostos importantes,
auxiliando de forma indireta na separacdo das proteinas.
Anandharamakrishnan et al.’’ compararam a utiliza¢ao
de sistemas polimero-polimero e polimero-sal para
concentracio das proteinas do soro do leite e separacdo
da fase lipidica, também partindo do soro in natura.
Seus resultados mostram que as fases polimero-sal
(polietilenoglicol 6000/fosfato de potassio) ofereceu o
melhor coeficiente de particdo, onde as proteinas tendem a
se concentrar na fase superior (polimérica) e a gordura na
fase inferior (salina), em concordancia com os resultados
apresentados por Chen.* Métodos utilizados com frequéncia
na separacdo e concentragio de proteinas do soro do
leite, como os processos de separagdo por membrana e
cromatografia, apresentam problemas de incrustacdes
relacionadas a presenga de gordura residual no soro do
leite,*° mostrando mais uma vez o potencial que os SAB’s
possuem para complementar e auxiliar nos processos de
separagdo do soro do leite.

A lactose € outro componente presente no soro do leite
que limita processos de separagdo e a utilizagdo do soro do
leite em p6 como ingrediente. Dominguez-Puerto et al.”!
avaliaram a utilizacdo de poli(etilenoglicol) (PEG) 4000
e sulfato de amdnio na separacio das proteinas do soro
e lactose do soro in natura, apresentando recuperagdo
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méxima de proteina e eliminacdo da lactose de 93,0% e
72,3% respectivamente. Além disto, o processo concentra
as proteinas do soro em até 2,45 vezes, sem custos
energéticos.

Esses e outros trabalhos mostram que SAB’s possuem
grande potencial para aplicag¢@o na recuperagio de proteinas
do soro do leite em sistemas reais; principalmente devido
aos pontos positivos que oferecem, como ambientes suaves o
suficiente para preservar a funcionalidade das biomoléculas,
facil aumento de escala, rdpida transferéncia de massa
e obtencdo do equilibrio, técnica versatil e adaptavel,
economicamente vidvel®?, simplicidade de operacio®,
utilizacdo da temperatura ambiente™, obtencao de alta pureza
e rendimento significativo.! No entanto, para colocar em
préatica essas ideias € necessdrio ir além da escala laboratorial
e modo batelada presentes na literatura, direcionando os
esforgos para problemas como o escalonamento do processo
e a adequacdo de modos operacionais continuos, como 0s
trabalhos de Coimbra er al.¥, Vazquez-Villegas et al>* e
Kalaivani e Regupathi®.

Dentre os diferentes fatores que podem influenciar na
seletividade de parti¢do das proteinas, daremos énfase em
trabalhos que avaliaram a influéncia da temperatura. A
seguir sdo abordadas pesquisas encontradas na literatura,
que abordam a separacdo de proteinas do soro de leite e
o efeito da temperatura em trés combinagdes diferentes
de componentes formadores de fases: (i) Polimero-Sal;
(i1) Polimero-Polimero e (iii) Liquido I6nico-Sal.

3.1. SAB’s Polimero - Sal

Dentre as combinagdes de fases aplicadas as proteinas
do soro do leite, a combinagdo polimero-sal € a que possui
maior nimero de trabalhos que relacionam o efeito da
temperatura sobre o coeficiente de particdo (Tabela 1).

O efeito da temperatura pode variar de acordo com os
tipos das fases, refletindo em comportamentos diferentes.
Segundo Walter®', de maneira geral, a separagio de fases
é alcangada utilizando baixas temperaturas em sistemas
polimero-polimero, em contraste com o que € observado
para sistemas polimero-sal. A hidrofobicidade das fases
poliméricas ¢ aumentada em fungdo do incremento da
temperatura, favorecendo a interag@o entre suas moléculas
e, consequentemente, diminui sua interagdo com moléculas
de dgua.”

Mohan et al.'® avaliaram o efeito de diferentes
temperaturas (30 - 80 °C) sobre a particdo de proteinas
do soro do leite usando PEG 4000 e sulfato de sédio.
Seus resultados apontam que em concentragdo de 50% da
fase polimérica, 40% da fase salina, pH 5,4 e temperatura
de 35 °C apresentou maior coeficiente de particio. Em
temperaturas acima de 35 °C o coeficiente de parti¢do
apresentou diminui¢do progressiva. Os autores sugerem
que o motivo € a consequente alteragdo da composicio
das fases, onde o incremento da temperatura favorece a
concentracdo do polimero na fase superior e de sal na
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Tabela 1. Efeito da temperatura na separaco de proteinas do soro do leite em SAB’s com combinagio de fases Polimero-Sal

Polimero - Sal

Proteinas Componentes T (°C) Efeito T T pH Referéncias
BSA PEG 2000 e citrato de sddio 25,35¢e45 K 5,0-9,0 55
BSA PEG 6000 e citrato de sédio 15,25,35e 45 1K 8,5 56
BSA PEG 4000 e citrato de sddio 35e45 TK 5,2-9.2 57
Soro do Leite PEG 8000 e fosfato de potassio 7,25e40 TK 4,5 39
Soro do Leite PEG 2000 e citrato de sodio 25,35e45 LK - 48
Soro do Leite PEG 4000 e sulfato de sédio 30-80 IK 5.4 16

