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RESUMO

Precipitacdo € uma operagdo de separacdo de baixo custo, de grande capacidade de
concentragdo e ¢ empregada em processos industriais como em recuperagdo de proteinas. No
projeto de precipitacdes, a solubilidade é a propriedade termodindmica a ser considerada na
selecdo do método e das condigdes de processo. No entanto, na literatura ha relatos de
alteracdes de solubilidade de proteinas, entre os quais o trabalho de Shih e colaboradores
(1990), que verificaram em processos de precipitacdo um aumento na concentracdo de
proteina na fase leve em funcdo da concentracdo inicial da proteina empregada na
precipitacdo. As alteracdes na solubilidade de proteinas tém sido atribuidas a presenca de
impurezas e ao grau de cristalinidade da fase densa em equilibrio com a solucdo saturada.
Durante a precipitacdo, as impurezas se associam ao precipitado modificando as interacdes
proteina-solvente e, consequentemente, afetando o equilibrio de fases. Quanto ao grau de
cristalinidade, diferengas de concentragdo inicial de proteina produzem diferentes taxas de
nucleagdo que levam a formagao de precipitados amorfos com diferentes graus de amorfia e
solubilidade. Neste trabalho, verificou-se, em precipitacdo, o efeito da massa molecular da
proteina na dependéncia da concentragdo de proteina no equilibrio (aqui chamada de
solubilidade aparente) com a concentracdo inicial. Para isto, foram realizadas precipitagdes de
proteinas de diferentes massas moleculares (insulina bovina, 5,7 kDa; lisozima de clara de
ovo de galinha, 14,7 kDa; tripsina suina, 23,4 kDa; ovalbumina, 42,7 kDa; BSA, 66,0 kDa e
IgG bovina, 150,0 kDa) a diferentes concentragdes iniciais através do método de salting-out
com cloreto de s6dio com acompanhamento cinético para encontrar o tempo requerido para o
equilibrio de fases e obter as desejadas medidas de solubilidade. Os dados de solubilidade
obtidos foram avaliados e a dependéncia da solubilidade com a concentragdo inicial de
proteina foi determinada. Lisozima foi a tnica proteina que ndo apresentou variagdo na
solubilidade mesmo a baixa concentragdo de sal. Insulina apresentou variagdo somente em
baixa concentragdo de sal. As proteinas de massa molecular mais elevadas, tripsina, albumina
e IgG apresentaram solubilidade aparente dependente da concentracdo inicial de proteina:
quanto mais alta a concentragdo inicial da proteina, maior foi a solubilidade aparente. Com
base nos dados deste trabalho e na literatura, a massa molecular aparenta ter efeito sobre a

solubilidade de proteinas em processos de precipitagdo.

Palavras-chave: Massa molecular. Solubilidade. Salting-out. Precipitacdo de proteinas.



ABSTRACT

Precipitation is a low cost unit operation for separation employed in industrial processes such
as protein recovery. In precipitation design, solubility is the thermodynamic property most
relevant in the selection of the method of operation and process condition selection. However,
there are reports of changes in protein solubility such as the work of Shih and co-workers
(1990). They report changes in protein concentration in the light phase (supernatant) as a
function of the initial concentration of the protein employed in the precipitation. Changes in
protein solubility have been attributed to the presence of impurities and to the degree of
crystallinity of the dense phase (precipitate) in equilibrium with the saturated light phase
solution. During precipitation, impurities associate with the precipitate and modify the
protein-solvent interactions affecting the phase balance. With respect to the degree of
crystallinity, differences in initial protein concentration produce different nucleation rates that
lead to the formation of amorphous precipitates with different degrees of crystallinity and
solubility. In this work, the effect of the molecular mass of the protein on the dependence of
the concentration of protein in the light phase at equilibrium (here called apparent solubility)
with the initial concentration was investigated. For this, proteins of different molecular
masses (bovine insulin, 5.7 kDa, chicken egg white lysozyme, 14.7 kDa, porcine trypsin, 23.4
kDa, ovalbumin, 42.7 kDa, BSA , 66.0 kDa and bovine IgG, 150.0 kDa) at different initial
concentrations were salted-out using sodium chloride. Lysozyme was the only protein that
showed no change in solubility even at low salt concentration. Insulin presented this behavior
only at low salt concentration. The higher molecular masses proteins - trypsin, albumin and
IgG - showed apparent solubility as a function of the initial protein concentration: the higher
the initial protein concentration, the greater the apparent solubility. Based on the data of this
work and the literature, the molecular mass appears to have an effect on the solubility of

proteins in precipitation processes.

Key-words: Molecular weight. Solubility. Salting-out. Protein precipitation.
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1. Introducio

1.1 Precipitacio de proteinas

Precipitacdo ¢ uma operacdo de separacdo que resulta na formagdo de uma fase
densa, normalmente chamada de precipitado, e uma liquida leve saturada na espécie
concentrada na fase densa. Ela tem como caracteristica alta supersaturagdo e rapida formacao
do precipitado, geralmente, s6lidos amorfos (BALDYGA, 2016).

Dependendo das condi¢des do meio e da molécula precipitada, a fase densa
também pode ser um gel, amiloide ou cristal (GREENE et al., 2015; KREBS; DEVLIN;
DONALD, 2007). Quando a precipitacdo ocorre lentamente sob condi¢des controladas as
moléculas organizam-se, em muitos casos, em estruturas altamente ordenadas formando
cristais. Quando cristais sdo formados, o processo de separacdo ¢ chamado de cristalizacdo
enquanto que o termo precipitagdo ¢ usualmente empregado quando sélidos amorfos sdo
formados (MCPHERSON, 1999). Neste trabalho, o termo precipitacdo sera empregado
independentemente do grau de cristalinidade do s6lido formado.

Economicamente, a precipitacdo ¢ considerada de baixo custo. Sais, solventes
organicos e até calor podem ser usados para induzir a precipitagdo. Normalmente, seu fator de
purificacdo ndo ¢ maior que trés, mas possui grande capacidade de concentragdo. Por este
motivo ¢ com frequéncia usada como etapa anterior a outras operagdes de purificagdo
(BUXBAUM, 2011). Este é o caso da purificagdo de proteinas em que a precipitacdo &,
comumente, uma das primeiras etapas de recuperagdo e purificagdio (BURGESS, 2009). Os
meios que contém proteinas sdo complexos fazendo com que seja necessaria a utilizacdo de
diferentes métodos de separagdo explorando diferentes propriedades dos componentes da
mistura. Por exemplo, pode-se explorar diferencas de reatividade quimica, tamanho e
solubilidade para a separacdo. A precipitacdo explora as diferencas de solubilidade
(NELSON; COX, 2014).

Entretanto, vislumbra-se a possibilidade de emprego de precipitagdo/cristalizacdo
em substituicdo a processos de separacdo de alta resolucdo. Cromatografia, por exemplo, ¢ um
método empregado para purificacdo de anticorpos monoclonais e ja existem estudos que
apontam bons resultados em escala de laboratdrio para purificagdo de anticorpos unicamente
por etapas de cristalizacdo (GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014).

Precipitar proteinas ndo é o mesmo que precipitar compostos inorganicos ou

mesmo compostos organicos de baixa massa molecular. Proteinas sdo macromoléculas com
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estruturas tridimensionais complexas com varios grupos funcionais com cargas positivas e
negativas. Desta forma, para formar um cristal neutro, é requerido a presenga de contra ions
na estrutura cristalina, além de agua de cristalizacdo para estabilizar a estrutura (OSWALD;
PIETZSCH; ULRICH, 2017).

Existem diferentes métodos de precipitagdo de proteinas, dentre eles destacam-se:
precipitagdo com polimeros e com solventes organicos, salting-out e a precipitagdo
isoelétrica. Os trés primeiros baseiam-se na adi¢do de agentes precipitantes que, como 0 nome
sugere, sdo polimeros, solventes organicos e sais que provocam a diminui¢do da solubilidade
da proteina. Ja a precipitacdo isoelétrica consiste em adicionar acidos ou bases com o intuito
de alterar o pH em direcdo ao ponto isoelétrico da proteina, reduzindo a repulsdo eletrostatica
proteina-proteina e causando a precipitagcdo (DORAN, 2013).

Independentemente do método empregado, o projeto de precipitagdo ¢ baseado na
solubilidade da molécula de interesse. A condigdo necessaria para que ocorra a precipitacdo ¢
que se ultrapasse a solubilidade da molécula que se deseja precipitar formando uma solugao
supersaturada (ZAUNER, 1999). Da soluc¢do supersaturada, formam-se uma fase leve ¢ uma
fase densa na qual, usualmente, a molécula de interesse esta concentrada. Porém, em alguns
processos de precipitagdo as impurezas se concentram na fase densa deixando a molécula de
interesse na fase leve com menor teor de impurezas (GIESE et al., 2013).

Embora a solubilidade seja uma propriedade termodinamica invaridvel dada as
condi¢cdes de temperatura, pressdo e composicdo do solvente, na literatura encontram-se
relatos de variagdes de solubilidade de proteinas mesmo quando fixadas estas condigdes. Para
diferenciar a solubilidade termodinamica destas variagdes de concentracdo observadas na
literatura e também neste trabalho, a quantidade maxima de proteina soltvel sera chamada de
solubilidade aparente.

Ja no inicio do século XX verificou-se, tanto em processos de precipitagdo quanto
de dissolucdo de proteinas, anomalias na solubilidade aparente em fun¢do da quantidade de
proteina presente no sistema (MELLANBY, 1904; SORENSEN, 1930; STEINHARDT,
1939).

Na década de 1990, Shih, Prausnitz e Blanch (1992) classificaram as proteinas
quanto a sua solubilidade em solugdes salinas em dois tipos: aquelas em que a solubilidade ¢
aproximadamente proporcional a concentragdo inicial de proteina e aquelas em que a
solubilidade ¢ constante. Posteriormente, Shiau e Chen (1997) ampliaram este classificacao

acrescentando as proteinas em que a solubilidade aparente diminui com o aumento da
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concentragdo inicial de proteina e proteinas em que a solubilidade aparente aumenta com a

concentragdo inicial até um valor maximo e entdo decresce.

1.2 Colocacao do problema

As alteracdes de solubilidade de proteinas citadas anteriormente, inicialmente
foram explicadas com base na heterogeneidade do solido formado. Tal heterogeneidade foi
atribuida a presenca de impurezas (DESREUX; HERRIOTT, 1939; BUTLER, 1940), assim
como ao grau de cristalinidade ou de amorfia do sélido (PINHEIRO et al., 2016). Quanto a
primeira, ja foi mostrado que a presenca de impurezas altera o equilibrio proteina-solvente
(STEINHARDT, 1939). Quanto a segunda, quanto maior a supersaturacdo maior ¢ a taxa de
nucleagdo e s6lidos menos cristalinos sdo formados (BOISTELLE; ASTIER, 1988).

Da mesma forma que as altas taxas de nucleacao dificultam a formagdo de uma
estrutura regular de moléculas e, consequentemente, dificultam a formacdo de estruturas
cristalinas, pode-se esperar que moléculas relativamente grandes também apresentem a
mesma dificuldade de formagdo de cristais. As macromoléculas tém maior nimero de pontos
de interacdo e as dimensdes maiores poderiam causar maior dificuldade de rearranjo para
estruturas mais estaveis. Neste sentido, a massa molecular da proteina poderia explicar, em

parte, as anomalias de solubilidade de proteinas descritas anteriormente.

1.3 Objetivo e etapas do trabalho

Com base no exposto, este trabalho visou verificar o efeito da massa molecular da
proteina na solubilidade da mesma apds precipitacio por salting-out a diferentes
concentragdes iniciais de proteina.

Para cada proteina estudada foram feitos estudos de precipitacdo preliminares para
determinar as concentragdes de precipitante e de proteina a serem usados nos experimentos
posteriores. Entdo, experimentos de precipitagdo a diferentes concentragdes iniciais de
proteina foram realizados até que o equilibrio de fases fosse estabelecido para que a
concentragdo na fase leve no equilibrio fosse avaliada quanto a possivel dependéncia com a

concentragao inicial de proteina.
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2. Revisao bibliografica

2.1 Diagrama de fase de precipitacio de proteinas

Fase ¢ uma por¢do do espago homogénea com propriedades fisicas e quimicas
constantes, ou seja, substincias puras ou solucdes homogéneas de gases, de liquidos ou de
solidos que apresentem propriedades constantes como concentragdo e densidade
(CALLISTER, 2008).

O diagrama de fase é uma representacdo grafica de regides em que as fases de um
sistema sdo estaveis em fun¢do de propriedades intensivas. No caso de um sistema de apenas
um componente, pressdo e temperatura sdo variaveis sobre as quais o diagrama ¢é construido.
Quando ha mais de um componente, utiliza-se a composi¢do do sistema como variavel através
da fragdo molar ou massica (ATKINS; PAULA, 2012). Um diagrama de fases de um sistema

de um componente (H20) ¢ apresentado na Figura 1.

Figura 1. Diagramas de fase de um componente. Fonte: adaptado de Atkins e Paula (2012).

