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A presente revisao da literatura teve por objetivo mostrar as
diferentes técnicas que podem ser empregadas no processo
de purificagcdo de biomoléculas. Além da selecdo e
combinacdo de técnicas de separagdo para O
desenvolvimento da estratégia de purificacdo foram
abordadas a precipitacéo, a centrifugagdo, a tecnologia de
membranas (osmose reversa, ultrafiltracdo, dialise e
microfiltracéo), a extracdo liquido-liquido usando sistemas
aquosos hifasicos, as técnicas cromatograficas (troca idnica,
interacéo hidrofébica, fase reversa, exclusédo molecular, leito
expandido), as separagfes biosseletivas (cromatografia por
afinidade, precipitagdo por afinidade, particdo de proteinas
por afinidade em sistemas aquosos bifasicos) e novas
técnicas de separagdo (leito movel simulado, micelas
reversas e cromatografia em contracorrente). Verificou-se
gue as técnicas cromatograficas estdo presentes em todos
0s processos de purificacao de biomoléculas, embora ainda
existam restricBes técnicas e econdmicas na aplicacdo de
alguns tipos de cromatografia em escala preparativa.

PALAVRAS-CHAVES: BIOMOLECULAS; TECNICAS CROMATOGRAFICAS;
PROCESSOS DE PURIFICAGAO.

1INTRODUCAO

O interesse crescente pelos processos de purificagdo de biomoléculas
deve-se principalmente ao desenvolvimento da biotecnologia e a demanda
das industrias farmacéutica e quimica por produtos com alto grau de
pureza. A industria de alimentos também apresentou aumento no uso de
biomoléculas, como enzimas e proteinas, principalmente em cervejarias
e em processos de fermentacao.

*  Alunos de pos-graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Vigcosa, MG (e-mail: abraham@vicosa.ufv.br).
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O objetivo deste trabalho de revisdo € mostrar os diferentes tipos de técnicas
gue podem ser usadas nas etapas do processo de purificacéo e as técnicas
promissoras que podem ser aplicadas na purificagédo de biomoléculas.

2 PROCESSO DE PURIFICAGCAO

O esquema basico para a separacao de biomoléculas foi sugerido por
pesquisadores, liderados pelo quimico Arthur B. Little, em 1917 (16). Esse
comité considerou que as separac¢des quimicas poderiam ser classificadas
como “operacdes unitarias”, que incluem destilacéo, adsor¢éo, filtracéo,
etc. Os pesquisadores argumentaram que a inclusédo da destilagéo foi
baseada em idéias comuns, ja que era usada para purificar 6leo cru ou
para fazer conhaque. Tal inclusdo gerou grande polémica, pois outros
cientistas consideravam impossivel o uso da destilacdo para muitos
materiais biolégicos. Foi questionado que somente alguns compostos de
baixo peso molecular poderiam ser destilados, tais como os aromas.
Entretanto, a destilagdo ndo serviria para a separacgao de antibiéticos,
horménios e proteinas. Em 1986, BELTER sugeriu que cada separac¢ao
fosse considerada como quatro passos sequenciais, ou seja, clarificagdo
ou remocdo de compostos insolUveis, isolamento do produto ou
concentracao, purificagcdo intermediaria e polimento. Essa foi a melhor
estratégia para a purificacdo de biomoléculas, sendo utilizada em
processos biotecnolégicos como base para o desenvolvimento de
processos de purificagcao de proteinas, enzimas, células e horménios. Tal
estratégia também mostrou-se eficiente no desenvolvimento de novas rotas
ou esquemas de purificacdo em nivel de pesquisa de laboratdrio e industrial
(16).

21 SELEGCAO E COMBINACAO DE TECNICAS DE SEPARACAO PARA
DESENVOLVER A ESTRATEGIA DE PURIFICACAO

No esquema proposto por BELTER (1986), a purificagdo de biomoléculas
exige o emprego de muitas técnicas devendo-se buscar a mais apropriada
para cada estagio de separagdo. Assim, sdo empregadas técnicas
diferentes na remocao de compostos insolUveis ou clarificacdo, no
isolamento do produto ou captura, na purificagdo intermediaria e no
polimento (Tabela 1). Por exemplo, para o isolamento e purificacdo de
enzimas sao usadas técnicas como homogeneizacao, centrifugacgéo,
filtracdo, evaporacéo e cromatografia (10). As técnicas cromatogréaficas
estdo presentes em todos os processos de purificagdo. Com a utilizacéo

62 B.CEPPA, Curitiba, v. 21, n. 1, jan./jun. 2003



dessas em sequiéncia é possivel purificar uma Gnica enzima das muitas
presentes num extrato celular. Por essa razdo, NIVEN (1995) afirmou que
a cromatografia representava o estado da arte na purificagdo de proteinas.

