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RESUMO. A extra¢io liquido-liquido usando sistemas bifisicos aquosos (SBA) é uma
técnica promissora na purificagio de biomoléculas de interesse industrial e laboratorial. Este
trabalho tem por objetivo apresentar um estudo do diagrama de equilibrio de fases para
diferentes massas molares de polietileno glicol (PEG) (400 e 4000) e fosfato de potissio a
pHs que variam entre 6 e 11, em condi¢oes normais de temperatura e pressio. A influéncia
do peso molecular do PEG em diferentes pHs foram estudados nos diagramas de fases
formados. Foram preparadas concentragdes de 100 e 50% (p p™') para o PEG 400 e 4000,
respectivamente. A 20% (p p~' de KH,PO,/K,HPO,), a solugio estoque do sal fosfato foi
também preparada de forma a obter os pHs desejados (6, 7, 8 ¢ 9). Para os pHs 10 e 11 além
dos sais, foi utilizada uma solugio de NaOH 1M. Os resultados mostraram que menores
concentragdes de solugdes foram utilizadas para formar o SBA com o PEG de maior massa
molar. Por outro lado, nio houve influéncia do pH nas curvas de equilibrio, ou seja, um
deslocamento significativo da binodal em relagio aos diferentes pHs.

Palavras-chave: polietileno glicol, sistemas bifdsicos aquosos.

ABSTRACT. Effects of polymer pH and molar mass on the PEG/phosphate
aqueous two-phase system. Liquid-liquid extraction using aqueous two-phase systems
(ATPSs) is a promising technique for the purification of biomolecules of industrial and
laboratory interest. This work presents a study of the phase diagrams for different
poly(ethylene glycol) (PEG) molar masses (ranging from 400 to 4000) and potassium
phosphate at pH varying from 6 to 11 in standard conditions. The influence of PEG
molecular mass at different pHs was studied from the phase diagrams formed. Stock
solutions of PEG 400 and 4000 (100 and 50% w w', respectively) and phosphate (20% w w
KH,PO/K,HPO,) were prepared at the appropriate pH (6, 7, 8 and 9). For pHs 10 and 11,
NaOH 1M was used in addition to the salts. The results showed that low concentrations
were used to form the ATPS with high molecular mass PEG. On the other hand, there was
no pH influence in the equilibrium curves — in other words, a significant shift of the
binodal in different pHs.

Keywords: poly(ethylene glycol), aqueous two-phase system.

Introducao

A purificagio de biomoléculas tem apresentado
acentuado crescimento nos tltimos anos. Métodos
convencionais muitas vezes nio sio adequados para
separar produtos de origem bioldgica, por isso novos
sistemas de separacio estio sendo estudados e
desenvolvidos. Entre eles, o sistema bifisico aquoso
¢ um método eficiente para extragio de proteinas,
enzimas e icidos nucleicos. Os SBAs sio geralmente
formados pela incompatibilidade, em solugées, de
dois polimeros hidrofilicos, naturais ou sintéticos,
ou pela combinac¢io de um polimero com um sal. A
fase mais leve € rica em polietileno glicol enquanto a

fase mais pesada é enriquecida com dextrana ou sais.
Os polimeros e os sais sio soltiveis em dgua, mas sio
incompativeis entre si e se separam em duas fases.
Eles constituem um meio conveniente e adequado
para a extragdo de substincias de origem bioldgica,
pois a constitui¢io das fases, entre 70 ¢ 90% de dgua,
proporciona ambiente ameno para o trabalho com
compostos biologicamente ativos, preservando sua
estabilidade molecular e permitindo, assim, o seu
processamento neste meio (ALBERTSSON, 1971;
CABEZAS, 1996). O polietileno glicol é o polimero
padrio para os sistemas bifisicos aquosos. Sua
utilizagdo torna-se vantajosa pelo seu baixo custo,
propriedades fisicas e quimicas favordveis, pela nio
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diminui¢io da atividade das biomoléculas, além de
ser biodegradivel e atéxico (HARRIS, 1992). Apesar
do sistema PEG/dextrana ser o usual, a dextrana é
extremamente  onerosa  para ser  utilizada
industrialmente pelo elevado custo da purificacio
desse polimero. Como alternativa, estd sendo
proposto utilizar a dextrana nio purificada, que
mantém as propriedades de parti¢io do sistema a fim
de reduzir substancialmente os custos associados
aplicagio deste em grande escala. Contudo, esses
sistemas possuem alta viscosidade e separagio muito
lenta (KRONER et al., 1982). Para combater a falta
de competitividade dos SBAs constituidos por
PEG/dextrana, tem se recorrido a sistemas PEG/sais.
Os mais empregados na aplicacio em grande escala
dessas técnicas de purificagio sio os sistemas
PEG/fosfato,

