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INTRODUGAO

Os produtos de origem microbiana (bio-
produtos ou biomoléculas), dos mais elo-
borados (como os vetores de terapia géni-
ca) aos tradicionais (como o etanol), ocu-
pam posicao central nas sociedades atua-
is. A obtengdo destes produtos normal-
mente é efetuada por processos de bio-
conversdo, sintese bioquimica ou ainda
por extragao de fontes naturais. Assim, 0
produto desejado pode ter sido liberado pe-
las células num meio complexo apds a bio-
conversao, ser a propria célula, ou ainda
serum metabdlito celular que deve ser reti-
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rado do interior das células. Em bioproces-
sos, qualquer tratamento aplicado com o
intuito de se extrair uma biomolécula é co-
nhecido como “downstream processing’,
ou seja, operagdes unitarias aplicadas em
bioprocessos e biomoléculas.

O processo de purificagéo de biomolé-
culas intracelulares (aquelas que séo pro-
duzidas pelas células, mas nédo séo natu-
ralmente liberadas) constitui etapa com-
plexa do processo produtivo por dois prin-
cipais motivos: i) envolve uma etapa adici-
onal de rompimento celular, gerando as-
sim um meio ainda mais complexo, cha-
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mado homogeneizado, com debris celula-
res, organelas, acidos nucléicos, protei-
nas contaminantes, componentes do meio
de cultura, pigmentos, polissacarideos, en-
tre outros, os quais além de aumentar a
complexibilidade do meio podem aindado-
nificar a estrutura biolégica da biomolécula
e i) devido as caracteristicas das biomolé-
culas de interesse, as quais no geral, sdo
sensiveis a temperatura, pH, entre outros.
Dentre as biomoléculas intracelulares de
interesse merecem destaque aquelas pro-
duzidas por leveduras, tais como: enzimas
(glicose-6-fosfato desidrogenase, hexo-




quinase), peptideos (antigeno de superfi-
cie da Hepatite B) e proteinas (HIV-1 gp
120, interferon-a8) (Kula 1982, Mazzola et
al. 2006).

Embora cada esquema de purificagdo
envolvaetapas diferentes, aFigura 1 apre-
senta uma seqUéncia genérica de etapas
de purificagdo de biomoléculas intracelu-
lares.

A producéo industrial de biomoléculas
deinteresse depende estritamente das téc-
nicas de purificagéo adotadas. Dada a sua
complexibilidade - nimero de operagdes
unitarios necessarias, entre outros fatores
- aetapa de purificagdo contribui substan-
cialmente para os custos totais da obten-
¢éo de uma biomolécula. Estima-se apro-
ximadamente que arozéo entre os custos
da produgéo e os de purificagéo seja de
60:40 (upstream e downstream, respecti-
vamente). No entanto, estes custos tor-
nam-se maiores quando s&o exigidos gro-
us de pureza elevados, uma vez que po-
dem ser necessarias: etapas de alto custo,
tais como cromatografia de afinidade e tro-
caiénica (Chang & Chase 1996), ndmero
elevado de etapas, ou ainda, quando es-
tas biomoléculas séo obtidas em baixas
concentragdes nas células ou biorreato-
res.

Assim, a pesquisa e o desenvolvimen-
to de técnicas mais econdmicas e simplifi-
cadas para a purificagdo de enzimas e bio-
moléculas apresentam grande interesse
tecnoldgico. Dentre as técnicas estudadas
para recuperacao e/ou purificagdo de bio-
moléculas, destaca-se a extragdo liquido-
liquido devido a sua eficiéncia, versatilido-
de, baixo custo e facilidade de ampliagéo
em escala. Esta operagéo unitaria é em-
pregada na industria, e consiste basica-
mente na utilizagéo de sistemas formados
de agua/solventes organicos para extra-
cao de diversas substancias, como por
exemplo, na purificagdo de antibicticos e
4cidos organicos. Aextracdo convencional
aplicada na industria quimica, entretanto,
consiste em sistemas agua-solvente orga-
nico, de forma que apresenta elevado ris-
co de danos as biomoléculas. Na purifica-
¢ao de biomoléculas, com a finalidade de
capitalizar os beneficios da extracéo liqui-
do-liquido convencional, fluidos aquosos
complexos tém sido utilizados nos proces-
sos de extragéo, formando sistemas mais
amenos (Belter et al. 1988).