A disponibilidade de diferentes técnicas cromatogréaficas com diferentes
propriedades fornece combinac¢éo poderosa para a purificacdo de qualquer
biomolécula (64). A quantidade e tipo de técnicas usadas dependeréo da
natureza e das caracteristicas das amostras, assim como do grau de
pureza desejado no produto final (61).

TABELA1- TECNICAS DE SEPARAGCAO QUE PODEM SER USADAS
NAS DIFERENTES ETAPAS DO PROCESSO DE

PURIFICACAO
EstAgios ou etapas
T@cnica de separa 20 Clarifica 20 Captura ou Purifica 20 Polimento
primeira intermedi/ia
purifica 20

Precipita 2o * * *
Centrifuga 20 *
Homogeneiza 2o *
Filtra 20 *
Cristaliza 20 *
Sistemas aquosos * * *
bifAsicos
Cromatografia de troca * kX * Kk X * kK
i nica
Cromatografia com ligante * * k * * * * *
espec fico (afinidade)
Cromatografia por * % * % * *
intera 2o hidrof bica
Cromatografia por * * kK
exclus?o molecular
Diafiltra 2o *
Ultrafiltra 2o *
Cromatografia em fase * % * kK

reversa

Fonte: MATEJTSCHUK et al. (1998), BROCKLEBANK (1990) e PHARMACIA BIOTECH
(1999).

Na escolha de técnicas cromatogréaficas, comumente, séo empregados 0s
critérios de recuperacao, resolucéo, velocidade e capacidade (Tabela 2).
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TABELA2- PARAMETROS CARACTERISTICOS DAS TECNICAS
USADAS NO PROCESSO DE PURIFICACAO

Tknica Capacidade Velocidade Resolu 20 Rendimento

Cromatografia por troca i nica Alta -Mcdia Alta Alta Mcdia Madio

Cromatografia por intera 2o Mctia Alta Mcdia Madio
hidrof bica

Focaliza 2o Isoeldrica Baixa - Alta Madio
Cromatografia por afinidade Mctia-Baixa Alta Muito Alta Baixo
Cromatografia por exclus? o Muito Baixa Mctia Alta Baixa Mctdio
molecular

Fonte: Adaptado de HARRIS e ANGAL (1995) e PHARMACIA BIOTECH (1999).

3 TECNICAS USADAS NO PROCESSO DE PURIFICACAO DE
BIOMOLECULAS

A purificacdo de determinada biomolécula envolve uma série de etapas
convenientemente ordenadas, visando a obtencdo do méaximo de
rendimento e pureza, além de custos compativeis com os de mercado.

3.1 PRECIPITACAO

A precipitacdo e consequliente recuperacao de proteinas sollveis, mediante
a adicao de reagentes ou de solucdes, constitui técnica simples e rapida
para a concentracéo de proteinas (79). E muito empregada pelas indlstrias
como operacdo inicial no processo de purificacdo, reduzindo em grande
parte o volume do meio reacional para estagios posteriores (23). Essa
técnica geralmente ndo é utilizada na recuperacgéo de células presentes
em meios muito diluidos (11). Algumas aplicacbes dessa técnica sédo
mostradas na Tabela 3.

