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RESUMO

Neste trabalho, estudou-se a extracdo de Imunoglobulina G (IgG) em Sistemas Aquosos Bifasicos
(SABs) compostos por polietilenoglicéis (PEG) com massas moleculares iguais a 4000, 6000 e
8000 g.mol! e tampdo citrato com pHs 5,0, 6,0 e 7,0. Primeiramente, determinou-se o
comportamento no equilibrio para cada sistema por duas metodologias diferentes: cloud-point, a
partir do qual foram obtidas as curvas binodais, e densitometria, que deu origem as linhas de
amarracdo. Os resultados obtidos por ambas as técnicas apresentaram uma boa concordancia.
Observou-se que o aumento da massa molar do PEG, bem como o aumento do pH do tampé&o
citrato levou a um aumento da &rea sobre a curva binodal. Entretanto, para o Gltimo caso, a
expansdo da regido bifasica ndo foi significante quando se aumentou o pH de 6,0 para 7,0. Em
relacdo as linhas de amarracdo, também ndo foram observadas mudancas significativas tanto no
comprimento como nas inclinagcdes das mesmas quando se variou a massa molar e o pH, o que
mostra a alta capacidade dos ions citrato em se hidratar preferencialmente e promover quase
totalmente ou totalmente a exclusdo do PEG da fase fundo, como observado nesse trabalho. O
estudo de particdo se deu a partir de um planejamento estatistico do tipo 2% com resolugéo
completa e adicdo de trés pontos centrais, tendo como variaveis a % PEG, % tampdo citrato, pH e
massa molar do PEG. Para tal finalidade o software Statistica 7 foi utilizado. Foram realizados 19
experimentos e cada variavel independente foi testada em trés niveis, sendo os valores de
porcentagem de PEG iguais a 26, 28 e 30% m/m e de tampdo citrato iguais 8, 10 e 12% m/m. Os
experimentos que apresentaram os maiores valores de coeficiente de particdo (Kp) foram aqueles
com pH 7,0 e 12% de tampéo citrato, classificados como fatores significativos estatisticamente.
Fixaram-se, entdo, esses valores de pH e % de tampdo citrato e realizaram-se mais 27
experimentos com diferentes concentracdes de NaCl (0, 0,2 e 0,4 M). Observou-se um aumento
no valor de K, quando se aumentou a concentragdo de NaCl. Os resultados apresentados neste
estudo mostraram que elevados valores de K, podem ser obtidos mesmo a baixas concentragdes
de sal neutro. Este resultado mostrou ser satisfatorio visto que a utilizacdo de grandes
concentragdes de sais em um processo industrial pode ocasionar diversos problemas como, por

exemplo, a redugéo na vida util dos equipamentos devido a corrosdo dos mesmos.

PALAVRAS-CHAVE: Equilibrio liquido-liquido, parti¢éo, anticorpos.



ABSTRACT

In this work, it was studied the extraction of immunoglobulin G (IgG) in Aqueous Two Phase
Systems (ATPS) composed of polyethylene glycols (PEG) with molecular weight equal to 4000,
6000 and 8000 g.mol™* and citrate buffer with pH 5.0, 6.0 and 7.0. First, the behavior for each
system in equilibrium was determined by two different methodologies: cloud-point from which
binodal curves were obtained and density, which led to the tie-lines. The results obtained by both
techniques showed good agreement. It was observed that the increase in PEG molecular weight
and the increase in citrate buffer pH led to an increase in the area of the binodal curve. However,
for the latter case, the expansion of two-phase region was not significant when the pH increased
from 6.0 to 7.0. Regarding the tie-lines, there were also no significant changes in both length and
slopes of the same while varying the molecular weight and pH, which shows the high ability of
citrate ions on hydrating theirselves preferably and promoting fully or almost fully the PEG
exclusion bottom phase, as observed in this study. The study of partition was made from a
statistical design of type 2* with complete resolution and adding three central points, having as
variables % PEG, % citrate buffer, pH and PEG molar mass. For this purpose the software
Statistica 7 was used. 19 experiments were performed and each independent variable was tested in
three levels, being the values of PEG percentage equals to 26, 28 and 30% (m/m) and citrate
buffer percentage equals to 8, 10 and 12% (w/w). The experiments showed that the highest values
of the partition coefficient (Kp) were obtained in systems with pH 7.0 and 12% citrate buffer,
classified as statistically significant factors. These values of pH and % citrate buffer were settled
and other 27 experiments were conducted with different concentrations of NaCl (0, 0.2 and 0.4
M). There was an increase in the Kp value when the NaCl concentration increased. The results of
this study showed that high Kp values can be obtained even at low concentrations of neutral salt.
This result is satisfactory since the use of high concentrations of salts in an industrial process may
cause various problems such as the reduction in service life due to corrosion of the equipment
thereof.

KEYWORDS: Liquid-liquid equilibrium, partition, antibodies.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 10 anos, os anticorpos tem se mostrado potentes medicamentos no tratamento
de diversas doencas (AZEVEDO et al., 2009a). Segundo van Dijk e van de Winkel (2001), a
classe de anticorpos mais abundante encontrada no sangue humano é a imunoglobulina G 1
(1gGy), entretanto existem ainda outros nove tipos de anticorpos, chamados de isotipos, a saber:
19G2, 1g9Gs, 1G4, IgM, IgA1, 1gA2, IgAs, IgD e IgE (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002).
Infelizmente, a dose necessaria destes para a obtencdo de resultados eficazes tem que ser bastante
elevada, o que torna urgente o desenvolvimento de técnicas de producdo em grande escala
rapidas, economicamente vidveis e que gerem produtos com alto grau de pureza (ROSA et al.,
2007a).

A etapa upstream, que envolve basicamente o crescimento celular, tem melhorado
consideravelmente a producdo de anticorpos monoclonais — produzidos a partir de células de
hibridoma e, por isso, altamente especificos — devido as continuas descobertas em biologia
molecular e genética (AZEVEDO et al., 2008). Esse cenério leva a necessidade de se melhorar
também a etapa downstream, que diz respeito as técnicas de purificacdo do bioproduto de
interesse e que tem sido considerado um gargalo na producdo de grandes quantidades com custos
razoaveis (ROSA et al., 2009b).

Uma técnica bastante utilizada em combinacdo com outras operacdes unitarias no processo
de purificacdo de anticorpos monoclonais € a cromatografia de afinidade com proteina A
(SHUKLA et al., 2007), por proporcionar a obtencdo de um produto com mais de 98% de pureza
(ZHOU et al., 2006). Segundo Vancan (1999), entretanto, a sua utilizacdo apresenta como
desvantagens o alto custo, a toxicidade em caso de desprendimento do ligante da matriz sélida, a
perda da atividade bioldgica ao longo do tempo e a possibilidade de contaminacao bacteriana.

Outras técnicas ndo-cromatogréaficas, tais quais adsor¢cdo em membrana, precipitacao,
separacdo magneética, cristalizacdo e extracdo em sistemas aquosos bifasicos (SABSs), tem sido
testadas com o intuito de substituir a cromatografia de afinidade com proteina A (MAO et al.,
2010). Rito-Palomares (2004) mostrou que é possivel utilizar a extragdo liquido-liquido em duas
fases aquosas como a primeira etapa do downstream, uma vez que esta técnica reine em um unico

passo separacdo e concentracdo da molécula alvo.



Os SABs consistem de duas fases imisciveis formadas quando solucdes de polimeros
sollveis em agua sdo combinadas entre si, ou com uma solucdo salina, em determinadas
concentragdes (XU et al., 2001). Ha uma grande quantidade de trabalhos que investiga a extracdo
de anticorpos monoclonais atraves de SABs. Muitos desses trabalhos utilizam sistemas compostos
por polietilenoglicol (PEG)/dextrana (ROSA et al., 2007b; ROSA et al., 2009a; AZEVEDO et al.,
2009b), enquanto outros utilizam sistemas polimero/sal compostos por PEG/tampdo fosfato
(AZEVEDO et al., 2007; ROSA et al., 2007b; LEE e FORCINITI, 2010; ROSA et al., 2009b),
devido & maior rapidez de separacéo das fases decorrente da maior diferenga de densidade entre as
solucdes.

Recentemente, trabalhos utilizando PEG/tampdo citrato (AZEVEDO et al.,, 2008;
AZEVEDO et al., 2009a; LEE e FORCINITI, 2010; MAO et al., 2010) comecaram a ser testados
e divulgados na literatura. Quando comparado ao fosfato, o citrato apresenta vantagens tais quais
biodegradabilidade e ndo-toxicidade, permitindo que seja disposto em sistemas de tratamento de
esgoto bioldgicos (MAO et al.,, 2010). Além disso, menores concentracdes de citrato séo
necessarias para a obtencdo de um SAB, o que o torna mais efetivo na formacdo desses sistemas
(SILVERIO et al., 2012).

De acordo com Azevedo et al. (2007), melhores resultados de pureza e rendimento podem
ser obtidos variando-se condi¢bes experimentais como pH, forca i6nica e peso molecular do
polimero. Diante do exposto, no presente trabalho buscou-se investigar a influéncia do tamanho
da cadeia do PEG, do pH da solucdo de tampéo citrato e da presenca de cloreto de soédio na

particdo de imunoglobulina G.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a particdo de IgG em sistemas aquosos bifasicos (SABs) compostos por PEGs com

diferentes massas moleculares, solugbes de tampdo citrato com diferentes pHs e com forcas

ibnicas variando através da adi¢do de um sal neutro.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar dados de equilibrio de fases para SABs formados por PEG (4000, 6000 e 8000
g.mol™?), tampdo citrato (pHs 5,0, 6,0 e 7,0) e 4gua a temperatura de 25 °C através dos
método cloud-point e densimetria;

Comparar as curvas binodais obtidas pelo método cloud-point as linhas de amarracéo
obtidas pelo método densimétrico;

Estudar a influéncia da massa molar do PEG e do pH da solucéo de tampao citrato sobre a
area das curvas binodais e inclinacdo das linhas de amarracéo obtidas;

Estudar a influéncia da massa molar do PEG, da porcentagem do PEG, da porcentagem do
tampdo citrato e do pH sobre a particdo de 1gG a partir de uma solucéo sintética contendo
exclusivamente 1gG;

Validar estatisticamente os dados de parti¢do obtidos;

Estudar a influéncia da adi¢do de um sal neutro (NaCl) sobre a particdo de IgG nos SABs

que apresentaram os melhores resultados de coeficiente de parti¢do (Kp).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo proteinas biologicamente ativas encontradas no plasma
sanguineo, produzidas em resposta a presenca de substancias estranhas ao organismo, sendo,
portanto, importantes componentes do sistema imune animal (BERELI et al., 2006; ROQUE et
al., 2007). Correntemente, quando se fala em imunoglobulina refere-se tanto a imunoglobulina
como a anticorpo, entretanto imunoglobulina é aquela que esta expressa ha membrana do linfécito
B, que la esta acoplada, enquanto que anticorpos sdo as imunoglobulinas que foram secretadas. De
qualquer forma, a especificidade dos anticorpos que foram secretados é exatamente igual aquela
da imunoglobulina membranar (KINDT et al., 2008).

Todas as imunoglobulinas, independente das suas especificidades, tem uma estrutura
comum (Figura 1) com quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias pesadas (H) idénticas, cada
uma com grupos de oligossacarideos ligados covalentemente; e duas cadeias leves (L) idénticas
ndo-glicosiladas. Todas as quatro cadeias polipeptidicas contém regifes constantes (C) e variaveis
(V). As cadeias H e L tem uma regido V Unica. Em relacdo as regides C, as cadeias L tem uma
Unica, enquanto que as cadeias H tém trés (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002). As regides V
de ambas as cadeias H e L se combinam para formar dois sitios idénticos de ligac&o ao antigeno,
os fragmentos Fab (ROQUE et al., 2007), e as regides C restantes, chamadas de fragmentos Fc,
sdo responsaveis pelas atividades biologicas da imunoglobulina, tais quais ativar linfécitos T,
ativar o complemento e promover a fagocitose (RAMALHO, 2007).