Destacam-se as extracdes liquido-
liquido por sistemas micelares de duas fo-
ses aquosas, sistemas de micelas rever-
sas, e sistemas poliméricos de duas fases
oquosos. Estes processos de extracao li-
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Figura 1: Etapas de um processo genérico de purificagdo de uma
biomolécula intracelular (Adaptado de Pessoa-Jr & Kilikian 2005).

quido-liquido tém sido usados com éxito
na purificagéo de biomoléculas, entre elas
as enzimas glicose-6-fosfato desidroge-
nase, hexoquinase, xilitol desidrogenase e
outras.

PROCESSOS DE EXTRAGAO LiQUIDO-
Liauibo

Aextragao liquido-liquido é um proces-
so de transferénciade um soluto de umafo-
se liquida para outra fase liquida imiscivel
em contato com a primeira. Dentre os dife-
rentes tipos de sistemas de extrag&o liqui-
do-liquido propostos para este fim, estdo
os Sistemas Micelares de Duas Fases
Aquosas (SMDFA), constituidos primaria-
mente por moléculas de tensoativos que
tendem aformar micelas. Oferecem simul-
taneamente um ambiente hidrofébico e ou-
tro hidrofilico, o que permite a seletividade
na particdo das biomoléculas (Rangel-
Yagui 2003).

Na composicéo destes sistemas, séo
empregados polimeros hidrofilicos ou ten-
soativos néo-idnicos adicionados a solu-
¢bes aquosas, que formam duas foses
imisciveis. O elevado teor de agua das fa-
ses formadas, de 75 a90% em massa, ga-
rante a manutengao das propriedades bio-
légicas das biomoléculas de interesse.
Assim, biomoléculas podem ser purifica-
das em decorrénciadaparti¢ao diferencio-
da da molécula-alvo e impurezas entre as
fases liquidas.

Séo fatores decisivos as propriedades
de superficie das proteinas, tais como: car-
gaelétrica, hidrofobicidade e massamole-
cular (Albertsson 1986).

O método de separagao de biomolécu-
las por SMDFA explora a caracteristica

que alguns sistemas possuem de que,
quando submetidos a determinadas con-
digbes, podem espontaneamente se sepo-
rar em duas fases liquidas aquosas e imis-
civeis. Consideravel interesse tem sido ve-
rificado na utilizag&o destes sistemas para
purificar e concentrar compostos como
BSA, bacteridfagos, antibidticos, lisozima
e outras enzimas, vitaminas lipossoluveis
e compostos organicos (Rangel-Yagui
2003; Quina & Hinze 1999).

Agentes tensoativos sao moléculas tipi-
camente compostas por duas partes qui-
micamente distintas: uma porgéo hidrofili-
ca e outra, hidrofébica. Em fungéo desta
estruturaquimicadiferenciada, quando es-
tas moléculas de agentes tensoativos s@o
dissolvidas em agua ocorre formagéo es-
pontanea de estruturas agregadas nano-
métricas conhecidas como micelas. Nes-
tas, as caudas hidrofébicas se atroem mini-
mizando o contato com a &gua, enquanto
que as cabegas hidrofilicas permanecem
na superficie externa da micela para maxi-
mizar esse contato (Chevalier & Zemb
1990). A formagao de micelas reflete um
balango complexo de vérias forcos inter-
moleculares, incluindo forgas de Van der
Waals, interages eletrostaticas e intera-
¢Oes hidrofobicas (Israelachvili 1991).

Sob determinadas temperaturas e con-
centragdes de agentes tensoativos, uma
solugdo aquosa micelar homogénea pode
se separar em duas fases macroscopicas,
ambas contendo micelas, porém, com
uma delas opresentando maior concentra-
¢ao destes ogregados. Esta separagéo de
fases é induzida pelo "aumento da tempe-
ratura” do sistema e pode ser representa-
do por uma curva em forma de sino deno-




minada de curvabinodal, que € construida
variando-se a concentragdo do tensoativo
e a temperatura. Esta representa o limite
de separagdo naqual a solugdo micelar se
separa em duas fases macroscopicas, co-
mo resultado da competigéo entre os efei-
tos da "energiainterna” que promove a se-
paracdo das micelas da agua e os efeitos
entropicos, que promovem amiscibilidade
das micelos na agua (Blankschtein et al.
1986).

