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RESUMO

O segundo coeficiente virial osmético, Bz, tem sido considerado um preditor para o processo de
cristalizacdo. Uma faixa relativamente estreita de valores negativos de Baz, -1x10+ a -8x10-4 mL.mol/g?, é
ideal a formagéo de cristais de acordo com George e Wilson (1994). Essa faixa de valores de B €
denominada de “janela de cristalizagao”, sendo utilizada para classificar condicdes adequadas de solvente
a formagéo de cristais. Para valores maiores que -1x104 mL.mol/g2, a interagdo proteina-proteina néo é
suficientemente forte para a cristalizagdo e nenhuma fase sélida € formada, enquanto para valores
menores que -8x104 mL.mol/g?, as interagdes proteina-proteina sdo muito intensas e precipitados amorfos
sdo formados. Dessa forma, os valores de Bz, se tornaram um critério de selegao para a cristalizagéo de
proteinas, uma vez que esse coeficiente pode ser determinado por diversos métodos. Este trabalho teve
como objetivo determinar experimentalmente diagramas de fases de proteinas (lisozima, insulina suina e
bovina) e identificar nesses diagramas, através de analise dos valores do Bz, as condi¢des nas quais
ocorre a formacao de precipitado amorfo, cristalino ou outras fases (por exemplo, fase liquida). O “salting-
out” foi 0 método escolhido para precipitar as proteinas, pois € considerado um dos mais simples e
importantes métodos para induzir a cristalizagdo. O sal volatil carbamato de aménio foi o agente de
“salting-out” escolhido. As técnicas de espalhamento de luz estatico (SLS) e cromatografia de auto-
interacéo (SIC) foram usadas para determinar os valores de By para as proteinas em diferentes solugoes
aquosas de sal a 15 e 25 °C. O fendbmeno de “salting-out” foi observado nos diagramas para as trés
proteinas estudadas. Valores negativos de By e altos valores da constante de “salting-out” — entre 1,07 a
3,77 kg/mol — confirmaram que o sal volatil carbamato de aménio empregado neste estudo é um bom
agente precipitante. Os valores do Bz para a insulina suina (-250x104 a -18x10+ mol.ml/g2 a 25 °C e
-187x104 a -45,2x10 mol.ml/g2 a 15 °C) e insulina bovina (-999x104 a 6,7x10*# mol.ml/g2 a 25 °C e
-533x10 a -16,7x104 mol.ml/g2 a 15 °C) indicaram a precipitagdo, o que também foi confirmado pelos
ensaios de cristalizagdo. Ja para a lisozima, obteve-se formacao de cristais independente do valor de B2,
encontrado (-20,4x10+ a -3,6x10 mol.ml/g2 a 25 °C e -400x104 a -14,4x10-4 mol.ml/g2 a 15 °C). Além
disso, os modelos tedricos disponiveis na literatura utilizados para a obten¢do de uma estimativa do
parametro Bz, séo adequados e validos para as condigdes em que a medida experimental ndo é possivel,
podendo ser aplicados para o sistema proteina/sal volatil. Dessa forma, este trabalho mostrou que ndo
existe uma “janela de cristalizagao universal” valida para todos os sistemas e o uso do sal volatil carbamato

de amonio como agente de cristalizagdo € uma alternativa ao uso de sais convencionais.
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ABSTRACT

The osmotic second virial coefficient, B2, has been used as a predictor of crystallization. A
relatively narrow range of negative Bz, values, -1x104 to -8x10# mL.mol/g?, is the ideal range for crystal
formation according to George and Wilson (1994). This range, referred to as the "crystallization slot", has
been used to classify suitable conditions under which proteins will assemble into crystals. For Ba, values
greater than -1x10-4 mL.mol/g?, the protein-protein interaction is very weak and no solid phase is formed,
while for values less than -8x10#4 mL.mol/g2, the protein-protein interactions are very intense and
amorphous precipitates are formed. Thus, the Bz value has become a selection criterion for protein
crystallization, since this coefficient can be determined by various methods. This study aimed to determine
the experimental phase diagrams for proteins (lysozyme and bovine and porcine insulin) and to identify
those diagram conditions under which amorphous precipitate, crystals or other phases (for example, liquid
phase) are formed, based on the values of Bz,. The salting-out method to precipitate proteins was chosen
because it is considered one of the simplest and most important methods to induce crystallization. The
volatile salt ammonium carbamate was chosen as the salting-out agent. Traditional static light scattering
(SLS) and the novel self-interaction chromatography (SIC) technique were used to determine By, values for
the proteins in different aqueous salt solutions at 15 and 25 °C. The salting-out phenomenon was observed
in the phase diagrams for the three proteins studied. Negative Bz values and high values of the salting-out
constant — between 1.07 to 3.77 kg/mole (Cohn, 1925) — confirmed that ammonium carbamate was a good
precipitant agent. The Bz, values for porcine (-250x10 to -18x10-4 mol.ml/g2 at 25 °C and -187x104 to
-45.2 x10#4 mol.ml/g2 at 15 °C) and bovine (-999x10+ to 6.7x104 mol.ml/g2 at 25 °C and -533x104 to
-16.7x10 mol.ml/g2 at 15 °C) insulin indicated precipitation that was confirmed experimentally. However,
lysozyme was obtained as crystals, regardless of the Bz, values found (-20.4x104 to -3.6 x10-4 mol.ml/g2 at
25 °C and -14.4x104 to -400x10+ mol.ml/g at 15 °C). In addition, thermodynamic models available in the
literature and suitable for the conditions under which experimental measurements were done provided a
good fit to the data. Thus, this work showed that there is no universal "crystallization slot" applicable to all
systems and that for crystallization agent, volatile salt ammonium carbamate can serve as an alternative to

conventional salts.
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1. INTRODUGAO

