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PARTITIONING OF WHEY PROTEINS USING AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEMS WITH IONIC LIQUIDS. In this work, we
used an aqueous two-phase system (ATPS) consisting of the ionic liquid [C,mim][C]] and the salt K,HPO, to partition o.-lactalbumin,

B-lactoglobulin, and lactoferrin whey proteins. Extraction efficiency values above 87% indicate that the proteins primarily migrated
to the ionic liquid-rich phase (top phase). Partition coefficient values ranged from 6.17 to 8.93 for o-lactalbumin, from 22.80 to 34.55
for B-lactoglobulin, and from 26.46 to 40.06 for lactoferrin. Therefore, the saline ATPS with the ionic liquid examined in this study
can be considered to be a promising alternative for extracting whey proteins.
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INTRODUCAO

O soro de leite € o coproduto mais abundante da industria de
laticinios e € rico em proteinas de alto valor nutricional, funcional e
tecnoldgico. Entre essas, destacam-se a alfa-lactoalbumina (oi-la), a
beta-lactoglobulina (B-1g) e a lactoferrina (Lf). A B-lactoglobulina (-
lg) € a proteina presente em maior quantidade no soro de leite bovino
(cerca de 50% do total das proteinas do soro) destacando-se por suas
propriedades nutricionais, funcionais e técnicas de grande aplicagio
na industria de alimentos, como capacidade de emulsificagdo, forma-
¢do de espuma/retencio de ar, geleificagao, ligagdo de aroma e sabor,
formagio de filmes e cdpsulas protetoras.' A alfa-lactalbumina (o.-la),
que também € encontrada no leite humano, pode atuar na prevencio
de dlcera géstrica® e possui elevado teor de triptofano, sendo entdo
capaz de elevar o triptofano sanguineo,’® entre outras vantagens e
aplicacdes. A lactoferrina (Lf) é uma glicoproteina que pertence a
familia de transferrinas (transportadores de ferro), com propriedades
antimicrobianas associadas a sua capacidade quelante de ferro. Em
contextos clinicos pedidtricos, tem potencial para atuar em diversas
fungdes bioldgicas que incluem o transporte de {ons, atividades an-
tifingica, anti-inflamatdria e antiviral, efeitos de imunomodulagdo
e a cicatrizagdo de feridas.*

As industrias farmacéutica e de alimentos usam proteina, com alto
grau de pureza, para multiplas aplicacdes. Com as técnicas tradicio-
nais de extracdo e purificagdo, o custo final do composto purificado é
elevado; em torno de 50 a 80% do preco de venda € devido aos custos
dos processos de separagdo e purificagdo. Em adicdo, os sistemas
usuais demandam longos tempos de extragdo e podem desnaturar
algumas das biomoléculas, reduzindo a atividade biolégica.’

Nos tltimos anos, observa-se o aumento da procura por protei-
nas de soro de leite em funcdo do interesse crescente da populacio
por suplementos alimentares de alta qualidade. A recuperagio e a
valorizag@o dessas proteinas sdo, portanto, de interesse nos campos
académico e industrial.

A operagdo unitdria extragdo liquido-liquido (ELL) € utilizada nos
processos de separacdo e purificagdo de biomoléculas. No entanto,
biomoléculas como proteinas, organelas e fragmentos celulares,
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podem sofrer danos quando submetidas a ELL, no caso do uso de sol-
ventes organicos. Logo, a vertente da ELL utilizando sistemas aquosos
bifdsicos (SAB) surgiu como uma técnica alternativa e aplicavel a
separa¢do de compostos de origem bioldgica.® Esta técnica apresenta
vantagens como curto tempo de processo, baixo consumo de energia
e possibilidade de aplicagdo em grande escala.”® Adicionalmente,
as duas fases dos SAB sdo formadas majoritariamente por dgua,
fornecendo assim um ambiente ameno para as biomoléculas, o que
evita que ocorram mudancas em suas estruturas e perda das suas
atividades bioldgicas.’

