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INTRODUÇÃO
Os produtos de origem microbiana (bio-

produtos ou biomoléculas), dos mais ela-
borados (como os vetores de terapia gêni-
ca) aos tradicionais (como o etanol), ocu-
pam posição central nas sociedades atua-
is. A obtenção destes produtos normal-
mente é efetuada por processos de bio-
conversão, síntese bioquímica ou ainda 
por extração de fontes naturais. Assim, o 
produto desejado pode ter sido liberado pe-
las células num meio complexo após a bio-
conversão, ser a própria célula, ou ainda 
ser um metabólito 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, operações unitárias aplicadas em 
bioprocessos e biomoléculas.

O processo de purificação de biomolé-
culas intracelulares (aquelas que são pro-
duzidas pelas células, mas não são 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-

mado homogeneizado, com debris celula-
res, organelas, ácidos nucléicos, proteí-
nas contaminantes, componentes do meio 
de cultura, pigmentos, polissacarídeos, en-
tre outros, os quais além de aumentar a 
complexibilidade do meio podem ainda da-
nificar a estrutura biológica da biomolécula 
e ii) devido às características das biomolé-
culas de interesse, as quais no geral, são 
sensíveis à 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-



05

Figura 1: Etapas de um processo genérico de purificação de uma 
biomolécula intracelular (Adaptado de Pessoa-Jr & Kilikian 2005).

quinase), peptídeos (antígeno de superfí-
cie da Hepatite B) e proteínas (HIV-1 gp 
120, interferon-á8) (Kula 1982, Mazzola et 
al. 2006).

Embora cada esquema de purificação 
envolva etapas diferentes, a Figura 1 apre-
senta uma seqüência genérica de etapas 
de purificação de biomoléculas intracelu-
lares.

A produção industrial de biomoléculas 
de interesse depende estritamente das téc-
nicas de purificação adotadas. Dada a sua 
complexibilidade - número de operações 
unitárias necessárias, entre outros fatores 
- a etapa de purificação contribui substan-
cialmente para os custos totais da obten-
ção de uma biomolécula. Estima-se apro-
ximadamente que a razão entre os custos 
da produção e os de purificação seja de 
60:40 (upstream e downstream, respecti-
vamente). No entanto, estes custos tor-
nam-se maiores quando são exigidos gra-
us de pureza elevados, uma vez que po-
dem ser necessárias: etapas de alto custo, 
tais como cromatografia de afinidade e tro-
ca iônica (Chang & Chase 1996), número 
elevado de etapas, ou ainda, quando es-
tas biomoléculas são obtidas em baixas 
concentrações nas células ou biorreato-
res.

Assim, a pesquisa e o desenvolvimen-
to de técnicas mais econômicas e simplifi-
cadas para a purificação de enzimas e bio-
moléculas apresentam grande interesse 
tecnológico. Dentre as técnicas estudadas 
para recuperação e/ou purificação de bio-
moléculas, destaca-se a extração líquido-
líquido devido à sua eficiência, versatilida-
de, baixo custo e facilidade de ampliação 
em escala. Esta operação unitária é em-
pregada na indústria, e consiste basica-
mente na utilização de sistemas formados 
de água/solventes orgânicos para extra-
ção de diversas substâncias, como por 
exemplo, na purificação de antibióticos e 
ácidos orgânicos. A extração convencional 
aplicada na indústria química, entretanto, 
consiste em sistemas água-solvente orgâ-
nico, de forma que apresenta elevado ris-
co de danos às biomoléculas. Na purifica-
ção de biomoléculas, com a finalidade de 
capitalizar os benefícios da extração líqui-
do-líquido convencional, fluidos aquosos 
complexos têm sido utilizados nos proces-
sos de extração, formando sistemas mais 
amenos (Belter et al. 1988). 

Destacam-se as extrações líquido-
líquido por sistemas micelares de duas fa-
ses aquosas, sistemas de micelas rever-
sas, e sistemas poliméricos de duas fases 
aquosas. Estes processos de extração lí-

quido-líquido têm sido usados com êxito 
na purificação de biomoléculas, entre elas 
as enzimas glicose-6-fosfato desidroge-
nase, hexoquinase, xilitol desidrogenase e 
outras. 