Pressdo, P

Temperatura, T

Neste caso, duas variaveis intensivas, pressdo e temperatura, determinam o estado
de agregacdo da 4gua. De forma geral, o estado de um sistema ¢ definido por suas
propriedades fisicas (ATKINS; PAULA, 2012). Para uma unica fase presente em um sistema,
basta definir duas variaveis intensivas para se determinar o estado sistema. No entanto,
quando duas fases estdo presentes, a definicdo de uma unica variavel intensiva ¢ suficiente
para determinar o seu estado. O numero de varidveis intensivas que devem ser fixadas para
estabelecer o estado do sistema ¢ dado pela regra das fases formulada por J. Willard Gibbs

(Equagdo 1) (NESS; ABBOTT, 2007).
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F=2-z+N (1)

em que F é o nimero de graus de liberdade, 7 ¢ o niumero de fases e N ¢ o nimero de
componentes.

O numero de graus de liberdade também implica no equilibrio de fases. Na Figura
1, na curva que separa as fases solida e liquida, por exemplo, ha duas fases, um componente e
F ¢ igual a 1. Portanto, pressdao e temperatura ndo podem variar independente uma da outra,
caso contrario o equilibrio de fases sera perturbado (NESS; ABBOTT, 2007).

Com relagdo a precipitagdo de proteinas, nos casos em que se adiciona um agente
precipitante, havera trés componentes (proteina, agua e precipitante). Se a concentragdo de
proteina estiver abaixo de sua solubilidade, existird apenas uma fase no sistema e a regra das
fases fornecerd F igual a 4. Isto implica que todas as varidveis intensivas, pressao,
temperatura, € composicao em termos de proteina e precipitante podem variar sem alterar o
equilibrio do sistema. Porém, se temperatura e pressdo forem especificados, F reduz-se para 2
e apenas concentragdo de proteina e de precipitante podem variar sem que o equilibrio seja
alterado (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1985).

Quando a concentragdo de proteina se encontra em seu valor maximo em solugdo
a uma dada temperatura e pressdo, F serd igual a 1 e a concentrag@o de precipitante ndo pode
variar independente da concentragdo de proteina, podendo levar a precipitagdo.
Consequentemente, em um grafico de concentracdo de proteina versus concentracdo de
precipitante, havera uma curva que estabelece a concentracdo méaxima de proteina soluvel em
funcdo da concentragdo de precipitante; esta ¢ a curva de solubilidade. (ARAKAWA;
TIMASHEFF, 1985).

O diagrama de fases da precipitagio de proteinas ¢ usualmente construido
colocando-se a concentracdo de proteina no eixo vertical enquanto que algum parametro
importante para o processo € colocado no eixo horizontal como pH, temperatura e
concentracdo de precipitante. No diagrama, a curva de solubilidade ¢ apresentada e sobre a
curva diz-se que a solucdo esta saturada enquanto que abaixo e acima da curva, diz-se que
esta insaturada e supersaturada, respectivamente (MCPHERSON, 1999).

Devido aos fatores que afetam a solubilidade, os diagramas de fase de mais de
duas dimensdes podem ser empregados, porém a representacdo em duas dimensdes ¢
comumente utilizada. Nos diagramas de duas dimensdes, os fatores influentes na solubilidade

sdo mantidos constantes exceto aquele que é colocado no eixo horizontal. Outra caracteristica
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deste tipo de digrama ¢é a apresentagdo de duas regides acima da curva de solubilidade, a zona

metaestavel e a zona 1abil (Figura 2) (MCPHERSON, 1999).

Figura 2. Diagrama de fase da precipitacdo de proteinas. Fonte: Adaptado de Asherie (2004).

T
\

Supersaturagdo
\
v Zona de
Zona’ \\ *, precipitagdo

metaestavel ' Zona ™.

. labil

Curva de
solubilidade

Concentragdo de proteina

Insaturagdo

Concentracao de precipitante

A zona metaestavel corresponde a regido do diagrama em que se ultrapassou a
solubilidade, mas nenhum so6lido é formado. Nesta regido, o sistema encontra-se
supersaturado, porém a formagao de uma nova fase ndo ¢ espontanea. Para que a precipitacao
ocorra nesta regido do diagrama de fases faz-se necessario a perturbagdo do sistema, por
exemplo, vibragdo ou a presenga de superficies solidas como a adicdo de sementes que
geralmente s@o cristais de proteina. A extensdo da zona metaestavel depende do soluto,
solvente, pressdo, temperatura e até mesmo de caracteristicas de processo como agitacio e
superficie do reator em que ocorre a precipitacdo (YU; REUTZEL-EDENS, 2003).

Na zona labil, a nucleagdo ocorre espontaneamente. Nesta regido, pequenos
aglomerados de proteinas se formam e se desfazem até que alguns atingem um tamanho
critico e, a partir dai, cresce o cristal. A nucleacdo pode ser classificada em primaria e
secundaria, sendo a primaria ainda dividida em homogénea e heterogénea. A nucleagdo ¢
primaria quando ocorre na auséncia de particulas da proteina a ser precipitada e, se for
espontanea, ¢ chamada de nucleagdo primaria homogénea. Porém, se particulas de impureza
induzirem a precipitagdo, a nucleagdo ¢ dita heterogénea. A nucleagdo secundaria ocorre na
presenga de particulas da espécie precipitada (MULLIN, 2001).

Para alguns autores ainda se distingue uma terceira zona na regido de
supersaturagdo, acima da zona labil, chamada de zona de precipitacdo. Esta zona estd
localizada acima da zona labil (Figura 2), a supersaturacdo ¢ elevada e sdo formadas

particulas pequenas e amorfas (ASHERIE, 2004; KRAUSS et al., 2013; SARIDAKIS et al.,
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1994). Tal situacdo ¢ indesejavel em muitas ocasides. Em processos industriais, por exemplo,
particulas pequenas dificultam o processo de separagdo solido-liquido por filtracdo e
centrifugacdo (DORAN, 2013), mas ha casos em que sdo desejaveis, como na produgdo de
nanoparticulas para fins de producdo de medicamentos em que o farmaco ¢ liberado de forma
controlada (D’ADDIO; PRUD’HOMME, 2011).

Portanto, a supersaturacdo ¢ necessaria a precipitacdo de proteinas. As condi¢des
de uma solugdo insaturada sdo alteradas de forma a reduzir-se a solubilidade da proteina e
alcangar-se a supersaturagdo. Controla-se o grau de supersatura¢do levando em consideracdo
as diferentes regides do diagrama de fases de acordo com o produto final que se deseja obter
(MCPHERSON, 1999).

Ha diversos métodos de se atingir a supersaturagdo. Em geral faz-se uso de
mudangas de pH ou temperatura ou ainda adiciona-se um agente precipitante que trata-se de
uma substancia quimica (sal, solvente ou polimero) que reduz a solubilidade de uma espécie
no sistema, tornando a solugdo supersaturada causando a precipitagdo (DORAN, 2013).

Alguns dos métodos de precipitagdo mais utilizados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Alguns meios de se atingir supersaturagao.

1. Alterar a temperatura
Aumentar a concentracao de sal

Aumentar ou diminuir o pH

2

3

4. Adicionar um ligante
5. Alterar a constante dielétrica do meio

6. Remover dgua por evaporacao

7. Adicionar polimero ocasionando exclusdo por volume
8. Remover um agente solubilizante

Fonte: adaptado de (MCPHERSON, 1999).

Com relacdo a utilizacdo de sal, ressalta-se que a precipitacdo pode ocorrer a
baixa e alta concentragdo de sal dependendo do sal e da proteina. Além disso, em certos casos
a precipitagdo se da pela remogdo de sal (SMATANOVA, 2002). A adigdo de sal para se
atingir a supersaturagdo foi o0 método empregado neste trabalho e suas particularidades serdo

abordadas a seguir.
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2.2 Precipitacio de proteinas por salting-out

A adicdo de sal a solugdo de proteinas tem dois efeitos: aumento da solubilidade
da proteina para baixas concentracdes de sal (salting-in) e diminui¢do da solubilidade para
concentragdes de sal maiores (salting-out) (ZHOU, 2005). Hofmeister (1888) verificou
experimentalmente a existéncia de uma ordem de cations e anions em relacdo a sua
capacidade de promover o salting-out. Esta sequéncia de ions inorganicos ¢ conhecida como
série de Hofmeister ou série liotropica.

A Figura 3 apresenta a série de Hofmeister e foi dividida em dois lados, a
esquerda estdo os cations e anions cosmotrdpicos e a direita estio os caotropicos. Anions
cosmotropicos, apresentam um efeito estabilizador e de salting-out sobre as proteinas
enquanto que os caotropicos resultam em desestabilizacdo das mesmas e salting-in. Por outro
lado, os cations cosmotropicos tém o efeito de desestabilizacdo e salting-in, inverso em
relacdo ao comportamento dos anions. No entanto, &nions apresentam um efeito mais
pronunciado em relagdo aos cations (BIANCHI; BOWMAN-JAMES; GARCIA-ESPANA,
2011).

Figura 3. Série de Hofmeister. Fonte: adaptado de Yang (2009).

Estabilizacdo das proteinas

Anions: SO~ — HPO?™ — CH;€00~ — F~

Desestabilizacdo das proteinas_

Cl" — Br~— NO; — I" — ClO; — SCN~

Cosmotropico <—— —> Caotropico

Cations: Mg?*t — Lit — Na* + Kt — NH} — (CH3),N*

Desestabilizagdo das proteinas Estabilizacdo das proteinas

e —————————————————

Isto ocorre, pois, a dissolucdo do sal provoca a estruturacao das moléculas de agua
ao seu redor, podendo resultar em estruturas de moléculas mais ou menos densas, de acordo
com o nivel de estruturacdo. Quanto mais estruturada, menos densa a estrutura. fons
cosmotropicos interagem fortemente com as moléculas de agua contribuindo para a sua
estruturacdo, resultando em agua menos densa. O efeito contrario ¢ causado pelos ions

caotropicos (YANG, 2009).
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Verifica-se, portanto, que dentre os sais inorganicos estudados por Hofmeister, o
sulfato de amonio ¢ uma das melhores op¢des para realizar o salting-out de proteinas, tanto
que ¢ de uso corriqueiro em laboratdrios e processos industriais. Entretanto, sais derivados de
acidos organicos, como citrato, tartarato, acetato, formato ¢ malonato, também apresentam
alta capacidade de salting-out com destaque para o malonato de sédio, cuja capacidade € mais
do que duas vezes superior ao sulfato de amoénio (MCPHERSON, 2001).

Apesar de ser amplamente empregado em precipitagdes por salting-out, o sulfato
de amonio ¢ corrosivo, libera amonia em pH elevado e ¢ toxico devendo ser separado das
proteinas purificadas quando estas forem destinadas a uso terapéutico (DORAN, 2013). Como
alternativa ao sulfato de amonio em precipitagdes de proteinas, o cloreto de sédio nao ¢
toxico, além de ter baixo custo e alta solubilidade em agua. Apesar de menos efetivo que o
sulfato de amdnio, o cloreto de s6dio ocupa posi¢do intermediaria na série de Hofmeister.

A explicagdo para a precipitacdo ocasionada pela adi¢do de sal assim como por
qualquer outro método passa pela ideia fundamental de que para que ocorra precipitacao ¢
necessario que a aglomeragdo das moléculas de proteina em uma fase solida seja
energeticamente mais favoravel que a sua solvatagdo. A superficie das moléculas de proteina
contém cargas positivas, negativas e regides hidrofobicas que geram forgas atrativas
favoraveis a precipitagdo, porém, sobre a superficie da proteina existem camadas de contra-
ions e de hidratagdo que oferecem resisténcia a aproximagdo das moléculas proteicas
(DORAN, 2013).

A adi¢do de sal em solugdes de ndo eletrdlitos modifica o sistema ¢ muitos
estudos ja foram realizados no intuito de explicar os efeitos de sua adi¢do. Ja se sabe que o
efeito de sal nestas solugdes ¢ fungdo do tamanho, estrutura, densidade de carga,
polarizabilidade e hidratagdo do eletrolito e do ndo-eletrdlito e constante dielétrica do
solvente. As diversas teorias utilizadas para explicar o efeito do sal podem ser agrupadas em:
teorias de hidratagdo, dipolo da agua, eletrostaticas, pressdo interna e forga de Van der Waals
(GROVER; RYALL, 2005).

Teorias de hidratagdo baseiam-se no sequestro de moléculas de solvente pelos
ions de sal adicionados. Em solu¢do, as moléculas de solvente formam uma camada de
hidratagdo sobre o soluto e haverd precipitacdo somente se o solvente for removido da
vizinhanga do soluto. Quando se adiciona sal a solugdo, cation e anion podem reduzir ou

aumentar a hidrata¢do do soluto. Se ocorrer aumento de hidratagdo, a solubilidade do soluto
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aumenta (salting-in) e se reduzir a hidratagdo a solubilidade diminui e o soluto precipita
(salting-out) (SAMOILOV, 1966).

Teorias de dipolo da 4gua consideram o caso em que um soluto polar gera uma
orientacdo predominante das moléculas de agua, por exemplo, oxigénio apontando na dire¢ao
do soluto, e, quando adicionado sal, ions positivos modificam a orientacdo preferencial das
moléculas de d4gua competindo pelo lado do oxigénio (GROVER; RYALL, 2005). Como ions
pequenos possuem alta densidade de carga, eles fortemente modificam a orientacdo das
moléculas de agua e, por isso, apresentam maior efeito de salting-out quando comparado a
ions grandes que tem baixa densidade de carga e afetam menos a orientagdo das moléculas de
agua (HRIBAR et al., 2002).