3.2 CENTRIFUGACAO

As centrifugas sdo muito usadas em processos de escala piloto ou
comercial para separar sélidos, desde caseinas, glutinas, leveduras,
bactérias e células até meios fermentados contendo enzimas funcionais,
anticorpos e proteinas terapéuticas. Diversas centrifugas comerciais estéo
disponiveis no mercado, que no entanto € dominado por dois fabricantes
pincipais, a Westfalia Separator AG (Oelde, Germany) e a Alfa Laval
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Separation (Tumba, Sweden) (56). Dentre outras aplica¢des, essa operacdo
€ utilizada na recuperacgédo de isolados protéicos e de proteinas dos
processos de lavagem, na separacédo de leveduras e na clarificacdo de
oleo animal (82). Além de ocupar pequena area na planta, as vantagens
da centrifugacéo incluem: agilidade na separacgéo, boa capacidade para
retirar 4gua, baixo custo de operacao e capacidade para separar a maior
parte de materiais celulares.

TABELA 3- APLICACOES DA PRECIPITACAO COM DIFERENTES
TIPOS DE AGENTES PRECIPITANTES

Prote na Agente Refer@ncia
precipitante

B-amilase Alginato (79)
Lactoperoxidase CcMC (48)
a-amilase Alginato (72)
Xilanase Alginato (28)
Endopoligalacturonase Alginato (27)
Prote nas do soro de leite Cloreto de ferro (47)
exceto a B-lg

Glicerol fosfato desidrogenase (NH4)2SO04 (6)
Lisozima * cido poliacr lico 76)
" Icool oxidase Polietilenoglicol (38)

3.3 TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

Os sistemas de separacao por membranas foram usados durante muito
tempo nos processos da industria quimica, sendo depois empregados
pela indistria de alimentos. As aplica¢es tipicas na industria de alimentos
incluem a purificagéo da agua, a concentragédo e a clarificacéo de sucos
de frutas, de produtos lacteos, de bebidas alcodlicas e no tratamento de
aguas (75). Nos sistemas de separac¢ao por membrana, o fluido contendo
dois ou mais componentes é colocado em contato com uma membrana
gue permite a passagem seletiva de alguns componentes mais rapida do
gue de outros. A natureza fisica e quimica das membranas (como, por
exemplo, o tamanho do poro e a distribuicdo do tamanho do poro) afetam
diretamente a separacéo (Tabela 4).

Os processos da tecnologia de membrana, divididos em osmose reversa
(OR), ultrafiltracdo (UF), microfiltragdo (MF) e dialise (D) oferecem
vantagens na recuperacao de bioprodutos. Tais vantagens, segundo FANE
e RADOVICH (19), envolvem a facilidade no escalonamento dos
equipamentos, elevada estabilidade, o processo ocorre em temperaturas
moderadas, o estresse quimico e fisico pode ser minimizado, além de
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permitir que a concentragéo e a purificagdo possam ser obtidas em uma
Unica etapa.

As membranas empregadas pela osmose reversa (OR) sdo caracterizadas
pelo tamanho de corte de massa molecular de, aproximadamente,
100 Da, cujo processo envolve pressfes 5 a 10 vezes maiores que a
ultrafiltracdo (70). Na técnica de ultrafiltragcdo (UF) a faixa de pressao
varia de 70 a 700 kPa e o tamanho dos poros de 0,001 a 0,02 m, com
ponto de corte de 1000 a 80000 Da (75). A ultrafiltracéo estd emergindo
gradativamente como processo de biosseparagdo importante para a
purificacdo e polimento de bioprodutos como drogas terapéuticas, enzimas,
hormonios, anticorpos, etc. (71). A microfiltracdo (MF) constitui extensao
da UF, porém as membranas apresentam tamanho de poro maior. As
macromoléculas passam através da membrana, ficando retidos os coléides
e as células (19). O tamanho do poro varia de 0,2 — 2,0 um, podendo
separar de forma seletiva as particulas com massa molecular acima de
200 kDa (70).

TABELA 4— APLICACAO DAS DIFERENTES MEMBRANAS NA
SEPARACAO DE VARIOS COMPOSTOS

Compostos Massa Molar Tamanho Compostos retidos
(Da) (nm) OR UF MF D
Leveduras e Fungos 10°-10% X
Bact@rias 300-10° - X X
Col ides 100-10° X X X
V rus 30-300 X X X
Prote nas 10%-10° 2-10 X X
Polissacar deos 10*-10° 2-10 X X
Enzimas 10*-10° 2-5 X X
Antibi ticos 300 - 10° 0,6-1,2 -
A ozares Simples 200 - 400 0,8-1,0 X
* cidos Org nicos 100 - 500 0,4-0,8 X
“ons Inorg nicos 10 - 100 0,2-0,4 X

Fonte: FANE e RADOVICH (1990).
OR = Osmose Reversa.