Proteinas s&o importantes em terapias, diagnosticos e aplicagdes industriais, como por exemplo, a
aplicagdo médica da insulina humana obtida através da tecnologia de DNA recombinante, a qual abriu
novas perspectivas para a produgéo em larga escala de proteinas (RUDOLPH et al., 1999). A produgéo de
proteinas e, especialmente, as de uso farmacéutico € uma das atividades que mais cresce no ramo da
biotecnologia. Todo o desenvolvimento do processo e a produgdo séo tarefas complexas, principalmente
devido & demanda por um produto que apresente elevada pureza. Assim, muitas etapas de recuperagéo e
purificacdo de bioprodutos (RPB) sdo necessarias para que a molécula desejada seja obtida com a pureza
requerida. Dessa forma, a RPB frequentemente é referida como a etapa mais cara do processo de
producdo de uma proteina, podendo atingir até 80% do custo de produgéo (CLONIS, 2006; HUBBUCH E
KULA, 2007).

A cristalizacdo e a precipitacdo s@o importantes métodos de separagdo de moléculas em geral,
com destaque para biomoléculas, tanto no laboratério quanto em industrias, sendo assim, muito
empregadas na RPB. A precipitacdo € bastante utilizada na separagdo de proteinas comerciais, com 0
principal objetivo de concentrar a molécula alvo além de apresentar vantagens como baixos custos de
capital e operagéo. Ja a cristalizacdo, que apresenta essa mesma vantagem da precipitacdo, € capaz de
produzir produtos com elevada pureza e pode ser considerada tanto como uma etapa de polimento quanto
uma etapa de purificagdo (HARRISON et al., 2003). Apesar de serem processos similares em que sélidos
sdo obtidos a partir de uma solugéo, a cristalizagdo e a precipitacdo séo diferentes em alguns aspectos
(Tabela 1.1). A precipitacdo, em geral, € um processo relativamente répido de formacao de fase sdlida a
partir de uma solugdo aquosa em que a nucleagdo (nascimento do cristal), o crescimento e outros
processos como agregagao ocorrem simultaneamente. Ja a cristalizagéo ocorre em duas etapas distintas:
a primeira etapa é a nucleagao ou o inicio da separacgdo de fases, e a segunda etapa € o crescimento do
cristal através da adigdo de moléculas de soluto na sua superficie. O produto obtido por um processo de
precipitacdo € uma fase sélida amorfa, enquanto para a cristalizagdo o sdlido cristalino apresenta um

arranjo tridimensional bem definido. Neste trabalho, os termos cristalizagdo e precipitagéo serdo usados
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indistintamente para definir a formacdo de uma fase solida a partir de uma solugdo, pois diferentes
condigdes de processo (assim como uma mesma condi¢do, dependendo de como ela é atingida) podem
levar tanto a formagéo de cristais como a de precipitados. Normalmente, a formagdo de uma nova fase é
conduzida pela adicdo de um agente de precipitagdo (por exemplo, sulfato de aménio) que seletivamente

precipita algumas das proteinas da solugdo aquosa (PRAUSNITZ, 2003).

Tabela 1.1 - Comparagao entre a cristalizagao e a precipitacdo (modificado de HARRISON et al., 2003).

Descri¢ao Cristalizagcao Precipitagao
Solubilidade do produto média a alta média
Supersaturacdo relativa baixa alta
Morfologia do produto definida nao definida
Tamanho do produto grande pequeno
Mecanismo de nucleagéo secundario primario
Taxa de nucleagao baixa alta
Taxa de crescimento ampla faixa baixa
Controlabilidade controlavel dificil

1.1 Colocagao do problema e objetivo

O comportamento de fases de solugdes é de especial importancia em processos de separagdo em
geral e ndo deixa de ser em bioprocessos. No entanto, o equilibrio de fases de sistemas que contém
proteinas ainda ndo é bem compreendido devido ao processo de cristalizagdo ser fortemente influenciado
por inumeros fatores, como barreiras cinéticas para atingir o “verdadeiro” equilibrio, caracteristicas
multicomponentes das solugdes, pH e forga idnica, entre outros, e da falta de metodologias sistematicas de
selegdo destes para a cristalizagdo de macromoléculas, as condigdes 6timas sdo quase sempre
determinadas por tentativa e erro (CURTIS et al., 2001). Desse modo, entender o equilibrio de fases e os
fatores que o influenciam é essencial para o projeto e aperfeicoamento de processos de separagéo de

produtos bioquimicos.
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A relagdo entre o parametro termodindmico Bz (segundo coeficiente virial osmético) e a
cristalizacdo de proteinas foi proposta por George e Wilson (1994) como uma ferramenta para a predigao
de condigbes em que ocorre formagao de precipitados ou cristais, sendo esta correlagdo confirmada por
alguns autores (BERGER et al., 2005; TESSIER et al., 2003; VELEV et al., 1998; LIU et al., 2010a). Assim,
a determinagéo do valor de B2, e também do diagrama de fases podem reduzir o numero de condigcbes

inicialmente testadas para cristalizar uma proteina.