As imunoglobulinas sdo divididas em cinco classes principais de acordo com o0s
componentes das cadeias H. A IgG tem uma cadeia H do tipo y (gama), enquanto a IgA, a IgD, a
IgE e a IgM, tem cadeias H dos tipos a (alfa), & (delta), & (épsilon) e p (miu), respectivamente
(LEHNINGER, 1984). Em relacdo as cadeias L, existem dois tipos: A (lambda) ou «k (capa), mas
as duas tem que ser iguais em cada imunoglobulina (RAMALHO, 2007). IgG, IgD e IgE séo
secretadas na forma de monémeros; IgA no soro € encontrada na forma de monémero, mas em
secreces como a saliva e lagrimas é encontrada principalmente na forma de dimeros,

apresentando quatro sitios de ligagdo ao antigeno; a IgM, por sua vez, é composta por cinco
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unidades monomeéricas, tendo, portanto, dez sitios de ligacdo ao antigeno (AMERSHAM

BIOSCIENCES, 2002). A Figura 2 mostra as estruturas caracteristicas de cada classe de

anticorpo.
Fragmento Fab
Cadeia pesada
Regido Constante
Cadeia pesada Fragmento Fc
Regido Variavel
Cadeialeve
Regido Constante —
Cadeia leve
Regido Vanavel
Figura 1. Estrutura basica H2L2 de uma imunoglobulina tipica.
Fonte: PORTAL DE ONCOLOGIA PORTUGUES (2013).
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Figura 2. Estruturas caracteristicas de cada classe de anticorpos.
Fonte: Adaptado de AMERSHAM BIOSCIENCES (2002).

As imunoglobulinas da classe G (IgG) séo as mais abundantes, correspondendo a 80% do
total de Ig do soro (KINDT et al., 2008) e exercem inumeras fungdes biologicas importantes por
interagirem com varios tipos de celulas (MARZOCCHI-MACHADO e LUCISANO-VALIM,

2005). A IgA é a segunda imunoglobulina sérica em maior quantidade, cerca de 15%, sendo a
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principal classe de anticorpo nas secrecOes externas (saliva, lagrimas, muco bronquial e muco
intestinal), de forma que protege o individuo contra microrganismos nas regiées onde se encontra
(GRUMACH et al., 1998). A IgM constitui aproximadamente 10% da composi¢do sérica e por ser
muito volumosa, devido aos cinco monbémeros, estd restrita quase inteiramente ao espago
intravascular, tendo como funcao suprimir parte da imunidade especifica contra bactérias e virus
(VANCAN, 1999). IgD e IgE sdo encontradas apenas em pequenas quantidades no soro, 0,2 e
0,004%, respectivamente; a funcdo da IgE ¢é ligar-se a alérgenos, enquanto a da IgD ainda néo é
conhecida. (LEHNINGER, 1984).

3.2. Imunoglobulina G

A 1gG esta presente no soro e nos tecidos e existe na forma de quatro subclasses: 1gG1,
1gG2, 19Gs e 1gG4, que diferem quanto & quantidade de ligacGes dissulfito entre as cadeias H e
quanto ao tamanho da charneira — regido rica em residuos de prolina que permite a
imunoglobulina ter alguma flexibilidade para se adaptar na ligagdo ao antigeno, podendo
aumentar ou diminuir o angulo formado pelos bracos do Y (RAMALHO, 2007).

Entre as fungdes bioldgicas exercidas pela 1gG, pode-se dizer que a mais importante é a
ativacdo do complemento (HAMILTON, 2001), realizada com maior capacidade pela 1gGs,
seguida da 1I9G1 (AMARAL, 2002). Outra funcéo vital da IgG humana é sua habilidade de se ligar
aos receptores Fc das superficies celulares, o que possibilita a complexacdo do anticorpo ao
antigeno, facilitando a remocéo de antigenos ou complexos imunes por fagocitose (HAMILTON,
2001).

Os anticorpos podem ser do tipo mono ou policlonais. Os anticorpos policlonais sdo
aqueles derivados do plasma humano, produzidos no organismo por diferentes clones de células
plasmaticas (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002), enquanto que os anticorpos monoclonais sdo
produzidos por celulas hidridoma — células imortais desenvolvidas pela primeira vez por Kohler e
Milstein (1975) a partir da fusdo de células de linfocitos B de um rato imunizado com células
tumorais imortais derivadas de um mieloma de rato. Os anticorpos monoclonais sdo idénticos ao
da célula de linfécito B original e, por isso, sdo altamente especificos.

Independente de serem mono ou policlonais, 0s anticorpos possuem alta afinidade e

especificidade frente a alvos definidos e essas propriedades tém sido largamente exploradas para
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diversas aplicagdes, incluindo pesquisa em biologia e biotecnologia, diagndsticos médicos e
propostas medicas (HOLT et al., 2003). Os anticorpos policlonais sdo usados para tratar
deficiéncias imuno-adquiridas e genéticas, assim como varias doengas auto-imunes (DWYER,
1987), além de serem usados como reagentes em técnicas imunoquimicas (AMERSHAM
BIOSCIENCES, 2002). Os anticorpos monoclonais, por sua vez, tem sido aprovados para 0
tratamento de varias doencas como cancer (de mama, do tipo linfoma ndo-Hodgkin, do tipo
leucemia, colorretal e de prostata), asma, rejeicdo de transplantes, doencas inflamatdrias,
cardiovasculares, infecciosas e auto-imunes (artrite reumatdide e doenca de Crohn), além de
serem utilizados em triagem clinicas e pré-clinicas (AZEVEDO et al., 2009a, ROSA et al.,
2007a).

Apesar do sucesso, esses biofarmacos sdo também os mais caros disponiveis no mercado,
fazendo com que o mercado desses produtos seja um dos que cresce mais rapidamente e 0 mais
lucrativo dentro da industria farmacéutica (AZEVEDO et al., 2009a). Diferentemente de outros
produtos biotecnologicos aprovados até a metade da década de 90 que requerem pequenas
quantidades de produto purificado, o tratamento a base de anticorpos requer altas doses por
paciente (0,1 a 1,0 gramas ao invés de miligramas) para que o efeito desejado seja atingido,
resultando em um custo anual por paciente que varia de U$ 35 mil até U$ 40 mil para o
tratamento de um céancer, por exemplo (SHUKLA et al., 2007; FARID, 2007; ROSA et al.,
2009b, ROSA et al., 2010).

O alto custo desses produtos é justificado tanto pela dificuldade de produzi-los em grandes
quantidades (FARID, 2007) como pela necessidade de obté-los com um alto padrdo de pureza, de
forma que todas as impurezas incluindo DNA, particulas virais, endotoxinas e outros
contaminantes sejam completamente removidos (CARSON, 2005). Nos ultimos anos, a etapa
upstream — que diz respeito a producdo — tem recebido um consideravel investimento em pesquisa
e desenvolvimento, de forma que grandes avancos tecnoldgicos na cultura de células para
obtencdo de anticorpos monoclonais tém aumentando bastante a produtividade, levando a
obtencdo de varios gramas de anticorpos por litro de cultura celular ao invés de apenas poucos
miligramas por litro (GOTTSCHALK, 2008). Essa melhora na producéo leva a necessidade de se

melhorar também a etapa downstream — relativa & purificagdo — que tem sido considerada um



gargalo na obtencdo desses produtos, além de representar cerca de 50 — 80% do custo total de
producdo (ROQUE et al., 2004; THIEL, 2004).

Os processos basicos da etapa downstream sdo (1) clarificagdo pela remocao de células e
fragmentos de células por centrifugagdo ou microfiltracdo, (2) concentracdo por ultrafiltracéo, (3)
etapas de purificacdo seletiva, (4) inativacdo e remocdo de virus e (5) testes de validacdo e
controle de qualidade (NAVEH e SIEGEL, 1991). De acordo com Rosa et al. (2007a), as etapas 1,
2 e 4 correspondem a cerca de 10% dos custos totais de todo o processo de purificagédo, sendo a
etapa 3 a que apresenta a maior necessidade de ser otimizada.

3.3. Técnicas de purificacdo de biomoléculas

A técnica mais usada na etapa de purificacdo seletiva é a cromatografia de afinidade com
proteina A, que pode gerar em alguns casos um produto com mais de 98% de pureza, devido a alta
afinidade da proteina A pelos fragmentos Fc do anticorpo (ZHOU et al., 2006; SHUKLA et al.,
2007). Apesar disso, esta técnica apresenta varias desvantagens como a possibilidade de
contaminacdo devido ao desprendimento da proteina da matriz, o que € intoleravel em aplicacdes
clinicas; o custo muito alto das resinas, tampbes e outros consumiveis; a dificuldade de
imobilizacdo do ligante com orientacdo correta; a suscetibilidade a degradacdo durante
procedimentos de limpeza; a baixa capacidade; a lenta difusdo intraparticular; entre outras
(BERELI et al., 2006; HOBER et al., 2007; SERPA et al., 2005; ROSA et al., 2010).

Devido a isso, os fabricantes de anticorpos estdo buscando novas maneiras de realizar o
processo de purificacdo. Entre as estratégias estdo a diminuicdo do nimero de etapas, evitando-se
etapas complexas; a reducdo dos custos das matérias-primas e o uso de formas alternativas para as
operacdes unitarias de recuperacdo e purificacdo das biomoléculas (LOW et al., 2007), que
incluem outros tipos de cromatografia e tecnicas ndo cromatogréaficas, tais quais precipitacao
(YVER e PRZYBYCIEN, 1994; YVER e PRZYBYCIEN, 1995), cristalizacdo (LEE et al., 2000),
adsorcdo em membrana (BOI, 2007; VAN REIS e ZYDNEY, 2007), separacdo magnética
(HUBBUCH et al., 2001) e sistemas aquosos bifasicos (ALBERTSSON, 1986; WALTER et al.,
1985; ZASLAVSKY, 1994).

A precipitacdo € um dos méetodos de fracionamento mais simples; sob condi¢des amenas, a

precipitacdo da proteina é reversivel e a dissolucdo subsequente restaura a atividade total.
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Entretanto, é uma técnica de separacdo de baixa resolucdo devido a auséncia de especificidade,
além de apresentar, quando realizada em larga escala, desvantagens como o alto custo dos agentes
precipitantes e o impacto ambiental causado pelo descarte dos seus residuos (ROSA et al., 2010).

A cristalizacdo é uma tecnologia barata e que realiza simultaneamente a concentracédo, a
purificacdo e a estabilizacdo do produto alvo, mas a sua implementacdo em um processo em larga
escala para separacdo e purificacdo de anticorpos terapéuticos é inviavel devido ao grande
tamanho destes, a glicosilagdo e ao alto grau de flexibilidade segmental, além da inerente
complexidade do processo e das dificuldades em controla-lo (GOTTSCHALK, 2008; THOMMES
e ETZEL, 2007; LOW et al., 2007).

A adsorcdo em membrana, apesar de estar crescendo como uma alternativa a tradicional
cromatografia em coluna, apresenta algumas limitacOes que precisam ser superadas antes da
implantacdo dessa técnica em um processo de larga escala. Entre esses problemas podem-se citar
a distribuicdo distorcida do fluxo de injecdo, a distribui¢do de tamanho nao-idéntica dos poros da
membrana, a desigualdade da espessura da membrana e a baixa capacidade de ligacdo
(THOMMES e ETZEL, 2007; GHOSH, 2002; ZHOU et al., 2006).