A extração líquido-líquido é um proces-
so de transferência de um soluto de uma fa-
se líquida para outra fase líquida imiscível 
em contato com a primeira. Dentre os dife-
rentes tipos de sistemas de extração líqui-
do-líquido propostos para este fim, estão 
os Sistemas Micelares de Duas Fases 
Aquosas (SMDFA), constituídos primaria-
mente por moléculas de tensoativos que 
tendem a formar micelas. Oferecem simul-
taneamente um ambiente hidrofóbico e ou-
tro hidrofílico, o que permite a seletividade 
na partição das biomoléculas (Rangel-
Yagui 2003).

Na composição destes sistemas, são 
empregados polímeros hidrofílicos ou ten-
soativos não-iônicos adicionados a solu-
ções aquosas, que formam duas fases 
imiscíveis. O elevado teor de água das fa-
ses formadas, de 75 a 90% em massa, ga-
rante a manutenção das propriedades bio-
lógicas das biomoléculas de interesse. 
Assim, biomoléculas podem ser purifica-
das em decorrência da partição diferencia-
da da molécula-alvo e impurezas entre as 
fases líquidas. 

São fatores decisivos as propriedades 
de superfície das proteínas, tais como: car-
ga elétrica, hidrofobicidade e massa mole-
cular (Albertsson 1986). 

O método de separação de biomolécu-
las por SMDFA explora a característica 

PROCESSOS DE EXTRAÇÃO LÍQUIDO-
LÍQUIDO

que alguns sistemas possuem de que, 
quando submetidos a determinadas con-
dições, podem espontaneamente se sepa-
rar em duas fases líquidas aquosas e imis-
cíveis. Considerável interesse tem sido ve-
rificado na utilização destes sistemas para 
purificar e concentrar compostos como 
BSA, bacteriófagos, antibióticos, lisozima 
e outras enzimas, vitaminas lipossolúveis 
e compostos orgânicos (Rangel-Yagui 
2003; Quina & Hinze 1999). 

Agentes tensoativos são moléculas tipi-
camente compostas por duas partes qui-
micamente distintas: uma porção hidrofíli-
ca e outra, hidrofóbica. Em função desta 
estrutura química diferenciada, quando es-
tas moléculas de agentes tensoativos são 
dissolvidas em água ocorre formação es-
pontânea de estruturas agregadas nano-
métricas conhecidas como micelas. Nes-
tas, as caudas hidrofóbicas se atraem mini-
mizando o contato com a água, enquanto 
que as cabeças hidrofílicas permanecem 
na superfície externa da micela para maxi-
mizar esse contato (Chevalier & Zemb 
1990). A formação de micelas reflete um 
balanço complexo de várias forças inter-
moleculares, incluindo forças de Van der 
Waals, interações eletrostáticas e intera-
ções hidrofóbicas (Israelachvili 1991). 

Sob determinadas temperaturas e con-
centrações de agentes tensoativos, uma 
solução aquosa micelar homogênea pode 
se separar em duas fases macroscópicas, 
ambas contendo micelas, porém, com 
uma delas apresentando maior concentra-
ção destes agregados. Esta separação de 
fases é induzida pelo "aumento da tempe-
ratura" do sistema e pode ser representa-
do por uma curva em forma de sino deno-
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minada de curva binodal, que é construída 
variando-se a concentração do tensoativo 
e a temperatura. Esta representa o limite 
de separação na qual a solução micelar se 
separa em duas fases macroscópicas, co-
mo resultado da competição entre os efei-
tos da "energia interna" que promove a se-
paração das micelas da água e os efeitos 
entrópicos, que promovem a miscibilidade 
das micelas na água (Blankschtein et al. 
1986).