Embora os agentes tensoativos, em
particular os iénicos (dodecil sulfato de so6-
dio), possam se ligar a proteinas resultan-
do em sua desnaturagéo, existem tensoa-
tivos ndo-carregados (Triton X-114, éxido
de n-decil-tetraetileno (C,,E,)) que ndo se
ligam de forma intensa a estas biomolécu-
las e, portanto, ndo as desnaturam. Desse
modo, os SMDFA constituidos por agentes
tensoativos néo-carregados podem pro-
porcionar um ambiente ameno e compati-
vel com as biomoléculas. As micelas, por
serem susceptiveis a modificagdes em
sua estrutura, possibilitam o controle e oti-
mizagao da particao de biomoléculas pelo
ajuste das suas caracteristicas como tama-
nho e forma através davariagéo datempe-
ratura, concentragdo do tensoativo e adi-
cao de sais. Além disso, a seletividade da
particdo pode ser melhorada com a utilizo-
céo de ligantes de afinidade especificos a
biomolécula-alvo ou misturas de tensoati-
vos i6nicos e ndo-idnicos (Makino et al.
1973).

O trabalho pioneiro que mostrou apos-
sibilidade de extrag&o de proteinas por sis-
temas micelares, utilizando-se o tensoati-
vo ndo-idnico Triton X-114, foi o de Bordier,

em 1981. Solugdes aquosas de Triton X-
114 se separam em duas fases quando a
temperatura é aumentada acimade 20 °C.
Posteriormente, Minuth et al. (1996) reali-
zaram a purificagdo da enzima colesterol
oxidose em somente duas etapas, SMDFA
seguido de cromatografia de troca-idnica,
obtendo um fator de purificagéo de 160 e
recuperagéo enzimaticatotal de 80%.

Adicionalmente, a seletividade na par-
ticdo de proteinas em SMDFA pode ser oti-
mizada pela presenca de ligantes de afini-
dade. Se o ligante de afinidade apresentar
particdo preferencial para uma das fases,
existe a possibilidade deste influenciar a
particdo da proteina-alvo sem necessido-
de de ligagéo covalente do ligante co ten-
soativo. E desejavel, portanto, que o ligan-
te de afinidade particione de maneira desi-
gual entre as fases e influencie a particdo
daproteina-alvo paraa mesmafase a qual
ele migra(Quina & Hinze 1999).

Semelhantemente ao que ocorre em
meio aquoso, quando substancias anfifili-
cas como os tensoativos sdo dissolvidas
em meio solvente organico, formam agre-
gados nanométricos denominados mice-
las reversas. Estas estruturas se formam
tanto na auséncia quanto na presenca de
agua, todavia, se a estrutura € completa-
mente livre de &gua, os agregados s&o mui-
to pequenos e polidispersos. Esta agrega-
¢ao em meio solvente é mais complexa do
que aformagéo de micelas em meio aquo-
so, dependendo adicionalmente de fato-
res tais como tipo e concentracéo de ten-
soativo e/ou solvente empregado.

Na extragéo liquido-liquido por siste-
mas micelares reversos (SMR), é possivel
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Figura 2: Mecanismo de formagéo de micelas reversas.

nao somente purificar biomoléculas, mas
também concentra-las, uma vez que ge-
ralmente s&o obtidas em baixas concen-
tracdes nos biorreatores. E um método de
purificag&o no qual com a alteragéo de pa-
rametros como pH, concentragéo de ten-
soativo, tipo e concentracdo de solvente,
temperatura, entre outros, pode-se alterar
aespecificidade do sistema, melhorando o
processo de extragdo. Esta técnica apre-
senta-se promissora para purificagdo de bi-
omoléculas, e esta fundamentada em tro-
dicionais e bem estabelecidas operagdes
de engenharig, tornando simples a sua
execucdo em sistema descontinuo e con-
tinuo, possibilitando ainda a ampliogéo de
escala. O método tem despertado o inte-
resse de pesquisadores sendo que o no-
no-solubilizagdo de componentes biologi-
camente ativos tais como aminoacidos (Fu-
rusaki et al. 1990), peptideos (Leodidis &
Hatton 1990), enzimas (Hasmann et al.
2007b) entre outros, tem sido amplamente
estudada.