Os SAB se formam quando um polimero solivel em dgua e uma
substancia de baixa massa molar (normalmente um sal inorganico) ou
dois tipos de polimeros soltveis em dgua se dissolvem em solucgio
aquosa acima de suas concentragdes criticas.!” No entanto, a maioria
dos polimeros utilizados nos SAB convencionais apresenta alta vis-
cosidade e as solugdes formadas sio geralmente opacas, interferindo
nas técnicas de andlises instrumentais usadas na quantificacio dos
compostos extraidos do sistema.'' Portanto, nos tltimos anos, a uti-
lizacdo de SAB baseados em liquidos idnicos (LI) para substituir os
solventes organicos convencionais constitui uma drea de pesquisa em
franco crescimento. Estudos iniciais foram conduzidos por Gutowski
et al.,'* que demonstraram que a adi¢éo de sais inorgénicos (como
o K,PO,) a solugdes aquosas de LI (baseados no cétion imidazélio)
induz a formacéo de SAB.

Liquidos i0nicos sao sais compostos por fons de grandes dimen-
sdes, um cdtion organico relativamente grande e um anion organico
ou inorganico relativamente pequeno, que ndo formam uma rede
cristalina bem definida, e assim permanecem liquidos a temperatura
ambiente. Apresentam uma fraca interag@o interionica, a qual resulta
em uma baixa energia do reticulo cristalino e baixa temperatura de
fusdo, o que os difere dos sais comuns.'* Os LI tém propriedades
Unicas, tais como: ndo-inflamdveis, pressdao de vapor negligencid-
vel, forte poder de solubilizac@o e estabilidade quimica e térmica.'*
Encontram aplica¢do quimica e bioquimica nas sinteses quimicas,
transformacdes biocataliticas, projetos de dispositivos eletroquimicos
e processos de separagdo.'>!®

Assim, SAB baseados em LI estdo sendo aplicados em processos
de biopurificagio e bioextragdo com as vantagens de maior estabi-
lidade das bioméleculas alvo (normalmente proteinas e enzimas) e
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maiores taxas de recuperacdo em comparagio aos SAB tradicionais
formados por polimero e sal.>7#17-2!

A extragdo de proteinas em SAB baseados em LI foi primeira-
mente reportada por Du ez al.,'” que empregaram SAB compostos por
cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio ([C,mim][Cl]) e sal de fosfato
(K,HPO,) na extracdo de albumina de soro bovino (BSA) de fluidos
bioldgicos. Pei ef al.’ estudaram a particio de BSA e tripsina em
SAB compostos por brometo de 1-butil-3-metilimidazélio [C,mim]
[Br] e K,HPO,. Ventura et al.” avaliaram a influéncia dos tipos de LI
(formados por diferentes dnions combinados ao cdtion imidazélio)
na extra¢do do aminoécido L-triptofano. Ventura et al.® estudaram a
separacdo e purificagdo da enzima lipase B, de Candida antarctica,
com SAB constituidos por [C,mim][C]] e K,HPO,. Ruiz-Angel et
al."™® analisaram a parti¢do de ovalbumina da clara de ovo em SAB de
mesma composi¢do. O LI [C,mim][CI] também foi utilizado para a
separacdo de vanilina, que € uma biomolécula utilizada em alimentos,
bebidas e produtos farmacéuticos para produzir aromas satisfatérios.'
Passos ef al.® avaliaram a particdo do aminoacido L-triptofano em
SAB constituidos por [C,mim][Cl] e sais de citrato de potdssio. Dreyer
et al.*! determinaram coeficientes de parti¢do para tripsina, lisozima,
mioglobina e dlcool desidrogenase em sistemas constituidos pelo LI
Ammoeng TM 110 e tampdo fosfato (pH 7,0). LI baseados no cétion
fosfonio e K,PO, foram empregados por Louros et al.** na extragdo
de aminodcidos. Pereira et al.”® estudaram SAB compostos por LI
baseados nos cdtions amonio e fosfonio, combinados com solugio
tampao de citrato de potdssio/dcido citrico (pH 7,0), para extragio
de BSA. No entanto, sistemas compostos por [C,mim][Cl] e sais de
fosfato ainda ndo foram usados para a parti¢ao das protefnas o-la,
B-1g e lactoferrina do soro de leite.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a extragdo das
proteinas o-la, B-lg e lactoferrina, presentes no soro de leite, em
SAB constituidos pelo cloreto de 1-butil-3-metilimidazdélio [C,mim]
[Cl], 4gua e o sal inorganico fosfato de potdssio dibdsico (K,HPO,).