UF = Ultrafiltrag&o.

MF = Microfiltracéo.

D =Didlise.

3.4 EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO USANDO SISTEMAS AQUOSOS
BIFASICOS

A extracao liquido-liquido convencional usando solucéo aquosa e solventes

organicos ndo é adequada para separar biomoléculas (como proteinas),
devido a sua baixa estabilidade em solventes orgénicos (78). A alternativa
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adequada para os processos tradicionais de biosseparagao € a particao
em sistemas aquosos bifasicos (SAB), que vem sendo usada com sucesso
no isolamento de proteinas e de outros materiais de origem biolégica
(1, 46). Os SAB resultam da incompatibilidade de dois polimeros em
solucdes, por exemplo, polietilenoglicol (PEG) e dextrana ou entre um
polimero e um sal (como PEG e fosfato de potassio). A incompatibilidade
ocorre em funcdo da concentragdo desses compostos (2, 14). A alta
concentracdo de agua (de 65% a 90%) em tais sistemas favorece a
estabilidade das proteinas durante a separacéo, quando comparados com
sistemas tradicionais compostos com solventes organicos (50). Os
sistemas PEG-sal tém sido usados para extracao de enzimas em larga
escala (34) por apresentarem baixo custo e elevada seletividade das
proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina (14, 22). Outra vantagem dos
SAB é a reciclagem dos seus componentes (69). Extensa revisdo de
literatura sobre o assunto pode ser encontrada em COIMBRA et al. (13).

3.5 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

As separacdes cromatograficas consistem na particdo do soluto entre
uma fase mdvel e outra estacionaria. Comumente, a fase estacionaria é
sélida, sendo formada por matriz de particulas empacotadas em coluna
de forma tubular. A fase movel que contém a mistura de componentes a
serem separados passa através da coluna. A alimentagéo € introduzida
na coluna como um pulso e os componentes individuais sdo separados
devido a sua distribui¢éo diferencial entre as fases (17). Separac¢des com
altas resolu¢des podem ser obtidas pela mudancga gradual na fase mével,
mediante o emprego de eluicdo em gradiente (59).

3.5.1 Cromatografia de Troca I6nica

Na cromatografia de troca idnica, a separacao ocorre de acordo com a
carga das biomoléculas. Foi constatado que esse € o método de purificacéo
de proteinas mais comumente empregado. Além disso, € utilizado com
muita efetividade pelas industrias de bioquimica fina e farmacéutica para
o escalonamento dos processos de isolamento de proteinas (21).

Muitos tipos de adsorventes e colunas empregadas na cromatografia de
troca idnica encontram-se disponiveis no mercado. Como exemplo tem-se
o sistema BioPilot da Pharmaciall, capaz de operar coluna preparativa
(HR 50/10) com vazéao de 30 mL/min e alimentacdo da amostrade até 4 g
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por ciclo (61). Os processos em nivel industrial que utilizam esse tipo de
cromatografia para purificar as proteinas do soro de leite sédo o BiPRO® e
0s processos Vistec e Spherosil (18, 58). Algumas outras aplica¢des da
cromatografia de troca ibnica estdo compiladas na Tabela 5.

TABELA5- APLICACOES DA CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
NA SEPARACAO DE BIOMOLECULAS

Biomol@Zcula Tipo de Resina Refer@hcia

B-galactosidase Accel Plus QMAfi (62)

a-la, B-lg e BSA Q-sepharose fi, (21)
S-Sepharose fi

a-la e imunoglobulina  S-Sepharose, Fractogel (29)
EMD, S-Hyper D-F

B-lg Celite trans-retinal (31)

BSA Accel Plus QMAfi (3)

B-lactoglobulina Celite trans-retinal (81)

B-caseina Mono Sfi (32)

a-la e B-lg Mono Q fi (54)

a-la = alfalactoalbumina; (-lg = betalactoglobulina e BSA = albumina do soro bovino.