As micelas reversas possuem trés are-
as nas quais as biomoléculas podem ser
nano-encapsuladas: i) no centro aquoso,
i) nainterface entre as porgdes hidrofilicas
do tensoativo; e iii) na fase organica exter-
na. Os tensoativos mais comumente em-
pregados em sistemas de micelas rever-
sas podem ser divididos com relag&o a car-
ga da sua porgao polar em: i) aniénicos,
como o aerosol-OT (AOT); ii) catidnicos,
como o brometo de cetiltrimetilomonio
(CTAB); iii) neutros, como o Triton; e iv)
zwiteribnicos, como a lecitina de soja. A
escolhado tensoativo num processo de pu-
rificacdo deve considerar o ponto isoelétri-
co (pl) da biomolécula e o tamanho da mi-
celadesejada.

O mecanismo de nano-encapsulagéo
por micelas reversas ndo esta totalmente
elucidado. No entanto, a teoriamais aceita
descreve a formagédo das micelas rever-
SOS Como um mecanismo cooperativo en-
tre biomoléculas e tensoativo: a interface
entre as duas fases (aquosa e micelar) se
deformaem torno dabiomolécula, forman-
do amicelareversae transferindo-a paraa
fase organica, conforme ilustrado na Figu-
ra4 (Dungan, etal. 1991).

Vérios fatores tém sido reportados co-
mo significativos para a extragdo de bio-
moléculas por SMR, como: grau de hidra-
tagdo, pH, solventes e co-solventes (tipo e
concentrogdo), temperatura, dentre ou-
tros.

O comportamento de proteinas é de-
pendente do pH da solug&o, pois este de-
termina a rede de cargas da proteina.




Usando solugdes com valores de pH inferi-
ores aos do ponto isoelétrico da proteina,
esta apresentara carga liquida positiva, ao
contrario, tera carga liquida negativa. Por-
tanto, para que o ndo-encapsulamento da
proteina ocorra, através de interacdes ele-
trostaticas, € necessario que exista dife-
renga de cargas entre esta e o tensoativo
(Hasmann et al. 2001), sendo possivel que
as extragdes ocorram tanto por interagdes
eletrostaticas quanto por forgas hidrofébi-
cas (Hasmann et al. 2000 e 2001).

Varias correlagdes tém sido estabele-
cidas entre os solventes e co-solventes e
as suas propriedades no tocante amudan-
¢as no comportamento e estabilidade das
biomoléculas e o tamanho das micelas
(Hou et al. 1988). Hilhorst et al. (1995) estu-
dando a extragdo de -amilase, utilizando
Aliquat 336, verificaram ser o processo
sensivel as variagdes no tipo de co-
solvente utilizado no sistema, alterando a
suacapacidade de extragao.

Atemperaturaé também um fator de im-
portancia na absor¢@o de biomoléculas
por micelas reversas, pois influencia a co-
pacidade maxima de absorcéo das mice-
las reversos. Dentro de uma determinada
faixa de temperatura, as micelas reversas
sao formagdes estaveis, o que favorece a
absorgéo de moléculas, a temperaturas
mais elevadas vai depender mais da sua
termoestabilidade do que da capacidade
de absorgdo da micela (Krei & Hustedt
1992, Pessoa & Vitolo 1998). Outros fato-
res também tém sido estudodos e de-
monstram a influéncia sobre o processo:
forgaionica, tipo e concentragéo do tenso-
ativo, emprego de aditivos, etc.

Vérios estudos empregando SMR tém
sido conduzidos com éxito. Hasmann et al.
(20070,b) empregando SMR formado pelo
tensoativo zwiteriénico lecitina de soja (em
isooctano e hexanol) em estudos de purifi-
cagdo da enzima glicose-6-fosfato desi-
drogenase (presente em células de S. ce-
revisiae) obtiveram um aumento de pure-
za de 5,4 vezes para enzima presente no
homogeneizado livre de células. Cortez et
al. (2004), empregando CTAB em isoocto-
no/hexanol/butanol, alcangaram fatores
de purificagao de 5,6 e 1,6 vezes respecti-
vamente, para as enzimas intracelulares
xilose redutase e xilitol desidrogenase, pre-
sentes no homogeneizado celular de Can-
dida guilliermondii. Empregando este
SMR, Peffi e colaboradores (2005) alcan-
¢aram valores de recuperagao superiores
a90% para aenzima glicose oxidase obti-
dade Aspergillus niger.