Estao disponiveis na literatura dados de Bz, apenas para pouquissimos sistemas proteicos e,
consequentemente, também ha poucas informagdes sobre condi¢des controladas especificas que
permitam a montagem de diagramas de equilibrio de fases de diferentes proteinas (ASHERIE, 2004). A
andlise conjunta dos diagramas de fase e dos valores de Bz, pode tornar a sele¢do de condigbes otimas
uma tarefa mais simples e racional e, desta forma, aperfeicoar os processos de separagdo com menor
numero de etapas de purificagdo, aumento da pureza do produto desejado e redugdo de custo do

processo.

Este trabalho teve como objetivo a determinagao experimental de diagramas de fases de proteinas
que relacionam a concentragdo da biomolécula e a concentragdo do agente precipitante, de modo a se
identificar nesses diagramas, através da analise dos valores do By, as condigbes nas quais ocorre a
formacao de precipitado amorfo, cristalino ou outras fases (por exemplo, fase liquida). Os diagramas de
fases para as proteinas selecionadas para este estudo (insulina suina, insulina bovina e lisozima de clara
de ovo de galinha) foram determinados para duas temperaturas (15 e 25 °C). O uso do sal volatil
carbamato de aménio como agente de “salting-out” se apresenta como uma alternativa ao uso de sais
convencionais. Como ainda néo ha relatos na literatura sobre a cristalizagao de proteinas com carbamato
de aménio, sobre a determinacdo de B2, para proteinas em sistemas contendo este sal volatil e sobre a
determinagdo de By, para as insulinas suina e bovina, este trabalho tem ineditismo em todos estes trés
pontos. Variagbes de pH com o sal carbamato, importante pardmetro na cristalizagdo, ndo foram
investigadas por se tratar de um sal volatil em cujas solugdes a adi¢do de &cidos ou bases para a mudancga
de pH altera as reagdes de equilibrio envolvidas na formagao do sal volatil e, consequentemente, a sua

concentragao.

As trés proteinas escolhidas sé@o largamente utilizadas como proteinas modelo em estudos de
cristalizagdo por métodos convencionais, além de serem bem caracterizadas em termos bioquimicos

(massa molecular, estrutura tridimensional, ponto isoelétrico, atividade bioldgica, etc.).
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1.2 Plano de trabalho desenvolvido

1)

2)

3)

4)

O plano de trabalho teve (Figura 1.1) as seguintes etapas programadas e realizadas:

Determinagao de diagramas de fases das proteinas

Neste trabalho, a solubilidade e o limite de supersaturagdo foram determinados para trés proteinas
(lisozima, insulina suina e bovina) a 15 e 25°C para a constru¢ao do diagrama de fases. Este resultado
é uma importante contribuicdo na area de cristalizagdo, pois diagramas de fases completos nao séo
comuns na literatura, além de né@o se encontrar dados sobre o uso de carbamato de aménio como

agente de cristalizagao de proteinas.

Determinagao experimental do B2,

Existem diferentes métodos para medigdo do By, e, assim, foi preciso analisar e selecionar o
melhor método para os sistemas estudados. As técnicas de osmometria de membrana, espalhamento
de luz e cromatografia de auto-interagdo foram empregadas para medir o valor de Bz2. N&o foram
encontrados na literatura dados de B, para as proteinas lisozima, insulinas suina e bovina em

solucdes aquosas de carbamato de amonio.

Determinacao teérica (termodinamica) do Bz,
Para algumas condi¢des ndo é possivel medir o Bz.. Desse modo, foram utilizados modelos
termodindmicos disponiveis na literatura para predicdo dos valores do segundo coeficiente virial

osmotico.

Cristalizagao/precipitagao com o sal volatil

A precipitacdo de proteinas com carbamato de amonio ja foi estudada neste Laboratério de
pesquisa (LIMA, 2006; WATANABE et al., 2006; WATANABE et al., 2010; SILVA et al., 2010). No
entanto, a cristalizagao de proteinas com esse sal ainda néo foi relatada na literatura. Os experimentos
aqui relatados mostraram que foi possivel a obtengdo de cristais com carbamato de aménio. Os
ensaios foram realizados em duas temperaturas (15 e 25°C) para as proteinas estudadas e utilizados

para verificar a “janela de cristalizagdo” estabelecida por George e Wilson (1994).
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: Determinagdo da Determinagéo do limite de

: solubilidade das proteinas 1 metaestabilidade

: (lisozima, insulina suinae | ™ (“cloud point”)

I insulina bovina)

B —— E————— 3 .
__________  ——————1

Cristalizacdo das proteinas

Construgao do
i 4 | (lisozima, insulina suina e

diagrama de fases

insulina bovina) |

Y

Determinacéo de
propriedades fisico-quimicas
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indice de refragdo)

Espalhamento de

luz
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membrana

Cromatografia de

auto-interacao

Determinagédo do segundo
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/

.~ | Analise conjunta dos dados (diagrama de

e fases, valores de B2, e cristalizacao)

Modelos termodinamicos para

ajuste de dados

Figura 1.1 - Fluxograma representativo do plano de trabalho (etapas numeradas na ordem de execucao das atividades).
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5) Relagéo entre o B2, e as condig¢des de cristalizagao
Fez-se uma analise conjunta dos dados obtidos nas etapas anteriores para revisar as condi¢oes
estabelecidas por George e Wilson (1994) para a ocorréncia de cristalizagdo no sal volatil carbamato
de amdnio. Embora haja um arcabougo teorico relacionando as medidas de B22 com as condigdes de

cristalizagdo, cumpre observar que essa relagéo foi muito pouco investigada experimentalmente.
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2.1 Cristalizacao em processos de recuperagao e purificagao de proteinas