3.5.2 Cromatografia por Interagao Hidrofébica (CIH)

A cromatografia por interagado hidrofébica (CIH) foi desenvolvida nos anos
1970 (67) para a separacdo de proteinas, mediante o uso de colunas
empacotadas com resinas de agarose modificada. Em 1980 foram
desenvolvidas novas microparticulas para serem empregadas como fase
estacionaria, tornando possivel a utilizacdo da CIH mediante a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

A CIH, usada para separar proteinas com hidrofobicidade diferentes, é
ideal para ser empregada na etapa de captura de biomoléculas ou no
estagio de purificacao intermediaria (64). Fosfato de amdnio ou sais de
sulfato sdo efetivos para promover interagdes hidrofobicas. Essa técnica
em combinagao com sistemas aquosos bifasicos também tem mostrado
bons resultados na extracéo de proteinas a partir de um meio de células
néo-clarificado (7). Algumas aplica¢cdes da CIH podem ser observadas
na Tabela 6.
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TABELA 6- APLICACOES DA CIHNA SEPARACAO DE BIOMOLECULAS

Composto Refer(acia
a-amilase (49)
Estrogd&io (35)
B-amilase (57)
Albumina e y-globulina do soro humano (24)
Lipoxidase (44
Glucose isomerase (45)
Glucosidases (43)

3.5.3 Cromatografia de Fase Reversa (CFR)

Mediante a utilizac@o de cromatografia de fase reversa podem ser obtidas
separacdes com elevada rapidez, ou seja, 20 segundos em alguns casos
(53). O tempo rapido de separagédo auxilia 0 monitoramento de bioprocessos
gue requerem analises periddicas dos compostos mediante HPLC. A CFR
€ considerada técnica de alta resolucéo para a andlise de proteinas, mas
0 seu uso em escala preparativa é limitado devido a ndo-preservacéo da
integridade estrutural das proteinas (67). Desta forma, a CFR é muito
usada nos laboratérios de pesquisa, em laboratérios de andlise de
alimentos e no controle de qualidade. No entanto, pode ser empregada
em processos de purificagdo de compostos biofarmacéuticos em grande
escala.

As fases estacionarias usadas na CFR sdo estaveis em ampla faixa de
pH (1 a 13) e adequadas para a separacao de peptidios e proteinas. As
fases moveis tipicas empregadas sao misturas organicas-aquosas,
contendo metanol, isopropanol e acetonitrila dentre outros como
modificadores organicos (80).

3.5.4 Cromatografia por Exclusdo Molecular (CEM)
Na cromatografia por exclusdo molecular (CEM), a separac¢éo ocorre de
acordo com o tamanho efetivo das moléculas. A coluna é recheada com

material inerte cujo tamanho dos poros é controlado. As moléculas
peguenas podem penetrar na maioria dos poros apresentando maior tempo
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de retencao, enquanto as maiores séo excluidas de todos os poros. Assim,
moléculas grandes movem-se rapidamente através da coluna e as
pequenas sdo eluidas lentamente pela fase moével (15, 36).

A CEM é empregada h& mais de quatro décadas como técnica de
separacgdo, dessalinizagdo e para estimar a massa molecular de peptidios
e proteinas (36). O desenvolvimento de diferentes tipos de géis e a
existéncia de colunas comerciais empacotadas contribuiram para melhorar
aresolucao das separacgdes e também para diminuir o tempo de analise.
Tal fato provocou rapido aumento no uso da CEM como técnica de
separacao e purificagdo de macromoléculas. A CEM também € usada
para separar mondmeros, dimeros, trimeros, imunoglobulinas,
anticorpos, produtos de rea¢des de mistura complexa e diversas outras
aplicacbes (68).

3.5.5 Cromatografia em Leito Expandido

Na adsorgédo em leito expandido as particulas ndo sdo empacotadas
firmemente na coluna (9). Esse tipo de cromatografia exige apenas
uma etapa para purificar a proteina desejada a partir de meio “in natura”,
sem precisar de clarificagdo inicial do meio, concentragdo ou purificagédo
inicial (64).