formem duas fases com o PEG, tais como NaCl ou

embora existam outros sais que

Na,SO,, o fosfato de potdssio apresenta elevado
coeficiente de parti¢io de biomoléculas em relacio
aos outros (ALBERTSSON, 1971).
formados por PEG e sal sio utilizados por
apresentarem ripida separagio de fases, baixo custo

Sistemas

e, sobretudo, elevada seletividade na separagio de
moléculas com base na solubilidade. As composi¢oes
das fases e as concentragbes das misturas polimero-
polimero ou polimero-sal necessirias para que
ocorra a separacio das fases podem ser representadas
no diagrama de equilibrio de fases, em que a
coordenada representa a composi¢io em massa da
molécula que apresenta maior fase de topo (como o
PEG) e a abscissa representa a composi¢io da
molécula de maior concentragio na fase de fundo
(como o sal ou a dextrana). Composi¢des
representadas por pontos acima da curva de
equilibrio, ou curva binodal, levam 2 formagio de
duas fases, e abaixo da curva, uma s6 fase (PESSOA
JUNIOR.; KILIKIAN, 2005). Cada SBA ¢
caracterizado por um unico diagrama de fases e sio
de grande importincia para estudos de separagio de
biomoléculas, pois sio usados como ponto de
partida para a determinagio da eficiéncia de parti¢io
do componente entre as fases, além de fornecer
subsidios
modelos

para auxiliar o desenvolvimento de
(BADR; CABEZAS,
1996). Como o diagrama de fases pode sofrer

termodinimicos

influéncias de alguns fatores como a massa molar do
polimero ¢ o pH do sistema, e esses ainda nio foram
concluidos pelos pesquisadores (DIAMOND;
HSU, 1992; ZUNIGA et al., 2003), o objetivo deste
trabalho foi, portanto, a construgio de diagramas de
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fases utilizando a mistura PEG/sal fosfato com
diferentes massas molares de PEG em uma faixa de
pH de 6 a 11, para verificar a influéncia da variagio
desses particio  de

fatores  para  posterior

biomoléculas.

Material e métodos
Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau de
pureza analitico. O polietileno glicol com massa
molar de 400 foi adquirido da Sigma Chemical
(St. Louis, USA), o fostato monobisico de potissio,
fosfato dibasico de fosfato, hidréxido de sédio e o
polietileno glicol de massa molar 4000 foram
adquiridos da Synth (Diadema, Estado de Sio
Paulo).

Métodos

Determinagao dos diagramas de fases

Para os SBAs foram construidos os respectivos
diagramas de fases. Por estes é possivel ter acesso
a concentragio minima de polimero e sal
necessirios a formacio de um SBA ¢ a composigio
das fases em equilibrio. Segundo a metodologia
proposta por Albertsson (1971), os diagramas de
fases foram estabelecidos. Os sistemas bifdsicos
composicoes (7,0 g)
preparados em tubos de centrifuga graduados (15
mL), a estes foram colocados solugio salina com