GMP PEG 1500 e citrato de s6dio 25e45 TK 8,0 32

a-lc e B-lc PVP e fosfato de potdssio 10 - 40 TK 82 36

a-lc e B-lc PEG 1000 e citrato de s6dio 15-50 TK - 58
a-lc PEG 1000 e citrato tripotdssico 25,30e 35 K - 59
GMP PEG 1500 e citrato de sédio 5-45 TK 8,0 60

Legenda: K: Coeficiente de Parti¢do; T: Temperatura; T: Aumento; ¥:Diminui¢o.

fase inferior. Além disso, dentro da faixa de temperatura
estudada, o incremento da temperatura pode levar a
desnaturacdo de algumas proteinas do soro do leite, afetando
suas estruturas secunddrias e tercidrias, e consequentemente
sua solubilidade e coeficiente de particao.

Muitos estudos sdo realizados com o objetivo de
quantificar e explicar o comportamento de desnaturagdo
das proteinas. Conforme citado por Hamborg et al.®?, as
estabilidades das proteinas sdo comumente determinadas
pela mudanca gradual da temperatura. A pesquisa de
Haque et al.®®* mostra que a temperatura de desnaturacio
de proteina isolada do soro de leite € de 70 °C. No entanto,
a desnaturag@o pode ocorrer mesmo em temperaturas
inferiores, devido a desidratagdo e tensdes relacionadas a
interface; tal como pode ocorrer em temperaturas superiores,
devido a tensdes térmicas e desidratacdo.

Silva et al.’* estudaram a influéncia da temperatura
na particio de GMP em PEG 1500 e citrato de sédio,
apresentando uma recuperagdo de 85% da proteina na fase
leve (polimérica) e demostrando a potencialidade do uso do
processo como um ponto para se iniciar a separacdo de GMP
do soro do leite. Foram avaliadas temperaturas entre 25 e
45 °C, obtendo resultados que indicam que o incremento da
temperatura € capaz de aumentar o coeficiente de particdo
do GMP. Assim como no trabalho de Mohan et al.'¢, o
incremento da temperatura favoreceu a concentra¢do do
polimero na fase superior e de fase salina na fase inferior,
fendmeno que pode ser explicado através de conceitos que
relacionam o efeito da temperatura e a inclinag@o das linhas
de amarracio. De acordo com Carvalho et al.** a inclinacio
das linhas de amarracio tende a aumentar com o incremento
da temperatura, reduzindo a quantidade de sal necessaria
para a formacdo do sistema bifdsico em determinada
concentra¢do de polimero. Pode-se concluir que o GMP
apresenta um maior coeficiente de particdo em fungdo do
incremento da temperatura, devido a sua preferéncia pela
fase polimérica, resultados que estdo em concordancia aos
apresentados por Silva et al.®

Relevante ressaltar que apesar de Mohan et al.’s e
Silva et al.** observarem a concentracgio da fase polimérica
e salina em funcdo da temperatura, obtiveram resultados
contrastantes em relacdo ao coeficiente de particdo das
proteinas. A teoria apresentada por Mohan et al.'¢ sugere que
o aumento da concentragdo da fase polimérica ou da massa
molar do polimero induz a diminui¢io da solubilidade das
proteinas na fase que ela seria enriquecida. Spelzini et al.
reporta que a interacdo entre a fase polimérica, fase
salina e proteinas prevalece sobre o efeito da exclusdo
da dgua que solvatam as proteinas, em concordancia
com Saravanan et al.%, que afirmam que quanto maior
a concentragdo da fase polimérica, maior o nimero de
unidade poliméricas envolvidas na parti¢do das proteinas,
e consequentemente, maior o nimero de moléculas de
proteinas na fase polimérica, devido a interagdo hidrofébica
entre elas.

Perumalsamy e Batcha® investigaram a particio da BSA
em PEG 6000 e citrato de sédio nas temperaturas de 15 a
45 °C. Foi observado que o coeficiente de parti¢do diminui
com o incremento da temperatura. Esse comportamento
também foi visualizado por Perumalsamy e Murugesan®
utilizando PEG 2000 e citrato de s6dio nas temperaturas 25,
35 e 45 °C. Apesar de estudarem as mesmas proteinas e sal
(citrato de sédio), os trabalhos citados acima observaram
comportamento diferente em relagdo ao trabalho de
Muthiah e Pampana® para o coeficiente de parti¢do e
aumento da temperatura. Muthiah e Pampana observaram
o incremento do coeficiente de particio em fungdo do
aumento da temperatura utilizando dessa vez o PEG 4000.
Mesmo considerando as diferencas de condi¢des, como
pH e concentragdo de do sal, os trés trabalhos justificaram
o efeito da temperatura com base na alteracio da estrutura
polimérica (PEG) causada pelas alteragdes da temperatura.