Outra possibilidade tecnoldgica, o uso
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Figura 3: Curva de equilibrio do sistema PEG/fosfato (Pessoa-Jr & Kilikian 2005).

de sistemas aquosos bifasicos ou siste-
mas de duas fases aquosas (SAB ou
SDFA), tem sido avaliada como alternativa
aos métodos tradicionais de extragao li-
quido-liquido desde 1956. A técnica é utili-
zadana purificacéo de diferentes biomolé-
culas de origem animal, vegetal e microbi-
ana, na extragéo de virus, organelas e aci-
dos nucléicos, devendo-se destacar aapli-
cagéo na purificago de enzimas.

Estes sistemas s&o formados pela reu-
nidao de determinados polimeros, poliele-
trélitos, ou ainda, polimeros em combina-
¢ao com solutos de baixamassamolar, em
uma mesma solugédo, formando quatro ti-
pos de sistemas possiveis. Emtodos os co-
s0s, s@o obtidas duas fases aquosas imis-
civeis com elevado teor de agua, de 75% a
80% em massa, garantindo, desta forma,
aintegridade das biomoléculas. A purifica-
cao é resultado de uma particao diferenci-
ada damoléculaalvo e impurezas entre as
duas fases (Silva & Franco 2000).

Num primeiro grupo de SDFA podem
ser englobados os sistemas formados por
dois polimeros n&o idnicos, como o polieti-
lenoglicol PEG/Dextrana (Dx) e polipropi-
lenoglicol (PPG)/dextrana. Num segundo,
sistemas formados por um polieletrélito e
um polimero, como sulfato dextranade so-
dio/polipropileno glicol e carboximetilcelu-
lose de sodio /metil celulose. Os SDFA for-
mados por dois polieletrélitos constituiri-
am um terceiro grupo. Sao exemplos, 0s
sistemas sulfato dextrana de so-
dio/carboximetildextrana de sédio e carbo-
ximetildextrana de sodio / carboximetilce-
lulose de sédio. E, num quarto grupo, tem-
se um polimero n&o idnico e um composto
de baixa massa molar, tais como
PPG/fosfato de potassio e PEG/fosfato de
potassio. Os sistemas formados por PEG
e sal, séo muito empregados devido a rapi-
daseparagao das fases, baixos custos e al-

taseletividade naseparagéo (Silva & Fran-
€02000).

O SDFA é representado em um diogro-
ma de foses no qual aordenada, represen-
ta a composi¢do em massa da molécula
que apresenta maior concentragdo na fa-
se de topo (PEG, por exemplo) e a abscis-
sq, representa a composicao da molécula
de maior concentragdo na fase de fundo
(sal ou dextrana, por exemplo). Composi-
¢Oes representadas por pontos acima da
curva de equilibrio, também denominada
curva binodal, levam a formagao de duas
foses e, abaixo dacurva, aumaso fase, co-
mo representado naFigura5.

Apos o estabelecimento do equilibrio,
o sistema cuja composigéo inicial eradoda
pelo ponto M, apresenta as composigdes
indicadas pelos pontos T (fase de topo) e B
(fase de fundo), de tal modo que ambos os
componentes do sistema estao presentes
nas fases liquidas. A reta TMB é chamada
linha de amarragdo ("tie-line ). Os siste-
mas cujo composicao inicial encontra-se
sobre umamesmalinhade amarragéo pos-
suem amesma composicéo final (fases de
topo e fundo). Porém, a relagéo de volu-
mes entre as fases é diferente para cada
composicao, de acordo com arazéo entre
os segmentos TM e BM, aqual é igual a ra-
zdo entre os volumes de fase de fundo e to-
po. As diversas linhas de amarragéo sé@o
paralelas entre si.

Os principais fatores que influenciam a
posicéo do equilibrio em um SDFA s&o a
massamolar do polimero, tipo de sal e con-
centragdo dos componentes (Kula ef al.
1982). A literatura apresenta significativa
variedode de modelos e teorias, 0 que de-
nota o0 pouco conhecimento sobre os fun-
damentos que explicam aformagao de du-
as fases liquidas imisciveis, sobretudo no
equilibrio de sistemas polimero-polimero
e polimero-sal. Agrande maioriados mode-




los esta contida em dois grupos basicos:
um grupo baseado na teoriadasolugdo de
polimeros e outro com teorias adaptadas
dos tratamentos termodinamicos do equi-
librio de fases liquidas (Pessoa Jr. & Kiliki-
an 2005).