O cation 1-butil-3-metilimidazdlio foi escolhido pois € um mo-
delo de cdtion de LI para o qual se tem dados gerais descritos em
literatura.>*?’ Além disso, o sal inorganico baseado em fosfato foi
selecionado pois os fons fosfatos atuam em sistemas bioldgicos.”

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

O liquido i6nico cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio, [C,mim]
[Cl] e o sal inorganico fosfato de potdssio dibdsico anidro (K,HPO,)
foram adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). As proteinas o-la e B-1g
foram doadas pela Davisco Food Ingredientes International (Eden
Praire, USA). A lactoferrina foi cedida pela DMV International
(Veghel, Holanda).

Curvas binodais e dados de equilibrio

As curvas de equilibrio foram obtidas por meio da titulacdo
turbidimétrica, metodologia que consiste em titular uma determi-
nada quantidade de liquido i6nico gotejando a solucdo aquosa de
sal inorgénico até que a mistura final se torne turva.” Para tanto,
inicialmente, solu¢des estoque do LI a 70% m/m e de sal com
concentracao total 40% m/m foram preparadas. Aproximadamente
1 g de solucdo de LI foi entdo transferida para um tubo de ensaio
de vidro, que foi colocado no interior de um banho termostatico
(170M020, Matoli, Brazil) a temperatura de trabalho (25 °C). Ap6s
atingir a temperatura desejada, aliquotas de 20 uL da solucdo de
sal foram adicionadas com auxilio de uma micropipeta ao tubo e o
sistema foi misturado com a ajuda de um agitador de solucdes tipo
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vortex (Phoenix Luferco, AP 56). Apds, foi deixado em repouso
durante alguns minutos dentro do banho até que o turvamento da
solucdo final pudesse ser notado (regido bifdsica).

Em seguida, aliquotas de d4gua ultrapura foram adicionadas para
que o sistema voltasse ao estado limpido (regido monofésica). Para
cada ponto de turvamento identificado, a composi¢do global do siste-
ma (concentragdo de LI, dgua e sal) foi determinada a partir da massa
total do sistema e das quantidades de sal, LI e 4gua adicionadas antes
da observagao do turvamento. Este processo de titulacdo foi repetido
até a obtencdo de uma quantidade suficiente de pontos para a forma-
¢do da curva binodal, de maneira que os pontos de turvamento foram
considerados como pontos da curva de equilibrio. Posteriormente, as
curvas binodais obtidas experimentalmente foram correlacionadas as
Equacdes 1, 2 e 3 utilizando o software SAS (SAS versdo 9.0, Cary,
NC, SAS Institute, Inc., 1998, licenciado para uso pela Universidade
Federal de Vicosa).

A Equagdo 1 representa o modelo matematico de Merchuk ez al.*
usado para correlacionar pontos experimentais em sistemas contendo
polimeros. A Equagio 2*! € outro modelo empirico também utilizado
para correlacionar os dados binodais de sistemas polimero-sal. A
Equagéo 3 foi utilizada por Han et al.** para correlacionar os dados
das binodais de sistemas formados por LI baseados no cation imida-
z0lio e sais orgadnicos.

[LI] = Aexp[(B[Sal]*?) — (C[Sal]*)] (D
[LI] = A + B[Sal]*’ + C[Sal] 2)
[LI] = A + B[Sal]> + C[Sal] + D[Sal]? 3)

onde [LI] e [Sal] sdo as composi¢des em fragdo mdssica do liquido
ionico e do sal, respectivamente; e A, B, C e D sdo os parAmetros de
ajuste dos modelos.