As colunas de separacdo magnética sdo feitas com particulas superparamagnéticas
pequenas (sub-micron), obtidas de cristais magnéticos, revestidas com poliglutaraldeido. Essas
particulas tém sido utilizadas para a purificacdo de enzimas, enquanto um novo adsorvente
magnético tem sido usado para purificacdo de 1gG em um leito fluidizado magneticamente
estabilizado (OSKARA et al., 2004). Certas bactérias também tem habilidade para produzir
particulas magnéticas que podem ser fabricadas para dispor de proteina A em suas superficies, de
forma a viabilizar economicamente a técnica caso a capacidade para anticorpos seja
suficientemente alta (YOSHINO e MATSUNAGA, 2006).

O uso de sistemas aquosos bifasicos (SABS), no processo de purificagcdo dos anticorpos,
tem sido relatado desde os anos 90 como uma alternativa viavel (AZEVEDO et al., 2009b) para
substituir a convencional extracdo liquido-liquido. Diferentemente desta Ultima, que também
consiste em sistemas de pelo menos duas fases imisciveis, mas apresenta uma delas rica em
solvente orgéanico, o que leva a desnaturacdo de biomoléculas, os SABs apresentam alto conteudo
de agua (80-90% em massa), promovendo um ambiente adequado para a manutencgdo da atividade
bioldgica e solubilidade protéica (SCHUGERL e HUBBUCH, 2005).



3.4. Sistemas aquosos bifasicos (SABS)

Sistemas aquosos bifasicos (SABs) resultam da incompatibilidade entre duas solucbes
aquosas de componentes diferentes estruturalmente, tais como dois polimeros, ou um polimero e
um sal, acima de certa concentracéo critica (ALBERTSSON, 1986 apud ROSA et al., 2010). No
primeiro caso, quando os dois polimeros sdo misturados, grandes agregados se formam e os dois
polimeros tendem a separar-se em duas fases diferentes, devido, entre outros fatores, a excluséo
estérica. Um fendmeno semelhante de excluséo é observado para o segundo tipo de sistema, uma
vez que o sal ird captar uma grande quantidade de &gua presente no meio, forcando a exclusdo do
polimero da mistura (ASENJO e ANDREWS, 2011).

Devido ao alto contetdo de agua presente nesse tipo de sistema, os SABs dispdem de um
ambiente suave gque preserva biomateriais labeis, isto €, sdo altamente biocompativeis; apresentam
baixa tensdo interfacial, o que favorece a migracdo das biomoléculas através da interface,
minimizando a degradac&o do produto; e possibilitam o aumento da escala linearmente em até 104
vezes, facilitando a aplicacdo industrial (PEREZ et al., 2013; NUCCI et al., 2001). Além disso, 0s
SABs apresentam como vantagens o uso de materiais de baixo custo e a possibilidade de
reciclagem dos polimeros e sais (PESSOA JUNIOR, 2001; ZASLAVSKY, 1994).

A utilizacdo dos SABs é adequada para recuperacdo primaria (COLLEN et al., 2001),
como mostra a Figura 3, pois misturas complexas, como caldo de fermentacdo contendo materiais
particulados, podem ser diretamente carregadas sem centrifugacdo ou filtracdo prévia, o que
resulta na integracdo em uma Unica operacdo unitéaria das etapas de clarificacdo, concentracdo e
purificacdo parcial da biomolécula alvo (RITO-PALOMARES e LYDDIATT, 2002; SCHUGERL
e HUBBUCH, 2005).

Para propositos industriais, sistemas do tipo polimero/sal sdo os mais comumente usados,
devido ao mais baixo custo, maior diferenca de densidade entre as fases, menor viscosidade e
menor tempo de separacdo de fases que estes apresentam quando comparados a sistemas
polimero-polimero, entretanto, deve-se levar em consideracdo qual o sal a ser utilizado, pois um
descarte com altas concentragdes deste resulta em um problema ambiental (SILVA, 2007;
MALPIEDI et al., 2008). O polimero mais utilizado é o polietilenoglicol (PEG), devido ao seu
baixo custo, enquanto que o sal que tem sido utilizado preferencialmente nos ultimos anos é o

citrato de sddio, devido a sua biodegradabilidade.
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Figura 3. Representacdo da particdo de biomoléculas em sistemas aquosos bifasicos.
Fonte: Adaptado de BENAVIDES et al., 2008.

O PEG é um poliéter neutro, solivel em agua e na maioria dos solventes organicos e que
pode ser produzido com diferentes massas molares — desde centenas a milhares de Daltons. E uma
substancia de grande interesse para a comunidade biotécnica e médica, uma vez que nao é tdxico,
ndo desnatura proteinas ou células ativas, é fracamente imunogénico e pode ser facilmente
modificado quimicamente, o que permite a sua anexagdo a outras moléculas e superficies
(PESSOA JUNIOR, 2001).

O citrato de sodio é um sal tribasico, que por ser a base conjugada do acido citrico, um
acido fraco, pode formar um agente tamponador que resiste a mudangas no pH. Muito utilizado na
industria alimenticia como aditivo ou conservante, o citrato comecou a ser estudado como
substituinte de sais de fosfato para a formacio de SABs (SILVERIO et al. 2012;
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PERUMALSAMY et al., 2007; JAYAPAL et al., 2007; ALVES et al., 2008; TUBIO et al., 2006;
MURUGESAN e PERUMALSAMY, 2005) devido a sua ndo-toxicidade e biodegradabilidade, de
forma que o descarte desses residuos ndo ocasionasse problemas ambientais (PORTO et al.,
2011).

3.5. Diagramas de Equilibrio

Os SABs sdo representados por um diagrama de equilibrio (Figura 4), que é formado pelas
linhas de amarragdo (LA) ou linhas de amarragéo e pela curva binodal. Convencionalmente, os
componentes presentes em maior quantidade nas fases inferior e superior sdo representados no
eixo da abscissa e da ordenada, respectivamente (SILVA, 2007). A composi¢do dos sistemas é
expressa em porcentagem massica (% m/m), que é a razdo entre a massa do polimero na fase
superior e a massa do sal na fase inferior (ESMANHOTO, 2002).
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Figura 4. Esquema representativo de um diagrama de equilibrio (--) linhas de amarracéo, (-)
curva binodal.
Fonte: SILVA (2000).

As linhas de amarracdo sdo obtidas através da unido dos pontos que representam as
concentragdes dos componentes nas fases superior e inferior com o ponto da concentragdo
massica global do sistema (A, B, C). Qualquer ponto sobre elas representa um sistema com a

mesma composicdo global, porém com diferentes volumes das fases superior e inferior. O
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comprimento e a inclinagdo da linha de amarragdo podem ser calculados para que haja um maior
entendimento da composicéo das fases e de como essa composicdo pode variar com a alteracédo de
uma propriedade fisica do sistema, respectivamente (SILVA, 2007).

A curva binodal divide o diagrama de equilibrio em duas regides, monofésica e bifésica, e
é tracada pela unido dos pontos extremos das linhas de amarracdo. A regido acima da curva é a
bifasica e a abaixo ¢ a monofasica. Quanto maior a area acima da curva binodal, menor € a
quantidade dos componentes requerida para que haja a separacéao das fases (SILVA, 2000).

Chama-se ponto critico (D) o ponto que divide a parte da binodal que retne as fases ricas
em polimero aquela parte contendo as fases ricas em sal, no caso do sistema abaixo. Quanto mais
a composicao do sistema se aproxima do ponto critico (D) menor é a diferenca entre as fases, ou
seja, no ponto critico as composi¢des e 0s volumes entre as fases teoricamente sdo iguais. No
entanto, nas proximidades do ponto critico, pequenas alteracdes na composicdo dos sistemas
provocam drasticas mudancas, levando o sistema de uma para duas fases e vice-versa
(ALBERTSON, 1986).

O diagrama de equilibrio é construido a partir da determinacdo da composicdo das fases
em equilibrio. O método mais pratico, porém menos preciso por ser uma analise visual e, portanto,
subjetiva, é o de titulacdo turbidimétrica ou cloud-point. Nesse método a uma massa conhecida da
solucdo de um dos componentes adiciona-se a solu¢do do outro componente gota a gota e sob
constante agitacao até que o sistema fique e mantenha-se turvo, indicando que 0 mesmo entrou na
regido de duas fases (inicialmente o sistema é bem transparente). Depois, pesa-se 0 sistema e
determina-se a massa do componente adicionado, j& que a massa inicial era conhecida.
Adicionando-se agua o sistema volta a regido monofasica, ficando transparente novamente.
Repetindo-se 0 processo obtém-se os demais pontos do diagrama (PESSOA JUNIOR e
KILIKIAN, 2005).

3.6. Fundamentos termodinamicos sobre a formacédo dos SABs

A formacdo de duas fases durante o processo de mistura de solugdes aquosas de dois
polimeros (ou de um polimero e de um sal) dependera das interagdes intermoleculares — expressas
em termos da energia livre de Gibbs — entre os constituintes formadores do sistema (DA SILVA

& LOH, 2006). Para que ocorra a separacao de fases é necessario que a energia livre de Gibbs do
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sistema seja minimizada. Quando PEG, sal e agua sdo misturados, uma solucdo € formada em
decorréncia da energia livre de Gibbs (G) da solucdo ser menor do que o somatorio das energias

livres de Gibbs dos componentes puros, como relacionado pela Equacdo 1 (CARVALHO, 2004):
Gsol < G*PEG + G*sal + G*égua (1)

em que Gsol a energia livre de Gibbs da solucéo; o asterisco corresponde a cada componente no

seu estado puro.

A determinada proporcdo dos trés componentes misturados forma-se um sistema aquoso
bifasico. As duas fases liquidas serdo formadas apds o tempo necessario para que o equilibrio seja
atingido. A formacdo do SAB ocorre, pois 0 somatdrio da energia livre de Gibbs de cada fase é
menor do que a energia livre de Gibbs da solucdo naquelas concentracbes de polimero e de sal,
como mostra a Equacédo 2 (CARVALHO, 2004).

Go + G < Gsol 2)
em que G, e Gg as fases do sistema aquoso bifasico.

A partir da definicdo da energia livre de Gibbs, podem-se vincular os efeitos entélpicos e
entrdpicos (Equacéo 3):

AmisG = AmixH - TAmixS (3)
em que H a entalpia, S a entropia, T a temperatura e o subscrito mis relativo a mistura.

Pode-se dizer, entdo, que para que ocorra a formacédo do sistema de duas fases aquosas de
PEG e sal € necessario que a compensacdo dos fatores entalpicos e entropicos resulte na
minimizacao da G.

A dissolugdo do NaxSOs em solugdo aquosa de PEG é um processo exotérmico (DA
SILVA & LOH, 2000), isto significa que na formacdo de uma solugdo aquosa de PEG e sal a
liberacdo de energia na formacao das interacdes (PEG-agua, ion-agua e PEG-ion) € maior do que
a quantidade de energia absorvida na quebra das interacGes entre 0s componentes puros. Desta
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forma, a variacdo da entalpia de solucdo na formacdo da solucdo aquosa de PEG e sal é
exotérmica, ou seja, negativa e favoravel para a minimizacdo de G (CARVALHO, 2004).

Para avaliar o efeito entrdpico, deve-se analisar a entropia de duas maneiras: em relacdo a
configuracdo (numero de formas diferentes de se arranjar as moléculas na solucdo) e em relagdo a
conformacéo (estrutura molecular) (CARVALHO, 2004).

Existem 3 tipos de contribuicdo para a entropia configuracional do sistema: 1 - a entropia
configuracional aumenta quando se misturam os trés componentes do sistema, pois 0 aumento do
tipo e da quantidade de substancias aumenta o nimero de formas diferentes de se arranjar as
mesmas na solucdo; 2 - a entropia configuracional diminui devido as interacdes PEG-agua, ion-
agua, uma vez que as mesmas sdo caracterizadas pela formagdo de camadas de solvatacdo ao
redor das moléculas de PEG e dos ions, o que diminui a entropia translacional das moléculas de
agua, ou seja, o grau de liberdade translacional das moléculas de &agua diminui devido a
solvatacdo; e 3 - a entropia configuracional aumenta devido as interacdes ion-PEG, pois para que
0s ions se aproximem da cadeia do polimero, as moléculas de 4gua que antes solvatavam os ions e
0 PEG devem ser afastadas possibilitando a aproximacao do sal com o polimero e a interacdo ion-
PEG. A medida que as moléculas de agua sdo liberadas das camadas de solvatacdo, o grau de
liberdade translacional das mesmas aumenta, com consequente incremento da entropia
configuracional do sistema (CARVALHO, 2004).