Adiferengade viscosidade entre as du-
as fases liquidas, bem como a diferenca
de forga idnica (relacionadas a condigdo
de menor potencial quimico), sobretudo
no caso dos sistemas PEG/sal, auxilia na
manutengdo da segregagao das fases. A
particdo de proteinas ou outras biomolé-
culas entre as duas fases é regida pelacon-
dicdo de menor potencial quimico ou mai-
or solubilidade, isto é, abiomolécula apre-
sentara maior concentragdo na fase em
que o seu potencial quimico for menorou a
suasolubilidade for maior. Destaforma, as
caracteristicas fisico-quimicas das protei-
nas (hidrofobicidade, carga superficial e
massamolar) e dasolugao (pH e forcaioni-
ca), serdo determinantes para a partigéo.
Considerando-se que a maior parte da so-
lubilidade de proteinas esta baseada nas
interagdes das cargas superficiais com
ions em solugdo, a distribuicdo de cargas
¢ fator importante na extragédo em SDFA.
Portanto, pH e forga idnica sdo importan-
tes ao processo.

A influéncia da forga iénica do meio
ocorre, sobretudo, em sistemas contendo
sulfatos ou fosfatos, devido a alta concen-
tragéo dos sais, entre 0,5 e 2 M, que atua
reduzindo asolubilidade damoléculanafa-
se salina, que migra para afase menos po-
lar naqual apresentara maior solubilidade,
um efeito de “salting-out”. O tipo de poli-
mero € a sua massa molar também influ-
em na particao, sistemas constituidos por
PEG de massa molar superior a 1500 Da,
aparticdo é favoravel a fase salina devido
0o mecanismo da exclusdo molecular.

Além da exclusdo molecular, a elevada
massa molar gera alta area de contato en-
tre biomoléculas e componentes do siste-
ma e, de acordo com as caracteristicas da
molécula e tipo de interagéo, ela terd mais
afinidade por uma das fases. Este fator é
importante quando da separagéo de molé-
culas com massas molares diferentes. De
modo geral, a particio € menos eficiente e
diminui com o aumento da massamolar da
proteina. Células e seus fragmentos po-
dem ser extraidos em um SDFA, o que é
particularmente vantajoso quando se trata
de sélidos de pequenadimenséo, como 0s
fragmentos celulares, e bolores, cuja den-
sidade proxima a da agua, dificulta ou até
mesmo inviabiliza a clarificagéo por centri-
fugagdo. Além disso, pode-se integrar o
processo, umavez que freqiientemente cé-
lulos e os seus fragmentos localizam-se
na interface do sistema ou na fase de fun-
do, quando estafase é ricaem sal.

BIOMOLECULAS INTRACELULARES
DE LEVEDURAS DE INTERESSE
COMERCIAL

As leveduras s&o organismos eucario-
ticos unicelulares que existem no solo, ar,
plantas, frutos e alimentos. A espécie mais
estudada é a Saccharomyces cerevisae e
encontra-se no centro daBiotecnologiatro-
dicional, pelo seu papel milenar na produ-
céo de péo, vinho e cerveja, devido a sua
capacidade de produzir alcool (sobretudo
o etanol, presente em bebidas fermenta-
das) e dioxido de carbono (que permite a
expansdo da massa do péo), a partir de
agucares. Além de desempenhar um im-
portante papel em processos biotecnoldgi-
cos relevantes, esta levedura é amplo-
mente utilizada como modelo experimen-
tal eucaridtico em estudos de biologia fun-
damental e aplicoda.

Outros géneros de levedura como
Schwanniomyces, Kluyveromyces, Pichia,
Hansenula, Yarrowia e Candida também
tém sido amplamente usadas na biotecno-
logia moderna, como hospedeiros na pro-
dug&o de proteinas recombinantes. Desto-
que as leveduras metilotréficas, P. pastoris
e H. polymorpha, os hospedeiros escolhi-
dos por varias companhias biofarmacéuti-
cas no desenvolvimento de proteinas tero-
péuticas obtidas por tecnologia de DNAre-
combinante (Cereghino & Cregg 1999;
Geymonat, et al. 2007). Na Tabela 2 en-
contram-se algumas leveduras e as suas
biomoléculas de interesse comercial.