Linhas de amarracao

Ap6s a determinag@o das curvas de equilibrio, as linhas de
amarracio foram obtidas utilizando o método gravimétrico descrito
por Merchuk et al.*® Foram utilizados quatro pontos globais. A partir
das concentracdes (% m/m) pré-definidas de sal, LI e 4gua, quatro
sistemas foram preparados através da pesagem dos componentes
(BEL Engineering, M 214 A) para uma massa total de 10 g, em
tubos de centrifuga graduados de volume de 15 mL. Os tubos foram
agitados vigorosamente e entdo centrifugados (FANEM, Excelsa 11
206 BL) a 3500 rpm por 5 minutos a fim de acelerar a separacgio de
fases. Posteriormente, os tubos foram mantidos em repouso durante
12 horas em estufa (FANEM, 502, Brasil) a 25+1 °C.

Ap6s o periodo especificado, os volumes das fases foram medidos
e as fases foram, entdo, separadas e pesadas.

Para determinag@o da concentragdo de cada componente (LI,
sal e dgua) nas fases coletadas, um sistema de quatro equagdes
(Equagdes 4-7) e quatro varidveis desconhecidas ([LI],,, [LI]g,, [LI];,,
[Sal]g,) foi resolvido® no software Engineering Equation Solver
(EES), Comercial Version 6.883-3D (2003).

[LI];, = Aexp[(B[Sal];,**) — (C[SAL], )] 4)

[LI]g, = Aexp[(B[Sallg,**) — (C[Sallg,*)] Q)
[LI] l—o

(LI =—" - (T) [L1lg,, (©6)

Sal 1 —oc
[Sal]LI=[ i]M _[

- ] [Sallg, )
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onde os indices subscritos LI, Sal e M representam a fase superior
(rica em LI), a fase inferior (rica em sal) e a composicio global da
mistura, respectivamente. O pardmetro o € a razio entre a massa da
fase superior e a massa total da mistura, caracteristico da regra da
alavanca.

O comprimento da linha de amarracao foi determinado por meio
da Equacio 8.

TLL = +/ ([Sall; — [Sallg)® + (LI - [L1] )2 ®)
Particiio das proteinas em SAB

Os experimentos de particio foram realizados em tubos de centri-
fuga graduados de 15 mL para uma massa total de 12 g. Adicionou-se,
aos tubos, uma massa de 10 mg de proteina. Os SAB foram preparados
através da pesagem dos componentes e, entio, agitados, centrifugados
e mantidos em repouso em estufa (25+1 °C), por 12 horas. Entdo as
suas fases foram separadas, como descrito para o procedimento de
determinagdo das linhas de amarragio no item anterior. A temperatura
de trabalho foi mantida a 25+1 °C. Os experimentos foram realizados
em duas repeti¢des.

O contetdo de proteina em cada uma das fases foi determinado
utilizando o método espectrofotométrico (Cary 50 Probe, Varian,
EUA), por leitura direta da absorbancia a 280 nm. No intuito de
evitar a interferéncia do sal e do LI no método de quantificacdo das
proteinas, amostras de controle (branco) constituidas apenas por LI,
sal e dgua foram utilizadas em todas as leituras. Uma curva analitica
foi previamente preparada para cada proteina. A distribui¢do da pro-
tefna nas fases do sistema foi determinada a partir do coeficiente de
partigdo (K)), resultado da razo entre as concentragdes de proteina
da fase superior e inferior (Equacdo 9). O coeficiente de parti¢do foi
utilizado para quantificar o grau de separag@o alcangado no processo
de extragdo.

CL[
K,=
CSal

©))

onde C, e Cg, sdo as concentracdes de proteina na fase superior e
inferior, respectivamente.