Em relagdo a entropia conformacional, esta é relacionada ao polimero e ira variar com a
sua concentracdo na solucdo. Em solucBes diluidas do polimero, as ligacbes carbono-carbono
estdo na forma TRANS, devido a sua interacdo com as moléculas de agua, tornando a cadeia da
macromolécula linear. Ao concentrar uma solucdo polimérica, a conformacdo muda
espontaneamente para a forma CIS, pois as ligacdes passam da forma TRANS para a CIS
(enovelada e mais energética) aumentando a diferenca de entropia entre as fases do sistema
(CARVALHO, 2004).

3.7. Fatores que influenciam a particdo em SABs

Quando materiais biolégicos sdo adicionados em SABs, 0s mesmos se distribuem entre as

duas fases e essa distribuicdo é caracterizada por um parametro denominado coeficiente de
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particdo, Ky, que é definido pela relacdo entre as concentragdes da biomolécula nas fases superior
e inferior (ALBERTSSON, 1986), como mostra a Equacéo 4:

C
K =T
p CF (4)

em que Cr e Cr séo as concentracdes de equilibrio da biomolécula particionada nas fases topo e
fundo, respectivamente.

Para que uma purificagdo parcial significativa seja alcangada, a biomolécula de interesse
deve ser preferencialmente particionada para uma das fases, enquanto que as outras substancias
interferentes do processo de extracdo devem migrar para a outra fase do sistema (OLIVEIRA et
al., 2001). A distribuicdo desigual da bioparticula entre as duas fases € resultante de um intrincado
e delicado balanco de interacdes entre a proteina e as outras espécies (polimeros, H-O e/ou sais
inorganicos) presentes nas duas fases que coexistem em equilibrio (FARRUGGIA et al., 2003).

A proteina interage com as moléculas vizinhas dentro de uma fase através de varias
ligacGes, tais quais ligacbes de hidrogénio, ibnicas e interacbes hidrofdbicas, além de outras forcas
fracas, como as ligagOes de van der Waals. A interacdo é comumente diferente nas duas fases, o
que resulta na particdo preferencial da proteina por uma das fases (ASENJO e ANDREWS, 2011).
Os fatores que influenciam a parti¢cdo sdo massa molar, tamanho e concentracdo dos polimeros e
da biomolécula, temperatura, pH, forca i6nica e outras variaveis, sendo a selecdo do sistema de
fases o0 passo chave do trabalho de particdo (HARTOUNIAN et al., 1994; SILVA, 2000).

Em geral, 0 aumento da MM do polimero, que enriquece uma das fases, causard a
migracdo do biocomposto para a outra fase (ALBERTSSON, 1986). De acordo com Da Silva e
Loh (2006), o aumento no grau de polimerizacdo do polimero formador do SABs acaba
diminuindo a entropia configuracional da fase enriquecida neste polimero, reduzindo o valor da
entropia de transferéncia da proteina para esta fase. Entretanto, este efeito diminui com o aumento
da cadeia polimérica (ALBERTSSON, 1986) e depende da massa molar da biomolécula a ser
separada, sendo as proteinas com massas moleculares maiores, mais influenciadas pelas mudangas
na massa molar do polimero (ASENJO, 1990 apud MARQUES, 2010). Em relacdo a
concentracdo do polimero, sabe-se que proximo do ponto critico de um sistema aquoso bifasico,

as biomoléculas migram quase que igualmente para as duas fases. Portanto, se a concentra¢do do
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polimero for aumentada, o valor de Kp poderd aumentar ou diminuir de acordo com o
deslocamento do sistema (PESSOA JUNIOR, 2001)

Outra propriedade fisico-quimica que influencia marcantemente a particdo de uma
proteina é o pH, uma vez que sua carga global muda com a acidez da solugdo (WALTER e
JOHANSSON, 1994). As biomoléculas em geral contém uma grande variedade de grupos acidos
e béasicos com diferentes valores de pKa, resultando em cargas elétricas que sdo fungdes dos
valores de pH. Esta densidade de carga elétrica na superficie da proteina pode modificar como
processos de associagdo ou dissociagdo entre as macromoléculas presentes no sistema. (DA
SILVA e LOH, 2006). Mudangas no pH podem também induzir mudancgas conformacionais na
estrutura das proteinas, causando mudancga em seus comportamentos de separacdo. Em condicdes
extremas de pH é possivel que ocorra a desnaturacao das proteinas (ALBERTSSON, 1986).

A adigdo de sais, mesmo que em concentragdes milimolares, influencia fortemente a
particio de materiais eletricamente carregados. Embora os sais se distribuam quase que
igualmente entre as fases, existem pequenas diferencas nos coeficientes de parti¢do de diferentes
sais, 0 que significa que diferentes ions possuem diferentes afinidades pelas fases, criando uma
diferenca de potencial elétrico entre as fases, que por sua vez direciona a particdo de materiais
bioldgicos carregados (SARUBBO, 2000). A adi¢do de sais neutros, tais como NaCl, em um
sistema PEG/dextrana tende a diminuir o coeficiente de particdo das proteinas carregadas
negativamente e tende a aumentar o coeficiente de particdo das proteinas carregadas
positivamente (PORTO, 2004).

A temperatura tem um complexo efeito na particdo. De acordo com Ahuja (2000),
temperaturas mais baixas resultam em polimeros com maiores viscosidades, 0 que provavelmente
aumenta a diferenca entre as fases, direcionando a biomolécula preferencialmente para uma delas.
Entretanto, enquanto alguns trabalhos relatam um aumento do coeficiente de particdo com a
temperatura (JOHANSSON et al., 1984; ZASLAVSKY, 1994); outros ndo observaram relacéo
entre o coeficiente de particdo e a temperatura (TJERNELD et al., 1985), demonstrando a
necessidade de estudos mais aprofundados para se esclarecer o efeito deste parametro sobre a

particao.
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3.8. Trabalhos relacionados

Azevedo et al. (2008) avaliaram um processo que incorporava trés técnicas (sistemas
aquosos bifasicos, cromatografia de interacdo hidrofobica e cromatografia de exclusdo por
tamanho) para a purificacdo de imunoglobulina G humana (1gG) a partir de células sobrenadantes
de ovario de hamster chinés. Em relac&o a primeira técnica, os SABs, foram utilizados PEG 3350
e solucdo de tampdo citrato com pH 6,0 para compor as duas fases e estudou-se também a
influéncia da adicdo de NaCl na particdo das biomoléculas. Os sistemas eram compostos por 10,
15 e 20% (m/m) de PEG, 8, 10 e 12% (m/m) de tampédo e 0 e 15% (m/m) NaCl. Todas as
composicoes de sistema avaliadas sem NaCl originaram rendimentos de recuperacdo muito
elevados na fase fundo, exceto para o sistema 20% de PEG/ 12% de tampado citrato, para 0s quais
foi observada uma diminuicdo significativa na producédo de IgG total, provocada pela precipitacéo
de 1gG na interface e causada pelo concentracdo extremamente elevada de citrato desta fase
fundo. Por outro lado, todos os sistemas com 15% NaCl apresentaram indices de recuperagdo
abaixo de 80%, que sdo muito menores do gque 0s correspondentes aos sistemas sem NaCl.

Azevedo et al. (2009a) estudaram a particdo e purificacdo de IgG em SABs compostos por
PEG 1000, 3350 ou 6000 e tampdo citrato com pH 6,0 na auséncia ou presenca de NaCl. O estudo
de particdo foi feito a partir de uma solugdo contendo exclusivamente IgG em sistemas compostos
por 10, 15 e 20% (m/m) de PEG, 8, 10 e 12% (m/m) de tampé&o € 0, 5, 10 e 15% (m/m) NaCl. Nos
sistemas com PEG 1000 quase toda a IgG precipitou devido a alta concentracdo de tampéo
requerida para a formacédo das duas fases. Nos sistemas compostos por 15% de PEG (3350 e
6000) e 10% de tampéo, a IgG particionou quase que exclusivamente para a fase fundo (rica em
tampdo) na auséncia de NaCl e s6 mostrou comportamento inverso — particdo para a fase topo —
quando a concentracdo de NaCl era maior que 10%. O estudo de purificacdo foi feito com uma
mistura de proteinas contendo 1 g/L de IgG, 10 g/L de albumina e 2 g/L de mioglobina apenas nos
sistemas com PEG 3350, pois foram 0s que apresentaram os maiores valores de Kp obtidos no
estudo de particdo realizado previamente. Para os sistemas sem NaCl, 1gG, albumina e mioglobina
particionaram principalmente para a fase fundo, enquanto que para os sistemas com 15% NacCl, a
IgG particionou principalmente para a fase topo e as outras proteinas para a fase fundo.

Lee e Forciniti (2010) estudaram a purificacdo de 1gG recombinante expressa em milho
em sistemas compostos por PEG (1450, 3350, 8000 e 10000)/tampéo fosfato (pH 6,0, 7,0 € 8,0) e
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por PEG 3350/tampéo citrato (pH 4,0, 5,0 e 6,0), com ou sem adicdo de NaCl. Particularmente
para 0s sistemas com tampdo citrato, a IgG precipitou quando se trabalhou no pH 4,0. A
purificacdo se deu em dois estagios, sendo o primeiro o de extra¢do e o segundo de precipitacao.
Para os sistemas com pH 5,0 utilizaram-se no estdgio de purificacdo 12 ou 13% de PEG/17 ou
18% de tampdo e no estagio de precipitacdo utilizou-se 16% de PEG/ 20 ou 21% de tampao. Para
os sistemas com pH 6,0, as concentragdes para 0 primeiro estagio foram 10% de PEG/14 ou 15%
de tampé&o e para o ultimo estdgio 13 ou 14% de PEG/17 — 19% de tamp&o. Nos sistemas com pH
5,0, conseguiu-se uma pureza de até 36%, entretanto com uma recuperagdo de apenas 55%. Foi
observado que a diminui¢do da concentracdo de citrato levava a uma diminuicdo na recuperacao,
mas a um aumento na pureza. Os resultados obtidos no pH 6 mostraram resultados consistentes
para a recuperacao (47 — 59%), mas com grandes diferengas na pureza (20 — 40%). Verificou-se
que uma diminuicdo na concentracdo de sal na primeira fase favoreceu a compartimentacdo de
impurezas na fase superior.

Mao et al. (2010), estudaram a extracdo de 1gG a partir de um fluido de cultura de células
clarificado obtido por centrifugacdo e microfiltracdo de células de ovario de hamster chinés, por
meio do uso de SABs compostos por PEG 3350 e tampdao citrato (pH 5,5, 6,4 e 7,2), com adic¢ao
de NaCl. As concentra¢fes dos componentes dos sistemas eram iguais a 8 e 15% de PEG, 8, 10 e
12% de tampéo citrato e 8, 11,5 e 15% de NaCl. Como resultado de uma analise estatistica, a
porcentagem de NaCl foi determinada como o fator significativo. A particdo do anticorpo
aumentou com o aumento da concentracdo do NaCl, porque a presenca do sal no meio aumenta a
diferenca na hidrofobicidade entre as duas fases. Os autores afirmaram ainda que o pH é outro
fator importante no direcionamento da particdo das biomoléculas, apesar de seu efeito ndo ter sido

notado devido a pequena faixa estudada ou ao efeito mascarante causado pelo NacCl.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Para o levantamento dos diagramas de fase foram utilizados PEGs 4000, 6000 e 8000
g.mol! (Sigma Aldrich), citrato de trisodio diidratado (Vetec), e acido citrico monohidratado
(Din&mica). Tanto os polimeros quanto os sais foram usados sem purificacdo prévia.