Além da hidrofobicidade, outras alteragdes na fase
polimérica causadas pela variagdo da temperatura afetam
o coeficiente de parti¢do das proteinas do soro do leite.
Mokhtarani et al.*® estudaram a influéncia da temperatura (10-
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40 °C) na parti¢io da a-Ic e B-Ic, utilizando polivinilpirrolidona
e fosfato de potéssio. Os resultados experimentais mostram
que a a-Ic tende a concentrar na fase polimérica e -lc na fase
salina, em concordincia com os resultados de Coimbra et al.®
utilizando PEG e fosfato de potassio e Rodrigues et al.®
utilizando PEG e sulfato de aménia.*>*® De acordo com
Mokhtarani et al.,*® a diminui¢do da viscosidade da fase
polimérica em funcao do incremento da temperatura favorece
a transferéncia de massa das proteinas e, consequentemente,
o aumento do coeficiente de parti¢ao.

Os resultados apresentados por Mokhtarani et al.’
mostram que o impacto da temperatura sobre o coeficiente
de particdo da a-lc € superior ao da B-lg. Sivakumar e
Iyyaswami®®, de maneira semelhante, avaliam o efeito da
temperatura (15-50 °C) sobre a parti¢do de a-lc e B-lg,
mas usando PEG 1000 e citrato de s6dio como fases.
Em concordancia com os resultados apresentados por
Mokhtarani et al.,*® o coeficiente de parti¢cdo da o-lc aumenta
linearmente com o incremento da temperatura, até atingir os
40 °C, enquanto o coeficiente de parti¢do da 3-lg aumenta
de maneira atenuada.

Para explicar a maior sensibilidade e mudanga de
comportamento do coeficiente de particio da a-Ic a partir
dos 40 °C, pode-se recorrer as mudancgas estruturais da
proteina em funcdo da temperatura. Entre 25 e 45 °C, a
a-lc passa de seu estado nativo para o estado globular
fundido, onde a temperatura afeta parcialmente as estruturas
terciarias da o-lc, mantendo suas estruturas secundarias
intactas, apresentando estados intermedidrios antes de
atingir os 45 °C.® Em seu estado globular fundido a a-lc
é capaz de se ligar a 270 moléculas de 4dgua e suas regides
hidrofébicas ndo se encontram regularmente empacotadas
no interior do glébulo.” Em temperaturas superiores,
mudancas nas estruturas tercidrias e exposicao de grupos
hidrofébicos podem nio favorecer as interagdes hidrofébicas
entre a fase polimérica e a a-Ic e consequentemente o
coeficiente de particdo diminui em temperaturas préximas
e acima de 45 °C. Resultados apresentados por Sivakumar
e Iyyaswami®, avaliando a parti¢ao da a-lc em PEG 1000
e citrato tripotdssico, corroboram os resultados anteriores.

Os trabalhos acima avaliaram a influéncia da temperatura
apenas na particio de proteinas do soro. Chen* mostra que
o controle da temperatura possui potencial para auxiliar
também nas etapas de separagdo da fracdo lipidica do
soro, utilizando PEG 8000 e fosfato de potédssio para
concentrac¢do das proteinas do soro do leite na fase leve
(polimérica) e glébulos de gordura residuais na fase pesada.
As temperaturas de 7 °C, 25 °C e 40 °C foram avaliadas.
A menor temperatura, utilizando 11,7% de PEG, 10% de
fosfato de potéssio e pH 3,8 apresentou melhor resultado de
remocao da fase lipidica (98%) e melhor recuperagdo das
proteinas do soro leite (> 90%).

Um fator relevante e muitas vezes desconsiderado € a
influéncia da adigdo do soro do leite sobre a curva binodal de
sistemas polimero-sal utilizados. O entendimento deste efeito
€ importante para defini¢do de condigdes operacionais e ndo
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deve ser negligenciado. Alguns autores, como Rito-Palomares
e Hernandez*®, Rito-Palomares e Cueto”' e Perumalsamy e
Thanabalan* abordam o assunto e sugerem que os principais
interferentes sdo a fragdo lipidica e alto teor de sal presente
no soro de queijo.***”! Perumalsamy e Thanabalan* também
estudaram a influéncia da temperatura (25, 35 e 45 °C) dentro
deste contexto, utilizando PEG 2000 e citrato de s6dio. Os
resultados demonstram que em menores temperaturas o
deslocamento da curva binodal € mais acentuado.