Embora os agentes tensoativos, em 
particular os iônicos (dodecil sulfato de só-
dio), possam se ligar a proteínas resultan-
do em sua desnaturação, existem tensoa-
tivos não-carregados (Triton X-114, óxido 
de n-decil-tetraetileno (C E )) que não se 10 4

ligam de forma intensa a estas biomolécu-
las e, portanto, não as desnaturam. Desse 
modo, os SMDFA constituídos por agentes 
tensoativos não-carregados podem pro-
porcionar um ambiente ameno e compatí-
vel com as biomoléculas. As micelas, por 
serem susceptíveis a modificações em 
sua estrutura, possibilitam o controle e oti-
mização da partição de biomoléculas pelo 
ajuste das suas características como tama-
nho e forma através da variação da tempe-
ratura, concentração do tensoativo e adi-
ção de sais. Além disso, a seletividade da 
partição pode ser melhorada com a utiliza-
ção de ligantes de afinidade específicos à 
biomolécula-alvo ou misturas de tensoati-
vos iônicos e não-iônicos (Makino et al. 
1973).

O trabalho pioneiro que mostrou a pos-
sibilidade de extração de proteínas por sis-
temas micelares, utilizando-se o tensoati-
vo não-iônico Triton X-114, foi o de Bordier, 

em 1981. Soluções aquosas de Triton X-
114 se separam em duas fases quando a 
temperatura é aumentada acima de 20 °C. 
Posteriormente, Minuth et al. (1996) reali-
zaram a purificação da enzima colesterol 
oxidase em somente duas etapas, SMDFA 
seguido de cromatografia de troca-iônica, 
obtendo um fator de purificação de 160 e 
recuperação enzimática total de 80%. 

Adicionalmente, a seletividade na par-
tição de proteínas em SMDFA pode ser oti-
mizada pela presença de ligantes de afini-
dade. Se o ligante de afinidade apresentar 
partição preferencial para uma das fases, 
existe a possibilidade deste influenciar a 
partição da proteína-alvo sem necessida-
de de ligação covalente do ligante ao ten-
soativo. É desejável, portanto, que o ligan-
te de afinidade particione de maneira desi-
gual entre as fases e influencie a partição 
da proteína-alvo para a mesma fase à qual 
ele migra (Quina & Hinze 1999). 

Semelhantemente ao que ocorre em 
meio aquoso, quando substâncias anfifíli-
cas como os tensoativos são dissolvidas 
em meio solvente orgânico, formam agre-
gados nanométricos denominados mice-
las reversas. Estas estruturas se formam 
tanto na ausência quanto na presença de 
água, todavia, se a estrutura é completa-
mente livre de água, os agregados são mui-
to pequenos e polidispersos. Esta agrega-
ção em meio solvente é mais complexa do 
que a formação de micelas em meio aquo-
so, dependendo adicionalmente de fato-
res tais como tipo e concentração de ten-
soativo e/ou solvente empregado. 

Na extração líquido-líquido por siste-
mas micelares reversos (SMR), é possível 

não somente purificar biomoléculas, mas 
também concentrá-las, uma vez que ge-
ralmente são obtidas em baixas concen-
trações nos biorreatores. É um método de 
purificação no qual com a alteração de pa-
râmetros como pH, concentração de ten-
soativo, tipo e concentração de solvente, 
temperatura, entre outros, pode-se alterar 
a especificidade do sistema, melhorando o 
processo de extração. Esta técnica apre-
senta-se promissora para purificação de bi-
omoléculas, e está fundamentada em tra-
dicionais e bem estabelecidas operações 
de engenharia, tornando simples a sua 
execução em sistema descontínuo e con-
tínuo, possibilitando ainda a ampliação de 
escala. O método tem despertado o inte-
resse de pesquisadores sendo que a na-
no-solubilização de componentes biologi-
camente ativos tais como aminoácidos (Fu-
rusaki et al. 1990), peptídeos (Leodidis & 
Hatton 1990), enzimas (Hasmann et al. 
2007b) entre outros, tem sido amplamente 
estudada.