Para a obtencdo dos dados de particdo foram utilizados, além dos reagentes citados

anteriormente, y-globulinas de soro humano (Sigma Aldrich) e cloreto de sddio P.A. (Vetec).

4.2. Construcao das curvas binodais pelo método cloud-point

As solucbes aquosas de PEG foram preparadas na concentracdo de 50% m/m, enquanto as
solugdes de tampéo citrato 40% m/m com pHs 5,0, 6,0 e 7,0 foram preparadas adicionando-se
quantidades apropriadas da solucdo de acido citrico 40% m/m na solucdo de citrato de sodio 40%
m/m. Utilizou-se um pHmetro Digimed DM-22 para auxiliar no ajuste do pH das solucdes
tampéo.

As curvas binodais foram determinadas pelo método cloud-point. Dessa forma, a solucdo
de tampéo citrato foi gotejada em uma massa conhecida da solucdo de PEG, sob agitacdo, até que
0 sistema se tornasse turvo, o que indicava que o sistema havia atingido a regido bifasica. Deve-se
mencionar que inicialmente o sistema era transparente. A massa da solucdo tampao foi obtida por
gravimetria, utilizando-se uma balanca eletronica Tecnal modelo Mark 210A com precisdo de
0,0001 g. Depois disso, uma massa conhecida de agua foi adicionada ao sistema que se tornou
transparente novamente. Esse procedimento foi repetido continuas vezes até a obtencdo de pontos

suficientes para a formacéo da curva binodal de cada sistema.

4.3. Obtencao das linhas de amarracao por densimetria

As linhas de amarracdo foram obtidas por densimetria, utilizando-se um equipamento
DAS 5000M Anton Paar, com uma incerteza de 0,0005 g.cm. Primeiramente, curvas de
calibracdo para cada fase (fase topo — rica em PEG, e fase fundo — rica em tampéo citrato) foram

construidas a partir de misturas com massas conhecidas de PEG, tampdo citrato e agua. A partir
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dessas curvas, os parametros A, B e C (Equacdo 5) foram determinados para cada componente em
cada fase e a equacdo pode providenciar as concentracfes de PEG, tampéo citrato e agua em cada

fase de sistemas onde apenas a composicao total era conhecida.

y=A+Bx+Cx? (5)

em que y € a densidade, x é a % m/m de PEG, tampdo citrato e &gua, e A, B e C sdo parametros
ajustaveis, como descrito acima.

As misturas ternarias de PEG + tampdo citrato + agua foram preparadas pesando-se as
quantidades apropriadas das solucdes de PEG e tampdo citrato e a homogeneizacao destas foi feita
utilizando-se um equipamento vortex durante 30 segundos, de forma a permitir um contato intimo
entre ambas as fases. As misturas foram deixadas em repouso por 24 horas, de forma a garantir a
completa separacdo das fases. Apds atingir o equilibrio, foram feitas medidas de densidade de
cada fase. Dessa forma, as concentracfes de PEG, tampao citrato e agua foram determinadas para
cada fase e as linhas de amarracdo foram obtidas. A inclinagédo das linhas de amarracéo (STL) e 0
comprimento das linhas de amarracdo (TLL) foram calculadas utilizando-se as Equacdes 6 e 7,

respectivamente.

T _ F

STL=——7> (6)
s~ Vs

TLL:[(cg —cFf +(c! —cg)z]w (7)

em que Cp' e Cp" sdo as concentragBes do polimero nas fase topo e fundo, respectivamente,

enquanto Cs' e Cs™ sdo aquelas de tampdao citrato, respectivamente.

4.4. Planejamento experimental para particio da 1gG

Com bases nos dados dos diagramas de fase obtidos para cada sistema PEG (4000, 6000 e
8000)/Tampao citrato (pH 5,0, 6,0 e 7,0), escolheram-se trés concentragdes de PEG e tampéo
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citrato nos quais era observada a formacéo de duas fases e que eram comuns a todos 0s sistemas,
para se realizar um estudo sobre a parti¢do da 1gG. As concentracdes escolhidas em porcentagem
de massa (% m/m) para o PEG foram 26, 28 e 30%, enquanto que para o tampéo citrato foram 8,
10 e 12%.

Utilizou-se o software Statistica 7 para gerar um planejamento experimental padrdo do
tipo 2 com resolucdo completa, onde k é o nimero de variaveis independentes e € igual a 4, a
saber: porcentagem de PEG, porcentagem de tampdo citrato, pH e massa molar do PEG. O
planejamento, para o qual a variavel de resposta € o coeficiente de particdo da IgG, ficou

composto por 19 experimentos, sendo 3 deles pontos centrais, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento experimental feito no software Statistica 7 para obtencdo de dados de
particdo da 1gG.
Experimento pH % Tampdo PEG % PEG

1 5 8 26 4000
2 5 12 26 4000
3 5 8 30 4000
4 5 12 30 4000
5 5 8 26 8000
6 5 12 26 8000
7 5 8 30 8000
8 5 12 30 8000
9 6 10 28 6000
10 6 10 28 6000
11 6 10 28 6000
12 7 8 26 4000
13 7 12 26 4000
14 7 8 30 4000
15 7 12 30 4000
16 7 8 26 8000
17 7 12 26 8000
18 7 8 30 8000
19 7 12 30 8000

4.5. Obtencéo dos coeficientes de particao

Os SABs foram preparados pesando-se quantidades apropriadas dos componentes.
Utilizaram-se solucdes aquosas de 50% m/m de PEG, de 40% m/m de tampéo citrato, de 1 g/L de
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IgG pura e agua destilada. Admitiu-se que o pH dos sistemas era 0 mesmo da solugdo tampéo
utilizada. Uma curva de calibracdo para a IgG (Figura B1, Apéndice B) foi construida a partir de
solugdes aquosas contendo exclusivamente 1gG nas concentragdes de 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0
g.L 1.

Os ensaios foram feitos em tubos de centrifuga de 50 mL. Foram feitos sistemas com e
sem 1gG (ensaio em branco). Todos os sistemas foram agitados em um equipamento vortex por 30
segundos e foram deixados por um periodo de 24 h em um banho termostatizado TE-2005 da
Tecnal a 20°C. Os volumes das fases foram determinados e amostras das fases topo e fundo foram

analisadas a 280 nm em um espectrofotémetro Biomate 3 da Thermo Scientific (USA).

4.6. Analise estatistica dos dados de particéo

A andlise estatistica dos dados de K, foi feita no software Statistica 7 com um nivel de
significancia de 5% (a = 0,05). Consideraram-se como fatores significativos na particdo da
biomolécula aqueles que apresentaram valores de probabilidade de significancia (p-valor)
menores do que a (RODRIGUES e IEMMA, 2009). O software também gerou dados de variancia
(média quadréatica dos desvios), que é um parametro que descreve a dispersdo ou a variabilidade
de uma populacdo. A partir destes dados calcularam-se os valores da soma quadratica da regressao
(Equacdo 8), do grau de liberdade da regressdo (Equacdo 9), da média quadratica da regressdo
(Equacdo 10) e o valor de F (Equacdo 11) (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

SQreg = SQtot — SQerro (8)
GLreg = GLtot — GLermo ©)
MQreg = SQreg/GLreg (10)
Feal = MQreg/MQerro (11)
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em que SQreg € @ Soma quadratica da regressao, SQit € a soma quadratica total, SQero € @ SOMa
quadrética do erro, GLreg € 0 grau de liberdade da regressdo, GLit € 0 grau de liberdade total
GLero € 0 grau de liberdade do erro, MQreg € a média quadratica da regressdo, MQero € a média

quadratica do erro e Fca é o fator F calculado.

4.7. Investigacao do efeito do NaCl na particéo da IgG

Baseando-se nos SABs que promoveram o0s maiores valores de Kp, estendeu-se a
investigacao sobre a influéncia da adi¢do de NaCl na particdo da 1gG. Dessa maneira, um novo
grupo de 27 experimentos foi realizado, fixando-se os valores da varidveis que se mostraram
estatisticamente significativos e que providenciaram os melhores valores de Kp e variando-se a
concentracdo molar de NaCl de 0 a 0,4 M. Os ensaios foram feitos da mesma maneira descrita no
item 4.5, com a diferenca de que foram adicionadas quantidades apropriadas de cloreto de sdédio

aos sistemas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Dados de equilibrio

Os dados binodais para os sistemas PEG (4000, 6000 e 8000) + tampao citrato (pH 5,0, 6,0
and 7,0) a 25 °C sdo mostrados na Tabela Al no Apéndice A. Os dados de regressao polinomial
advindos das curvas de calibracdo feitas para que fosse possivel a construgdo das linhas de
amarracdo estdo mostrados na Tabela A2, no Apéndice A. Pode-se observar que houve um bom
ajuste a0 modelo de regressdo polinomial (R? > 0.99). A partir desses resultados, foi possivel
determinar os dados de equilibrio que deram origem as linhas de amarracdo mostrados na Tabela
A3 no Apéndice A.

A Figura 5 mostra uma boa concordancia entre os dados obtidos pelos métodos cloud-
point, utilizado na obtencdo das curvas binodais, e densitometria, utilizado na obtencéo das linhas
de amarracgéo, para o sistemas PEG 4000/Tampé&o Citrato pH 5,0, o que deixa claro que ambas
metodologias sdo confiaveis para a obtencdo de dados de equilibrio. O mesmo comportamento foi

observado para 0s outros sistemas e pode ser observado nas Figuras B2-B4 no apéndice B.
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Figura 5. Linhas de amarracéo e curvas binodais para o sistema PEG 4000 + Tampao Citrato pH
5,0. (H) Método cloud-point, (A) Método densimétrico.
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5.2. Efeito da massa molar no diagrama de fases

A influéncia da massa molar do PEG nos sistemas PEG/tampdo citrato é mostrada na
Figura 6. Pode-se observar que o0 aumento da massa molar do PEG leva a uma pequena expansao
na regido bifasica. De acordo com Asenjo e Andrews (2011), quanto maior a massa molecular do
polimero, menor é a concentracdo necessaria para a formacéo das duas fases, e quanto maior for a
diferenca entre as massas moleculares dos polimeros, mais assimétrica é a curva do diagrama de
fases.

Tubio et al. (2006) verificaram em sistemas de PEG (600, 1000, 1450, 3350 e
8000)/citrato a 22 °C que as curvas binodais se tornaram assimétricas e mais proximas a origem
com o aumento da massa molecular do PEG e, consequentemente menores concentracdes de PEG
eram necessarias para que ocorresse a separacdo de fases. De acordo com estes pesquisadores,
isso acontece devido ao aumento da incompatibilidade entre os componentes do sistema uma vez
que o PEG adquire um carater mais hidrofobico a medida que seu peso molecular aumenta.

Esse comportamento também foi observado nos trabalhos de Oliveira et al. (2008) para
sistemas de PEG (1500 e 4000)/citrato a 5, 10, 25, 35 e 45 °C; e de Jayapal et al. (2007) para
sistemas de PEG (2000 e 6000)/citrato a 25, 35, e 45 °C. De acordo com Oliveira et al. (2008), a
regido bifasica aumenta com o aumento da massa molar do PEG, provavelmente devido a alta
hidrofobicidade do PEG e sua reduzida solubilidade em agua, o que leva a exclusdo do polimero
da mistura e, consequentemente, a formacéo das duas fases.