Teorias eletrostaticas consideram que o sal adicionado compete pelas moléculas
de solvente. Contudo, esta competi¢do ¢ funcdo da constante dielétrica. Quanto menor a
constante dielétrica, menor ¢ a capacidade de solvatacdo do ndo-eletrélito e menor é o efeito
de salting-out observado (BOCKRIS; EGAN, 1948). No caso oposto, para constantes
dielétricas altas, as interagdes entre o solvente e o ndo-eletrolito sdo mais fortes. Embora as
primeiras teorias eletrostaticas desenvolvidas fossem puramente qualitativas, trabalhos
recentes fornecem modelos quantitativos para explicar o efeito de sal em solugdes de ndo-
eletrolitos (DAHAL; SCHMIT, 2016; ZHOU, 2005).

Outra abordagem para explicar o salting-out considera que, em solugdes contendo
um ndo-eletrolito, a adi¢do de sal pode levar a uma compressdo ou expansdo da solugdo.
Geralmente, quando se mistura agua ¢ sal ocorre diminuigdo do volume da solugdo, isto pode
ser considerado uma compressdao do solvente o que aumenta a pressdo interna. Se agua
contém um soluto e a adicdo de sal leva a compressdo, a pressdo interna gerada seria a
responsavel por promover o salting-out (MCDEVIT; LONG, 1952).

A modelagem matematica de solugdes de agua-sal-proteina mostrou que a
interacdo através de forgas de Van der Waals entre o ion e a proteina, considerada um
macroion, afeta o potencial de forca média e, consequentemente, tem efeito sobre o
comportamento destas solucdes. Com isso, as for¢as de Van der Waals devem ser mais um
fator a ser considerado no intuito de entender o efeito da natureza do sal em solugdes de
proteinas (TAVARES; BRATKO; PRAUSNITZ, 2004).

A forma mais simples de modelar o efeito de sal de solugdes de proteinas ¢
através da equacdo (2), adaptada da equag@o empirica originalmente desenvolvida para prever

a absorcdo de gases em solugdes salinas (BOCKRIS; EGAN, 1948):
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In(S/S,) = k.C (2

em que S ¢ a solubilidade da proteina, S, é a solubilidade no solvente puro, C é a concentracio
de sal e ks € a constante de salting-out. Valores positivos de ks indicam salting-in enquanto
que valores negativos de k; indicam salting-out (DESNOYERS; ICHHAPORIA, 1969).

A modelagem especifica do salting-out foi feita por Cohn e Ferry na década de

1940 (equacdo 3):

InS=p-ko(l/2) (3)

Os autores, ao invés de relacionar a solubilidade (S) a concentragdo de sal, a
relacionaram a forga ionica (/) da solugdo, além de contabilizar outros fatores. Esta expressdo
¢ uma equacdo de uma reta e f ¢ o intercepto que engloba fatores importantes para a
solubilidade como pH, temperatura e pressio (MCPHERSON, 1999).

A equagdo 3 ¢ util para modelagem de precipitagdo de proteinas por salting-out,
porém tem suas limitagdes. Ela deve ser empregada quando a for¢a idnica ¢ elevada, a
proteina € relativamente pura e quando a solubilidade ndo varia com a concentragdo inicial da
proteina (DORAN, 2013).

Em uma modelagem mais complexa Melander e Horvath (1977) conseguiram

reunir em uma unica equagdo ambos os efeitos de salting-in e salting-out (equagdo 4):

In (8/S,) = B + Am - Qom 4)

em que S ¢ a solubilidade da proteina em gramas por mil gramas de agua, S, € a solubilidade
da proteina em solvente puro, 7 é funcdo do momento de dipolo da proteina, Q é fungdo da
area superficial da proteina, o ¢ o incremento de tensdo superficial molal do sal e m ¢ a
molalidade do sal. Nesta equagdo, /¢ Qo podem ser consideradas constantes de salting-in ¢
de salting-out, respectivamente.

Portanto, conforme a concentragdo aumenta, primeiramente havera um aumento
da solubilidade até alcancar um méximo, a partir do qual o aumento de m resultara em
diminui¢@o da solubilidade. A Figura 4 descreve tal comportamento. As curvas de salting-in e

salting-out, obtidas através da equagdo 4, ¢ a curva de solubilidade da hemoglobina,
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determinada experimentalmente, sdo apresentadas. Verifica-se que a curva de solubilidade ¢
resultado das contribui¢des de salting-in e salting-out.

Apesar de muitas teorias ¢ modelos terem sido elaborados para explicar o efeito
de sal em diversas solugdes ainda ndo se conhece satisfatoriamente os fendmenos envolvidos.
A complexidade dos sistemas requer simplificacdes ou falham em contemplar fatores
importantes, motivo pelo qual as teorias se aplicam a uma determinada situacdo, mas falham
em outras. Em ultima instancia, o salting-out tem sido considerado como decorrente de efeito

eletrostatico (GROVER; RYALL, 2005).

Figura 4. Solubilidade da hemoglobina em funcdo da concentragdo molal de sulfato de

amoénio. (—) curva de solubilidade experimental. (- - -) curvas de solubilidade a partir da

equagdo 4.
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(NH4)st4 [m]

Fonte: adaptado de Melander e Horvath (1977).

2.3 Proteinas estudadas

Neste trabalho, foram selecionadas proteinas com base em suas massas
moleculares. A faixa de massa molecular variou de aproximadamente 6 a 150 kDa no intuito
de verificar o efeito da massa molecular na concentracdo de proteina no equilibrio apds
precipitagao.

A Tabela 2 apresenta uma lista com todas as proteinas utilizadas neste trabalho
com suas respectivas massas moleculares e pontos isoelétricos. O ponto isoelétrico
corresponde ao pH em que a carga liquida da molécula ¢ nula, diminuindo a repulsdao
proteina-proteina e facilitando a precipitacdo (RABILLOUD, 2002). Por este motivo, algumas

proteinas foram precipitadas em pH proximo a seu ponto isoelétrico.
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A menor das proteinas estudas ¢ a insulina bovina. Ela ¢ um hormoénio anabdlico
secretado pelas células beta localizadas nas ilhotas pancreaticas. A insulina tem como fungéo
principal regular o nivel de glicose no sistema circulatorio, o que o faz por captacdo de glicose
nos tecidos, e por reducdo de sua produgdo hepatica (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD,
2002).

Desde o inicio do século XX ja se produzia insulina para fins comerciais por
precipitacdo. Na década de 1920, extrato pancreaticos oriundos de matadouros eram
precipitados com alcool. Com o passar dos anos, zinco e etapas de recristalizacdo foram
adicionados ao processo, mas foi com o desenvolvimento de cromatografia em larga escala
que insulina de alta pureza passou a estar disponivel comercialmente (WALSH, 2005).

Atualmente insulina para uso terapéutico também tem sido produzida na forma recombinante

(BAESHEN et al., 2014)

Tabela 2. Propriedades das proteinas estudadas.

Proteina Massa molecular Referéncia . P0}1t(3 Referéncia
(kDa) isoelétrico
Insulina 57 (SAMBAMURPHY; 54 (VOET; VOET;
bovina ’ KAR, 2006) ’ PRATT, 2008)
Lisozima de (NELSON; COX, (VOET; VOET;
clara de ovo 14,7 2014) 11,0 PRATT, 2008)
de galinha
Tripsina 3.4 (TRAVIS; LIENER, 10.8 (TRAVIS;
suina ’ 1965) ’ LIENER, 1965)
(HALWER; (VOET; VOET;
Ovalbumina 42,7 NUTTING; BRICE, 4,6 PRATT, 2008)
1951)
(CHUN; STROEVE, (CHUN;

BSA 66,0 2002) 4.7 STROEVE, 2002)

(NELSON; COX, (VOET; VOET;
1gG 150,0 2014) 6,6 PRATT, 2008)

A insulina ¢ uma proteina pequena de 51 residuos de aminoacido e contém duas
cadeias, A e B, conectadas por pontes de dissulfeto. Ao cristalizar, pode conter estruturas
monoméricas, dimeros ou hexametros, este ultimo pode se apresentar em trés formas

diferentes designados Ts, T3Rf; e Re. Os dimeros de insulina sdo formados devido a proteina
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possuir uma grande area hidrofobica disponivel para que os mondmeros se organizem de dois
em dois. Ja a formagdo dos hexdmetros requer fons Zn?*. Trés dimeros se associam através de
ligagdes com um ou mais ions Zn?" formando os hexdmetros que, no caso do Te, tem
dimensdes de aproximadamente 50 x 35 A (WEISS; STEINER; PHILIPSON, 2000).

A lisozima utilizada neste trabalho ¢ proveniente da clara de ovo de galinha.
Diferentemente da insulina, ¢ constituida por uma tUnica cadeia peptidica enovelada, com 129
aminoacidos e interligada por quatro pontes de dissulfeto. Ela é considerada uma molécula
compacta com forma de elipsoide de dimensdes 45x30x30 A (STRYER, 1996).

A lisozima € uma enzima cuja funco ¢ clivar a parede celular de bactérias, o que
¢ obtido através da hidrolise de ligagdo glicosidica B(1>4) de peptideoglicano da parede
celular. Neste caso, a hidrolise catalisada por esta enzima ¢ 10° vezes mais rapida que a
reagdo nao catalisada (NELSON; COX, 2014).

A estrutura cristalina da lisozima depende diretamente das condigdes em que
ocorreu a cristalizacdo. Quando cristalizada com cloreto de sodio, duas estruturas podem ser
obtidas, tetragonal e ortorrdmbica, sendo a ultima obtida em altas temperaturas. No entanto,
quando outros sais s3o usados como agente precipitante, outras formas cristalinas podem
ocorrer. Por exemplo, se tiocianato for o agente precipitante, estrutura monoclinica ¢ formada
enquanto que, com nitrato de sddio, tanto estrutura monoclinica quanto triclinica sdo
formadas (HEIINA; ENCKEVORT; VLIEG, 2008)

A tripsina ¢ uma enzima digestiva sintetizada pelo pancreas. Sua atividade
catalitica consiste em clivar liga¢des peptidicas. Diferencia-se de outras peptidases por ser
especifica para residuos carregados positivamente (VOET; VOET; PRATT, 2008). A tripsina
nativa ¢ chamada de B-tripsina, contém 223 aminoacidos em uma unica cadeia peptidica. Ela

sofre autolise na ligagdo Lys'3!'-Ser!*

formando duas moléculas de o-tripsina
(HERMODSON et al., 1973). A obtencao de tripsina do pancreas se da por precipitagdo com
sulfato de amoénio que leva a produgdo de cristais bipiramidais com formato de longas agulhas
(TRAVIS; LIENER, 1965).

A albumina de soro ¢ a proteina mais abundante do plasma de mamiferos. E

sintetizada no figado e transportada para o plasma onde contribui para a pressdo osmotica e
tem fungdo de transporte (MAJOREK et al., 2012). Atualmente tem encontrado aplicagdo
clinica como carreadora de farmacos (KRATZ, 2008). A albumina do soro bovino (BSA)
contém 583 aminoacidos e ¢ cristalizada em estrutura monoclinica (BUJACZ, 2012;

MAIJOREK et al., 2012).
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Ovalbumina ¢ a proteina mais abundante em ovos e consiste em uma cadeia
polipeptidica de 385 aminoacidos (NISBET; SAUNDRY, 1981). Quando cristalizada, pode
apresentar estruturas monoclinicas e triclinicas em fun¢do do pH (MILLER; WEINSTEIN;
WLODAWER, 1983). E considerada uma proteina com composi¢io de aminoacidos
balanceada e, por este motivo, tem tido aplicagdo em produtos alimentares além de que
quando hidrolisada pode produzir peptideos bioativos (ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013).

A IgG ¢ uma imunoglobulina, classe de biomoléculas que reconhecem antigenos
de bactérias e virus e se ligam a eles possibilitando que outras moléculas e células destruam o
patogeno. As principais vias de invasdo do corpo por patdgenos sdo as paredes do trato
respiratorio, digestivo e geniturinario ou através de lesdes da pele. Para os diferentes locais
atuam diferentes classes de imunoglobulinas com fungdes diferentes. Enquanto a IgA atua,
principalmente, nas secre¢oes do epitélio dos tratos intestinal e respiratério como um
anticorpo neutralizante, a IgG atua no sangue e no liquido extracelular ligando-se ao antigeno
e sinalizando para os fagocitos (JANEWAY et al., 2007).

Todas as imunoglobulinas, sdo formadas por cadeias de polimeros denominadas
leves e pesadas. Existem dois tipos de cadeias leves simbolizadas pelas letras gregas k e A. As
cadeias pesadas sdo diferentes de acordo com a classe da imunoglobulina existindo cinco
classes principais que sdo IgA, IgD, IgE, IgM e IgG, cujas cadeias pesadas sao simbolizadas
por a, 5, €, 1 e v, respectivamente (NELSON; COX, 2014).

A IgG ¢ a imunoglobulina mais abundante do soro humano e compreende quatro
subclasses que sdo: IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4. As diferentes subclasses se diferenciam na
porcdo da molécula que se liga ao antigeno e, portanto, influindo sobre suas funcdes no
organismo de modo que a auséncia de uma dada subclasse pode aumentar a suscetibilidade a
classes especificas de patogenos (VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014).

A IgG, assim como as outras imunoglobulinas, tem a forma de Y em que uma das
extremidades, em forma de V, chamada de regido variavel, é responsavel pela ligacdo ao
antigeno, enquanto que o restante da molécula ¢ constante e denominada regido Fc (Figura 5).
Os anticorpos sdo constituidos por quatro cadeias peptidicas, duas leves e duas pesadas. No
caso da IgG, a cadeia leve e a pesada tém 25 e 50 kDa, respectivamente, totalizando 150 kDa.
As cadeias sdo ligadas através de pontes dissulfeto (JANEWAY; TRAVERS; WALPORT,
2001) e podem ser cristalizadas em estruturas hexagonais (EDMUNDSON; GUDDAT;
ANDERSEN, 1993).