As micelas reversas possuem três áre-
as nas quais as biomoléculas podem ser 
nano-encapsuladas: i) no centro aquoso, 
ii) na interface entre as porções hidrofílicas 
do tensoativo; e iii) na fase orgânica exter-
na. Os tensoativos mais comumente em-
pregados em sistemas de micelas rever-
sas podem ser divididos com relação à car-
ga da sua porção polar em: i) aniônicos, 
como o aerosol-OT (AOT); ii) catiônicos, 
como o brometo de cetiltrimetilamonio 
(CTAB); iii) neutros, como o Triton; e iv) 
zwiteriônicos, como a lecitina de soja. A 
escolha do tensoativo num processo de pu-
rificação deve considerar o ponto isoelétri-
co (pI) da biomolécula e o tamanho da mi-
cela desejada. 

O mecanismo de nano-encapsulação 
por micelas reversas não está totalmente 
elucidado. No entanto, a teoria mais aceita 
descreve a formação das micelas rever-
sas como um mecanismo cooperativo en-
tre biomoléculas e tensoativo: a interface 
entre as duas fases (aquosa e micelar) se 
deforma em torno da biomolécula, forman-
do a micela reversa e transferindo-a para a 
fase orgânica, conforme ilustrado na Figu-
ra 4 (Dungan, et al. 1991). 

Vários fatores têm sido reportados co-
mo significativos para a extração de bio-
moléculas por SMR, como: grau de hidra-
tação, pH, solventes e co-solventes (tipo e 
concentração), temperatura, dentre ou-
tros. 

O comportamento de proteínas é de-
pendente do pH da solução, pois este de-
termina a rede de cargas da proteína. Figura 2: Mecanismo de formação de micelas reversas.
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Usando soluções com valores de pH inferi-
ores aos do ponto isoelétrico da proteína, 
esta apresentará carga líquida positiva, ao 
contrário, terá carga líquida negativa. Por-
tanto, para que o não-encapsulamento da 
proteína ocorra, através de interações ele-
trostáticas, é necessário que exista dife-
rença de cargas entre esta e o tensoativo 
(Hasmann et al. 2001), sendo possível que 
as extrações ocorram tanto por interações 
eletrostáticas quanto por forças hidrofóbi-
cas (Hasmann et al. 2000 e 2001).

Várias correlações têm sido estabele-
cidas entre os solventes e co-solventes e 
as suas propriedades no tocante a mudan-
ças no comportamento e estabilidade das 
biomoléculas e o tamanho das micelas 
(Hou et al. 1988). Hilhorst et al. (1995) estu-
dando a extração de -amilase, utilizando 
Aliquat 336, verificaram ser o processo 
sensível às variações no tipo de co-
solvente utilizado no sistema, alterando a 
sua capacidade de extração.

A temperatura é também um fator de im-
portância na absorção de biomoléculas 
por micelas reversas, pois influencia a ca-
pacidade máxima de absorção das mice-
las reversas. Dentro de uma determinada 
faixa de temperatura, as micelas reversas 
são formações estáveis, o que favorece a 
absorção de moléculas, a temperaturas 
mais elevadas vai depender mais da sua 
termoestabilidade do que da capacidade 
de absorção da micela (Krei & Hustedt 
1992, Pessoa & Vitolo 1998). Outros fato-
res também têm sido estudados e de-
monstram a influência sobre o processo: 
força iônica, tipo e concentração do tenso-
ativo, emprego de aditivos, etc.

Vários estudos empregando SMR têm 
sido conduzidos com êxito. Hasmann et al. 
(2007a,b) empregando SMR formado pelo 
tensoativo zwiteriônico lecitina de soja (em 
isooctano e hexanol) em estudos de purifi-
cação 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 isoocta-
no/hexanol/butanol, alcançaram fatores 
de purificação 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-
çaram valores de recuperação superiores 
a 90% para a enzima glicose oxidase obti-
da de Aspergillus niger.