Silvério et al. (2012) avaliaram ndo s6 a influéncia da massa molar dos PEGs (1500 e
8000), mas também a influéncia dos cations e anions dos sais utilizados (citrato de sodio, citrato
de potéssio, formato de sodio e formato de potassio em SABs a 23 °C. Além de observarem a
formacdo de maiores regides bifasicas para os sistemas com PEG 8000/sal do que para 0s
compostos por PEG 1500/sal, observaram que a regido bifasica para os sistemas que utilizaram os
anions citratos era extremamente maior do que quando o anion formato foi utilizado, o que da
uma maior liberdade de escolha em relagdo as concentrag@es a serem utilizadas para a realizacéo

da particdo de biomoléculas.
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Figura 6. Curvas binodais para os sistemas PEG () 4000, (O) 6000, (A) 8000 + Tampao
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5.3. Efeito do pH no diagrama de fases

A influéncia do pH nos sistemas PEG/tampéo citrato € mostrada na Figura 7. Percebe-se
uma pequena expansdo da regido bifasica quando o pH varia de 5,0 para 6,0. Entretanto, ndo ha
praticamente diferenca entre os diagramas de fases para os pHs 6,0 e 7,0.

O &nion citrato é uma espécie trivalente. A medida que se adiciona uma solugdo de &cido
citrico a uma solucdo de citrato de s6dio, aumenta-se a quantidade de ions H* no meio, reduzindo-
se 0 pH, e obtém-se um novo tipo de anion, o divalente. Quanto menor o pH, menor é a
concentracdo de fons trivalentes, o que faz com que a razdo HCsHs07%/CsHsO72 aumente. De
acordo com Tubio et al. (2006), os ions trivalentes sdo mais facilmente solvatados pelas
moléculas de agua e, portanto, mais eficientes na promocdo da exclusdo do polimero. Sendo
assim, para maiores valores de pH, uma menor concentracdo de tampdo € necessaria para a
formacéo das duas fases e, consequentemente, uma maior regido bifésica é observada.

Acredita-se que para os sistemas PEG/citrato uma baixa concentracdo de ions trivalentes é
requerida para causar a exclusdo do polimero da fase rica em tampéo, uma vez que o PEG é uma
molécula grande e hidrofobica. Essa concentracdo é obtida mesmo em condicdes acidas menos
drasticas, como nos pHs 6,0 e 7,0, onde a concentracdo dos ions trivalentes ndo é abundante, e
devido a isso ndo é observada muita diferenga entre as curvas binodais dos pHs 6,0 e 7,0.

Esses resultados sdo similares aos encontrados no trabalho de Tubio et al. (2006) para
sistemas de PEG 3350/citrato a diferentes pHs (5,2, 8,2 e 9,2), no qual os diagramas de fases para
0s pHs 8,2 e 9,2 se sobrep6em da mesma forma que os diagramas do presente trabalho para os
pHs 6,0 e 7,0. No trabalho de Porto et al. (2007), uma sobreposi¢do nas curvas binodais dos
sistemas PEG (400, 550, 1000, 1500, 3350 e 8000)/citrato (pH 6,0 — 8,0) também foi observada.
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5.4. Efeito da massa molar e do pH nas linhas de amarracao

Os valores de STL e TLL sdo dados na Tabela 2. A Figura 8 mostra o efeito do pH,
enquanto a Figura 9 mostra o efeito da massa molar nos valores de STL e TLL de todos os
sistemas. E importante mencionar que ndo foram observadas mudancas significativas nesses
valores quando se variou o0 pH e a massa molar.

A influéncia da massa molar e tipos de sais foi estudada por Silvério et al. (2012), que
obtiveram valores similares de STL e TLL para os sistemas PEG 1500 e 8000 + citrato de sodio.
Tubio et al. (2006) estudaram a influéncia tanto do pH, como da massa molar e da temperatura em
sistemas compostos por PEG/citrato de sodio, e também ndo observaram diferencas significantes
nos valores de STL e TLL quando os valores de pH ou massa molar foram variados. A influéncia
do pH, da temperatura e do tipo de sal para sistemas compostos por UCON 50 HB-2000 + fosfato
de potassio ou citrato de sodio foi estudada por Nascimento et al. (2011). Diferengas significativas
nos valores de STL and TLL foram observadas quando se compararam as temperaturas 277,15 e
298,15 K, mas quando se aumentou o pH de 7,0 para 8,0 apenas uma pequena mudanca foi
observada. Todos os resultados mostram a alta capacidade dos ions citrato em se hidratar
preferencialmente e promover quase totalmente ou totalmente a exclusdo do PEG da fase fundo,
como observado nesse trabalho.

Tabela 2. Valores de STL and TLL para os sistemas PEG (4000, 6000 e 8000) + Tampéo Citrato
(pH 5,0, 6,0 € 7,0).
PEG 4000  PEG6000  PEG 8000
STL TLL STL TLL STL TLL
pH 5,0

Linha de amarracéo

1 -1,93 28,21 -1,68 46,01 -1,69 46,67
2 -1,95 44,02 -1,73 43,74 -1,69 44,10
3 -1,82 46,11 -1,73 28,76 -1,71 28,77
4 -154 3259 -160 3539 -1,62 36,13
pH 6,0
1 -1,71 28,09 -185 3184 -1,81 31,73
2 -1,67 41,71 -1,81 4522 -1,80 44,79
3 -1,66 4568 -1,75 4799 -1,72 46,84
4 -1,63 3453 -169 36,20 -1,64 35,28
pH 7,0
1 -1,78 30,49 -169 28,13 -1,75 30,09
2 -1,73 44,19 -165 4262 -1,74 44,29
3 -1,72 4531 -163 44,43 -1,69 46,76
4 -164 3543 -161 34,61 -161 34,47
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5.5. Coeficientes de particéo da 1gG

A Tabela 3 mostra os valores de K, obtidos para o grupo de 19 experimentos, onde se
investigou a influéncia de quatro variaveis (tamanho da massa molar do PEG, porcentagem de
PEG, porcentagem de tampdo citrato e pH) na particdo da IgG. A andlise estatistica feita no
software Statistica 7 com um nivel de significancia de 5% (a = 0,05) gerou as Tabelas 4 e 5. Na
Tabela 4 pode-se ver que apenas os fatores pH e % de tampdo apresentaram valores de
probabilidade de significancia (p-valor) menores do que a, indicando que apenas esses fatores sdo
significativos no que diz respeito & particdo da biomolécula. A partir dos dados da Tabela 5
obteve-se o valor de F calculado, mostrado na Tabela 6. Como o F calculado resultou em um valor
maior do que o F tabelado (RODRIGUES e IEMMA, 2009), o estudo da particdo se mostrou

estatisticamente significativo.

Tabela 3. Valores de K, e log K, obtidos.
Experimento pH % Tampdo % PEG MMPEG Kp logKp

1 5,0 8 26 4000 013 -0,89
2 5,0 12 26 4000 050 -0,30
3 5,0 8 30 4000 155 0,19
4 5,0 12 30 4000 1,33 012
5 5,0 8 26 8000 019 -0,73
6 5,0 12 26 8000 256 041
7 5,0 8 30 8000 0,86 -0,07
8 5,0 12 30 8000 352 055
9 6,0 10 28 6000 1,60 0,20
10 6,0 10 28 6000 1,19 0,07
11 6,0 10 28 6000 510 0,71
12 7,0 8 26 4000 0,80 -0,10
13 7,0 12 26 4000 7,34 0,87
14 7,0 8 30 4000 521 0,72
15 7,0 12 30 4000 730 0,86
16 7,0 8 26 8000 293 047
17 7,0 12 26 8000 9,44 0,98
18 7,0 8 30 8000 8,73 094
19 7,0 12 30 8000 10,04 1,00
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Tabela 4. Estimativas por ponto, por intervalo e testes de hipo6teses para os efeitos e coeficientes.

Erro

Estimativas por

Intervalo (95%)

Erro Padrao

Estimativas por
Intervalo (95%)

Fatores Efeito Padrio teale p-Valor L L Coeficiente c_io_ L L
Inferior Superior Coeficiente Inferior Superior
Média 3,70 0,38 9,86 0,00 2,83 4,57 3,70 0,38 2,83 4,57
(1) pH 5,14 0,82 6,29 0,00 3,26 7,03 2,57 0,41 1,63 3,52
(2) % Tampao 2,70 0,82 3,31 0,01 0,82 4,59 1,35 0,41 0,41 2,30
(3) % PEG 1,83 0,82 2,24 0,06 -0,05 3,72 0,92 0,41 -0,03 1,86
(4) PEG 1,76 0,82 2,16 0,06 -0,12 3,65 0,88 0,41 -0,06 1,83
1x2 1,41 0,82 1,72 0,12 -0,48 3,29 0,70 0,41 -0,24 1,65
1x3 0,86 0,82 1,05 0,32 -1,03 2,75 0,43 0,41 -0,51 1,37
1x4 0,86 0,82 1,05 0,32 -1,03 2,75 0,43 0,41 -0,51 1,37
2x3 -1,24 0,82 -1,52 0,17 -3,13 0,64 -0,62 0,41 -1,56 0,32
2x4 0,51 0,82 0,62 0,55 -1,38 2,40 0,25 0,41 -0,69 1,20
3x4 0,18 0,82 0,22 0,83 -1,71 2,07 0,09 0,41 -0,85 1,03
Tabela 5. Anélise de variancia.
Fator Soma_ C_;rau de Médja_ F p-Valor
Quadrética Liberdade Quadratica
(1) pH 105,86 1 105,86 39,53 0,00
(2) % Tampéo 29,26 1 29,26 10,93 0,01
(3) % PEG 13,42 1 13,42 5,01 0,06
(4) PEG 12,44 1 12,44 465 0,06
1x2 7,90 1 7,90 2,95 0,12
1x3 2,97 1 2,97 1,11 0,32
1x4 2,96 1 2,96 1,10 0,32
2x3 6,18 1 6,18 2,31 0,17
2x4 1,04 1 1,04 0,39 0,55
3x4 0,13 1 0,13 0,05 0,83
Erro 21,42 8 2,68
Total 203,58 18

34



Tabela 6. Tabela ANOVA.
SQ GL MQ Fcal Ftab
Regressdo 182,16 10 18,22 6,80 3,35
Erro 2142 8 2,68
Total 203,58 18

Com base nesses resultados de significancia, que indicaram que as variaveis significativas
séo o pH e a % de tampdo, verificou-se na Tabela 3 em qual nivel de cada fator significante foram
obtidos os melhores valores de K,. Entende-se por melhor valor de K,, aquele que indica que a
IgG particionou para um fase em que as outras proteinas “contaminantes” do soro humano nao
particionariam.

No plasma sanguineo, além das globulinas, a proteina quantitativamente mais importante €
a albumina. Uma das diferencas entre IgGs e albumina é a massa molar. As IgGs humanas
apresentam valores de massa molar que variam de 146 a 170 kDa (AMERSHAM
BIOSCIENCES, 2002), enquanto a da albumina € de cerca de 66 kDa (ROSA et al., 2007a). De
acordo com Albertsson (1986), efeitos de exclusdo por tamanho estdo envolvidos na parti¢do
seletiva, isto €, moléculas grandes sdo facilmente excluidas da fase rica em PEG. Além de maior,
a 1gG é mais hidrofébica do que a albumina, tendo cerca de 14% dos atomos de sua superficie
pertencentes a residuos hidrofobicos (ROSA et al., 2007a). Desse ponto de vista, a 1gG, assim
como a albumina, seria particionada para a fase a rica em tampao citrato. Entretanto, os dados da
Tabela 3, mostram que para varios experimentos, o valor de K foi superior a 1, o que significa
que a concentracdo de IgG encontrada na fase topo (rica em PEG) foi superior a encontrada na
fase fundo (rica em tampéo citrato). Isso se deve a outros fatores importante que regem a parti¢éo
de biomoléculas, como o ponto isoelétrico e a carga superficial.