Atualmente, a tecnologia de RPB depende muito ainda de métodos cromatograficos, devido ao seu
alto poder de resolugdo, mas que, apesar de bastante eficientes, possuem a desvantagem do alto custo
dos meios de adsorgdo que podem chegar a até dez mil délares por litro de resina. A cristalizacdo de
macromoléculas biolégicas utilizada ja hd décadas para obter cristais de alta qualidade, na maioria das
vezes para determinagdo da estrutura tridimensional da proteina, vem sendo reconhecida também como
um método de purificagdo de proteina (ZANG et al., 2011). Proteinas na forma cristalina apresentam
vantagens em relagdo a estabilidade do produto, pureza, reprodutibilidade em termos de propriedades
terapéuticas e fisico-quimicas, além de ser a cristalizagdo uma operagéo unitaria de custo menor quando
comparada a técnicas cromatogréaficas convencionais (HEBEL et al., 2013; SMEJKAL et al., 2013a). O

cristal é a proteina na sua forma mais concentrada (SHENOY et al., 2001).

A cristalizagdo é uma técnica de separagdo e purificagdo largamente utilizada na produgdo de
produtos quimicos, farmacéuticos e alimenticios. A maioria dos produtos sélidos é obtida por processos de
cristalizacdo/precipitacdo, sendo a segunda mais importante tecnologia de separagdo em termos de
capacidade, perdendo apenas para processos de destilacdo (VAN ROSMALEN et al., 2004). O uso da
cristalizacdo como um processo de purificacdo de proteinas tem sido estudado, pois para alguns
bioprodutos, como os antibiéticos que requerem altas dosagens, a sua forma final deve ser cristalina e,
para o caso de polimorfos, uma forma cristalina especifica deve ser obtida dependendo da sua aplicagao.
Um importante exemplo é a produgao de insulina, para a qual a cristalizacéo é a principal operagéo unitéaria
envolvida no final do seu processo de RPB (HARRISON et al., 2003). Judge et al. (1995) relataram a
cristalizacdo de ovalbumina para verificar a viabilidade da cristalizagdo como processo de recuperagao e
purificacdo de proteinas e demonstraram que essa macromolécula pode ser obtida com um grau de pureza
maior que 99% a partir de uma solugao contendo contaminantes (lisozima e conoalbumina). Outro exemplo
de aplicagéo da cristalizagdo, ainda em desenvolvimento, sdo 0s anticorpos monoclonais (mAbs) que sao

amplamente utilizados em aplicagbes clinicas, sistemas de diagndsticos e diferentes campos de pesquisa.
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A cristalizagdo do anticorpo monoclonal terapéutico IgG1 foi estudada por Smejkal et al. (2013b) e uma
pureza de 98,5% foi atingida apds um unico passo de recristalizagéo. A atividade biolégica desse anticorpo
foi mantida e, assim, mostrou-se novamente que o processo de cristalizagdo tem um forte potencial em
substituicdo a cromatografia para purificagdo de mAbs, apesar da cristalizagdo desses anticorpos ser mais
complexas devido a heterogeneidade, flexibilidade conformacional e outros fatores (LIU et al., 2010b;
CAPITO et al., 2013).

A cristalizag&o e a precipitacdo geralmente sdo usadas em etapas distintas na recuperacgao e
purificacdo de proteinas, podendo ser manipuladas pela mudanga das propriedades da solucao (tais como
pH, temperatura e concentragdes de proteinas e agentes precipitantes) para induzir a separacao de fases.
A formacgéo da fase sélida ocorre quando a concentragdo da proteina excede seu limite de solubilidade,
podendo a fase sélida ser cristalina ou um precipitado amorfo (SCHWARTZ e MYERSON, 2002). Essas
operagdes sdo altamente interessantes para proteinas que geralmente s&o produzidas ou extraidas com
baixas concentragdes, pois promovem a concentracdo do produto, além de propiciarem um aumento de

pureza.

Dentre os métodos de separagao de proteinas por precipitagdo ou cristalizagao destacam-se o uso
de solventes organicos, a precipitacdo isoelétrica e o “salting-out”. Dentre os solventes orgénicos, etanol,
éter e acetona, o mais utilizado na industria € o etanol. Os solventes organicos reduzem a atividade da
agua e o seu poder de solvatagdo por uma molécula de proteina hidrofilica e carregada. Como

consequéncia, ocorre a diminui¢do da solubilidade e precipitagcdo da biomolécula (SCOPES, 1988).

A precipitacdo isoelétrica € uma técnica de precipitacdo bastante empregada na industria,
principalmente nas etapas iniciais de RPB para isolar e concentrar a proteina. Ela se baseia no ajuste do
pH da solugdo ao ponto isoelétrico (pl) da proteina. Uma vez que, as proteinas sdo constituidas de
aminoacidos que possuem cadeias laterais de carater acido ou basico, dependendo do pH do meio, elas
podem apresentar carga liquida negativa ou positiva. No pl, a carga global média da molécula é nula e a
repulsdo eletrostatica € minimizada, resultando na precipitacdo. Na industria alimenticia, caseina e proteina
de soja sdo isoladas em grandes quantidades por precipitagdo isoelétrica a valores de pH de 4,5 - 4,8
utilizando-se acidos minerais tais como acido cloridrico ou sulfurico. Algumas desvantagens desse método
sdo 0s volumes de residuos gerados que precisam ser neutralizados antes do seu descarte e a formacao
de extremos locais de pH que podem causar a desnaturagao da proteina (SALT et al., 1982; HOFLAND et
al., 1999; KORSHID et al., 2007). Algumas alternativas para solucionar esse problema vém sendo