Figura 5. Estrutura basica de um anticorpo. Fonte: adaptado de Afaneh et al. (2012).

Sitio de ligagdo
com o antigeno

F to F
ragmento Fab \ /—-y Cadeia leve
—>

Ponte dissulfeto
Regido Fc
Cadeia pesada

28



29

3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Proteinas e demais reagentes quimicos

A insulina bovina e a tripsina suina foram fornecidas pela Biobras S/A (Brasil).
Albumina do soro bovino (BSA) foi adquirida da Sigma Chemical Co (EUA), lisozima e
albumina de clara de ovo de galinha e IgG foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co (EUA). A
pureza das proteinas estudadas ¢ apresentada na Tabela 3. Também foi realizada eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando a metodologia de Laemmli (1970) em que
os géis foram revelados com nitrato de prata de acordo com Morrissey (1981) para verificar a

presenga de impurezas. As imagens dos géis sdo apresentadas no Apéndice A.

Tabela 3. Proteinas estudadas e suas respectivas purezas

Proteina Pureza?
Insulina bovina > 95%
Lisozima >90%

o 3101 U/mg (BAEE)®
Tripsina suina

32 U/mg (ATEE) ©
Ovalbumina >90%
BSA > 98%
IgG ~ 80%

@ De acordo com o fabricante
b BAEE = substrato N-alpha-benzoil-L-arginina etil éster
¢ ATEE = substrato L-tirosina etil éster

Na preparagdo de solugdes tampao foram empregados os reagentes
tris(hidroximetil)aminometano (Merck, Alemanha), acido cloridrico (Chemco, Brasil), acido
acético glacial (Exodo Cientifica, Brasil) e acetato de sodio (Vetec, Brasil). Para ajuste de pH,
além de acido cloridrico, também foi empregado hidroxido de s6dio (LS Chemical, Brasil).

Nas precipitagdes, cloreto de sodio (Merck, Alemanha) foi o agente precipitante.
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3.1.2 Preparo de solucoes de proteina

A insulina bovina foi preparada em trés etapas: dissolugdo, ajuste de pH e
tamponamento. A dissolugdo foi feita em acido cloridrico 0,02 mol/L sob agitacdo com barra
magnética por uma hora. Para o ajuste de pH empregou-se NaOH 2,0 mol/L e HCI 1,0 mol/L
até se obter pH 7,30. A solugdo foi entdo tamponada com tris-HCI 0,10 mol/L pH 7,30 na
proporcdo de nove partes de solugdo de proteina para uma parte de tampdo resultando na
concentragao final de tampao igual 0,010 mol/L. Tal solugdo foi congelada a - 18°C.

No dia seguinte ao congelamento foi realizada a precipitagdo. Primeiramente,
descongelou-se a solucdo de insulina, centrifugou-se a 10.000g por 30 min, separou-se e
filtrou-se o sobrenadante em filtro seringa com membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45
pm. Por fim, preparou-se quatro solugdes de insulina a partir desta solugdo concentrada por
dilui¢do em tampao tris-HCI 0,010 mol/L pH 7,30.

A solucdo de BSA foi preparada em agua deionizada. Em seguida, foi feita a
delipidacdo da solucdo de acordo Chen (1967): ajustou-se o pH da solucdo para 3 com éacido
cloridrico, adicionou-se carvao ativado na propor¢ao 0,5 g de carvdo para 1 g de proteina e
deixou-se a suspensdo sob agitacdo em banho de gelo por 1 h; apos este periodo centrifugou-
se a suspensao a 9.000g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado com filtro seringa com
membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um, seu pH foi ajustado para 4,02 com NaOH
2,0 mol/L e HCI 1,0 mol/L e acrescentou-se tampao acetato 0,100 mol/L de forma a obter a
concentragao final de tampao igual a 0,010 mol/L e pH 4,00. A concentragdo final de cloreto
de sodio na solugdo foi de aproximadamente 16 mmol/L.

A preparacdo das solugdes de lisozima, tripsina, ovalbumina e IgG consistiu na
dissolugdo das proteinas no tampao adequado sob agitagdo com barra magnética, seguido de
ajuste de pH com solucdo de HCI 1,0 mol/L e NaOH 2,0 mol/L e filtragdo em filtro seringa
com membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 pm. As solucdes tampdo empregadas
foram: tampao tris-HCI 0,010 mol/L pH 7,30 para lisozima e IgG, tampao acetato 0,01 mol/L
pH 4,00 para ovalbumina e tampao glicina-NaOH 0,010 mol/L pH 3,00 para tripsina.

3.1.3 Preparo de solucdes de cloreto de sddio concentradas

Trés solugcdes de cloreto de sodio 250 mg/mL foram preparadas para a
precipitacdo das proteinas. A diferenca entre as trés solugdes foi o solvente utilizado na
dissolucdo do NaCl e o pH final da solucdo salina. Foram empregados os tampdes tris-HCI

pH 7,30, glicina-NaOH pH 3,00 e acetato pH 4,00, todos na concentra¢do 0,010 mol/L, sendo
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o pH das solugdes salinas ajustado com NaOH 2,0 mol/L para igualar ao pH do tampao
utilizado na dissolug@o.

A preparagdo da solugdo de cloreto de sodio em lisozima, por exemplo, foi
realizada em triplicata e as concentragdes de NaCl obtidas s3o apresentadas na Tabela 4. As

solugdes preparadas em outros tampdes resultaram nas mesmas concentragdes e densidades.

Tabela 4. Propriedades da solugdo de NaCl em tampao tris-HCI1 0,010 mol/LpH 7,30.

Concentragdo molar 4,278 £ 0,001 mol/L
Concentracdao molal 4,713 = 0,004 mol/kg de solvente
Concentragdo massa/volume  250,0 £ 0,1 mg/mL

Densidade 1,158 £ 0,001 g/mL

3.2 Equipamentos

Para medicdo do pH das diferentes solugdes utilizou-se pHmetro Ajmicronal
AJX-511. A agitagdo e controle de temperatura das precipitacdes foram realizados com
incubadora com agitacdo orbital TE-4200 (Tecnal, Brasil) e banho maria agitador com
movimento reciproco Dubnoff 304-TPAE (Nova Etica, Brasil). Para separacdo das fases da
precipitacdo utilizou-se centrifuga refrigerada 5804 R (Eppendorf, Alemanha) e, para a
determinagdo da concentracdo de proteinas, medidas de absorbancia foram obtidas em

espectrofotometro Beckman DU 650 (EUA).

3.3 Estudos preliminares de precipitacio de proteinas

O objetivo destes estudos foi determinar a concentragdo de sal e de proteina a ser
utilizada nos experimentos seguintes. Para tanto, realizou-se precipitagdes em tubos
Eppendorf, com volume final de solucdo de 1 mL, nos quais se variou a concentracao de sal.
Temperatura e agitacdo foram controladas nas mesmas condi¢des dos experimentos de
precipitacdo posteriores. O tempo de precipitacdo foi de 2 a 5 dias, de acordo com a proteina

(Tabela 5). Todas as precipitacdes foram realizadas a 25,0 = 0,1 °C.

3.4 Estudos de precipitaciao de proteinas
As proteinas lisozima, BSA, tripsina e IgG foram precitadas por salting-out com
NaCl em tubos Eppendorf de 2,00 mL. Aos tubos foram adicionadas as solugdes concentradas

de proteina, de NaCl e solucdo tampdo (a mesma em que se preparou a solucdo de proteina e
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de NaCl), para se completar o volume final de precipitagdo para 1,00 mL. A solucdo de NaCl

foi a ltima a ser adicionada.

Tabela 5. Condi¢Ses dos experimentos preliminares de precipitagao.

Concentracdo Concentracio

Proteinas de proteina de NaCl 1;3[;[;)0
(mg/mL) (mol/L)

BSA 5,0 0,25-2,00 2
5,0 2,50-3,50 5
Lisozima 15,0 1,05-1,25 4
25,0 1,05-1,25 4
Ovalbumina 11,7 0,25-2,50 5
Tripsina 6,5 0,50-3,00 3
IgG 5,0 0,50-3,00 5

A precipitag¢do de insulina e ovalbumina diferiu do procedimento descrito quanto
ao estado do sal no ato da mistura com a solucdo de proteina. No tubo Eppendorf, primeiro foi
adicionado cloreto de sodio sélido, seguido da adi¢do de 1,00 mL de solugdo de proteina;
agitou-se os tubos por inversdo por 1,5 min para a dissolug@o do sal. Por fim, os tubos foram
incubados a 25,0 £ 0,1 °C.

As precipitacdes duraram de 7 a 20 dias em fungdo da proteina e do tempo
necessario para se atingir o equilibrio de fases, identificado por medi¢des sucessivas da
concentragdo de proteina na fase leve. Tubos foram submetidos a centrifugagdo em diferentes
intervalos de tempo e o sobrenadante, coletado com micropipeta, foi diluido para
determinagdo da concentracdo de proteina por absor¢do em 280 nm. A Figura 6 descreve o
procedimento utilizado nas precipitagdes.

As diferentes concentracdes iniciais de proteina foram selecionadas de forma que
a maior concentragdo fosse consideravelmente maior que a menor concentragdo, porém, a
faixa de concentragdes iniciais foi limitada pelas solubilidades das proteinas. A concentragdo
final de NaCl da precipitacdo de cada proteina foi escolhida baseando-se nos estudos
preliminares. Em resumo, as condi¢des de precipitagdo sdo apresentadas na Tabela 6.

Os dados de concentracdo obtidos foram avaliados através de teste de Tukey a

95% de confianca para verificar a existéncia de diferencas entre as médias de concentragdo de
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proteina ao longo do tempo e em funcdo da concentracdo inicial de proteina empregada na

precipitagao.

Figura 6. Procedimento de precipitagdo, separagdo de fases e determinagdo da concentragdo
de proteina.

massa ou
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Tabela 6. Condi¢des de precipitacao.

Proteina Chroteina® Tampio g [Estado Cinacl®  Agitacio
(mg/mL) 0,010 mol/L P do sal (mol/L) (rpm)
5,8,10e 15 1,10¢4 Orbital
Insulina 8,10,12¢ 14 Tris-HC1 7,3 Solido 3,00¢ 150 rom
6,8,10, 12 ¢ 14 4,00° P
. 20,30,45¢ 75 . N 1,05 Reciproca
Lisozima 5.10.15 ¢ 20 Tris-HC1 7,3  Solucdo 3.50 120 rpm
Tripsina  5,10,15¢20 Glicina/NaOH 3,0 Solugio 2,50  reciproca
120 rpm
Ovalbumina 5,9, 13 ¢ 18 Acetado 4,0  Sélido 275  Reciproca
120 rpm
BSA 5,10,15¢20  Acetado 40 Solugio 065  Reciproca
120 rpm
5,8,10e 13 . ~ 1,00 Reciproca
IgG 59 14¢18 Tris-HC1 7,3  Solucédo 2,50 120 rpm

2 C°proteina: concentragdo de proteina aproximada
b Ct naci: concentragdo final de cloreto de sddio

¢ Concentragido em mol/kg de solvente

d Agitacdo reciproca a 120 rpm
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3.5 Determinacgio da concentracio de proteinas

A concentragdo de proteina foi determinada através medidas de absorbancia a 280
nm em que se utilizou solucdo tampdao como branco. Para tal, foram feitas curvas de
calibragdo para cada proteina estudada. Solugdes de proteinas de concentragdo conhecida,
foram preparadas em tampao de concentragdo e pH iguais aos utilizados nas precipitagdes.
Graficos de absorbancia em funcdo da concentragdo foram plotados e o coeficiente angular

(@) obtido foi utilizado para determinacao da concentracdo de proteina através da equagdo 5:

y=(f. Abs) /a %)

em que y € a concentracao de proteina em miligramas de proteina por mililitro de solucdo, ¢
o fator de diluicdo e 4bs ¢ a absorbancia da amostra.

No intuito de verificar influéncia do NaCl nas medidas de absorbancia, foram
realizadas medidas de absorbancia de solu¢oes de insulina bovina a diferentes concentragdes

de NaCl.
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4. Resultados e discussao

Estudos preliminares de precipitagdo foram realizados para determinar a
concentragdo de NaCl para os experimentos de cinética de precipitacdo posteriores. Estes por
sua vez objetivaram obter concentragdes de proteina no equilibrio de fases para verificagdo de
variagdes na solubilidade aparente da proteina em func¢do de sua concentragdo inicial. Por fim,
verificou-se possivel relag@o entre os resultados obtidos e a massa molecular da proteina.

Nos estudos de precipitacdo preliminares procurou-se pela concentragdo salina
que resultasse em uma precipitagdo significativa, mas com concentragdo de proteina na fase
leve mensuravel. Para isso, o tempo das precipitacdes foram de alguns dias de modo que
grande parte das moléculas de proteina precipitaveis nas condicdes do experimento
precipitassem e selecionou-se a concentragdo de NaCl que resultou em concentragdes de
proteina na fase leve da ordem de 4 mg/mL. Estes estudos preliminares foram realizados com
todas as proteinas, exceto a insulina bovina: esta foi a primeira proteina estudada e foram
realizados estudos cinéticos diretamente.