O ponto isoelétrico da 1gG varia de 5,0 a 9,5 (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002),
enquanto que o da albumina é igual a 4,7 (NAYAK e SHIN, 2008). Em valores de pH mais
elevados do que 4,7, a albumina sofre uma transicdo neutro-acida e se torna negativamente
carregada (NAYAK e SHIN, 2008). Em relacdo a 1gG, na faixa de pH estudada neste trabalho
(5,0 - 7,0), parte das IgGs esta negativamente carregada, assim como a albumina; outra parte esta
eletricamente neutra, quando o pH do meio coincidir com o ponto isoelétrico; e outra parte esta

positivamente carregada. Albertsson (1986) demonstrou que materiais negativamente carregados
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tem baixos coeficientes de particdo enquanto que Walter et al. (1985) apud Perumalsamy e
Murugesan (2007) mostrou o comportamento inverso para proteinas carregadas positivamente.
Rosa et al. (2009b) consideraram o pl da IgG igual a 9. Estes autores afirmaram que o Ky aumenta
com 0 aumento do pH, pois assim a IgG estar4 mais proximo do seu pl. Essa condi¢do a torna
mais suscetivel ao fenémeno de salting-out, fazendo-a particionar para a fase topo.

Observando-se a Tabela 3, vé-se que para sistemas com as mesmas concentracdes de %
PEG, % tampao citrato e massa molar do PEG, mas diferentes valores de pH, os valores de K,
foram maiores quando o pH era igual a 7,0. Pode-se observar também que quando a diferenca é a
% de tampao citrato, ha um maior coeficiente de particdo quando se tem 12% de tampao citrato ao
invés de 8%. Em sistemas polimero/sal, a forca idnica da fase fundo (rica em sal) € relativamente
alta, e a medida que a quantidade de sal na solugdo aumenta, maior é o valor de K.

Dessa maneira, encontrou-se que os melhores valores de K, s&o 0s que apresentam 0s
maiores valores, porque indicam que a IgG particionou para a fase topo, e que estes foram obtidos
para 0s experimentos 17 e 19, que por sua vez apresentam os mesmos valores de % de tampé&o
citrato e pH, 12 e 7,0, respectivamente. Como muitos trabalhos relatam sobre o aumento da
particio da IgG quando se adiciona ao sistema um sal neutro (AZEVEDO et al., 2007,
AZEVEDO et al., 2008, AZEVEDO et al., 2009a, LEE e FORCINITI, 2010, MAO et al., 2010,
ROSA et al., 2007a, ROSA et al., 2009b) decidiu-se prosseguir a investigacdo sobre a particdo da
IgG adicionando-se NaCl aos SABs com 12% de tampao citrato e pH 7,0.

O novo conjunto de experimentos realizado e os respectivos valores de K, estdo mostrados
na Tabela 7. A Figura 10 mostra a influéncia da % de NaCl na particdo da biomolécula. E possivel
observar um aumento do valor de K, quando este fator € aumentado. Quando se adiciona NaCl ao
sistema, as moléculas de agua sofrem uma redistribuicdo. Os dados experimentais mostram uma
reducdo do volume da fase topo e um aumento do volume da fase fundo quando se aumenta a
concentracdo do sal. A razdo dessa observacao esta no fato de o sistema tentar manter constante a
composicdo final (ROSA et al., 2009b), pois com a entrada de NaCl as moléculas de &gua que
antes estavam solvatando a proteina, se ligam fortemente ao ions provenientes da dissociacao do
sal neutro. Como consequéncia disso, as regides hidrofobicas da proteina ficam expostas, 0 que
leva a interagOes proteina-proteina, que resultam na precipitagdo das mesmas — salting out (MAO

et al., 2010) — ou a interagdes com as regides hidrofobicas do PEG. Em ambos os casos o valor de
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Kp vai ser elevado, mas apenas no segundo uma boa recuperagéo da IgG é conseguida (ROSA et
al., 2009b).

Tabela 7. Dados de K, log K, e volumes das fases topo e fundo para sistemas aquosos bifasicos
com pH 7 e 12% de tampado citrato.
pH % Tampdo %PEG PEG NaCl(M) Viepo Vundo Kp log Kp

7 12 26 4000 0 14,4 7,7 7,34 0,87
7 12 26 4000 0,2 14,0 8,2 9,23 0,97
7 12 26 4000 04 13,7 8,0 17,37 1,24
7 12 28 4000 0 15,0 7,4 6,74 0,83
7 12 28 4000 0,2 14,5 7,6 10,24 1,01
7 12 28 4000 04 14,3 7,5 14,69 1,17
7 12 30 4000 0 15,0 6,8 7,30 0,86
7 12 30 4000 0,2 14,9 7,1 8,49 0,93
7 12 30 4000 0,4 147 7,0 9,68 0,99
7 12 26 6000 0 14,4 7,9 10,46 1,02
7 12 26 6000 0,2 13,8 8,2 12,44 1,09
7 12 26 6000 04 13,2 8,0 13,04 1,12
7 12 28 6000 0 14,8 7,5 8,00 0,90
7 12 28 6000 0,2 14,5 7,8 14,18 1,15
7 12 28 6000 0,4 13,7 7,6 17,50 1,24
7 12 30 6000 0 15,0 7,1 8,06 0,91
7 12 30 6000 0,2 14,5 7,1 10,03 1,00
7 12 30 6000 0,4 14,3 7,1 12,13 1,08
7 12 26 8000 0 14,5 79 9,44 0,98
7 12 26 8000 0,2 13,8 8,2 11,07 1,04
7 12 26 8000 0,4 13,7 8,2 16,44 1,22
7 12 28 8000 0 147 7,6 4,14 0,62
7 12 28 8000 0,2 14,1 78 9,82 0,99
7 12 28 8000 0,4 14,0 7,7 11,09 1,05
7 12 30 8000 0 14,8 7,1 10,05 1,00
7 12 30 8000 0,2 147 74 13,03 1,11
7 12 30 8000 0,4 14,5 7,3 16,07 1,21
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Todos os sistemas de PEG 4000 apresentaram uma significante precipitacdo da 1gG na
interface e/ou na superficie da fase topo. Quando o PEG utilizado foi 0 6000 ou o 8000 pouca ou
nenhuma precipitacdo foi observada. De acordo com Rosa et al. (2007a), quanto menor a massa
molar do PEG, menor o comprimento da sua cadeia e, assim, menos grupos de 6xido de etileno
estardo disponiveis para as interagdes com as proteinas, o que torna a fase superior menos
hidrofobica e favorece o salting-out.

Azevedo et al. (2009a) estudaram a particdo de 1gG pura em sistemas compostos por 15%
de PEG 3350 ou 6000, 10% de tampdo citrato a pH 6,0 e &gua, sem e com adicdo de NaCl (0, 5,
10 e 15%). Para os sistemas em que ndo se adicionou NaCl, todos os valores de log K, foram
negativos, indicando que a IgG particionou preferencialmente para a fase fundo. Apenas para
valores de % de NaCl a partir de 10%, os valores de log de K, se tornaram positivos, sendo o
valor méximo de log K, obtido menor do que 0,8.

Os resultados obtidos no presente trabalho para o pH 6,0 (Tabela 3) exibem valores de log
Kp positivos quando a concentragdo de NaCl era igual a 0 M (0%), uma vez que uma maior
concentragdo de PEG foi utilizada, o que aumentou a hidrofobicidade da fase topo. Para os
experimentos no pH 7,0 (Tabela 7), todos os valores de log K, foram positivos e maiores do que
0,8, mesmo quando se utilizou quantidades extremamente menores de NaCl (0,2 e 0,4 M de NaCl
correspondem a 1 e 2% de NaCl, respectivamente). Esses Ultimos resultados ressaltam a
influéncia do pH na particdo da biomolécula. Como ja foi comentado anteriormente, apenas 0s
valores de K, ndo sdo suficientes para garantir a eficiéncia de um sistema no quesito recuperacao
da biomolécula, sendo apenas um estudo mais profundo com métodos cromatograficos capaz de
fazé-lo.

De qualquer maneira, a possibilidade de se conseguir recuperar a biomolécula utilizando-
se menores quantidade de NaCl é um avanco. Segundo Rosa et al. (2009b), a utilizacdo de
grandes concentracfes de sais em um processo industrial pode ocasionar uma redugdo na vida util
dos equipamentos devido a corrosdo dos mesmos, uma diminuicdo na quantidade de proteina
purificada porque mais NaCl tera de ser dissolvido, além de poder causar a precipitacdo do

produto por salting-out.
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6. CONCLUSOES

O estudo de particdo da IgG em SABs compostos por PEG e tampéo citrato foi realizado
de maneira satisfatdria, pois conseguiu-se particionar a IgG para a fase topo do sistema com
elevados valores de K, apenas com a variacdo de fatores tais como o pH, massa molar do
polimero e forca ibnica do meio.

Os dados das curvas binodais e linhas de amarracdo para os sistemas compostos por PEG
(polietilenoglicol), tampéo citrato de sodio e agua a 25 °C foram determinados usando o método
cloud-point e medidas densimétricas, respectivamente. As curvas binodais e as linhas de
amarragdo obtidas mostraram resultados concordantes, o que deu credibilidade aos resultados
obtidos.

A influéncia da massa molar do PEG e do pH da solugcdo tampéo na regido bifasica foi
investigada, e foi observada uma concordéncia entre os resultados obtidos nesse trabalho com
dados publicados anteriormente disponiveis na literatura para diferentes condi¢fes operacionais
(massa molar, temperatura e pH).

As curvas binodais mostraram ser diferentes para os PEGs (4000, 6000 e 8000) e solucdes
de pH (5,0, 6,0 e 7,0) estudados neste trabalho, entretanto, a diferenca ndo foi pronunciada. Esses
resultados sdo Uteis para a particdo de biomoléculas, uma vez que se pode escolher a condicdo
operacional mais conveniente dentre os parametros massa molar do PEG e pH da solucdo de
tampdo citrato.

Em relacdo a particdo da 1gG, dentre os parametros estudados, pH e % tampéo citrato
foram os fatores que se mostraram significativos quando a variavel dependente considerada era o
coeficiente de parti¢cdo da biomolécula. Os dados foram validados estatisticamente e prosseguiu-se
a investigacdo sobre a influéncia da adicdo de NaCl aos sistemas que apresentaram os melhores
valores de K.

Os valores de Kp aumentaram com a adicdo de NaCl, mas os sistemas de PEG 4000
apresentaram precipitacdo de 1gG, o que mostra que além da forga idnica do meio, o tamanho da
cadeia molecular do PEG é um fator importante na particdo de biomoléculas. Valores de log K,
foram comparados a valores encontrados na literatura e se mostraram superiores mesmo

utilizando-se quantidades nitidamente menores de NaCl.
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APENDICE A

Tabela Al. Dados binodais para os sistemas PEG (4000, 6000 e 8000) + Tampao Citrato (pH 5,0, 6,0 e 7,0).