8
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exploradas, como por exemplo, 0 uso de eletrélitos volateis, sendo estes facilmente removidos da solugao
através da manipulagdo da presséo ou temperatura. Jordan et al. (1987) e Hofland et al. (1999) relataram a
precipitacdo de caseina pela dissolu¢do de CO sob pressdo no leite. Thiering et al. (2001) também
utilizaram o diéxido de carbono para precipitar proteinas da soja (glicina e B-conglicinina). Tashima et al.
(2009) estudaram a precipitagéo de insulina suina utilizando COz e concluiram que essa proteina pode ser
precipitada sem perda de sua atividade bioldgica. Hirata et al. (2010) cristalizaram a insulina suina na
presenca de zinco com CO; e obtiveram cristais romboédricos, forma comum para a insulina suina-zincica

em valores de pH em torno de 6,0.

O “salting-out” é considerado um dos mais simples e importantes métodos de precipitacdo de
proteinas. Nesse método, a diminui¢do da solubilidade causada pela adigao do sal provoca a formagéo de
uma fase sélida. O mecanismo comumente considerado envolve a competigdo entre os ions salinos e 0s
grupos polares da proteina pelas moléculas de agua que leva a uma maior interagéo proteina-proteina por
interagdes hidrofobicas que se tornam mais relevantes e provocam a formacao de precipitados (SCOPES,
1988). Uma consideragao importante no processo de “salting-out” é o tipo de sal utilizado. Sua capacidade
em precipitar proteina é proporcional ao quadrado da valéncia das espécies ibnicas que compdem o sal,
logo, ions divalentes sdo mais eficientes (MCPHERSON, 1999). Em 1880, Hofmeister foi o primeiro a
demonstrar que sais com diferentes anions € o mesmo cation tém capacidades diferenciadas em
estabilizar uma solugéo de proteina. Dependendo do tipo de sal, diferentes concentragdes sdo necessarias
para precipitar uma determinada concentragéo de proteina. Os sais foram entéo ordenados de acordo com
sua efetividade em precipitar proteinas, sendo esta série conhecida como série liotropica ou série de
Hofmeister (Figura 2.1). A partir do trabalho de Hofmeister, diferentes estudos foram realizados para
investigar uma explicacdo para a teoria que ainda permanece pouco compreendida (BOSTROM et al.,
2005).

As espécies na Figura 2.1 a esquerda do anion Cl-sdo conhecidas como cosmotropicos, enquanto
a direita os ions sdo chamados de caotropicos. Os cosmotropicos sao altamente hidratados interagindo
fortemente com as moléculas de agua, tém elevada densidade de carga, as moléculas de &gua ao redor
dos ions salinos sao mais estruturadas, aumentam a tens&o superficial a nivel macroscopico, estabilizam e
precipitam a macromolécula. Ja os caotrépicos tém uma fraca interagdo com a agua, menor densidade de

carga, aumentam a mobilidade das moléculas de agua, adsorvem preferencialmente em superficies ndo
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polares, desestabilizam a proteina e favorecem o aumento da sua solubilidade (CURTIS et al., 2002;
RETAILLEAU et al., 2002; ZHANG e CREMER, 2006).

HOFMEISTER SERIES
Cations
NH.* K* Na* Li* Mg % CaZ guanidinium*
cosmotrépico caotropico
S04 HPO,> acetate citratee Cl- NOs; ClOs I ClOs SCN-
1 surface tension Anions | surface tension
harder to make cavity easier to make cavity

1 solubility hydrocarbons 1 solubility hydrocarbons

Salt out (aggregate) Salt in (solubilize)

| protein denaturation + protein denaturation

+ protein stability 1 protein stability

Figura 2.1 — Série de Hofmeister (Zhang e Cremer, 2006).

O sal geralmente utilizado na precipitagao por “salting-out” é o sulfato de aménio, pois possui alta
solubilidade em agua, o que torna possivel o seu uso em uma ampla faixa de concentragao. Outras
vantagens na sua aplicagéo s@o o baixo custo e a possibilidade de prevenir ou limitar o crescimento
bacteriano na solugao (MORETTI et al., 2000; ESPITALIER et al., 2009; LU et al., 2009; CHENG et al.,
2006). O cloreto de sodio também é um sal frequentemente utilizado, principalmente no caso de proteinas
de uso farmacéutico. No entanto, o descarte dos efluentes salinos gerados é um inconveniente ambiental.
No caso do sulfato de aménio, a concentragao limitrofe permitida de descarte € de 200 mg/L de aménio.
Maiores concentragdes numa corrente de aguas residuais devem ser reduzidas antes do tratamento, mas
esta operagdo resultaria num custo de € 6/kg de nitrogénio removido (BONTURI et al., 2013). Uma
alternativa aos sais tradicionais € o sal volatil carbamato de aménio, que sera descrito em detalhes mais a

frente.