Para que se possa selecionar o SAB com melhor capacidade de
extracdo das proteinas estudadas, foi calculada a recuperagao tedrica
(Yo %) do sistema, utilizando-se a Equagdo 10*

100
=100 10
Yo = T (IRK,) (10

na qual R corresponde a razdo entre os volumes da fase superior e
inferior.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dados de equilibrio de fases

A Figura 1 apresenta a curva binodal, as linhas de amarragio
e o ponto critico (Pc) obtidos para o SAB constituido por [C,mim]
[Cl], K,HPO, e 4gua, a 25+1 °C. Os parametros de ajuste obtidos da
correlacio dos dados experimentais da binodal, juntamente com os
coeficientes de correlagdo (R?) e os correspondentes desvios padrdo
(sd) das Equagdes 1-3 sdo apresentados na Tabela 1. A equag@o
1 mostrou melhor acuracia no ajuste dos dados da binodal para o
sistema investigado.

As linhas de amarragdo foram determinadas através da predigdo
matemadtica da composi¢do de cada fase dos sistemas bifdsicos

Quim. Nova
80
L] Dados experimentais
_— Linhas de amarragéo
60 hd — Ajuste do modelo de Merchuk
* Ponto critico (Pc)

% (m/m) [C,mim][CI]

% (m/m) K,HPO,

Figura 1. Diagrama de equilibrio de fases o SAB formado por [C,mim][Cl]
+ K,HPO,+ dgua

Tabela 1. Parimetros das Equacoes 1-3

Parametro Equagdo
1 2 3
A 97,90 72,81 90,35
B -0,48 -16,63 -34,34
C 2,17x10° 0,02 4,14
D - - -0,02
R? 0,9977 0,9894 0,9970
sd 1,2631 2,7326 1,4957

formados. As composi¢des das fases superior e inferior, a composi-
¢do das misturas iniciais e os comprimentos das linhas de amarragao
(TLL) estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdes iniciais das misturas, dados experimentais de com-
posicdes das fases obtidas e comprimento da linha de amarracao

LI,  [Sall, [LI, [Sall, [LIl,, [Sall,,  TLL
4560 2,86 1800 2693 240x10° 42,62 60,49
39,50 3,60 20,00 2485 163 37,68 50,94
4537 2,89 22,00 2278 4,60x10° 4149 59,56
49,13 2,08 2400 2260 097 4141 62,17
5432 152 2600 2333 0,79 4274 67,56
5832 1,18 2800 2405 057 4475 1234

Analisando os dados da Tabela 2, observa-se um aumento do
TLL com o aumento das composi¢des globais de sal e LI para todas
as combinacdes LI + sal consideradas. Quanto maior o conteido
do composto formador de fase, mais distante € o ponto de mistura
global da curva binodal e, portanto, espera-se uma maior diferenga
nas propriedades intensivas entre as fases formadas. Esse aumento
do TLL também pode ser notado na Figura 1.

Considerando a regra da alavanca, observa-se na Figura 1 que
as composicdes de mistura definidas forneceram fases (superior e
inferior) de volumes aproximadamente iguais, estando os pontos de
mistura aproximadamente na metade das linhas de amarrac@o.

Particiio de proteinas em SAB

A particio das proteinas foi testada para os quatro diferentes
pontos de mistura globais utilizados para determinaco das linhas de
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amarracdo. A Tabela 3 apresenta os valores de coeficiente de parti¢ao
e eficiéncia de extragdo para as proteinas do soro de leite estudadas.

Tabela 3. Coeficientes de parti¢do e eficiéncia de extragdo para as proteinas
do soro de leite em SAB formados por LI + sal

Proteina [LI]y, [Sal],, K, Yaup (%)

18,00 26,93 40,06+2,14  97,23+0,02

20,00 24,85 3497+1,79  97,14+0,13

H 22,00 22,78 30,68+1,52  97,83+0,12
24,00 22,60 26,46x1,28  97,91+0,19

18,00 26,93 8,93+3,88  87,62+4,77

20,00 24,85 7,35£2,86  87,39+4,33

ot 22,00 22,78 6,70+3,37  88,12+5,33
24,00 22,60 6,17+£3,56  88,71+5,88

18,00 26,93 22,80+7,87  94,58+1,77

20,00 24,85 34,55+11,34  97,08+0,93

Pl 22,00 22,78 27,52+1091 96,85+1,22
24,00 22,60 32,09+5,98  97,93+0,38

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que, para todos
os SAB estudados, foram obtidos altos valores de eficiéncia de ex-
tragdo, superiores a 87%. E, entdo, possivel concluir que a variagio
da concentracdo dos componentes formadores de fase exerce pouca
influéncia na migragéo das proteinas o-la e 3-1g. Nos experimentos
de extracdo, o pH do sistema foi igual a 9,0, estando, assim, acima
dos valores de ponto isoelétrico (pI) das proteinas o-la e B-lg (4,2-
4,8 e 5,2-5.4, respectivamente)® que estdo carregadas negativamente.
Portanto, na interface, a carga positiva de [C,mim] atrai as proteinas
para a fase superior, rica em LI."7