A fase estacionéria do leito expandido € equilibrada, na forma expandida,
com o tampéao de equilibrio (Figura 1). A amostra contendo as células é
aplicada, no sentido de baixo para cima (etapa 2), no leito estabilizado.
Desta forma, a proteina de interesse e alguns contaminantes adsorvem
na resina, enquanto as células saem pela parte superior da coluna. O
tempo para que a proteina alvo seja adsorvida depende do fluxo de aplicagdo
da amostra, bem como da quantidade de resina utilizada na expansao
(9). Apos a aplicacdo da amostra a resina é lavada de baixo para cima
(etapa 3), com o tampéao de lavagem, para remoc&o dos restos celulares
e das proteinas nao-adsorvidas pela resina. A etapa de elui¢céo da proteina
de interesse (etapa 4) é efetuada de cima para baixo, ou seja, apos
sedimentacgéo do leito. Em seguida, a coluna é limpa e regenerada para
novo uso (etapa 5). O proposito dessa tecnologia € combinar as etapas
de clarificacé@o e adsorgao em uma so, a fim de aumentar o rendimento e
diminuir o tempo de processo, 0s custos, etc.

A cromatografia em leito expandido pode substituir as etapas de clarificacdo

e concentracdo do produto (64) que representam grande problema para
as industrias farmacéuticas.
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FIGURA 1- ETAPAS DE UM SISTEMA DE PURIFICACAO EM LEITO

EVYDANDINN

T ]

0. Resina 1.Equiibrio 2. Aplicacan 3 Lavagem & Eligdo 8. Regeneragio
sedmentada  (expandido)  da amostra (expandido)  (sedimentad)  (sedimentacso)
(expandida)

3.6 SEPARACOES BIOSSELETIVAS
3.6.1 Cromatografia por Afinidade Quimica

Aforma mais comum de efetuar separagdes biosseletivas € a cromatografia
por afinidade. Pesquisas de dados na literatura revelam que dentre os
métodos cromatogréficos existentes, a cromatografia por afinidade é a
segunda técnica mais comumente usada na purificacdo (12). Nessa
técnica, os compostos (com afinidade pelo ligante) sdo imobilizados em
matriz cromatogréafica mediante ligacao seletiva reversivel do ligante com
a molécula de interesse (59). E ideal para a captura ou purificagéo
intermediéria de biomoléculas, podendo ser usada sempre que houver
ligante adequado para a proteina de interesse (64).

A especificidade oferecida pela cromatografia por bioafinidade pode ser
aproveitada para obtencdo de biosseparacées com elevado grau de
seletividade (31). Para aumentar a eficiéncia dessa técnica, 0 material de
suporte ndo deve ligar as proteinas ndo-desejadas. Os sistemas de
bioafinidade sao os mais poderosos métodos de separagéo disponiveis,
devido ao alto grau de resolucéo, capacidade e seletividade que se pode
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obter. Por essa razéo sao freqiientemente usados em escala preparativa
para a purificacdo comercial de produtos farmacéuticos, de pesquisa e
para a remog¢ao de contaminantes especificos como as proteases (64).

3.6.2 Filtracéo por Afinidade

O uso de interagdes por bioafinidade ndo se restringe apenas as colunas
cromatograficas. Varios tipos de suporte podem ser usados para aumentar
a seletividade de técnicas com baixa resolugdo na separacgdo de
biomoléculas, mediante a introducdo de elementos de afinidade. Por
exemplo, na filtragdo por afinidade o ligante € anexado ao suporte que
pode ser retido pela membrana de filtragdo. Em processo de dois estagios
0 meio a ser purificado € misturado com o adsorvente e 0s contaminantes
nao-ligados a matriz sdo removidos por filtragdo, enquanto o complexo
enzima-ligante permanece no retentado. A enzima € logo eluida e recuperada
do permeado mediante segundo processo de filtragdo. LUCAS et al. (1998)
empregaram membranas de ultrafiltracdo modificadas com polietilemina
para separar seletivamente a proteina a-lactoalbumina a partir de concentrado
protéico de soro de leite. Observaram separacéo seletiva de a-lactoalbumina,
gue ficou retida na membrana.

3.6.3 Precipitacéo por Afinidade

A precipitacéo biosseletiva € possivel mediante a utilizagao de ligantes
especificos que induzem a precipitacdo das proteinas de interesse ou
pela imobilizacédo de ligantes em transportadores poliméricos, 0s quais
podem ser precipitados. Essa técnica apresenta alta seletividade e vem
sendo usada com muito sucesso na purificacdo de diversas enzimas e
proteinas (79).