10



2. REVISAOQ BIBLIOGRAFICA

2.2 Diagrama de fases para solugdes aquosas de proteinas

Uma das mais importantes informagdes para se determinar condi¢des apropriadas ao crescimento
de cristais séo os dados de solubilidade. Com o estudo de Miers e Isaac (1907) foi introduzida a relagao
entre solubilidade e supersaturagéo (Figura 2.2) para a cristalizagdo de um sistema quimico simples. Por
causa de varios parametros fisicos e quimicos influenciarem a solubilidade, o diagrama de fases para uma
proteina ou acido nucleico pode ser multidimensional e bastante complexo. Esses dados para proteinas
eram pouco comuns e tornaram-se disponiveis a partir de trabalhos como o de Howard et al. (1988), que
determinaram a solubilidade e a relagdo de fases para a lisozima, e de Cacioppo e Pusey (1991), que

obtiveram um diagrama de fases completo para uma Unica proteina a lisozima de clara de ovo de galinha
(Figura 2.3).

70

Temperature, *C

Figura 2.2 — Curva de resfriamento para o0 NaNOs e a formagdo de uma regido metaestavel obtida por
Miers e Isaac (1907) (FEIGELSON, 1988).

11
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Figura 2.3 - Diagrama de fases completo para a lisozima obtido por Cacioppo e Pusey (1991)
(MCPHERSON, 1999).

Compreender o comportamento da solubilidade da proteina néo é apenas importante para definir a
regidao do diagrama de fases em que a cristalizacdo pode ocorrer, mas também o parametro crucial para
caracterizar as condicdes de supersaturacdo (ANNUNZIATA et al., 2008). A cristalizagdo € um processo de
mudanca de estado que ocorre em duas etapas sequenciais: nucleagdo e crescimento. Um cristal de
proteina quando colocado em uma solugéo livre de proteina ira se dissolver até a concentragéo do soluto
na fase liquida atingir um valor especifico. Nessa condicéo, diz-se que o sistema estd em equilibrio e a

concentragéo é representada pela solubilidade. Os cristais se formam a partir de uma solugéo quando o
12
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limite de solubilidade é excedido, ou seja, através de uma solugado supersaturada. A supersaturagéo é
normalmente expressa como razéo e pode ser definida como ¢/cs ou (c-Cs)/cs, sendo ¢ a concentragdo do
soluto e ¢s a concentragdo no equilibrio ou solubilidade. Solugdes supersaturadas sdo termodinamicamente
metaestaveis. O equilibrio desse sistema é reestabelecido através da precipitagdo e, consequentemente,
do crescimento do cristal, mas o grau de supersaturagdo de uma solugdo para a formagéo de nucleos e
para o crescimento de cristais € diferente. A nucleagéo é a primeira etapa para o crescimento de cristais,
logo a supersaturagédo requerida para que a nucleagao ocorra € maior que a supersaturagdo necessaria
para o crescimento de cristais. Porém, uma nucleagéo excessiva leva a formacao de pequenas particulas e
em grandes quantidades, o que torna o processo de separagdo mais dificil. Assim, controlar as etapas do
processo de cristalizacdo tem estimulado pesquisas, e uma importante ferramenta para contornar
problemas associados a produgdo de cristais de proteinas é o diagrama de fases (WEBER, 1991,
SARIDAKIS e CHAYEN, 2003; ASHERIE, 2004).

O diagrama de fases normalmente é referido como um mapa que de maneira resumida representa
0 estado do material (sélido cristalino ou amorfo e liquido ou gel, por exemplo) como fungao das condicdes
ambientes (por exemplo, temperatura e concentracdo). O diagrama é referido como uma ferramenta
indispensavel no estudo do equilibrio e da transformacao de fases, entre outros fenémenos, para melhorar
a qualidade e o desenvolvimento de novos produtos e processos (ULRICH E BULAU, 2002; ASHERIE,
2004). As principais variaveis utilizadas em diagramas de fases para a cristalizagdo de proteinas sdo a

concentragéo da proteina, temperatura, pH e forga idnica do solvente.

O diagrama de fases relacionado as condigdes de cristalizagdo tem como principal caracteristica a
curva de solubilidade, que define o limite entre duas regides fundamentais: subsaturada e supersaturada. A
regido supersaturada € subdividida nas zonas metaestavel e instavel ou labil (Figura 2.4). Na regido
subsaturada ndo ha formacdo de cristal e a molécula permanece dissolvida na solugdo. Na zona
metaestavel a solu¢do se encontra supersaturada, porém, apenas o crescimento de particulas é favorecido
e nenhum nucleo é gerado. Acima do limite de supersaturacao, a solugao € dita ser instavel e a separagao
de fase pode ocorrer, pois 0 grau de supersaturagdo é alto suficiente para induzir a nucleagéo e,
consequentemente, o crescimento de cristais (MYERSON, 2002; TALREJA et al., 2010). No entanto, a
nucleagdo € um processo que precisa ultrapassar a barreira energética necesséria para a formagao de
uma nova fase e, as vezes, a supersaturagao pode nao ser suficiente para que essa barreira seja superada
(SARIDAKIS et al., 1994; MIKOL e GIEGE, 1992). Assim, algumas técnicas podem ser utilizadas para que

13
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essa barreira energética seja rompida, como por exemplo, uso de “sementes” de cristais e agdo mecanica

(agitagdo, ultrassom, etc.).

|
RE:GIAO DE SUPERSATURACAO

a9

\

N \ Y
© Chistas 8 \ Limite de
£ \ rack
S \ ' supersatura¢ao
[ PLREES
o
< A T Y o Zona
o metaestavel S instavel: (labil)
{4°] i
& N
g | -
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§ [u] o \\\
s Curva de solubilidade SNl
o -

S~

REGIAO DE SUBSATURAGCAO

Concentragao do precipitante

Figura 2.4 - Diagrama de fases esquematico para a cristalizagdo de proteina e a representacdo das

diferentes regides e zonas do processo de separagéo.