Verificou-se que concentracdes de NaCl de até 3,00 mol/kg de solvente ndo
interferem nas medidas de absorbancia de solucdes de insulina bovina. Todas as
determinagdes de concentracdo de proteina foram realizadas a concentragdes de NaCl
consideravelmente inferiores a esta e, portanto, ndo ha influéncia de sal no método de

determinagd@o de concentragdo proteica.

4.1 Estudo cinético da precipitacido de insulina bovina

No primeiro estudo cinético de precipitagdo de insulina, utilizou-se concentragdo
inicial de proteina de 8,1 mg/mL e de NaCl igual a 4,00 mol’kg de solvente (Figura 7).
Verificou-se que em 10 min grande parte da proteina precipitou. Porém, ap6s 2 h houve
aumento na concentracdo na fase sobrenadante de quase 0,5 mg/mL. Nos tempos
subsequentes a concentracgao caiu linearmente.

Novo experimento foi realizado para investigar o aumento de concentracdo na
fase sobrenadante. Desta vez, mais concentragdes iniciais de insulina foram utilizadas ¢ as
precipitagdes foram realizadas até 6 h para investigar o comportamento da fase sobrenadante
em tempos curtos (Figura 8). Verificou-se o mesmo comportamento de aumento da
concentragdo de proteina na fase sobrenadante seguida de reducdo na concentragdo proteica

desta fase.
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Figura 7. Cinética de precipitagdo de insulina bovina com NaCl 4,0 mol/kg de solvente.
Concentragdo inicial de proteina igual a 8,1 mg/mL, tampao Tris-HCI 0,010 mol/L, pH 7,3 a

25,0+ 0,1 °C.
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Figura 8. Cinética de precipitagdo de insulina bovina a tempos curtos de quatro

concentragdes iniciais de insulina: (¢) 7,9 mg/mL; (0) 9,8 mg/mL; (a) 12,1 mg/mL e (o) 14,0
mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,010 mol/L, pH 7,3 a 25,0 £ 0,1 °C.
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Ng e colaboradores (1996) mostraram que a precipitagdo de algumas proteinas

segue os estagios de maturacdo de acordo com a regra de Ostwald. Verificaram a formacgao

inicial de pequenos cristais em meio a um precipitado amorfo que, com o passar do tempo,

redissolve enquanto que os cristais crescem. Este fendmeno explica o aumento de solubilidade

observado a tempos curtos, pois com a redissolug¢do do precipitado amorfo, a concentragdo de

proteina na fase leve aumenta e, com o crescimento dos cristais, reducdo da concentragdo de

proteina sobrenadante ¢ observada.

Além disto, encontra-se na literatura relato de comportamento incomum da

dissolucdo de insulina suina com o tempo. Bernardo e co-autores (2005) verificaram que a
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dissolug¢do de insulina suina apresenta um aumento da concentragdo de proteina na fase
liquida até um valor méximo que depois diminui com o tempo até um valor de equilibrio. Tais
autores atribuiram este fenomeno ao polimorfismo na dissolugdo da proteina estudada por
difracdo de raios-X. Ou seja, diferentes graus de amorfia do sélido sdo responsaveis por tais
variagdes de concentragdo incomum a tempos curtos.

No estudo cinético apresentado na Figura 7, observou-se que a taxa de diminuigdo
da concentracdo de proteina na fase sobrenadante reduziu a partir de 2 dias, porém por
inspecdo da Figura 7 observou-se decréscimo na concentragdo de proteina até o ultimo dia de
experimento. Por este motivo, novo estudo cinético foi realizado de 5 a 7 dias para assegurar
que medidas de concentracao de proteina fossem realizadas no equilibrio de fases.

No novo estudo (Figura 9), para os trés tempos testados, as concentragdes
proteicas na fase sobrenadante foram iguais estatisticamente para as concentragdes iniciais de
proteina de 9,9, 12,0 e 14,1 mg/mL, de acordo com teste de Tukey a 95% de confianga. Para
concentragdo inicial de proteina de 6,0 mg/mL, as concentragdes de proteina sobrenadante
ndo sdo iguais, enquanto que para concentragdo inicial de 7,9 mg/mL, as concentragdes de
insulina na fase sobrenadante sdo iguais somente em 6 e 7 dias. Por este motivo, selecionou-
se os resultados de precipitagdo das concentracdes iniciais de proteina de 7,9 a 14,1 mg/mL
em 6 e¢ 7 dias para verificagdo do efeito da concentragdo inicial de insulina na sua

concentragdo de equilibrio.

Figura 9. Cinética de precipitacdo de insulina com NaCl 4,00 mol/kg de solvente.
Concentragdes iniciais de proteina (Ci) de 6,0 a 14,1 mg/mL. Tampao Tris-HCI1 0,010 mol/L,
pH 7,3 225,0+0,1 °C.
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As concentra¢des de insulina mensuradas estavam ao redor de 0,25 mg/mL ¢ os
dados indicam que ndo houve efeito da concentragdo inicial de insulina sobre a concentra¢io
de insulina no equilibrio. De acordo com Shih, Prausnitz ¢ Blanch (1992), quando a
concentragdo de proteina no equilibrio varia com a concentracdo inicial de proteina, menores
concentragdes de sal amplificam esta variag@o. Por tanto, a redugdo da concentragdo de NaCl
poderia evidenciar a ocorréncia de variagdes de concentracdo no equilibrio em funcdo da
concentragdo inicial de proteina. Por este motivo decidiu-se realizar outros dois estudos
cinéticos nas concentragdes de NaCl iguais a 3,00 e 1,10 mol/kg de solvente para verificar se
de fato a concentra¢do inicial de insulina ndo afeta a sua concentracdo na fase sobrenadante
no equilibrio.

Os resultados das precipitagdes nas novas concentracdes salinas estdo nas Figuras
10 e 11. O teste de Tukey a 95% de confianca realizado para os dados de concentracdo de
proteinas das diferentes concentragdes iniciais mostrou que o equilibrio de fases foi atingido
tanto nas precipitacdes a concentracdo de NaCl de 3,00 quanto a de 1,10 mol/kg de solvente.
No entanto, nos dois casos observou-se dois comportamentos. Os dados de concentragdo de
proteina da Figura 10 s3o todos iguais estatisticamente independente da concentra¢do inicial
de proteina enquanto que os dados da Figura 11 variaram em fung¢do da concentracdo inicial
de proteina, comportamento ja relatado para outras proteinas na literatura (MELLANBY,

1905; PINHEIRO et al., 2016; SHIH; PRAUSNITZ; BLANCH, 1992).

Figura 10. Cinética de precipitagd@o de insulina bovina com NaCl 3,00 mol/kg de solvente.
Concentragdo inicial de proteina (Ci) de 8,0 a 14,1 mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,010 mol/L,
pH 7,3 225,0+0,1 °C.
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Figura 11. Cinética de precipitagdo de insulina bovina com NaCl 1,10 mol/kg de solvente.
Concentragdo inicial de proteina (Ci) de 5,0 a 15,0 mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,010 mol/L,
pH 7,3 225,0+0,1 °C.
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4.2 Estudos preliminar e cinético da precipitacio de BSA

Os estudos preliminares de precipitacdo de BSA foram realizados em 58 h (Tabela
7). Na concentragdo de NaCl de 0,25 mol/L, ndo foi possivel identificar precipitado
visualmente e na concentragdo de 2,00 mol/L aproximadamente 97% da massa inicial de
proteina precipitou. A precipitagdo excessiva pode dificultar a determinag@o da concentragdo
de proteina no sobrenadante. Por este motivo, decidiu-se selecionar a concentragdo de NaCl
igual a 0,65 mol/L para o estudo cinético. Embora esta concentracdo ndo tenha sido utilizada
no experimento preliminar, pouco precipitado foi obtido na concentracdo de NaCl 0,50 mol/L

e 65% da proteina precipitou a 1,00 mol/L de sal.

Tabela 7. Estudo preliminar de precipitagio de BSA em 2,4 dias. Concentragdo inicial de

BSA igual a 5,0 mg/mL.

Cnacr® Casa® Recuperacio no

(mol/L) (mg/mL) precipitado (%)
0,25 4,79 £ 0,01 4,2
0,50 4,10+ 0,23 18,1
1,00 1,73 +£0,07 65,3
1,50 0,84+ 0,25 83,2
2,00 0,16 0,03 96,8

2 Cnacl = concentragdo de cloreto de sodio

 Cpsa = concentrag¢do de BSA na fase sobrenadante
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O estudo cinético a concentracdo de NaCl de 0,65 mol/L foi feito coletando-se
dados de concentracdo de proteina ao longo de 10 dias (Figura 12). Diminui¢do acentuada da
concentragdo de proteina na fase sobrenadante ocorreu até 5 dias. Verificou-se, pelo teste de
Tukey que, a partir de 5 dias as concentragdes de BSA na fase sobrenadante, para uma dada
concentragdo inicial de BSA, sdo iguais estatisticamente. Porém, quando se compara
concentragdes na fase sobrenadante oriundas de diferentes concentragdes iniciais de BSA,
verifica-se diferenca de concentracdo de acordo com o método estatistico. Portanto, pontos a

partir de 5 dias foram tomados para o estudo do efeito da concentracdo inicial na concentragdo

de equilibrio.

Figura 12. Cinética de precipitacdo de BSA com NaCl 0,65 mol/L. Concentragdo inicial de
proteina (Ci) de 4,9 a 20,1 mg/mL. Tampao acetato 0,010 mol/L, pH 4,0 a 25,0 £ 0,1 °C.
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Shih, Prausnitz e Blanch (1992) precipitaram BSA por salting-out, porém
utilizando fosfato de so6dio como agente precipitante. Tais autores também verificaram que a
concentracdo de BSA da fase leve varia linearmente com a concentrag¢do inicial de BSA.
Shiau e Chen (1997), precipitaram BSA com sulfato de amdnio e verificaram ainda que a
concentracdo de BSA pode aumentar com a concentragdo inicial de proteina até um valor

maximo, a partir do qual concentragdes iniciais de BSA maiores resultam em solubilidade

aparente decrescente.

4.3 Estudos preliminar e cinético da precipitacio de lisozima
O primeiro estudo preliminar para a lisozima durou 5 dias e nele variou-se a

concentragdo de NaCl de 2,50 a 3,50 mol/L (Tabela 8). Na concentragdo de sal de 3,50 mol/L
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precipitou-se 29% da massa inicial de proteina. Nesta concentra¢do de sal a concentracdo de

proteina na fase sobrenadante foi de 3,5 mg/mL, considerada adequada para o estudo cinético.

Tabela 8. Estudo preliminar de precipitagdo de lisozima em 5 dias. Concentragdo inicial de

lisozima igual a 5,0 mg/mL.

Crac1? Ciisozima ° Recuperaciio no
(mol/L) (mg/mL) precipitado (%)
2,50 4,71+ 0,01 5,75
3,00 4,32 +0,10 13,7
3,50 3,56+ 0,03 28,9

2 Cisozima = concentragio de lisozima na fase sobrenadante
b Cracr = concentragdo de NaCl

Apesar da pouca precipitacdo ocorrida no estudo preliminar, na cinética de

precipitag@o de lisozima (Figura 13), mais de 95% da massa inicial da proteina foi precipitada

até o fim do experimento. A andlise estatistica mostrou que o equilibrio em todas as condi¢des

sO ¢ atingido no oitavo dia. Comparada a precipitagdo de BSA, verifica-se que a cinética ¢

muito mais lenta, ja que sob a mesma concentracao inicial de BSA e com uma concentragdo

de NaCl consideravelmente menor, o equilibrio foi atingido em 5 dias.

Figura 13. Cinética de precipitacdo de lisozima com NaCl 3,50 mol/L. Concentragdo inicial

de proteina (Ci) de 5,0 a 20,0 mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,010 mol/L, pH 7,3 a 25,0 £ 0,1 °C.
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Assim como na precipitagdo de insulina, realizou-se uma nova precipitacdo de
lisozima com concentragdo de NaCl menor, a fim de obter concentra¢des de lisozima no
sobrenadante maiores para que, caso haja alteragdes na concentragdo de equilibrio, elas
possam ser detectadas. Novos estudos preliminares foram feitos ¢ os resultados mais
significativos s@o apresentados na Tabela 9. A partir destes dados escolheu-se a concentracdo
de NaCl igual 1,05 mol/L para o novo estudo cinético por restar, na fase sobrenadante, pouco

menos de 4 mg/mL.

Tabela 9. Estudo preliminar de precipitagdo de lisozima em 4 dias.

CPlisozima® Cnacr® Ciisozima® Recupera¢io no
(mg/mL) (mol/L) (mg/mL) precipitado (%)
1,05 3,45+0,03 77,0 £0,22
15,0 1,15 3,01+0,14 79,9 0,95
1,25 2,80+ 0,26 81,3+1,75
1,05 3,94 +0,06 84,2 +0,25
25,0 1,15 3,06 +£0,22 87,7+0,86
1,25 3,28+0,18 86,9 +0,72

2 CCisozima = concentragio inicial de lisozima
b Cnaci = concentragdo de NaCl
¢ Ciisozima = concentra¢io de lisozima na fase sobrenadante

No estudo cinético a concentragdo de sal de 1,05 mol/L (Figura 14), observa-se
uma rapida diminui¢do na concentragdo de proteina sobrenadante nas primeiras 24 h, porém a
partir de 1 dia, pequena redugdo ocorreu de modo que em 10 dias verificou-se o equilibrio de
fases (teste de Tukey a 95% de confianga). Mesmo a concentracdo de sal mais baixa, a
concentragdo de proteina na fase sobrenadante permaneceu independente da concentracdo
inicial de lisozima.