3.6.4 Separacdo de Proteinas por Afinidade em Sistemas Aquosos
Bifasicos

Muitas proteinas apresentam interagdes Unicas com pequenas moléculas,
permitindo a alteracé@o da particdo e a obtencdo de seletividade, cujo
efeito € denominado de particdo por afinidade. A extragao seletiva com
ligantes especificos imobilizados em um dos polimeros tem sido bastante
efetiva (42).

72 B.CEPPA, Curitiba, v. 21, n. 1, jan./jun. 2003



A particdo por afinidade usando ligante especifico pode ser limitada
somente a uma das fases do SAB, anexado ao principal polimero dessa
fase. Usualmente, apenas uma frac@o do polimero que forma essa fase é
usada como transportador do ligante (42, 63).

SILVA et al. (1997) usaram o ligante especifico APGP, acoplado ao PEG
para purificar a enzima de Kleuveromyces lactis. Conseguiram recuperar
83% da enzima na fase superior do SAB composto por PEG-APGP/fosfato.

4 NOVAS TECNICAS DE SEPARACAO
4.1 LEITO MOVEL SIMULADO (LMS)

Uma série de colunas de adsor¢éo (doze colunas, por exemplo), contendo
adsorvente apropriado, séo utilizadas no sistema de leito mével simulado.
As colunas séo conectadas a recipientes que contém a alimentacéo e o
eluente, que recebem as correntes de saida do produto através de linhas
controladas por um conjunto de valvulas de posi¢cbes multiplas. Esse
conjunto de valvulas controladoras permite que sejam alternados, em
intervalos de tempo regulares, os pontos de entrada da alimentacgéo, do
eluente e das correntes de saida. O sistema troca, portanto, as posicdes
entre os pontos de entrada e saida, simulando o escoamento em contra
corrente (77).

Em 1961 a United Oil Products (UOP) patenteou processo que permitia a
simulagdo do movimento de um sélido por meio de conexado adequada
entre as colunas (Figura 2). Esses sistemas cromatogréaficos continuos
tém sido utilizados em escala industrial, principalmente nas inddstrias
petroquimicas (Processos SORBEX e PAREX, desenvolvidos pela UOP)
e de processamento de acUcares (52). Na atualidade, o sistema de leito
moével simulado é empregado com muito sucesso nos processos de
separagdo nas industrias de alimentos e de quimica fina (5).

O sistema de leito moével simulado apresenta vantagens econdémicas, por
diversas razdes, em relagdo aos outros sistemas cromatograficos em
batelada. Trata-se de processo continuo que permite a separagao de mistura
de compostos similares, possibilitando alta producéo e baixo consumo
de solvente. Em geral, nesse tipo de sistema, o volume de adsorvente
necessario € aproximadamente 25% do requerido pela cromatografia em
batelada (25). No caso de enzimas, o LMS foi utilizado por HUANG et al.
(1986) para a purificagdo de tripsina a partir de extrato de pancreas de
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porcos e por GOTTSCHLICH et al. (1996) para o estudo da purificagcdo de
quimotripsina bovina. GOTTSCHLICH e KASCHE (1997) também
empregaram o LMS para a purificacéo de anticorpos monoclonais. Mais
recentemente, AZEVEDO e RODRIGUES (2000) separaram frutose e
glucose presentes em suco de caju, obtendo pureza ao redor de 90%
de cada acUcar.

FIGURA 2 - PRINCIPIO DO LMS 12 DE COLUNAS

=

et s s 80 sbmeriania il

WJ_—LI—LL e - _I—TI-‘-_I—#

T L]

Fonte: LUDEMANN-HOMBOURGER (2000).

4.2 MICELAS REVERSAS

A extracao liquido-liquido usando micelas de fase reversa constitui nova
técnica de separacdo que apresenta alta seletividade e facilidade no
escalonamento, podendo ser operada continuamente (39, 40). A
capacidade dos sistemas com micelas de fase reversa para extrair
seletivamente a proteina-alvo duma mistura de compostos ainda néo esta
completamente esclarecida. No entanto, sabe-se que pode ser influenciada
por fatores como pH, tipo e concentracdo do sal, tipo de solvente,
temperatura e concentracao do surfactante e incorporacéo do ligante (4).
Na Tabela 7 sdo mostradas outras aplicagfes de extragdo com micelas
de fase reversa.