Os diagramas de fases de diferentes proteinas em diferentes condigdes sdo, em geral,
quantitativamente muito distintos (CURTIS e LUE, 2006). Exemplos de varios desses diagramas para
proteinas podem ser vistos no trabalho de Lin et al. (2008), que realizaram um estudo mostrando a
modificacdo dos diagramas para dez diferentes proteinas em fungdo da temperatura (Figura 2.5). A
mudanga da temperatura (até mesmo para uma pequena variagdo de 5°C) influencia o comportamento de
precipitacdo da proteina variando as larguras das zonas metaestavel da curva de solubilidade. Esses

autores verificaram que a mobilidade das zonas é diferente para cada proteina.

Como o diagrama de fases é a relagao basica entre as fases sélida e liquida em solugéo ele é visto
como a base para otimizar processos de separagéo, fornecendo informagdes importantes sobre quais
métodos sdo mais adequados para se levar uma solugdo ao estado supersaturado. Assim, estudar a

cristalizacdo e determinar o diagrama de fases correspondente sdo essenciais para controlar a nucleagéo,
14
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o crescimento, a fase, a qualidade e o tamanho dos cristais. Por causa do envolvimento de muitas
variaveis (por exemplo, pH, forca ibnica e temperatura) e pela falta de métodos sistematicos para a
determinagdo de condi¢des oOtimas para a cristalizagdo de proteinas em diferentes sistemas, surge a
necessidade de se desenvolverem métodos que permitam encontrar condi¢des para cristalizar a proteina
de maneira racional, rapida e, consequentemente, reduzir o custo e a quantidade de experimentos a serem
realizados (ATAKA, 1993; AHAMED et al., 2005; ASHERIE, 2008).

(a) 277K 285K 295K

_. 60 - 60 -

E \ 3

S 50 \ 50 N

= \ b 3

L X - N\

S 30 \ 30 o

g o\ N

2 20 \\‘_ 20 \\\

S e N

c 10'\L e 10

s ‘\L\‘%‘

S o0 e S—— 0 R S e LT I P 0 S s |

& 6 & 12 15 18 21 24 27 VR R, W g R I W M

PEG(wiv,%) (wiv,%) PEG(WIV,%)

(b) 288K 295K 300K

_ 30 ‘ 30

£ 2] 25

=

g2 20

g 15 15

3

g 10 10

o

o

s 51 5

g

5.0 0

3 6 9 12 15 o0
PEG(W/V,%) PEG(w/v,%) PEG(w/v,%)
Figura 2.5 — Diagramas de fases bidimensionais (concentracdo da proteina em fun¢ao da concentragéo do

precipitante) para: lisozima (a) e catalase (b) em diferentes temperaturas. Curvas de: solubilidade (—),

nucleagdo (—) e precipitacdo (—) (LIN et al., 2008).

De acordo com George e Wilson (1994), o parametro termodinamico segundo coeficiente virial
osmotico Ba2 pode ser relacionado a cristalizagdo de proteinas na predicdo de condigdes em que ocorre a
formacdo de precipitados ou cristais e 0 acoplamento desse pardmetro ao conjunto de informacdes
utilizadas no desenvolvimento do processo de cristalizagdo pode reduzir o numero de condi¢des

inicialmente testadas para cristalizar uma proteina.
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2.3 Segundo coeficiente virial osmético (B2.), a proposta de George e Wilson (1994) e métodos de

medidas

McMillan e Mayer (1945) formalizaram a analogia entre o comportamento de um soluto interagindo
em um solvente e moléculas em fase gasosa que interagem no vacuo. Assim, 0s mesmos conceitos
empregados no estudo de gases ndo ideais puderam ser aplicados para solidos em liquidos.
Consequentemente, o comportamento de fluidos reais pode ser utilizado para descrever o comportamento
de proteinas em solugdo e, similarmente, as propriedades termodinamicas de fluidos podem ser
relacionadas as propriedades da solugdo (CURTIS e LUE, 2006). Como resultado, McMillan e Mayer

(1945) derivaram a expansdo em série que expressa a pressao osmotica (1) em termos de concentragao

(Co):

IT
c,RT

1
= —+B,Cc, +C,pC +... (2.1)
P

em que M, € a massa molar da proteina, R é a constante universal dos gases, T € a temperatura e B22 é 0
segundo coeficiente virial. Termos de ordem superior sdo despreziveis, e mesmo o terceiro coeficiente
(C222) € dificil de ser determinado com suficiente precisdo, sendo pouco importante no contexto deste
trabalho. O pardmetro Bz, € um parametro termodindmico que reflete o desvio da idealidade de solugdes,

resultado da interag&o entre dois ou mais corpos (maiores detalhes no APENDICE 1).