Shih, Prausnitz e Blanch (1992) classificaram a lisozima entre as proteinas cuja a
solubilidade ¢ constante independente da concentra¢do inicial de proteina empregada na
precipitacdo. Entretanto, Shiau e Chen (1997) verificaram em precipitacdo com sulfato de
amodnio que a solubilidade decresce com o aumento da concentragdo inicial. Pinheiro e
colaboradores (2016) observaram aumento da solubilidade aparente com a concentragdo

inicial em que os dados experimentais se ajustaram bem a uma curva exponencial. Portanto, o
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método de precipitagdo aparenta afetar diretamente o comportamento da solubilidade

aparente.

Figura 14. Cinética de precipitacdo de lisozima com NaCl 1,05 mol/L. Concentrag@o inicial
de proteina (Ci) de 20,0 a 75,0 mg/mL. Tampao Tris-HCI 0,010 mol/L, pH 7,3 a 25,0 + 0,1
°C.
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4.4 Estudos preliminar e cinético da precipitacio de tripsina

Os estudos preliminares de precipitacdo de tripsina foram realizados variando-se a
concentracdo de NaCl de 0,5 a 3,0 mol/L em precipitacdo de 3 dias (Tabela 10). No
experimento em que foi empregado concentragdo de NaCl 2,50 mol/L foi medido no
sobrenadante concentragdo de proteina de aproximadamente 4 mg/mL, atendendo ao critério
estabelecido e, por este motivo, foi esta a concentracdo de sal escolhida para o estudo
cinético.

Na Figura 15, o estudo cinético da precipitagdo de tripsina € apresentado.
Verifica-se um comportamento similar ao estudo cinético de BSA em que a concentracdo de
proteina na fase sobrenadante varia com a concentracdo inicial. Ndo foram encontrados na
literatura estudos do efeito da concentracdo inicial de tripsina na precipitagdo da mesma,
porém, Shih, Prausnitz e Blanch (1992) precipitaram quimotripsina com fosfato de sodio e
observaram dependéncia da concentracdo na fase leve com a concentracdo inicial de
quimotripsina. Tripsina e quimotripsina t€m massas moleculares proximas, possuem cadeias

homologas e mecanismos cinéticos semelhantes (VOET; VOET; PRATT, 2008).
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Tabela 10. Estudo preliminar de precipitagdo de tripsina em 3 dias. Concentragao inicial de

tripsina igual a 6,5 mg/mL.

Cnaci? Ctripsina® Recuperagio,
(mol/L) (mg/mL) precipitado (%)
0,50 6,24+ 0,03 4,11+0,52
1,00 5,54+ 0,03 14,9 +£ 0,50
1,50 5,13 +0,09 21,1+1,30
2,00 4,45+0,03 31,7+ 0,44
2,50 4,18 £ 0,07 35,7+ 1,10
3,00 3,54+0,12 45,6 + 1,80

4 Cnac1 = concentragio de NaCl
b Cuipsina = concentracdo de tripsina na fase sobrenadante

Figura 15. Cinética de precipitacdo de tripsina com NaCl 2,50 mol/L. Concentragdo inicial de
proteina (Ci) de 5,0 a 20,0 mg/mL. Tampao glicina/NaOH 0,010 mol/L, pH 3,0 a 25,0 +
0,1°C.
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O teste de Tukey mostrou que, para todas as condigdes iniciais, a média das
concentragdes de tripsina no sobrenadante em 10 e 14 dias sdo iguais estatisticamente e,
assim, considerou-se que o equilibrio de fases foi alcangado. Tais concentragdes também sdo
iguais as obtidas em 6 dias na concentracdo inicial de 5,0 ¢ 20,0 mg/mL. Decidiu-se usar os
dados do dia 10 e 14 para os estudos seguintes, no entanto, a inspecao visual da Figura 15

causa a impressao de diminui¢do na concentragdo de tripsina.
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Por ser uma protease, suspeitou-se de possivel autdlise da tripsina. Para verificar
se isto ocorreu, monitorou-se através de um ensaio controle a concentracdo de tripsina ao
longo do tempo, partindo de uma concentracdo inicial de tripsina igual as utilizadas no
experimento cinético, porém sem adi¢do de sal. Monitorou-se também o pH ao longo do
tempo para uma batelada de precipitacdo na condicao inicial de 20,0 mg/mL.

Verificou-se uma queda na concentracdo de proteina do controle ao longo do
tempo (Tabela 11). A diminuicdo foi mais expressiva nas condi¢cdes de concentracdo inicial

iguais a 15 e 10 mg/mL, equivalentes a 7,3 e 8,8%, respectivamente.

Tabela 11. Controle da precipitagdo de tripsina.

Tempo (dias) Concentracio de tripsina (mg/mL)
0 20,0 15,0 10,0 5,00
14 18,9 13,9 9,12 4,82
23 16,6 12,9 8,72 4,55

Quanto ao monitoramento do pH (Tabela 12) ndo foi verificada grandes variagoes
neste parametro, mantendo-se este proximo a 3,0. De acordo com Shukla (2009), a tripsina ¢é
estavel em pH 2-3 até 40°C e tem tendéncia de sofrer autdlise em pH acima de 5. Porém, Keil
(1971) alerta que apesar de estavel em pH 3,0 e a baixa temperatura, ndo se pode excluir a
possibilidade de reagdo bioquimica. Além disso, apesar de pequena a variagdo, verifica-se
uma tendéncia de crescimento do pH, portanto, autélise pode ser a causa da diminui¢do da

concentragao de tripsina apresentado na Tabela 11.

Tabela 12. Monitoramento do pH da solugéo de tripsina tampao e sal.

Tempo pH
5 min 2,93
10 dias 3,04
23 dias 3,14

4.5 Estudos preliminar e cinético da precipitacio de IgG

No estudo preliminar de precipitagdo de IgG (Tabela 13), verificou-se que é
necessario grande quantidade de NaCl para precipitar esta imunoglobulina. No entanto,
decidiu-se escolher a concentragdo de sal de 1,00 mol/L, pois, no sobrenadante, permanece

aproximadamente 4 mg/mL de proteina.



46

Tabela 13. Estudo preliminar de precipitagdo de IgG em 5 dias. Concentragdo inicial de IgG

igual a 5,0 mg/mL.

Cnac® Cigc" Recuperagio no

(mol/L) (mg/mL) precipitado (%)
0,50 4,16 + 0,06 16,8 + 1,2
0,75 4,15+0,07 17,1 £1,4
1,00 411 +0,07 17,9+ 1,4
1,50 3,77 +£ 0,06 24,6 £1,3
2,00 3,17+0,28 36,6 +5,6
2,50 2,19+ 0,44 56,1 +£8,9
3,00 1,62 +0,93 67,6 £ 19,0

& Cnac1 = concentragio de cloreto de sodio
b Cigc = concentracdo de IgG na fase sobrenadante

A cinética de precipitacdo de IgG com 1,00 mol/L de NaCl ¢ apresentada na

Figura 16. Nota-se que quase ndo ha mudanca na concentragdo de proteina na fase

sobrenadante entre o tempo 0 e 20 dias, porém uma pequena quantidade de solido pode ser

identificada visualmente apds a centrifugacdo. O teste de Tukey mostrou que a partir de 5

dias, as concentracdes de proteina na fase sobrenadante sdo iguais para uma dada condicao

inicial.

Figura 16. Cinética de precipitagdo de IgG com NaCl 1,00 mol/L. Concentracdo inicial de
proteina (Ci) de 5,0 a 12,8 mg/mL. Tampao tris-HC1 0,010 mol/L, pH 7,3 a 25,0 + 0,1°C.
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No intuito de eliminar qualquer duvida em relagdo a ocorréncia de precipitagao,
analisou-se o solido contido no tubo quanto ao teor de proteina seguindo a mesma
metodologia de analise do sobrenadante. Para isso, o solido foi dissolvido em 2 mL de tampao
tris-HCI 0,010 mol/L pH 7,30.

A Tabela 14 apresenta o balango de massa da precipitagdo de IgG. A recuperacdo
de proteina no precipitado alcangou 11,1%, para concentracdo inicial de IgG de 5,0 mg/mL.
Portanto, verifica-se que a precipitacdo de proteina realmente ocorreu, devido a quantidade de
proteina significativa determinada no precipitado, assim como pelo fechamento do balango de

massa que apresentou desvio de menos de 1,5% em relagdo a 100% de recuperagdo global.

Tabela 14. Balanco de massa da precipitacao de IgG.

CreG” Recuperaciono  Recuperacio no Recuperacao
(mg/mL) sobrenadante (%) precipitado (%) global (%)
12,8 95,1 £0,36 3,53 +£0,86 98,6 + 1,2
10,0 94,1 £0,26 4,28 +£1,90 983+ 1,4
7,50 92,8 £0,17 6,09 = 1,40 98,9+ 1,4
5,00 90,1 £0,18 11,1 +3,70 101 +1,3

* CgG = concentragdo inicial de IgG

Contudo, a IgG ¢ a proteina com menor grau de pureza utilizada neste trabalho,
cerca de 80%, e devido a baixa quantidade de proteina encontrada no precipitado, ndo se pode
assegurar que se trata de IgG. Por este motivo decidiu-se realizar nova precipitacdo a
concentragdo de NaCl maior para que uma quantidade maior de proteina precipitasse
assegurando que quantidades significativas de IgG se encontrassem no precipitado. De acordo
com o estudo preliminar (Tabela 13), a concentragdo de NaCl de 2,50 mol/L ¢ suficiente para
precipitar mais de 50% das proteinas e foi escolhida para o novo estudo cinético.

No novo estudo cinético quase toda a proteina foi precipitada e, desta forma,
assegurou-se que a IgG precipitou (Figura 17). O teste de Tukey mostrou que a partir de 9
dias, todas as concentragdes de proteina na fase sobrenadante obtidas a partir de uma mesma
concentragdo inicial sdo iguais estatisticamente a 95% de confianca. Por outro lado, a
comparagdo dos dados em um determinado tempo indica que as concentragdes de proteina
sobrenadante sdo diferentes estatisticamente para diferentes concentragdes iniciais de

proteina.
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Figura 17. Cinética de precipitacdo de IgG com NaCl 2,50 mol/L. Concentragdo inicial de
proteina (Ci) de 4,5 a 18,0 mg/mL. Tampao Tris-HC1 0,010 mol/L, pH 7,3 a 25,0 + 0,1°C.
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Uma celetroforese SDS-PAGE da solugdo empregada na precipitacdo, do
sobrenadante coletado apos a precipitagdo e do precipitado foi realizada a fim de verificar se
de fato a IgG estava presente no precipitado (Figura 18). Bandas correspondentes a IgG
aparecem claramente em todos os precipitados indicando que quantidade significativa de IgG

foi precipitada.

Figura 18. Gel de eletroforese SDS-PAGE. A coluna M ¢ referente aos marcadores de massa
molecular. As colunas S de 1 a 4 correspondem aos sobrenadantes das precipitacdes a
concentragdes iniciais de IgG iguais a 18,0, 13,5, 9,0 e 4,5 mg/mL. As bandas de P1 a P4 sdo
referentes aos precipitados das precipitagdes a concentracdes iniciais de IgG iguais a 18,0,

13,5, 9,0 e 4,5 mg/mL. Na coluna [ estd a banda da solugdo de IgG empregada nas

precipitagdes.
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As solugdes sobrenadantes empregadas na eletroforese foram diluidas em solugdo
tampao em propor¢des iguais, consequentemente, a intensidade da banda ¢ proporcional a
quantidade de proteina sobrenadante apos a precipitagdo. Observa-se na Figura 18 diminui¢io
da intensidade das bandas da pista S1 até S4, ou seja, diminui¢do da intensidade da banda
com a diminui¢do da concentracdo inicial de IgG. Tal redugao ¢ indicativo de decréscimo da
concentragdo de proteina sobrenadante no equilibrio ¢ concorda com os dados do estudo
cinético da Figura 17.

A IgG ¢ uma globulina do soro sanguineo e o primeiro relato na literatura de
alteracdes na solubilidade em fung@o da concentracdo inicial de proteina foi justamente de
globulinas do soro de cavalo. Mellanby (1905) relatou que extraiu globulinas do soro de
cavalo, em seguida as dissolveu em solugdo salina de NaCl e verificou que a quantidade de
globulinas dissolvida, apos saturacdo do sistema, ¢ diretamente proporcional a quantidade
inicial de globulinas.

O estudo realizado por Mellanby (1905) utilizou globulinas e, portanto, a mistura
proteica pode ter efeito marcante na variacdo da concentragdo de globulinas solivel em
solucdo salina. A IgG ¢ a proteina com menor grau de pureza utilizada neste trabalho, porém
esta deve ter grau de pureza superior a de Mellanby e, ainda assim, neste trabalho observou-se
que a concentragdo de IgG na fase sobrenadante apds precipitacdo é fungdo da concentracio
inicial de proteina assim como no caso das globulinas de cavalo do trabalho de Mellanby. A

pureza da IgG empregada neste trabalho indicada pelo fabricante ¢ de aproximadamente 80%.

4.6 Estudos preliminar e cinético da precipitacio de ovalbumina

Realizou-se os estudos preliminares de precipitagdo de ovalbumina com
concentragdo inicial de proteina igual a 11,7 mg/mL. Os dados de concentracdo na fase
sobrenadante sdo apresentados na Tabela 15 em que se verifica que apenas na concentracao
de NaCl igual a 2,50 mol/L obteve-se aproximadamente 4 mg/mL de ovalbumina. Esta
concentracgao de sal foi selecionada para o estudo cinético.