Os valores de recuperagio téorica da Lf na fase superior, rica em
LI, também foram elevados (acima de 97,14%). Entre as diferentes
interagdes existentes entre as moléculas, as interagdes hidrofébicas
desempenham um papel importante no comportamento de proteinas em
solucdo.*® A hidrofobicidade relativa do LI pode inferir em sua capaci-
dade de extrair proteinas. As interagdes do LI com a biomolécula podem
ser do tipo for¢as de van der Waals, interacdes eletrostdticas, ligacdes
de hidrogénio e -7 entre o anel de imidazdlio e o anel aromdtico de
aminodcidos aromdticos.** A Lf apresenta pl entre 8 e 8,5, préximo
do pH do sistema (pH 9,0), o que resulta em um aumento do caréter
hidrofébico, criando uma maior afinidade da proteina pela fase rica
em LI. Pei ef al’ encontraram resultados semelhantes estudando a
parti¢do de tripsina em sistemas constituidos por brometo de 1-butil-
-3-metilimidazélio ([C,mim][Br]). Lin er al.*® estudaram a extragio
das proteinas BSA, hemoglobina e lisozima em sistemas constituidos
por brometo de 1-octil-3-metilimidazélio ([C;mim][Br]) e K,HPO,.
Segundo os autores, devido as interagdes hidrofébicas mais fortes que
ocorrem no pl, os rendimentos de extragdo de hemoglobina e lisozima
foram relativamente otimizados nessas condi¢des.

Verificou-se que o aumento das concentracdes de sal promoveu
0 aumento dos valores de K . Em altas concentragdes de K,HPO,
foi observada a redu¢@o da solubilidade da proteina na fase inferior
como resultado de competi¢do de um grande nimero de fons de sal
com proteinas pelas moléculas de dgua® (efeito salting out). Este fato
induz a transferéncia da proteina para a fase superior do sistema.!’

Alvarez-Guerra e Irabien*’ estudaram a extragéo de Lf usando LI
hidrofébicos (1-butil-3-metilimidazdlio bis[(trifluorometil)sulfonil]
imida [C,mim][NTf,]) e 1-butil-3-metilimidazélio hexafluorofosfato
[C,mim][BF(]). No entanto, as eficiéncias de extracdo obtidas nio
foram maiores que 20%.
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Os valores de K  encontrados no presente trabalho foram similares
a outros reportados na literatura para SAB compostos por polimero e
sal. Chen*' estudou a parti¢do e separagio das proteinas o-la e B-lg em
PEG (polietilenoglicol) utilizando um SAB com fosfato de potdssio e
obteve valores de coeficiente de particio na faixa de 1 a 7. Mokhtarani
et al.,”* estudando a parti¢do das mesmas proteinas em SAB de polivi-
nilpirrolidona e fosfato de potdssio, obtiveram valores na faixade 1 a 7.

CONCLUSAO

Os valores de K variaram, aproximadamente, de 6,17 a 8,93 para
a alfa-lactalbumina, de 22,80 a 34,55 para a beta-lactoglobulina e de
26,46 a 40,06 para a lactoferrina. Os valores de eficiéncia de extragio
maiores que 87% indicam uma elevada migragao das proteinas para a
fase superior ricaem LI dos SAB. Dessa forma, a partir dos resultados
obtidos e discutidos, os SAB baseados em LI sob investiga¢do no
presente trabalho podem ser considerados uma alternativa promissora
para extracdo de proteinas do soro de leite.
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