Independente da adi¢do do soro, a temperatura também
afeta o diagrama de equilibrio das fases do processo, onde é
possivel observar mudangas no comprimento e inclinagio das
linhas de amarracdo. Em temperaturas inferiores a 20 °C, a
curva binodal desloca-se em direg@o as baixas concentracdes
dos componentes que formam as fases, resultando em aumento
do comprimento das linhas de amarrag@o. Sistemas préximos
a composic¢ao do ponto critico sdo mais influenciados pela
mudanga de temperatura, devido a sua instabilidade. Quando
acurva binodal € deslocada, o sistema pode atingir facilmente
aregido monofasica.”>" Belval et al.™ avaliaram a influéncia
da temperatura sobre a formacdo de SAB’s préximos de seu
ponto critico, utilizando PEG e sal como componentes das
fases e diferentes proteinas, dentre elas a BSA. E demonstrado
que o controle da temperatura permite a formagao de sistemas
bifdsicos muito perto de seu ponto critico.

Outro fator relevante € a estabilidade térmica das
proteinas do soro nas fases utilizadas, uma vez que essa
estabilidade pode ser influenciada pela adi¢do de sal e co-
solventes.” Apesar da caréncia de trabalhos especificos,
que relacionam a estabilidade térmica de proteinas em fases
utilizadas em SAB’s, que neste caso sdo compostas por trés
componentes (dgua, polimero e sal), € possivel fazer uma
andlise com base em trabalhos paralelos.

Os anions citrato e fosfato sdo predominantes nas fases
salinas utilizadas nos trabalhos apresentados na Tabela 1,
referentes aos sistemas polimero-sal. Ambos apresentam
as qualidades necessdrias para a utilizagdo em SAB’s em
escala industrial; (i) baixo custo; (ii) estabilidade para
formagdo de fases; (iii) e vasta caracterizagdo do sistema
bifasico disponivel na literatura. Em fungdo de problemas
ambientais relacionados a dificuldade de tratamento de
dguas residudrias com alta concentracdo de fosfatos,
pesquisas apresentando a utilizacdo do anion citrato em
SAB’s vem ganhando destaque, por sua baixa toxicidade e
boa degradabilidade.>>"¢

A estabilidade térmica das proteinas estd diretamente
relacionada a concentrag@o dos sais utilizados. Em baixas
concentragoes, até 1 mol'L"!, a neutralizagdo eletrostatica
favorece a estabiliza¢do das proteinas, em detrimento do
tipo de sal utilizado. Em concentragdes superiores, utilizadas
nas fases salinas dos SAB’s, a influéncia dos sais sobre
a estabilidade proteica normalmente obedece a série de
Hofmeister.

Citrato*” > Sulfato> > Fosfato> > F > Cl" > Br > I >
NO; > CIO,”
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Anions como o fosfato, citrato e sulfato sdo capazes
de estabilizar as estruturas proteicas em fungdo de sua
habilidade de se ligar fracamente as proteinas e aumentar
sua hidratacdo, enquanto anions opostos pela série de
Hofmeister sdo desestabilizantes.”

A variag@o da estabilidade térmica das proteinas do
soro do leite em relacdio a concentragdo salina € citada
por diferentes autores. Damodaran avaliou a estabilidade
térmica da B-lc em diferentes sais a base de sédio. Seus
resultados mostram que a variagdo da estabilidade térmica
seguiu a série de Hofmeister, apresentando resultados
onde a temperatura de desnaturacdo da proteina aumenta
(Na,SO,, NaCl e NaBr) e diminui (NaC10,, NaSCN, ureia).
Resultados que sdo corroborados por outros trabalhos que
avaliaram a estabilidade térmica das proteinas do soro em
solugdes salinas.”%0

Apesar dos resultados convergirem até 0 momento, nao
é possivel generalizar o efeito da concentragao salina sobre
a estabilidade térmica, visto que as diferentes estruturas das
proteinas do soro também € um fator relevante. O mesmo
trabalho de Damodaran que demostrou que a B-Ic seguia a
série de Hofmeister para explicar a variagao da temperatura
de desnaturacdo em fungio da concentracdo salina,
apresentou resultados contrdrios para a BSA, seguindo a
ordem inversa da série.

3.2. SAB’s Polimero — Polimero

Em comparacdo com o sistema polimero-sal, o
sistema polimero-polimero apresenta as vantagens de
provocar menores alteracdes estruturais nas proteinas
e usar compostos que facilitam a regeneragio das
fases utilizadas.?'®? Por outro lado, o alto custo de
alguns polimeros utilizados (ex.: dextrana) inviabiliza
economicamente sua utilizacdo em grande escala,
0 que estimula pesquisas em busca de polimeros
alternativos.®-#-%5 E possivel encontrar na literatura
a utilizagdo de polimeros como a dextrana,'>8687
arabinogalactano®? e maltodextrina®’* aplicados em
conjunto com o PEG para particdo de proteinas do soro
do leite como sintetizado na Tabela 2.

PEG € o polimero mais popular usado em SAB’s.
Trabalhos reportam que o PEG € ndo t6xico, biodegradavel
e ndo possui a capacidade de alterar significantemente
as propriedades das proteinas ou provocar mudancgas
estruturais.”® Uma pesquisa mais profunda revela que
existem alguns resultados contrdrios e pouca informacio

publicada a respeito dos mecanismos de interag@o entre o
PEG e proteinas globulares, como as do soro do leite.