No estudo cinético (Figura 19), as concentragdes na fase sobrenadante variaram
para diferentes concentragdes iniciais de proteina, porém mesmo com 18 dias de experimento
ndo se atingiu o equilibrio de fases. Além disso, o desvio padrdo para a precipitagdo realizada
a 17,8 mg/mL de concentragdo inicial mostrou-se elevado.

O aspecto visual do precipitado foi diferente dos obtidos a partir das outras

proteinas empregadas neste trabalho. Ele ndo se apresentou como particulas solidas
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depositadas no fundo do tubo, mas com aspecto de gel. A Figura 20 ¢ uma imagem obtida
com aumento de 400 vezes em microscopio Otico na qual se pode observar linhas paralelas na

estrutura do solido que lembram fibrilas.

Tabela 15. Estudo preliminar de precipitagdo de ovalbumina em 5 dias. Concentracao inicial

de ovalbumina igual a 11,7 mg/mL.

Crac1? Covabumina®  Recuperagio no
(mol/L) (mg/mL) precipitado (%)

0,25 9,72 17,0

0,50 9,17 21,7

1,00 8,75 25,3

1.50 8,14 30.5

2,00 8,15 30,3

2,50 4,03 65,6

4 Cnac1 = concentragdo de cloreto de sodio
b Cigc = concentracdo de IgG na fase sobrenadante

Figura 19. Cinética de precipitacdo de ovalbumina com NaCl 2,75 mol/kg de solvente.

Concentragao inicial de proteina (Ci) de 4,5 a 18,0 mg/mL.
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Proteinas podem formar diferentes tipos de agregados insoluveis, por exemplo, os
amiloides que sdo estruturas ndo cristalinas de polimeros ordenados em fibrilas (JARRETT;
LANSBURY, 1993). A formacédo das fibrilas é similar a formagao de cristais, pois requer o
rompimento de uma barreira energética para a formacdo de nticleos a partir de associagdo e

dissociacdo de mondmeros que, uma vez formado, cresce (HOSHINO, 2017).
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Figura 20. Imagem do precipitado de ovalbumina com aumento de 400 vezes. Condigdes da
precipitagdo: concentragdo inicial de proteina igual a 4,5 mg/mL e concentracdo de NaCl

igual a 2,75 mol/kg de solvente.

Sabe-se que ovalbumina forma diferentes tipos de amiloides quando desnaturada
por aquecimento ¢ a forca idnica tem efeito sobre a formagao das fibrilas (LARA et al., 2012;
PEARCE; MACKINTOSH; GERRARD, 2007). Nao foram encontrados na literatura relatos
de formacao de amiloides por salting-out de solu¢des de ovalbumina, porém Klemente e
colaboradores (2007) realizaram precipitagdes com diferentes sais de um peptideo associado

ao Alzheimer e verificaram a formagao de amiloides.

4.7 Efeito da concentracio inicial de proteina na concentracio de proteina no equilibrio

Com os dados de concentragdo de proteina no sobrenadante no equilibrio das
proteinas estudadas, pode-se determinar se houve efeito da concentracdo inicial sobre a
concentragdo de proteina no equilibrio e, em caso positivo, verificar se havia correlagdo entre
o efeito e a massa molecular da proteina.

A Figura 21 apresenta os graficos de concentragdo de proteina na fase
sobrenadante em fung@o da concentragdo inicial de proteina para todas as proteinas estudadas.
Os dados de concentragdo plotados sdo médias de todas as medidas feitas no equilibrio de
acordo com o estudo cinético. Da mesma forma, os desvios padrdo foram obtidos a partir
destas medidas. Por exemplo, pelo estudo cinético, o equilibrio de fases da precipitacdo de
BSA foi atingido em 5 dias, portanto, utilizou-se os dados obtidos em 5, 7 e 10 dias. Os
apéndices deste trabalho contém todos os dados usados na Figura 21. Diferencas de
concentragdo de proteina no equilibrio em fun¢@o da concentragdo inicial de proteina foram

determinadas estatisticamente através de teste de Tukey a 95% de confianca
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Figura 21. Graficos de concentracdo de proteina na fase sobrenadante no equilibrio em
fun¢@o da concentragdo inicial de proteina. As “proteinas/concentracdo de NaCl” foram: (a)
insulina/4,00 mol/kg de solvente; (b) insulina/3,00 mol/kg de solvente; (c) insulina/l1,10
mol/kg de solvente; (d) lisozima/3,50 mol/L; (e) lisozima/1,05 mol/L; (f) BSA/0,65 mol/L;
(g) tripsina/2,50 mol/L; (h) IgG/1,00 mol/L e (i) IgG/2,50 mol/L.
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Figura 21 (continuacio). Graficos de concentragdo de proteina na fase sobrenadante no
equilibrio em func¢do da concentragdo inicial de proteina. As “proteinas/concentracdo de
NaCl” foram: (a) insulina/4,00 mol/kg de solvente; (b) insulina/3,00 mol/kg de solvente; (c)
insulina/1,10 mol/kg de solvente; (d) lisozima/3,50 mol/L; (e) lisozima/1,05 mol/L; (f)
BSA/0,65 mol/L; (g) tripsina/2,50 mol/L; (h) IgG/1,00 mol/L e (i) IgG/2,50 mol/L.
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Os dados de precipitagdo de insulina no equilibrio (Figura 21a, b, c) mostraram
que o efeito da concentragdo inicial de proteina sobre a concentragdo de proteina equilibrio
esta presente apenas a baixas concentracdes de sal. Nas precipitagdes com concentragdo de
NaCl iguais a 4,00 e 3,00 mol/kg de solvente, o efeito ndo é observado (Figura 21a, b);
porém, a concentracdo de proteina na fase sobrenadante variou quando se reduziu a
concentragdo de NaCl para 1,10 mol/kg de solvente (Figura 21c).

Diferentemente da insulina, a lisozima ndo apresentou o efeito mesmo para as

concentracdes de NaCl de 3,50 e 1,05 mol/L (Figura 21d, e): para ambas as concentracdes de
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NacCl, a concentragdo de proteina na fase sobrenadante ndo varia com a concentragdo inicial
de proteina.

As medidas de concentrag@o na fase sobrenadante no equilibrio das precipita¢des
de BSA, tripsina e IgG a diferentes concentragdes iniciais de proteina sdo apresentadas na
Figura 21, f, g, h e i. Em todos estes casos, a concentracdo de proteina na fase sobrenadante
no equilibrio variou com a concentragéo inicial de proteina.

Verifica-se que os dados de todos os graficos se ajustam bem a uma reta. Shih,
Prausnitz e Blanch (1992), em seu trabalho, diferenciaram proteinas cuja concentracdo na fase
sobrenadante ¢ diretamente proporcional a concentragdo inicial de proteina em precipitagdes
por salting-out, daquelas cujas concentracdes ¢ independente da concentragdo inicial. Esta
classificacdo foi baseada em experimentos de precipitacdo cujos graficos de concentragdo na
fase sobrenadante versus concentracdo inicial de proteina resultaram em coeficientes de
correlagdo da ordem de 0,9. O mesmo foi obtido neste trabalho na precipitagdo de BSA,
tripsina, uma das precipitagdes de insulina e uma das precipitagoes de IgG.

Como mencionado anteriormente, Shih, Prausnitz e Blanch (1992) precipitaram
BSA e lisozima por salting-out com fosfato de sddio e verificaram o efeito da concentragao
inicial para a primeira e ndo observaram o efeito para a segunda. Os resultados deste trabalho
corroboram com os resultados obtidos por estes autores, porém, Pinheiro et al. (2016)
precipitou lisozima com antisolventes (etanol e acetona) a diferentes concentragdes iniciais e
observou que a concentragdo de equilibrio da lisozima nestas precipitacdes depende da
concentragdo inicial da mesma. Consequentemente, a dependéncia da concentragdo de
equilibrio com a concentragao inicial pode ser dependente do método de precipitagao.

Shiau e Chen (1997) verificaram dependéncia da concentragdo de proteina no
equilibrio com a concentragdo inicial de proteina em precipitagdes com sulfato de amodnio de
BSA e de lisozima. Quando precipitaram lisozima, a variacdo de solubilidade aparente foi
consideravelmente menos pronunciada, porém a concentracdo de lisozima no equilibrio
decresceu com o aumento da concentragdo inicial enquanto que a concentracdo de BSA
aumentou até um valor maximo e depois decresceu. Nenhuma destas observacdes foram
verificadas neste trabalho.

A Figura 22 apresenta um grafico de concentracdo de proteina sobrenadante no
equilibrio em func¢do da concentracdo inicial de proteina que inclui todas as proteinas
estudadas. Nesta imagem verifica-se variedade de inclinagdes em que apenas lisozima esta

paralela ao eixo de concentragdo inicial de proteina e, portanto, foi a Unica proteina que ndo
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apresentou efeito da concentracdo inicial sobre a concentragdo de proteina na fase leve no

equilibrio, seja a concentragdo de NaCl baixa ou elevada.

Figura 22. Concentragdo de proteina na fase sobrenadante em fungdo da concentragdo inicial

de proteina em precipitacdes a diferentes concentracdes de NaCl.
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Desreux e Herriott (1939) e Butler (1940) apontaram a presenga de impurezas
como causa desta variagdo na solubilidade aparente das proteinas. O grau de impurezas das
proteinas estudadas variou bastante e pode ter sido um fator importante no efeito presente na
solubilidade aparente da IgG, que tem a menor pureza entre as proteinas estudas.

No entanto, a proteina com maior grau de pureza deste trabalho, BSA (no maximo
2% de impureza), também apresentou uma solubilidade aparente fortemente dependente da
concentragdo inicial em que o aumento de quatro vezes na concentracdo de inicial de BSA
resultou em um aumento de cinco vezes na concentracdo de proteina na fase sobrenadante no
equilibrio. Por outro lado, lisozima que pode ter at¢é 10% de impurezas, manteve a
concentragcdo no equilibrio constante. Portanto, este fendmeno deve ser causado por outros
fatores além das impurezas.

Outro motivo, apontado na literatura para esta variacdo na solubilidade aparente
sdo diferencas de cristalinidade ou amorfia na fase precipitado (PINHEIRO et al., 2016). A
fase densa obtida nas precipitacdes foi observada em microscopio com um aumento de 400
vezes. Nos precipitados de insulina, BSA, IgG e tripsina ndo foi possivel identificar cristais,

enquanto que cristais sdo visiveis na fase precipitada de lisozima (Figura 23).
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Figura 23. Imagens dos precipitados com aumento de 400 vezes. (a) insulina precipitada a 5,0
mg/mL e NaCl a 1,10 mol/kg de solvente; (b) BSA precipitada a 5,00 mg/mL e NaCl a 0,65
mol/L; (c) IgG precipitada a 5,00 mg/mL e NaCl a 2,50 mol/L; (d) tripsina precipitada a 5,00
mg/mL e NaCl e (e) lisozima precipitada a 20,0 mg/mL e NaCl a 1,05 mol/L .

(e)

De acordo com Boistelle e Astier (1988), a taxa de nucleagdo ¢ fungdo da
solubilidade da proteina ¢ do grau de supersatura¢do. Segundo os autores, quanto maior a

concentragdo de proteina mais proximas as moléculas estardo e mais frequente serdo as
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colisdes que podem levar a formacdo de ntlcleos. Também quanto maior o grau de
supersaturagdo, maior ¢ a forga motriz da precipitacdo ¢ maior ¢ a taxa de nucleagdo.
Portanto, para concentragdes de proteinas e grau de supersaturagdo elevados, pode-se esperar
uma taxa de nucleacdo elevada com as moléculas de proteina colidindo nas mais diversas
orientacdes, acarretando na formagao de muitos nucleos e sélido amorfo ou pouco cristalino.

Porém, na precipitagdo de lisozima, apesar das concentragdes iniciais de proteina
e supersaturacdo elevadas, observou-se que o precipitado de lisozima ndo formou um
precipitado amorfo, mas apresentou cristais visiveis ao microscéopio (Figura 23 e).

Comparando-se os solidos das precipitagdes de lisozima e BSA, observou-se um
contraste entre a afirmag¢do de Boistelle e Astier (1988) ¢ os dados deste trabalho. Na
precipitacdo de lisozima a 1,05 mol/L de NaCl, a concentracdo média de lisozima no
equilibrio na fase sobrenadante foi 2,80 mg/mL, ou seja, sete vezes menor que a concentracao
inicial de 20,0 mg/mL que levou a formagdo dos cristais da Figura 23e. J& a BSA da Figura
23b ¢ amorfa apesar de ser resultado da precipitagdo a concentragdo inicial de BSA de 5,00
mg/mL, ou seja, quatro vezes menor que a concentragdo inicial da lisozima e 2,4 vezes maior
que a concentragdo de BSA no equilibrio. Portanto, deve haver outro fator que afete o grau de
organizacgdo das moléculas em formas mais ou menos amorfas. Neste trabalho, a hipotese ¢ de
que outro fator a ser considerado € a massa molecular.

Ao se ordenar as massas moleculares das proteinas utilizadas neste trabalho
(Figura 24), verifica-se que apenas a segunda menor proteina, lisozima, ndo apesenta efeito da
concentragdo inicial de proteina sobre a concentragdo de proteina no equilibrio. A menor
proteina, insulina, apresenta o efeito a baixa concentracdo de sal, mas ndo o apresenta a altas
concentragdes. As proteinas maiores como tripsina e IgG apresentaram o efeito mesmo a
concentragdes superiores a menor concentragdo de sal empregada para precipitar lisozima.