Outra possibilidade tecnológica, o uso 

de sistemas aquosos bifásicos ou siste-
mas de duas fases aquosas (SAB ou 
SDFA), tem sido avaliada como alternativa 
aos métodos tradicionais de extração lí-
quido-líquido desde 1956. A técnica é utili-
zada na purificação de diferentes biomolé-
culas de origem animal, vegetal e microbi-
ana, na extração de vírus, organelas e áci-
dos nucléicos, devendo-se destacar a apli-
cação na purificação de enzimas.

Estes sistemas são formados pela reu-
nião de determinados polímeros, poliele-
trólitos, ou ainda, polímeros em combina-
ção com solutos de baixa massa molar, em 
uma mesma solução, formando quatro ti-
pos de sistemas possíveis. Em todos os ca-
sos, são obtidas duas fases aquosas imis-
cíveis com elevado teor de água, de 75% a 
80% em massa, garantindo, desta forma, 
a integridade das biomoléculas. A purifica-
ção é resultado de uma partição diferenci-
ada da molécula alvo e impurezas entre as 
duas fases (Silva & Franco 2000).

Num primeiro grupo de SDFA podem 
ser englobados os sistemas formados por 
dois polímeros não iônicos, como o polieti-
lenoglicol PEG/Dextrana (Dx) e polipropi-
lenoglicol (PPG)/dextrana. Num segundo, 
sistemas formados por um polieletrólito e 
um polímero, como sulfato dextrana de só-
dio/polipropileno glicol e carboximetilcelu-
lose de sódio /metil celulose. Os SDFA for-
mados por dois polieletrólitos constituíri-
am um terceiro grupo. São exemplos, os 
sistemas sulfato dextrana de só-
dio/carboximetildextrana de sódio e carbo-
ximetildextrana de sódio / carboximetilce-
lulose de sódio. E, num quarto grupo, tem-
se um polímero não iônico e um composto 
de baixa massa molar, tais como 
PPG/fosfato de potássio e PEG/fosfato de 
potássio. Os sistemas formados por PEG 
e sal, são muito empregados devido à rápi-
da separação das fases, baixos custos e al-

ta seletividade na separação (Silva & Fran-
co 2000).

O SDFA é representado em um diagra-
ma de fases no qual a ordenada, represen-
ta a composição em massa da molécula 
que apresenta maior concentração na fa-
se de topo (PEG, por exemplo) e a abscis-
sa, representa a composição da molécula 
de maior concentração na fase de fundo 
(sal ou dextrana, por exemplo). Composi-
ções representadas por pontos acima da 
curva de equilíbrio, também denominada 
curva binodal, levam à formação de duas 
fases e, abaixo da curva, a uma só fase, co-
mo representado na Figura 5.

Após o estabelecimento do equilíbrio, 
o sistema cuja composição inicial era dada 
pelo ponto M, apresenta as composições 
indicadas pelos pontos T (fase de topo) e B 
(fase de fundo), de tal modo que ambos os 
componentes do sistema estão presentes 
nas fases líquidas. A reta TMB é chamada 
linha de amarração (``tie-line´´). Os siste-
mas cuja composição inicial encontra-se 
sobre uma mesma linha de amarração pos-
suem a mesma composição final (fases de 
topo e fundo). Porém, a relação de volu-
mes entre as fases é diferente para cada 
composição, de acordo com a razão entre 
os segmentos TM e BM, a qual é igual à ra-
zão entre os volumes de fase de fundo e to-
po.  As diversas linhas de amarração são 
paralelas entre si. 

Os principais fatores que influenciam a 
posição do equilíbrio em um SDFA são a 
massa molar do polímero, tipo de sal e con-
centração dos componentes (Kula et al. 
1982). A literatura apresenta significativa 
variedade de modelos e teorias, o que de-
nota o pouco conhecimento sobre os fun-
damentos que explicam a formação de du-
as fases líquidas imiscíveis, sobretudo no 
equilíbrio de sistemas polímero-polímero 
e polímero-sal. A grande maioria dos mode-

Figura 3: Curva de equilíbrio do sistema PEG/fosfato (Pessoa-Jr & Kilikian 2005).