Settu et al.®® avaliaram a influéncia da temperatura (0, 30
e 40 °C) na parti¢ao da BSA, utilizando PEG de diferentes
massas molares (4000, 6000 e 10000) e poli(acido acrilico).
Os resultados mostram que o coeficiente de parti¢do tende
a diminuir com o incremento da temperatura em todas as
massas molares avaliadas. De acordo com os autores, o
incremento da temperatura afeta o PEG estendendo sua
estrutura e por consequéncia desfavorecendo a interacio
entre a proteina e o polimero. Explicacdo que estd em
concordancia com outros autores que avaliaram a particio
de proteinas em sistemas utilizando PEG e poli(acido
acrilico).®

Visando o desenvolvimento de sistemas alternativos e de
baixo custo, Sarubbo ef al.* avaliaram duas temperaturas
(25 e 40 °C) na parti¢do da BSA, utilizando PEG 1500
e uma goma 4cida composta de heteropolissacarideos
derivada da arvore do caju. Os resultados mostram que a
BSA se concentrou na fase inferior, composta pela goma
e o incremento da temperatura afetou negativamente o
coeficiente de parti¢do da proteina. Os autores observaram
que as composicdes das fases ndo mudaram em fungdo
do incremento da temperatura, sugerindo que a mudanga
no coeficiente de particdo pode estar relacionada a outros
fatores, como as interac¢des eletrostaticas e hidrofébicas, e
mudancas conformacionais.

Sawant ef al.*® observaram a influéncia da temperatura (5,
12 e 22 °C) na parti¢do da mesma proteina (BSA), utilizando
o PEG 8000 e dextrana. Foi registrado um aumento do
coeficiente de particdo com a elevacdo da temperatura.
Nota-se a utiliza¢do de temperaturas relativamente baixas,
em relagdo as temperaturas 6timas dos experimentos
anteriormente citados, portanto ficam pendentes elucidacoes
futuras quanto ao comportamento particional do sistema
acima da temperatura de 22 °C.

Diferentes autores reportam a diminuicao da estabilidade
térmica de proteinas em fun¢do da interagdo com o
polimero PEG, principalmente em funcdo do aumento
da concentragio do polimero e diminuicdo da massa
molar.”'** De acordo com Lee e Lee®® (1987), foi observada
a diminui¢do da temperatura de desnaturacio da B-lc em
funcdo da interacdo com o PEG. Os autores sugerem uma
relacdo linear entre a diminui¢do da temperatura e a maior
hidrofobicidade das proteinas. Dentre as proteinas avaliadas,
a B-lc apresentou maior diminui¢cdo da temperatura de
desnaturacio em fung¢@o de sua maior hidrofobicidade. Em

Tabela 2. Efeito da temperatura na separac@o de proteinas do soro do leite em SAB’s

Polimero - Polimero

Proteinas Componentes T (°C) Efeito T T pH Referéncias
BSA PEG (4000, 6000 e 10000) e poli(4cido acrilico) 0, 30, 40 I K 8,0 88
BSA PEG 1500 e goma 4cida 25e40 1K 7,0 89
BSA PEG 8000 e dextrana 5,12e22 TK 7,0 90

Legenda: k: Coeficiente de Parti¢io; T: Temperatura; T: Aumento; :Diminui¢do.
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altas temperaturas o PEG 1000 interage preferencialmente
com a forma desnaturada da 3-1c, resultado que € consistente
com a alta hidrofobicidade do PEG e sua possivel interacio
com os residuos hidrofébicos expostos da proteina em
funcdo da temperatura. Farruggia ef al.*® (1999) observaram
um aumento da temperatura de desnaturacdo da BSA em
funcdo da interagdo com o PEG 8000 e 3500, enquanto que
para o PEG 1000 apresentou diminuicéo da temperatura de
desnaturagio.

3.3. Liquido iénico - Sal

Muitos dos polimeros utilizados nos SAB’s mencionados
até agora apresentam alta viscosidade e formam solugdes
geralmente opacas, propriedades que interferem nas
técnicas de andlises instrumentais usadas na quantificacio
das proteinas extraidas.””® Recentemente, a utilizagdo de
liquidos i6nicos em substitui¢do das fases poliméricas vem
se destacando nos processos de separagdo de proteinas do
soro do leite e se apresenta como uma area de pesquisa em
crescimento.**¢ Liquidos i0nicos sdo sais compostos por
ions de dimensdes distintas, que ndo formam uma rede
cristalina bem definida e, consequentemente, permanecem
liquidos a temperatura ambiente. Se diferem dos sais
comuns por apresentar uma fraca interag@o inter-idnica,
resultando em uma baixa energia do reticulo cristalino e
baixa temperatura de fusdo.*

De acordo com Freire®, o coeficiente de particdo das
proteinas em um SAB’s que utiliza liquido i6nicos, pode
ser afetado por diversos fatores, como os componentes
e composi¢do das fases, pH e temperatura do sistema.
A temperatura por sua vez, pode afetar o coeficiente de
particdo das proteinas através das mudangas na composicao
e propriedades das fases e também modificando a carga
e propriedades de superficie das proteinas.” Logo, &
importante entender como os liquidos idnicos se comportam
diante das variacdes da temperatura. Rios e Fernandez'®
relatam importantes propriedades termofisicas dos liquidos
idnicos, como as temperaturas de fusdo, solidificacdo,
transicdo vitrea e cristalizacdo. Apresentam também a
influéncia da temperatura sobre as propriedades dpticas
dos liquidos i6nicos.