4.3 CROMATOGRAFIAEM CONTRACORRENTE
A cromatografia em contracorrente originou-se dos estudos pioneiros de

ITO etal. (1998), os quais construiram o primeiro equipamento no Japao.
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Esse foi projetado para separar particulas em suspenséo ou solutos em
solug¢édo com solvente, mediante campo de aceleragéo centrifuga. Pode
ser definida como técnica cromatogréfica que emprega duas fases liquidas
imisciveis, sendo uma dessas distribuida longitudinalmente em tubo vazio
de maneira uniforme. A outra passa através dos tubos, sendo misturada
com a primeira fase (73). Como ambas as fases séo liquidas, os sistemas
aquosos bifasicos compostos de dois polimeros ou de um polimero e um
sal sdo usados, mais comumente, para separacao de proteinas (20).
Existem também outros sistemas de solventes usados na area de produtos
naturais, ou seja, o sistema ternario composto por cloroférmio/metanol/
agua e o quaternario composto por hexano/acetato de etila/metanol/agua.

TABELA7— APLICACOES DAS MICELAS REVERSAS NA
EXTRACAO DE BIOMOLECULAS

Composto Refer@&cia
BSA (83)
a-quimiotripsina (4)
Lisozima, ribonuclease e citocromo c (46)
a-quimiotripsina (66)
Lisozima, ribonuclease e citocromo ¢ (65)
Lisozima (40)

A técnica da cromatografia em contracorrente foi aplicada com muito
sucesso na separacao de diversas biomoléculas, devido a alta capacidade
de recuperacéo e facilidade no manuseio das amostras. Por exemplo,
OWEN e CHASE (1997) separaram lisozima mediante cromatografia em
contracorrente utilizando equipamento continuo de quatro estagios. Tais
pesquisadores conseguiram purificacéo continua, com 95% de rendimento
e 66% de pureza.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os avangos em biotecnologia representam potencial para a industria de
alimentos no desenvolvimento de novos produtos e processos. Esse
desenvolvimento incluiria a purificacéo de biomoléculas, tais como enzimas
e proteinas, a partir de meios complexos como os de fermentacéo ou de
efluentes industriais. Assim, torna-se necesséario o conhecimento das
técnicas empregadas no processo de purificagdo de biomoléculas,
sobretudo as técnicas cromatograficas. No entanto, deve-se considerar
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gue ainda existem restricbes técnicas e econdmicas na aplicacdo de
algumas dessas técnicas, principalmente em escala preparativa. Tais
restricdes ndo tém impedido que muitos laboratdrios utilizem a
cromatografia para a produgéo de substancias com atividade bioldgica,
de custo elevado no mercado, o que justificaria o emprego das técnicas
cromatogréficas na producéo de alguns miligramas de substancias com
atividade bioldgica. Para que a purificagdo de biomoléculas de baixo valor
comercial, em grande escala, possa ser economicamente viavel novos
desenvolvimentos na engenharia de processo e nas técnicas de separacéo
devem ser realizados.

Abstract

REVIEW: TECHNIQUES UTILIZED IN BIOMOLECULES PURIFICATION PROCESS
The present literature review had as objective to show the different techniques that may
be employed in biomolecules purification process. Besides selection and combination of
separation techniques for the development of a purification strategy, precipitation,
centrifugation, membrane technology (reverse osmose, ultrafiltration, dialysis and
microfiltration), liquid-liquid extraction employing two phase aqueous systems,
chromatography techniques (ion exchange, hidrophobic interactions, reverse phase,
molecular exclusion, expanded bed), bio-selective separations (affinity chromatography,
affinity precipitation, protein partition by affinity in two-phase aqueous system) and new
separation techniques (simulated moving bed, reverse micelles, counter-current
chromatography) was abborded. It was verified that chromatographic techniques are
present in all biomolecules purification processes, although there are technical and
economical restrictions in the application of some types of chromatography in preparative
scale.

KEY-WORDS: BIOMOLECULES; CHROMATOGRAPHYC TECHNIQUES;
PURIFICATION PROCESSES.
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