A partir deste conjunto de dados, ndo ¢ possivel inferir que a massa molecular tem
efeito sobre o fendmeno estudado, porém a ocorréncia do efeito nas proteinas de massa
molecular maior indica uma tendéncia de ocorréncia do fendmeno em funcdo da massa
molecular, especialmente quando dados da literatura sdo analisados em conjunto com os
dados deste trabalho, como apresentado na Figura 24.

Verificou-se no trabalho de Shih, Prausnitz ¢ Blanch (1992) que das trés
proteinas estudadas, apenas a menor, lisozima, ndo apresentou variagdes de solubilidade
aparente com a concentracdo inicial de proteinas. Outros trabalhos encontrados na literatura

em que se discute o efeito da concentracdo inicial de proteinas na concentracdo de proteinas
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no equilibrio obtiveram como resultado experimental variagdes de solubilidade aparente em
funcdo da concentragdo inicial de proteina (MELLANBY, 1905; PINHEIRO et al., 2016;
SHIAU; CHEN, 1997; STEINHARDT, 1939).

Figura 24. Proteinas estudadas quanto ao efeito da concentragdo inicial de proteina na
concentragdo de proteina no equilibrio: ( + ) ha dados que mostram efeito da concentracdo
inicial sobre a concentragcdo de proteina no equilibrio; ( - ) ha dados que mostram que ndo ha

efeito da concentragdo inicial da proteina sob a concentracao de proteina no equilibrio.
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Pesquisas por artigos em que variacdes de solubilidade aparente nao fosse um dos
temas principais foram realizadas. A procura por informagdes de solubilidade de proteinas de
diferentes trabalhos e/ou autores que pudessem ser comparadas para fornecer mais
informagdes sobre a presenca ou auséncia de variagdes de solubilidade aparente de proteinas
mostrou-se dificil. Os dados de solubilidade em diferentes trabalhos sdo obtidos em condic¢des
diferentes por vezes nao fornecendo a concentracao inicial de proteina empregada.

Com relagdo a hipotese inicial, j& que a diferengca de massa molecular das
proteinas reflete o tamanho das mesmas, as proteinas de massa molecular maior possuem area
superficial ~maior possibilitando mais pontos de interacdo proteina-proteina,
consequentemente, existem mais possibilidades de associagdes entre as moléculas de proteina

sendo que a maioria delas conduzem a formagdo de estruturas amorfas, ou seja, a
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probabilidade de interagdes que levem a estruturas ordenadas de moléculas ¢ menor. Nesta
situagdo, as altas taxas de nucleacdo favorecem o prosseguimento das associagdes mal
orientadas, um precipitado amorfo se desenvolve e a concentracdo de proteina no equilibrio

varia em fun¢do do grau de amorfia.
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5. Conclusiao

Neste trabalho, realizou-se um estudo de equilibrio de fases de precipitagdo de
proteinas com cloreto de sddio a fim de verificar um possivel efeito da massa molecular na
concentracdo de proteina no equilibrio em fun¢do da concentragdo inicial da proteina, apods
precipitagdo, acompanhando-se a concentragdo de proteina ao longo de dias de forma a se
observar o atingimento do equilibrio. Assim, verificou-se que tripsina suina, BSA e IgG
bovina apresentam o fendmeno da dependéncia da concentra¢do de proteina no equilibrio em
funcao da concentracdo inicial de proteina enquanto que lisozima de clara de ovo de galinha
ndo o apresenta. Quanto a insulina bovina, esta apresentou dependéncia a baixa concentragdo
de sal, mas ndo apresentou em alta concentracao.

Verificou-se uma tendéncia de aparecimento desta dependéncia em funcgdo da
massa molecular, pois apenas proteinas de poucos quilodaltons (5,7 e 14,7 kDa), consideradas
pequenas, ndo apresentaram variagdo de solubilidade aparente para diferentes concentracoes
iniciais de proteina. Além disso, a insulina bovina apresentou presenga e auséncia do
fendmeno em fungdo da concentrag@o de sal e a mesma duplicidade verifica-se para lisozima
em funcdo do agente precipitante quando se compara este trabalho com a literatura. Logo,
cuidado deve ser tomado no desenho de processos de precipitacdo tendo em vista a
possibilidade de dependéncia da concentragdo de proteina no equilibrio com a concentragdo
inicial, especialmente na precipitagdo de proteinas de alta massa molecular.

Embora ndo se possa concluir enfaticamente que a massa molecular ¢ fator
determinante nas variagdes de concentragdo de proteina na fase sobrenadante no equilibrio em
funcdo da concentragdo inicial de proteina, este trabalho fornece mais dados de equilibrio de
fases de precipitagdo de proteinas com enfoque em um fendmeno relativamente pouco

estudado.
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6. Sugestio de trabalhos futuros

Neste trabalho, inicialmente buscou-se precipitar proteinas de diferentes massas
moleculares sob condigdes de precipitagdo aproximadas, tampao Tris-HCI 0,010 mol/L pH
7,30, concentragdes iniciais de proteina iguais a 5, 10 e 15 mg/mL. Porém, as proteinas ndo s6
eram diferentes quanto a massa molecular como também em propriedades fisicas, por
exemplo, pl e solubilidade. Por este motivo, foi necessario realizar as precipitagdes, sob
diferentes condi¢des de acordo com a proteina.

Para realizar as precipitacdes sob condi¢des de precipitagdo aproximadas, sugere-
se que um polimero de alta massa molecular seja clivado em 3 ou quatro fragmentos de
diferentes massas moleculares os quais sejam purificados para posterior precipitacdo. Que os
fragmentos purificados juntamente com o polimero de alta massa molecular sejam
precipitados sob as condicdes tdo proximas quanto possivel para avaliar o efeito da massa
molecular sobre a concentracdo na fase sobrenadante no equilibrio apds precipitagdes a
diferentes concentragdes iniciais de polimero.

Um outro trabalho que corroboraria seria um estudo da forma como as proteinas
de diferentes massas moleculares se agregam formando precipitados. A simulacdo da
agregacdo de proteinas tem sido importante para o entendimento da formacdo de amiloides
associados a doengas neurodegenerativas como Alzheimer (WEI;, MOUSSEAU;
DERREUMAUX, 2007). Da mesma forma, propde-se que seja realizado estudos de
simulacdo computacional da agregacao de proteinas de diferentes tamanhos, diferentes massas
moleculares, no intuito de compreender melhor o0 modo como as proteinas, em processos de
precipitacdo, formam s6lidos com diferentes graus de cristalinidade. Estudos de simulagdo
computacional sdo importantes devido a dificuldade de se caracterizar a associacdo de

moléculas de proteinas por meio de métodos experimentais.
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APENDICE A: Eletroforese SDS-PAGE das solugdes de proteina

Foram realizadas eletroforeses SDS-PAGE das solugdes de proteina para verificar
de forma qualitativa a presenga de impurezas nas mesmas. A Figura Al apresenta a imagem
do gel contendo amostras de todas as solugdes de proteina, exceto a IgG que é apresentada na

Figura A2.

Figura Al. Gel submetido a eletroforese das proteinas: insulina (I), lisozima (L), tripsina (T),
Ovalbumina (O) e BSA (B).

66,0 kDa
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Figura A2. Gel submetido a eletroforese de IgG. A coluna M corresponde aos marcadores de
massa molecular.
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APENDICE B: Curvas padrio para dosagem de proteinas

Curvas padrdo para dosagem de proteinas foram determinas e coeficientes de
correlagdo proximos a um foram obtidos em todas as curvas (Figura 7). Os coeficientes
angulares das curvas padrdo de insulina bovina, lisozima, BSA, IgG e tripsina foram 0,8828,

2,5652, 0,5872, 1,5651 e 1,206 mL/(mg.cm), respectivamente.

Figura B1. Curvas padréo de (a) insulina, (b) lisozima, (c) BSA, (d) IgG e (e) tripsina.
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APENDICE C: Concentragdes de insulina do estudo cinético de precipitagdo de insulina
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Tabela C1. Concentracdo de insulina (Cinsulina) Na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragdo de NaCl 3,00 mol/Kg de solvente.

Cinsulina Cinsulina Cinsulina Cinsulina Cinsul.ina D.p*

inicial (6 dias) (7 dias) (8 dias) média '
8,0 0,579 0,690 0,461 0,577 0,010
9,9 0,518 0,602 0,461 0,527 0,032
11,8 0,703 0,581 0,523 0,602 0,017
14,1 0,663 0,541 0,507 0,570 0,027

* Desvio padrdo feito com base nas triplicatas em tempos de 6 ¢ 7 ¢ 8 dias.

Tabela C2. Concentracdo de insulina (Cinsulina) Na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragdo de NaCl 4,00 mol/Kg de solvente.

Cinsulina Cinsulina Cinsulina Cinsulina D.P*

inicial (6 dias) (7 dias) média '
7,87 0,264 0,265 0,264 0,010
9,94 0,286 0,243 0,265 0,032
12,0 0,259 0,275 0,267 0,017
14,1 0,284 0,240 0,262 0,027

* Desvio padrdo feito com base nas triplicatas em tempos de 6 ¢ 7 dias.

Tabela C3. Concentracdo de insulina (Cinsulina) Na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragdo de NaCl 1,10 mol/Kg de solvente.

Cinsulina Cinsulina Cinsulina Cinsulina Cinsulina D.P*

inicial (10 dias) (13 dias) (17 dias) média '
5,0 3,65 3,04 3,09 3,26 0,36
8,0 5,03 4,58 4,68 4,76 0,24
11,5 6,10 5,84 5,93 5,96 0,27
15,0 6,85 6,56 6,44 6,62 0,35

* Desvio padrdo feito com base nas triplicatas em tempos de 10, 13 e 17 dias.
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APENDICE D: Concentragdes de BSA do estudo cinético de precipitagio de BSA

Tabela D1. Concentragdo de BSA (Cgsa) na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragao de NaCl 0,65 mol/L.

Casa CBSA CBSA CBSA CBSA D.P*

inicial (5 dias) (7 dias) (10 dias) média ‘
20,1 10,9 10,7 11,0 10,9 0,31
15,7 8,14 8,09 7,85 8,02 0,43
9,89 5,18 4,66 5,10 4,98 0,34
4,94 2,10 1,97 2,07 2,05 0,15

* Desvio padrdo feito com base nas triplicatas em tempos de 5, 7 e 10 dias.
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APENDICE E: Concentra¢des de lisozima do estudo cinético de precipitagdo de lisozima

Tabela E1. Concentracdo de lisozima (Ciisozima) Na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragdo de NaCl 3,50 mol/L.

Clisozima lisozima lisozima lisozima *
icial D.P
1micia (8 dias) (11 dias) média
20,0 0,240 0,222 0,231 0,022
15,0 0,223 0,344 0,284 0,12
10,0 0,185 0,239 0,212 0,095
5,0 0,228 0,297 0,262 0,052

* Desvio padrdo feito com base nas triplicatas em tempos de 8 e 11 dias.

Tabela E2. Concentracdo de lisozima (Ciisozima) Na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragao de NaCl 1,05 mol/L.

Clisozima lisozima lisozima lisozima *
~lisoz i i : D.P
inicial (10 dias) (17 dias) média
75,0 3,02 3,87 3,45 1,7
45,0 3,02 2,78 2,90 1,5
30,0 2,93 3,72 3,33 1,6
20,0 2,83 2,77 2,80 1,3

* Desvio padrio feito com base nas triplicatas em tempos de 10 e 17 dias.



APENDICE F: Concentragdes de tripsina do estudo cinético de precipitagdo de tripsina

Tabela F1. Concentragdo de tripsina (Cuipsina) Na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragdo de NaCl 2,50 mol/L.

.Ctl:ip§ina tripsina tripsina tripsina D.p*

inicial (10 dias) (14 dias) média '
20,0 10,9 10,5 10,7 0,25
15,0 8,01 7,97 7,64 0,50
10,0 4,36 4,34 4,04 0,51
5,0 0,91 0,85 0,80 0,14

* Desvio padrdo feito com base nas triplicatas em tempos de 10 e 14 dias.
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APENDICE G: Concentragdes de IgG do estudo cinético de precipitagio de IgG

Tabela G1. Concentragdo de IgG (Cieg) na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragdo de NaCl 1,00 mol/L.

o C C C C C
- g.G IgG 1gG 1gG IgG 1gG D.P*
inicial (5 djas) (10 dias)  (15dias) (20 dias) média

12,8 12,4 12,2 11,6 12,4 12,2 0,36

10,0 9,57 9,43 9,02 9,60 9,41 0,27

7,50 6,94 7,01 6,73 7,16 6,69 0,18

5,00 4,48 4,52 4,42 4,59 4,50 0,07

* Desvio padrao.

Tabela G2. Concentragdo de IgG (Cigg) na fase sobrenadante no equilibrio de fases.

Concentragao de NaCl 2,50 mol/L.

C C C C

) (?Ig_G 1eG IeG IeG IeG D.P*
micial (9 djag) (12 dias) (18 dias) média
18,0 1,88 0,87 1,53 1,43 0,60
13,5 0,47 0,16 0,63 0,42 0,29
9,00 0,08 0,03 0,11 0,07 0,04
4,50 0,03 0,03 0,04 0,03 0,02

* Desvio padrao.