Como a sintese de alguns LI € complexa e possui alto
custo e, além disso, varios desses LI sdo téxicos e pouco
degradaveis,® pesquisas envolvendo solventes eutéticos

profundos (SEP’s) vem sendo desenvolvidas’. OS SEP’s
vém sendo estudados, devido a semelhanga em propriedades
fisicas com LI, com vantagens superiores como volatividade
insignificante, ndo-inflamabilidade, biodegradabilidade
e baixa toxicidade.® Os SEP’s sdo formados por uma
mistura eutética por aceitadores de ligacdes de hidrogénio
e doadores de ligacdo de hidrogénio.>!!

Muitos dos trabalhos publicados utilizam proteinas
modelos, em especial a proteina do soro do leite BSA.
O mecanismo que rege a parti¢do das proteinas em um
SAB’s que utiliza liquidos i6nicos € complexo e ainda ndo
é completamente compreendido. Pang et al.® estudaram a
aplicacdo de SAB’s baseados em SEP’s e sais na extragdo
de BSA. Os autores encontraram elevadas eficiéncias
de extragdo para a proteina (até 95,6%). A eficiéncia de
extracdo da BSA aumentou até uma temperatura de 25°C.
Acima deste valor, observou-se uma diminui¢do nos valores
de eficiéncia gradualmente até 55 °C. De acordo com os
autores, 0 aumento da temperatura promove uma diminui¢io
na viscosidade do SEP, e aumenta a capacidade de difusdo
das proteinas. No entanto, temperaturas elevadas podem
inibir a interagdo proteina e dgua, prejudicando a extragio.S

Pesquisas realizadas visando analisar o efeito da
temperatura na separacio de proteinas do soro de leite em
sistemas SAB’s Liquido idnico - Sal sdo apresentadas na
Tabela 3.

Ding et al.'™ investigaram a influéncia da temperatura
na particdo de diversas proteinas, dentre elas a BSA,
utilizando liquido i6nico baseado em guanidinium e fosfato
de sédio. Seus resultados mostram que a eficiéncia maxima
de extragdo da BSA (97%) € atingida em 25 °C, tendendo
a diminuir com o incremento da temperatura. Os autores
sugerem que as interagdes hidrofébicas aumentam com
o incremento da temperatura até os 25 °C, favorecendo a
particdo da proteina. Em temperaturas superiores, a energia é
suficiente para quebrar as ligagdes de hidrogénio entre a dgua
superficial e os residuos de aminodcidos, enfraquecendo o
efeito hidrofébico e diminuindo a eficiéncia de extracdo. Em
temperaturas superiores a 65 °C as proteinas se apresentam
desnaturadas e a eficiéncia de extragdo € de 0%.

Chen et al.*® avaliaram o efeito da temperatura sobre
a eficiéncia de extracdo da BSA em SAB’s utilizando
propionato de N,N-dimetiletanolamina e fosfato de
potassio. Foi observado que o incremento da temperatura
de 15 para 25 °C causou um aumento da eficiéncia de

Tabela 3. Efeito da temperatura na separagio de proteinas do soro do leite em SAB’s Liquido I6nico - Sal

Liquido Iénico — Sal

Proteinas Componentes T (°C) Efeito T T pH Referéncias
BSA Cloreto 1-butil-3-metilimidazé-lio e fosfato de potdssio 25-170 K cte - 102
BSA Imidazdlio e fosfato de potdssio 5-45 TK 93 103
BSA Guanidinium e fosfato de sédio 15-175 IK - 104
BSA Propionato de N,N-dimetileta-nolamina e fosfato de potdssio 15-170 IK - 43
o-lc Cloreto 1-etil-3-metilimidazélio e fosfato de potéssio 20, 30, 40 e 50 TK 75 105

Legenda: K: Coeficiente de Particdo; T: Temperatura; T Aumento; i:Diminuigﬁo; cte: Constante.
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extracdo de 86,59% para 99,24%. Segundo os autores, o
aumento da temperatura de extra¢do reduz a viscosidade
do liquido i6nico, uma das fases do sistema de extracéo,
aumentando a capacidade de difusdo da proteina. A partir de
30 °C observou-se progressiva diminuicao da eficiéncia de
extracdo, em concordincia com os resultados apresentados
por Ding ef al.'™

A influéncia da temperatura sobre o diagrama de
fases de SAB’s que utilizam liquidos i6nicos também
¢ um fator relevante. Du er al.'® estudaram o efeito da
temperatura (25-70 °C) sobre a eficiéncia de extragdo
da BSA, utilizando cloreto 1-butil-3-metilimidazdlio e
fosfato de potassio. Observaram que até 60 °C a eficiéncia
de extrag@o da proteina era praticamente constante, porém
com o incremento da temperatura, maiores concentragdes do
liquido i6nico e sal eram necessarias para manter o SAB’s.
Em temperaturas superiores a eficiéncia caiu bruscamente,
devido a mudangas estruturais da proteina.