PEG 4000 (1)
+ Tampéo

Citrato pH 5,0

PEG 4000 (1)
+ Tampéo

Citrato pH 6,0

PEG 4000 (1)
+ Tampéo

Citrato pH 7,0

PEG 6000 (1)
+ Tampéo

Citrato pH 5,0 Citrato pH 6,0

PEG 6000 (1)
+ Tampéo

PEG 6000 (1)
+ Tampéo

Citrato pH 7,0

PEG 8000 (1)
+ Tampéo

Citrato pH 5,0 Citrato pH 6,0

PEG 8000 (1)
+ Tampéo

PEG 8000 (1)
+ Tampéo
Citrato pH 7,0

(2) (2) (2) (2) (2) (2) (2)

mi1 ma ma ma ma ma2 ma ma2 ma ma2 mz my ma my ma my ma mp
48,20 1,44 48,28 1,37 49,24 0,61 48,20 1,44 48,14 1,49 48,34 1,33 48,20 1,44 48,24 1,40 49,03 0,78
42,07 2,99 43,06 2,31 42,50 1,95 44,71 2,13 45,94 1,71 43,47 1,92 43,12 2,43 42,82 1,98 43,30 1,84
37,89 3,81 38,99 2,85 40,18 2,24 41,88 2,67 43,19 1,99 39,10 2,47 39,17 3,11 39,78 2,40 36,67 3,11
35,21 4,36 35,93 3,24 38,37 2,59 38,04 341 40,15 2,41 35,51 3,24 35,32 3,88 37,31 2,72 31,90 3,67
32,37 5,09 33,98 3,67 34,56 3,42 35,10 4,08 37,55 2,80 32,67 3,64 31,73 4,57 35,03 3,05 27,41 4,45
30,40 5,59 31,38 4,22 31,48 4,01 32,38 4,65 33,02 3,65 30,21 4,10 29,05 5,18 31,15 3,86 23,90 5,19
28,42 6,12 29,70 461 28,92 4,61 27,79 5,86 29,40 4,36 25,93 5,02 24,60 6,42 28,00 4,46 21,04 5,94
25,07 7,15 26,17 5,53 26,36 5,25 24,59 6,77 26,40 5,07 22,64 5,82 21,11 7,37 25,16 5,13 19,01 6,46
22,87 7,91 22,99 6,39 24,55 5,68 21,80 7,63 23,57 5,71 19,44 6,76 18,52 8,25 22,26 5,81 17,15 7,04
20,49 8,83 20,38 7,28 22,77 6,26 19,14 8,61 21,50 6,33 17,04 7,57 16,89 8,85 19,69 6,51 15,53 7,58
18,43 9,71 18,72 7,88 20,55 6,96 16,90 8,92 19,77 6,87 15,45 8,15 14,24 9,94 17,61 7,16 14,31 8,01
16,73 10,49 17,14 8,49 18,96 7,49 14,71 9,99 17,23 7,72 14,13 8,65 12,34 10,80 15,71 7,75 12,40 8,74
1494 11,41 15,78 9,08 17,52 8,01 12,68 11,21 15,38 8,40 12,99 9,13 10,82 11,56 14,59 8,15 11,07 9,31
14,41 11,89 14,35 9,71 16,11 8,60 11,52 11,81 13,98 8,97 11,80 9,64 9,59 12,20 1341 8,60 10,06 9,73
1343 12,20 13,13 10,30 14,93 9,07 10,46 12,39 12,76 9,50 10,71 10,15 6,98 13,75 12,37 9,01 9,14 10,28
12,45 12,75 12,21 10,93 13,64 9,64 9,54 12,90 11,86 9,91 9,73 10,59 6,33 14,11 11,54 9,34 8,55 10,47
11,58 1324 1146 11,28 11,84 10,69 8,92 13,24 10,95 10,33 8,91 10,97 4,59 15,08 10,76 9,66 7,93 10,74
10,85 13,66 10,40 11,78 10,62 11,19 7,61 14,22 9,90 10,81 8,11 11,35 0,68 18,90 10,06 9,95 7,40 10,97
10,43 14,08 9,93 12,00 9,30 11,85 0,80 20,11 8,96 11,24 7,48 11,67 9,39 10,24 6,83 11,27
10,02 14,14 9,43 12,26 8,54 12,24 8,08 11,69 6,97 11,92 8,71 10,57 6,40 11,46
9,00 1490 8,99 12,48 8,29 12,38 735 1205 6,34 12,23 811 10,85 6,03 11,64
8,60 15,15 8,59 12,67 7,92 12,58 093 16,73 1,46 16,96 753 11,10 5,70 11,80
6,56 16,35 8,23 1285 7,69 12,68 710 11,29 540 11,96
4,84 17,39 7,90 13,11 7,49 12,78 6,59 11,53 0,82 15,11
1,58 20,63 6,89 13,61 0,88 18,08 6,23 11,71

5,83 11,90

5,05 12,27

0,60 15,82

*mi: % m/m PEG; mz: % m/m Tampéo Citrato
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Tabela A2. Coeficientes A. B e C para o modelo de regressdo polinomial (y = A + Bx + Cx?)
obtido para o estudo das linhas de amarracao dos sistemas.

A B C R? A B C R?

PEG 4000 + Tampéo Citrato pH 5,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampao Citrato)

PEG 4000 1,1106 -0,1596 0,2760 0,99
Agua 1,2623 -0,5322 10,4050 0,99  2,3675 -2,8105 1,6082 1,00
Tampéo Citrato pH 5,0 1,1678 -0,4209 1,6291 1,00

PEG 4000 + Tampao Citrato pH 6,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampao Citrato)

PEG 4000 1,0251 0,2180 -0,1514 1,00
Agua 1,0906 0,1040 -0,1893 1,00  1,1592 1,1016 -1,4847 0,99
Tampéo Citrato pH 6,0 1,0372 0,3454 0,7001 0,99

PEG 4000 + Tampé&o Citrato pH 7,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampé&o Citrato)

PEG 4000 1,1009 -0,1623 0,3163 1,00
Agua 1,2693 -0,5323 0,3729 1,00 11,8485 -1,1011 0,2475 1,00
Tampao Citrato pH 7,0 1,0220 0,4494 0,4703 1,00

PEG 6000 + Tampé&o Citrato pH 5,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampao Citrato)

PEG 6000 1,0866 -0,0534 0,1567 1,00
Agua 1,2026 -0,3083 0,1946 1,00 1,8154 -1,0933 0,2783 1,00
Tampéo Citrato pH 5,0 1,0289 0,3739 0,5072 1,00

PEG 6000 + Tampdo Citrato pH 6,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampdao Citrato)

PEG 6000 1,0869 -0,0919 0,2261 1,00
Agua 1,2385 -0,4261 0,2807 1,00 11,8524 -1,0401 0,1622 0,99
Tampao Citrato pH 6,0 1,0029 0,5498 0,4010 0,99

PEG 6000 + Tamp&o Citrato pH 7,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampao Citrato)

PEG 6000 1,0766 -0,0353 0,1577 1,00
Agua 1,1991 -0,2821 10,1537 1,00 1,8031 -0,9606 0,1392 1,00
Tampéo Citrato pH 7,0 1,0230 0,4440 0,4782 1,00

PEG 8000 + Tampd&o Citrato pH 5,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampao Citrato)

PEG 8000 1,0610 0,0725 0,0011 1,00
Agua 1,1342 -0,0667 -0,0192 1,00 1,7850 -1,0003 0,2075 1,00
Tampéo Citrato pH 5,0 1,0136 0,4632 0,3794 1,00

PEG 8000 + Tampéo Citrato pH 6,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampdao Citrato)

PEG 8000 1,0876 -0,1127 0,2705 1,00
Agua 1,2602 -0,4883 0,3121 1,00 11,9298 -1,2771 0,3429 0,99
Tampéo Citrato pH 6,0 1,0105 0,5039 0,4689 0,99

PEG 8000 + Tampd&o Citrato pH 7,0 + Agua

Fase Topo (Fase ricaem PEG)  Fase Fundo (Fase rica em Tampao Citrato)

PEG 8000 1,0574 0,0442 0,0707 1,00
Agua 1,1705 -0,1774 0,0542 1,00 1,8534 -1,1164 0,2593 1,00
Tampao Citrato pH 7,0 1,0140 0,4957 0,4048 1,00
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Tabela A3. Dados de linha de amarragdo para os sistemas PEG (4000. 6000 e 8000) + Tampéo Citrato (pH 5,0. 6,0 e 7,0).

PEG 4000 (1) + Tampéo Citrato pH 5,0

PEG 4000 (1) + Tampéo Citrato pH 6,0

PEG 4000 (1) + Tampéo Citrato pH 7,0

(2) (2) (2)
Linha de Sistema = Fase Fundo Sistema Fase Fundo Sistema Fase Fundo
~ ase Topo Fase Topo Fase Topo
amarracéo Total Total Total
ma mz ma mz ma ma ma mz ma mz ma ma ma ma ma ma mi ma2
1 30,04 6,98 3311 4,72 0,12 21,83 30,02 697 36,78 3,17 2,12 23,45 2993 6,98 3725 291 0,35 23,70
2 2791 9,10 3923 365 0,07 2375 2793 9,00 3753 306 1,73 2448 2795 9,05 3851 2,74 0,27 24,89
3 2594 10,96 40,44 3,83 0,04 2566 26,17 11,29 4024 2,69 1,12 26,26 2545 10,74 39,42 261 0,24 2537
4 29,86 10,92 4286 299 0,00 30,83 30,00 10,99 44,07 2,13 0,34 2896 2995 10,97 4481 199 0,05 29,35
PEG 6000 (1) + Tampéo Citrato pH 5,0 PEG 6000 (1) + Tampéo Citrato pH 6,0 PEG 6000 (1) + Tampéao Citrato pH 7,0
(2) (2) (2)
Sistema Fase Topo Fase Fundo Sistema Fase Topo Fase Fundo Sistema Fase Topo Fase Fundo
Total Total Total
mz ma2 ma ma2 ma ma2 ma ma2 mz ma2 ma mo mi mp mi mo ma mp
1 2991 7,08 3523 4,11 0,00 2446 2992 7,07 3816 281 0,34 2321 2991 700 3537 3,19 051 23,79
2 27,77 896 37,84 361 0,00 2554 2784 913 3985 257 0,26 2441 279 898 36,85 2,96 0,38 25,03
3 2597 10,95 3955 3,30 0,00 26,81 26,02 11,30 4186 2,29 0,17 26,06 2594 10,88 38,19 2,77 0,30 25,97
4 29,82 11,01 4529 236 0,00 30,63 29,79 10,99 4500 188 0,06 2852 29,77 11,01 4422 2,03 0,07 2944
PEG 8000 (1) + Tampdo Citrato pH 5,0 PEG 8000 (1) + Tampéo Citrato pH 6,0 PEG 8000 (1) + Tampéo Citrato pH 7,0
(2) (2 (2)
Sistema Fase Topo Fase Fundo Sistema Fase Topo Fase Fundo Sistema Fase Topo Fase Fundo
Total Total Total
ma mz ma mz ma m2 ma m2 ma m2 ma ma ma ma ma ma mi ma2
1 29,89 6,97 3576 399 0,24 2481 2981 7,11 38,20 2,67 0,17 2363 2998 7,00 36,93 286 0,22 23,88
2 28,02 896 38,15 355 0,18 2598 2742 897 3931 253 0,15 2427 2760 896 3858 264 0,18 24,72
3 25,88 10,95 40,28 3,19 0,14 27,00 2584 11,056 4062 2,38 0,09 2588 2588 10,96 40,34 243 0,12 26,27
4 29,84 11,07 4598 227 0,02 30,69 2986 11,15 4457 194 0,02 29,15 2995 11,00 44,01 2,02 0,03 29,34

*my: % m/m PEG; m,: % m/m Tampéo Citrato
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APENDICE B
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Figura B1. Curva de calibracédo de 1gG.
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Figura B2. Linhas de amarracéo e curvas binodais para os sistemas (a) PEG 4000 + Tampéo
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Citrato pH 6,0 e (b) PEG 4000 + Tampéo Citrato pH 7,0. (ll) Método cloud-point, (A) Método

densimétrico.
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Figura B3. Linhas de amarracéo e curvas binodais para os sistemas (a) PEG 6000 + Tampéo

Citrato pH 5,0, (b) PEG 6000 + Tampao Citrato pH 6,0 e (c) PEG 6000 + Tampéo Citrato pH 7,0.
() Método cloud-point, (A) Método densimétrico.
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Figura B4. Linhas de amarragéo e curvas binodais para os sistemas (a) PEG 8000 + Tampé&o

Citrato pH 5,0, (b) PEG 8000 + Tampao Citrato pH 6,0, e (¢c) PEG 8000 + Tampao Citrato pH 7,0.
(I) Método cloud-point, (A) Método densimétrico.
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