com diferentes foram

posterior gotejamento da solu¢io de PEG, para
isso utilizou-se uma balanga analitica (107 g) para
pesagem das solugdes nos tubos. O mesmo
procedimento foi usado para obtencio dos pontos
com alta concentragio de PEG. A construcio dos
diagramas de fases foi a partir das diferentes
composicoes das solucdes de PEG e sal em
condi¢gdes normais de temperatura e pressio.
Concentragdes de 100 e 50% (p p') foram
preparadas para PEG 400 e 4000, respectivamente.
A 20% a solugio estoque do sal fosfato foi também
preparada de forma a obter os pHs desejados (6, 7,
8 ¢ 9). Para os pHs 10 ¢ 11 além dos sais, foi
utilizada uma solu¢io de NaOH 1M para ajuste
do pH. As diferentes composi¢des permitiram a
construcio da curva binodal do sistema para cada
massa molar de PEG em diferentes pHs. Neste
trabalho, por convencio, a concentragio do sal (%
fosfato) que se distribui preferencialmente na fase
inferior foi plotada na abscissa e a concentracio do
PEG (% PEG) que se distribui preferencialmente
na fase superior foi plotada na ordenada.
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Curvas de equilibrio do SBA PEG/fosfato

Resultados e discussao

Os diagramas de fases PEG 400/fosfato ¢ PEG
4000/fosfato em pHs que variam de 6 a 11 sio
apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.
Analisando o comportamento dos sistemas em
diferentes valores de pHs, notou-se que nio houve
deslocamento significativo das binodais, corroborando
com estudos de Diamond e Hsu (1992) e de Ferreira
et al. (2007). Por outro lado, para sistemas PEG/sal
observou-se que a diminui¢io do pH provocou
deslocamento da binodal no sentido de maior
concentragio dos constituintes das fases (FRANCO,
1992). No entanto, para estudos de SBA PEG/fosfato
realizados por Videira e Aires-Barros (1994), a redugio
do pH de 8,0 para 7,0 aumentou a concentra¢io do
polimero e sais necessirios para a formagio de fases.
Esse efeito pode ser explicado pelo aumento da
propor¢io de H,PO,/HPO,? com a diminui¢io do
pH. De fato como o 4nion monovalente é menos
efetivo no “salting-out” do PEG, maior concentracio
de sal e/ou polimero tornou-se necessiria para obter
um sistema bifisico. No que se refere 3 massa molar do
PEG, segundo Albertsson (1971), quanto menor a
massa molar do polimero, maior a concentragio
necessiria para a formagio de fases. Isso corrobora com
as Figuras 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 que apresentaram maiores
concentragdes de PEG 400 em relagio ao PEG 4000,
facilitando a compreensio do efeito da massa molar de
PEG sobre os pHs estudados.
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Figura 1. Curva de equilibrio SBA PEG 400/Fosfato em

condi¢des normais de temperatura e pressio.
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Figura 2. Curva de equilibrio SBA PEG 4000/Fosfato em

condigbes normais de temperatura e pressio.
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Figura 3. Curvas de equilibrio SBA PEG/Fosfato a pH 6.
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Figura 4. Curvas de equilibrio SBA PEG/Fosfato a pH 7.
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Figura 5. Curvas de equilibrio SBA PEG/Fosfato a pH 8.
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Figura 6. Curvas de equilibrio SBA PEG/Fosfato a pH 9.
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Figura 7. Curvas de equilibrio SBA PEG/Fosfato a pH 10.
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Figura 8. Curvas de equilibrio SBA PEG/Fosfato a pH 11.

Conclusao

A partir dos experimentos realizados neste
trabalho, pode-se concluir que para as diferentes
massas molares dos polimeros utilizados (PEG 400 e
PEG 4000), menores concentragdes de solucoes
foram utilizadas para formar o SBA com o PEG de
maior massa molar, isto se torna significativo em
termos econdmicos. Por outro lado, os resultados
mostraram que nio houve influéncia do pH nas
curvas de equilibrio, ou seja, um deslocamento
significativo da binodal em relagio aos diferentes
pHs estudados.
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