Uma série destas biomoléculas purifi-
cadas de leveduras foram secretadas no
meio de cultivo pelo microrganismo, tor-
nando o processo de downstream menos
complexo. Deve-se a engenharia genética
apossibilidade de hoje muitas proteinas in-
tracelulares serem secretadas extracelu-
larmente. Entretanto, existem inimeras bi-
omoléculas intracelulares produzidas por
leveduras, as quais apresentam interesse
para oplicagdes na saude e na alimenta-
¢ao humana e animal. Dentre as biomolé-
culas intracelulares de importancia exis-
tem enzimas (glicose-6-fosfato desidroge-
nase), peptideos (antigeno da hepatite B)
e proteinas (interferon-a8).

Diferentes técnicas foram utilizadas no
processo de purificagdo destas biomolé-
culas. O antigeno de superficie dahepatite
B (HBsAg) derivado de H. polymorpha é de
grande importanciano desenvolvimento te-
rapéutico e foi purificado por cromatografia
de interag&o hidrofobica por diferentes pes-
quisadores (Zhou, et al. 2007). O
interferon-a 8 produzido por S. cerevisiae,
foi purificado usando cromatografia de ofi-
nidade e cromatografia de troca iénica (Di
Marco etal. 1996).

TABELA 2: BIOMOLECULAS PRODUZIDAS POR LEVEDURAS

LEVEDURAS PRODUTOS
H. polymorpha a-galactosidase
Glicoamilase

Glicose oxidase

LEVEDURAS
S. cerevisiae

Albumina sérica humana

Antigeno de superficie
K. lactis a-galactosidase
Lisozima bovina
a-amilose
P. pastoris Proquimiosina

Insulinahumana
Estreptoquinase

S. pombe

Y. lipolytica

Fator de necrose tumoral
Fragmento C (toxina tetanica)

PRODUTOS
a-galactosidase
Interferon-g Humano
Pro-uroquinase humana
tPA humana
Prochymosin
Antitrombina Il

Fator Xlla
B-galactosidase
Bacterio-rhodopsin
Proquimiosina Bovina
Invertase
B-galactosidase
Andfilatoxina humana Cba




A enzima glicose-6-fosfato desidroge-
nase (G6PD), produzida por S. cerevisiae
teve asuapurificagdo por extragao liquido-
liquido estudada (Hasmann et al. 2007).
Esta enzima catalisa a primeira etapa da
viadas pentoses fosfato. Devido a sua alta
atividode catalitica e especificidade ao
substrato, G6PD tem sido amplamente
usada como reagente em muitos doseo-
mentos enzimaticos, como na determino-
cao da concentragdo de ATP e hexoses.
Estes autores obtiveram em processo con-
tinuo um rendimento de aproximadamente
100%.

BIOMOLECULAS INTRACELULARES
PRODUZIDAS POR BACTERIAS DE
INTERESSE COMERCIAL

Aproteinaverde fluorescente recombi-
nante, GFPuy, é expressada intracelular-
mente por bactérias, tais como Escheri-
chia coli, podendo ser produzida em maior
quantidade por processos fermentativos.
No entanto, para se utilizar GFP como indi-
cador bioldgico € necessario que seja de-
senvolvido um método de purificagao sim-
ples e com boa relagéo custo-beneficio. A
proteina verde fluorescente (GFP) pode
ser empregada como indicador bioldgico
devido afacilidade de suadetecgéo pores-
pectrofluorimetria ou por inspegéo visual
utilizando lampada UV portétil (Penna et
al., 2004). A proteina GFP demonstrou em
trabalhos anteriores resisténcia a exposi-
¢ao a agentes quimicos e a temperaturas
elevadas (Penna et al., 2004). A resistén-
cia da GFP possibilita sua utilizagdo como
indicador biolégico, pois apds um determi-
nado tratamento a auséncia ou diminui¢do
daintensidade de fluorescénciaemitidain-
dica que microrganismos presentes tam-
bém foram afetados.

Outro composto interessante e que
vem ganhando importancia atualmente,
devido anecessidade de substituir polime-
ros sintéticos por compostos naturais bio-
degradaveis é o polihidroxibutirato (PHB).