Fosfato (%massa)

PEG (%massa) T

M

B
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los está contida em dois grupos básicos: 
um grupo baseado na teoria da solução de 
polímeros e outro com teorias adaptadas 
dos tratamentos termodinâmicos do equi-
líbrio de fases líquidas (Pessoa Jr. & Kiliki-
an 2005). 

A diferença de viscosidade entre as du-
as fases líquidas, bem como a diferença 
de força iônica (relacionadas à condição 
de menor potencial químico), sobretudo 
no caso dos sistemas PEG/sal, auxilia na 
manutenção da segregação das fases. A 
partição de proteínas ou outras biomolé-
culas entre as duas fases é regida pela con-
dição de menor potencial químico ou mai-
or solubilidade, isto é, a biomolécula apre-
sentará maior concentração na fase em 
que o seu potencial químico for menor ou a 
sua solubilidade for maior. Desta forma, as 
características físico-químicas das proteí-
nas (hidrofobicidade, carga superficial e 
massa molar) e da solução (pH e força iôni-
ca), serão determinantes para a partição. 
Considerando-se que a maior parte da so-
lubilidade de proteínas está baseada nas 
interações das cargas superficiais com 
íons em solução, a distribuição de cargas 
é fator importante na extração em SDFA. 
Portanto, pH e força iônica são importan-
tes ao processo.

A influência da força iônica do meio 
ocorre, sobretudo, em sistemas contendo 
sulfatos ou fosfatos, devido à alta concen-
tração dos sais, entre 0,5 e 2 M, que atua 
reduzindo a solubilidade da molécula na fa-
se salina, que migra para a fase menos po-
lar na qual apresentará maior solubilidade, 
um efeito de “salting-out”´. O tipo de polí-
mero e a sua massa molar também influ-
em na partição, sistemas constituídos por 
PEG de massa molar superior a 1500 Da, 
a partição é favorável à fase salina devido 
ao mecanismo da exclusão molecular. 

Além da exclusão molecular, a elevada 
massa molar gera alta área de contato en-
tre biomoléculas e componentes do siste-
ma e, de acordo com as características da 
molécula e tipo de interação, ela terá mais 
afinidade por uma das fases. Este fator é 
importante quando da separação de molé-
culas com massas molares diferentes. De 
modo geral, a partição é menos eficiente e 
diminui com o aumento da massa molar da 
proteína. Células e seus fragmentos po-
dem ser extraídos em um SDFA, o que é 
particularmente vantajoso quando se trata 
de sólidos de pequena dimensão, como os 
fragmentos celulares, e bolores, cuja den-
sidade próxima à da água, dificulta ou até 
mesmo inviabiliza a clarificação por centri-
fugação. Além disso, pode-se integrar o 
processo, uma vez que freqüentemente cé-
lulas e os seus fragmentos localizam-se 
na interface do sistema ou na fase de fun-
do, quando esta fase é rica em sal. 

As leveduras são organismos eucarió-
ticos unicelulares que existem no solo, ar, 
plantas, frutos e alimentos. A espécie mais 
estudada é a Saccharomyces cerevisae e 
encontra-se no centro da Biotecnologia tra-
dicional, pelo seu papel milenar na produ-
ção de pão, vinho e cerveja, devido à sua 
capacidade de produzir álcool (sobretudo 
o etanol, presente em bebidas fermenta-
das) e dióxido de carbono (que permite a 
expansão da massa do pão), a partir de 
açúcares. Além de desempenhar um im-
portante papel em processos biotecnológi-
cos relevantes, esta levedura é ampla-
mente utilizada como modelo experimen-
tal eucariótico em estudos de biologia fun-
damental e aplicada. 