Pei et al.'® decidiram manter a faixa de temperatura para
o estudo da eficiéncia de extragdo do BSA entre 15 e 45 °C,
pois também constataram dois estdgios de desnaturacdo
da proteina em temperaturas acima de 60 °C, assim como
Du et al.' O primeiro a 62 °C de cariter reversivel e
o segundo a 65 °C de cardter irreversivel. Utilizando
imidazoélio e fosfato de potéssio, o coeficiente de particdo
aumentou em funcdo do incremento da temperatura.

Em contraste aos outros trabalhos apresentados,
Sampaio et al.'™ apresentam a utilizacdo de liquidos
i6nicos para uma proteina diferente da BSA, a a-lc. O
incremento da temperatura (20, 30, 40 e 50 °C) favoreceu
o aumento do coeficiente de parti¢do, utilizando cloreto
1-etil-3-metilimidazdlio e fosfato de potdssio. Assim
como Pei e al.'®, os autores evitaram temperaturas onde
aconteceriam mudangas irreversiveis na proteina.

Diante de tantos trabalhos que mostram a perda de
estrutura das proteinas, se torna importante estudos mais
profundos a respeito da estabilidade térmica das proteinas
em diferentes liquidos i6nicos e condi¢des testadas.
Quental e al.'® utilizaram liquidos idnios baseados em
colina e poli(propilenoglicol) para extragdo de BSA. Apesar
de ndo ter avaliado o efeito da temperatura na eficiéncia
de extragdo, os autores avaliaram o efeito da temperatura
na estrutura da BSA solubilizada em acetato de colina,
através de andlises de espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier. Os resultados mostram
que ndo existem mudancas significativas nas estruturas
secunddrias da BSA em temperaturas abaixo de 55 °C. A
partir desta temperatura € possivel observar desvios no pico
I relacionado ao grupo funcional amida, caracterizando
perda de estrutura secunddria em fungdo do incremento
da temperatura, em concordincia com os resultados
apresentados por Du et al.'®

Outros fatores, além da temperatura, podem afetar as
estruturas proteicas das proteinas do soro do leite em SAB’s
que utilizam de liquidos i6nicos. Desai et al.'” mostram que
a concentracgio dos liquidos idnicos testados (Iolilyte 221PG

e Cyphos 108) influéncia diretamente na estabilidade da
BSA. Se considerarmos a concentragdo minima necessaria
para formacgdo das duas fases e a concentragdo maxima
para que ndo ocorra agregacdo das proteinas, a faixa de
concentragdo para utilizagao € estreita.

Pode-se concluir que, assim como nas fases polimero-sal
e polimero-polimero, apesar da possibilidade da otimizacio
do processo de extracdo das proteinas através do incremento
da temperatura, € necessario avaliar a estabilidade térmica
e a relagdo dessa estabilidade com outros fatores, como
por exemplo a concentracio de liquido idnico, visando
a preservacdo das propriedades funcionais e atividade
bioldgica das proteinas.

E possivel encontrar na literatura trabalhos em que a
utilizacdo dos liquidos idnicos aumentaram a estabilidade
térmica das proteinas.'®'!"! Taha er al.*’ (2015) investigaram
a estabilidade térmica de diferentes SAB’s utilizados na
particdo da BSA. Sistema composto por tampdes de Good
(solugdes tampdo ideais para investigacdo em Biologia
e Bioquimica), liquido i6nico e PEG 400 apresentaram
incremento de sua estabilidade térmica (59 °C). Ajaj''?
(2010) avaliou o efeito da concentragdo do cloreto de colina
sobre a estabilidade térmica da o.-Ic. Os resultados mostram
que em baixas concentracdes, o liquido i6nico favorece
uma leve desnaturacdo da proteina, enquanto em altas
concentragdes o efeito estabilizante € evidente.