Figura 6: Granulos de PHB
acumulados em Alcaligenes latus.
(fonte: http.//www.nrc-cnre.gc.ca/
highlights/2007/0703maplesap_e.html)

' Figura 4: Células de E. coli

transformadas expressando a proteina

verde fluorescente (GFP), sob luz UV.
(fonte: http://www.conncoll.edu/ccacad/
zimmer/GFP-ww/chalfie.htm|)

O PHB é um composto de uma classe dos
polimeros termoplasticos chamados “poli-
hidroxialcanoatos” que atuam como reser-
va de carbono para obtengao de energia.
Tais polimeros, em condicdes apropriadas
de cultivo bacteriano, s@o acumulados na
forma de granulos intracelulares, que po-
dem ser removidos ap6s rompimento celu-
lar, gerando resina plastica com propriedo-
des semelhantes as dos plasticos de ori-
gem petroquimica (Coutinho et al., 2004).
O PHB pode ser produzido a partir do culti-
vo de diversas bactérias gram-negativa, in-
cluindo Ralstonia eutropha, Alcaligenes la-
tus e Escherichia colirecombinante (Lee et
al., 1999; Coutinho et al., 2004).

As bactérias Gram-negativas apresen-
tam toxinas estaveis que constituem a es-
trutura da membrana celular, denomina-
das endotoxinas, as quais participam nain-
teragdo com o ambiente e com possiveis
hospedeiros (Park et al., 2004). Ainda que
ligadas as células, as endotoxinas continu-
amente se liberam ao meio (Piluso, Marti-
nez, 1999). Estas toxinas ndo atuam dire-
tamente sobre células ou drgdos, mas sim
através do sistema imunoldgico, principal-
mente por agéo dos monécitos e macréfa-
gos os quais desencadeiom reagdes que
geram determinados mediadores como as
interleucinas e fator de necrose tumoral,
além de radicais livres. Estas substancias
constituem potentes agentes bioldgicos e
sdo responsaveis pelos efeitos adversos
decorrentes da exposi¢do as endotoxinas,
0s quais incluem: alteracées na fungéo e
estruturade células e 6rgéos, dlteragéo de
fungBes metabdlicas, aumento da tempe-
raturacorporea, ativagéo dacascotade co-

\ Figura 5: Proteina verde fluorescente
Y (GFP), sob luz UV, apés extragdo em
Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas,
no qual a proteina particiona
preferencialmente para a fase inferior.

agulagéo sanguinea, modificacdes hemo-

dindmicas, culminando com choque sépti-

co (Bamba, 1996; Martich et al., 1993; Po-

xon, Hughes, 1999). Aextragéo de endoto-

xinas pode ter dois objetivos distintos: (i) re-
mog&o de contaminante, neste caso, alto

grau de pureza e alto teor de atividade bio-

l6gica ndo constituem o objetivo principal;

e (i) concentracao e purificagdo para uso

como ferramenta de andlise, umavez que

0 LPS é utilizado como agente de controle

de infeccdo em ensaios imunoldgicos,

uma vez que estimulaem diferentes graus

(dependendo da concentracéo) o sistema
imune de modelos animais para ensaios

com novos farmacos e vacinas.

Outros exemplos de biomoléculas in-
tracelulares produzidas por bactérias séo
a o-amilase de Thermotoga maritima e o
peroxidase de Bacillus sphaericus.

CONSIDERAGOES FINAIS

Além destas biomoléculas, varias ou-
tras poderiam ser citodas, considerando
que as leveduras tornaram-se importantes
no desenvolvimento da biotecnologia mo-
derna, com as suas aplicagdes nas indus-
trias farmacéuticas e alimenticias (Walker
1999).

Aobtencéo de diferentes biomoléculas
de valor comercial e de interesse farma-
céutico impetrou nos ultimos anos inten-
sos avancos. No entanto, os processos de
purificag&o ndo alcangaram 0 mesmo grau
de desenvolvimento tecnoldgico, o que tor-
nafundamental o estudo de métodos e téc-
nicas que possibilitem a purificagdo destes
bioprodutos e que oferegam 0o mesmo
tempo boa relagdo custo-beneficio, resi-
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Figura 7: Estrutura quimica da endotoxina de E. coli O111:B, extraida de Ohno &
Morrison (1989). Hep, L-glicero-D-manno-heptose; Gal, galactose; Glc, glicose; KDO,
4cido 2-ceto-3-deoxiocténico; NGa, N-acetil-galactosamina;, NGc, N-acetil-glicosamina.

duos de facil descarte e facilidade de am-
pliacdo de escala, especialmente quando
comparados aos métodos tradicionais.

Assim, os processos de extragéo liqui-

do-liquido tém apresentado resultados re-
levantes na purificagao de biomoléculas, e
acompreensdo dos mecanismos de extra-
¢ao, identificagéo de fatores criticos e oti-
mizacéo das condi¢des de condugéo dos
processos tém crescido consideravelmen-
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