BIOMOLÉCULAS INTRACELULARES 
DE LEVEDURAS DE INTERESSE 
COMERCIAL

Outros gêneros de levedura como 
Schwanniomyces, Kluyveromyces, Pichia, 
Hansenula, Yarrowia e Candida também 
têm sido amplamente usadas na biotecno-
logia moderna, como hospedeiros na pro-
dução de proteínas recombinantes. Desta-
que às leveduras metilotróficas, P. pastoris 
e H. polymorpha, os hospedeiros escolhi-
dos por várias companhias biofarmacêuti-
cas no desenvolvimento de proteínas tera-
pêuticas obtidas por tecnologia de DNA re-
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 à engenharia genética 
a possibilidade de hoje muitas proteínas in-
tracelulares serem secretadas extracelu-
larmente. Entretanto, existem inúmeras bi-
omoléculas intracelulares produzidas por 
leveduras, as quais apresentam interesse 
para aplicações na saúde e na alimenta-
ção humana e animal. Dentre as biomolé-
culas intracelulares de importância exis-
tem enzimas (glicose-6-fosfato desidroge-
nase), peptídeos (antígeno da hepatite B) 
e proteínas (interferon-á8).

Diferentes técnicas foram utilizadas no 
processo de purificação destas biomolé-
culas. O antígeno de superfície da hepatite 
B (HBsAg) derivado de H. polymorpha é de 
grande importância no desenvolvimento te-
rapêutico e foi purificado por cromatografia 
de interação hidrofóbica por diferentes pes-
quisadores (Zhou, et al. 2007). O 
interferon-á 8 produzido por S. cerevisiae, 
foi purificado usando cromatografia de afi-
nidade e cromatografia de troca iônica (Di 
Marco et al. 1996). 

H. polymorpha

K. lactis

P. pastoris

TABELA 2: BIOMOLÉCULAS PRODUZIDAS POR LEVEDURAS

LEVEDURAS LEVEDURAS PRODUTOSPRODUTOS

a-galactosidase

Glicoamilase

Glicose oxidase

Albumina sérica humana

Antígeno de superfície

a-galactosidase

Lisozima bovina

a-amilase

Proquimiosina

Insulina humana

Estreptoquinase

Fator de necrose tumoral

Fragmento C (toxina tetânica)

S. cerevisiae

S. pombe

Y. lipolytica

a-galactosidase

Interferon-g Humano

Pro-uroquinase humana

tPA humana

Prochymosin

Antitrombina III

Fator XIIa

ß-galactosidase

Bacterio-rhodopsin

Proquimiosina Bovina

Invertase

ß-galactosidase

Anafilatoxina humana C5a
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A enzima glicose-6-fosfato desidroge-
nase (G6PD), produzida por S. cerevisiae 
teve a sua purificação por extração liquido-
liquido estudada (Hasmann et al. 2007). 
Esta enzima catalisa a primeira etapa da 
via das pentoses fosfato. Devido à sua alta 
atividade catalítica e especificidade ao 
substrato, G6PD tem sido amplamente 
usada como reagente em muitos dosea-
mentos enzimáticos, como na determina-
ção da concentração de ATP e hexoses. 
Estes autores obtiveram em processo con-
tínuo um rendimento de aproximadamente 
100%.

A proteína verde fluorescente recombi-
nante, GFPuv, 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 biológico é necessário que seja de-
senvolvido um método de purificação sim-
ples e com boa relação custo-benefício. A 
proteína verde fluorescente (GFP) pode 
ser empregada como indicador biológico 
devido a facilidade de sua detecção por es-
pectrofluorimetria ou por inspeção visual 
utilizando lâmpada UV portátil (Penna et 
al., 2004). A proteína GFP demonstrou em 
trabalhos anteriores resistência à exposi-
ção à agentes químicos e à temperaturas 
elevadas (Penna et al., 2004). A resistên-
cia da GFP possibilita sua utilização como 
indicador biológico, pois após um determi-
nado tratamento a ausência ou diminuição 
da intensidade de fluorescência emitida in-
dica que microrganismos presentes tam-
bém foram afetados.

Outro composto interessante e que 
vem ganhando importância atualmente, 
devido a necessidade de substituir políme-
ros sintéticos por compostos naturais bio-
degradáveis é o polihidroxibutirato (PHB). 