4. Particdo por Inducao Térmica

Uma desvantagem do processo de separag@o por SAB’s €
adificuldade de separar as proteinas das solu¢des poliméricas
que promovem a particdo. Outra questdo € a necessidade
de métodos mais baratos que os usuais (ex. ultrafiltragdo e
cromatograficos) para a reciclagem destas fases poliméricas
e assim melhorar a relagdo custo beneficio do processo. A
particdo de fases poliméricas por indugdo térmica possui
potencial para resolver esses problemas.'’* Um exemplo
sdo os polimeros lineares nao idnicos compostos de PEG,
que normalmente sio soliveis em dgua mas separam fases
quando aquecidos a temperaturas especificas. A temperatura
em que a transi¢do ocorre € chamada de ponto de nuvem
do polimero. A particdo de fases poliméricas por inducéo
térmica pode ser usada combinada a processos de SAB’s
para separagdo e purificag¢do de proteinas, fato relatado em
diversos trabalhos publicados.''*2

Johansson et al.'"® demostram que proteinas podem ser
separadas em um sistema composto de apenas uma fase
polimérica e dgua. A fase polimérica € composta por 6xido
de etileno e grupos de 6xido de propileno hidrofobicamente
modificados, cujo ponto de nuvem € 14 °C. A parti¢do de
trés proteinas, dentre elas a BSA, em sistemas dgua/polimero
foram estudadas. Em temperaturas acima do seu ponto de
nuvem (17-30 °C) € percebida a separacdo das fases, onde
a fase superior é composta praticamente apenas por dgua e
a fase inferior pela fase polimérica em concentracio entre
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5-9%. Os resultados mostram que alterando paradmetros
como o pH, forca idnica e temperatura, € possivel que a
BSA seja particionada tanto para a fase aquosa quanto a
polimérica, reforcando o potencial para o fracionamento
de proteinas que o método possui.

A fase polimérica usada pode ser derivada de um
SAB’s para separagdo prévia das proteinas, onde a técnica
demonstrada por Johansson ef al.'"® € utilizada para que as
proteinas antes presentes na fase polimérica migrem para
uma fase aquosa, onde podem ser separadas mais facilmente
através de métodos como a secagem. A fase polimérica pode
ser entdo regenerada para uma nova extragio. E possivel
encontrar na literatura outros trabalhos semelhantes que
utilizaram polimeros termo-responsivos para a separacio
de proteinas do soro do leite, como a a-lc, B-Ic e também
a BSA.118,121.122

Recentemente, uma derivagdo dos SAB’s, o processo
de flotagdo em sistema aquoso de duas fases vem sendo
empregado em diversas dreas com intuito de purificagdo de
biomoléculas. A extragdo € baseada no transporte de massa
entre as fases aquosas e adsorcdo nas bolhas geradas.'”
Jiang et al. aplicou a flotagdo em sistemas aquosos de duas
fases usando polimero termo responsivo (poli(etilenoglicol-
ran-propilenoglicol)) e fosfato de potdssio monobdsico para
separa¢do de o-lc diretamente do soro do leite.'** O trabalho
mostra uma faceta atual (2021) do que aparece de mais
atual envolvendo sistemas aquosos bifdsicos e polimeros
termo responsivos, aplicado a separacdo de proteinas do
soro do leite.

5. Conclusao

A exposi¢do dos trabalhos citados reafirma a relevancia
tecnolégica da extragdo por SAB’s, e sua versatilidade de
aplicacdo para a extragdo de componentes proteicos do leite
como BSA, Proteinas do Soro, GMP, a-Ic e B-lg. Além
disso, a temperatura se confirma varidvel de importante
controle no projeto e execugdo dessas extracdes, alterando
os indices de eficiéncia de extracao.

Para SAB’s de composicio Polimero-Sal a extra¢do de
BSA apresentou em dois trabalhos citados diminui¢@o da
eficiéncia com elevacio de temperatura quando utilizou-se
PEG (2000 e 6000) e citrato de sédio. Porém, quando o
PEG 4000 foi utilizado com o mesmo sal, houve elevacio
da eficiéncia do processo, evidenciando a necessidade de
testes com PEG’s de outros massas moleculares, para melhor
conclusdo. Na andlise da extracdo de proteinas do soro do
leite pode-se observar que, ao utilizar PEG’s de menor peso
molecular (2000 e 4000) o aumento da temperatura levou
a uma diminuicdo da eficiéncia do processo de extracdo,
inverso do constatado ao utilizar PEG 8000. Para proteinas
GMP, a-lc e B-Ic a elevacdo da temperatura resultou em
aumento da eficiéncia, utilizando PEG’s de baixa massa
molecular ou PVP como polimeros, e como sais o citrato de
sodio e fosfato de potassio. Para essas proteinas o resultado

2021, no prelo

foi contrdrio apenas quando o sal utilizado foi o citrato
tripotassico.

Para SAB’s de composi¢@o Polimero-Polimero os testes
de extrag@o de BSA evidenciaram tendéncia de diminuicio
da eficiéncia com elevagdo da temperatura utilizando PEG’s
de diferentes massas moleculares com poli(4cido acrilico)
ou goma 4cida, apresentando resultado contrario apenas na
associa¢do PEG 8000 e dextrana.

Para SAB’s de composi¢ido Liquido I6nico-Sal os
estudos apresentaram resultados {mpares para a relagdo
temperatura e eficiéncia na extracdo de BSA. Dependendo
da composigdo das fases constatou-se elevagao, diminui¢io
ou até constancia de eficiéncia para diferentes temperaturas.
Para a proteina a-lc foi observada elevacdo da eficiéncia
com o aquecimento do sistema.
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