BIOMOLÉCULAS INTRACELULARES 
PRODUZIDAS POR BACTÉRIAS DE 
INTERESSE COMERCIAL

O PHB é um composto de uma classe dos 
polímeros termoplásticos chamados “poli-
hidroxialcanoatos” que atuam como reser-
va de carbono para obtenção de energia. 
Tais polímeros, em condições apropriadas 
de cultivo bacteriano, são acumulados na 
forma de grânulos intracelulares, que po-
dem ser removidos após rompimento celu-
lar, gerando resina plástica com proprieda-
des semelhantes às dos plásticos de ori-
gem petroquímica (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 coli recombinante (Lee et 
al., 1999; Coutinho et al., 2004).

As bactérias Gram-negativas apresen-
tam toxinas estáveis que constituem a es-
trutura da membrana celular, denomina-
das endotoxinas, as quais participam na in-
teração com o ambiente e com possíveis 
hospedeiros (Park et al., 2004). Ainda que 
ligadas às células, as endotoxinas continu-
amente se liberam ao meio (Piluso, Marti-
nez, 1999). Estas toxinas não atuam dire-
tamente sobre células ou órgãos, mas sim 
através do sistema imunológico, principal-
mente por ação dos monócitos e macrófa-
gos os quais desencadeiam reações que 
geram determinados mediadores como as 
interleucinas e fator de necrose tumoral, 
além de radicais livres. Estas substâncias 
constituem potentes agentes biológicos e 
são responsáveis pelos efeitos adversos 
decorrentes da exposição às endotoxinas, 
os quais incluem: alterações na função e 
estrutura de células e órgãos, alteração de 
funções metabólicas, aumento da tempe-
ratura corpórea, ativação da cascata de co-

agulação sanguínea, modificações hemo-
dinâmicas, culminando com choque sépti-
co (Bamba, 1996; Martich et al., 1993; Po-
xon, Hughes, 1999). A extração de endoto-
xinas pode ter dois objetivos distintos: (i) re-
moção de contaminante, neste caso, alto 
grau de pureza e alto teor de atividade bio-
lógica não constituem o objetivo principal; 
e (ii) concentração e purificação para uso 
como ferramenta de análise, uma vez que 
o LPS é utilizado como agente de controle 
de infecção em ensaios imunológicos, 
uma vez que estimula em diferentes graus 
(dependendo da concentração) o sistema 
imune de modelos animais para ensaios 
com novos fármacos e vacinas.

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

Além destas biomoléculas, várias ou-
tras poderiam ser citadas, considerando 
que as leveduras tornaram-se importantes 
no desenvolvimento da biotecnologia mo-
derna, com as suas aplicações nas indús-
trias farmacêuticas e alimentícias (Walker 
1999). 

A obtenção de diferentes biomoléculas 
de valor comercial e de interesse farma-
cêutico impetrou nos últimos anos inten-
sos avanços. No entanto, os processos de 
purificação não alcançaram o mesmo grau 
de desenvolvimento tecnológico, o que tor-
na fundamental o estudo de métodos e téc-
nicas que possibilitem a purificação destes 
bioprodutos e que ofereçam ao mesmo 
tempo boa relação custo-benefício, resí-

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Figura 4: Células de E. coli 
transformadas expressando a proteína 
verde fluorescente (GFP), sob luz UV. 

(fonte: http://www.conncoll.edu/ccacad/
zimmer/GFP-ww/chalfie.html)

Figura 5: Proteína verde fluorescente 
(GFP), sob luz UV, após extração em 

Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas, 
no qual a proteína particiona 

preferencialmente para a fase inferior.

Figura 6: Grânulos de PHB 
acumulados em Alcaligenes latus. 
(fonte: http://www.nrc-cnrc.gc.ca/
highlights/2007/0703maplesap_e.html)
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duos de fácil descarte e facilidade de am-
pliação de escala, especialmente quando 
comparados aos métodos tradicionais. 

Assim, os processos de extração líqui-
do-líquido têm apresentado resultados re-
levantes na purificação de biomoléculas, e 
a compreensão dos mecanismos de extra-
ção, identificação de fatores críticos e oti-
mização das condições de condução dos 
processos têm crescido consideravelmen-
te. 
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