Zimm (1946) estendeu as equagdes de potencial termodinamico dos solventes em solugdes de
moléculas organicas a solugdes de grandes moléculas. O segundo termo (Bz2) na expansao da pressao
osmética em termos de concentracédo foi analisado, pois esse coeficiente tem um significado molecular
simples e é suficiente para descrever os desvios da idealidade de sistemas em concentragbes diluidas.
Esse estudo foi utilizado para melhor compreender os dados termodinamicos obtidos a partir de solugdes
de proteinas. A propriedade termodindmica analisada por Zimm (1946) foi o pardmetro Bo, a partir da
relacdo entre a concentragdo da proteina e a pressao osmotica (NEAL et al., 1998; LE BRUN et al., 2009).
Analisando a expansdo em série para pressao osmotica, generalizada por McMillan e Mayer (1945), ele
observou a correspondéncia formal entre a Equagéo 2.1 e a equagao de estado de um géas imperfeito. O
primeiro termo da série descreve a situagdo em que as moléculas ndo interagem umas com as outras
(resultando na equagéo de van't Hoff para pressao osmotica, analoga a lei dos gases ideais) enquanto 0s

termos de ordem maior retificam as interagdes entre duas ou mais moléculas.
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O segundo coeficiente virial osmético B2, € uma medida direta do potencial de forga média (medida
da interacdo intermolecular de moléculas de soluto em uma solugéo liquida) e um grande valor negativo
indica uma forte interagdo proteina-proteina. A relagdo do potencial molecular entre as moléculas de
proteina e suas propriedades termodinamicas é complexa devido a ocorréncia de uma variedade de
interacdes. Assim, de forma simplificada, o pardmetro B2, é normalmente usado para caracterizar o

potencial intermolecular (MOLLERUP e BREIL, 2009) relacionado por meio da equagéao:

“ —o(r)
- 2/\7;'\2’/* [t " e (2.2)
p Iy

em que w(r) € o potencial de interagé@o entre moléculas proteicas no meio em questdo, fun¢éo da distancia
centro-a-centro r (e r, € o didmetro da molécula), Na € o numero de Avogadro e k, a constante de

Boltzmann.

George e Wilson (1994) foram os primeiros a observar que o segundo coeficiente virial osmético
esta relacionado a cristalizagdo de proteinas a partir de solugdes aquosas. Esses autores determinaram
valores de By, a partir de espalhamento de luz (SLS) para diferentes sistemas proteina/solvente em
condigdes que favorecem a cristalizacao dessas macromoléculas. A Figura 2.6 apresenta as condi¢oes de
cristalizacdo e os valores de Bo. obtidos para cada sistema. A partir desse estudo, eles determinaram a
correlagdo entre o parametro Bz, e a cristalizacdo de proteina, pois os valores de B, para todas as
condigdes testadas ficaram em uma estreita faixa, -1x104 a -8x104 mol. mL/g?, faixa esta denominada de
‘janela de cristalizagdo”. Do ponto de vista termodindmico, valores positivos de Bz, geralmente indicam
forcas repulsivas entre moléculas de proteina, sendo a interagdo solvente-proteina dominante sobre a
interacdo proteina-proteina. Neste caso, o0 solvente é conhecido como “‘bom solvente”. Ja para valores
negativos, as interagdes atrativas entre as moléculas de proteinas sdo mais fortes e o solvente é dito ser

um “mau solvente”. Para o valor de B2 igual a zero tem-se o comportamento ideal (solvente teta).

Assim, além da solubilidade, o B2 também é um parédmetro importante para o crescimento de
cristais (HAAS et al., 1999; BAJAJ et al., 2004). Tessier e Lenhoff (2003) discutem a relagdo entre os
valores de B2, e as condi¢des da solugao (pH e forga ibnica) que podem levar a cristalizagéo de algumas
moléculas, como por exemplo, lisozima, ribonuclease A, albumina, etc. De acordo com esses autores,
existem quatro diferentes padrdes de interagdo proteina-proteina em fungao da forga iénica e do tipo de

sal. O primeiro padrédo mostra que as interagbes sao repulsivas em baixa forga idnica e atrativas em alta
17
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Protein ELs Crystallization conditions B>, x 10* (mol ml g% References
Lysozyme 263 40 mM NaAc, pH =46, 2% NaCl, 298 K -30 Mikol et al. (1990)
Canavalin 6.8 50 mM Phosphate, pH = 7.0, 0.7% NaCl. 298 K -0.8 McPherson (1982)
Concanavalin A 130 50 mM Tris-Ac, pH =7.0, 1.0 M (NH.),SO,, 298 K =25 Mikol ez al. (1990)
Concanavalin A 130 10 mM Sodium cacodylate. pH = 6.0, 0.1 M NaCl, 298 K ~19 Mikol er al. (1990)
BSA 6.6 50 mM Potassium phosphate. pH = 6.2, 52% saturated -20 Carter (1992)
(NH,),S0,, 298 K
Ovostatin 798 0.1 M Imidazole, pH = 7.5, 7.5% PEG 8000, 293 K =171 Pusey (1992)
Ribonuclease A 220  50% n-Propanol. pH = 5.0, 297 K -4.1 King er al. (1956)
a-Chymotrypsin -~ 20.0 0.1 M NaAC, pH =4.6, 10% PEG 3350, 298 K -84 Gaier er al. (1981)
STMV 12.5% SAS, pH=6.5, 298 K -18 Malkin & McPherson (19934)
Ovalbumin 269 50 mM Sodium cacodylate, pH = 5.4. 43% SAS. -6.1 Miller e al. (1983)
2% methanol

Figura 2.6 — Condicdes de cristalizacdo de literatura utilizadas por George e Wilson (1994) e os valores de

B> determinados por eles através de SLS.

forca idnica para uma ampla faixa de pH (Figura 2.7a). O segundo padrdo de comportamento é observado
para algumas proteinas basicas em cloreto de sédio em que para baixa forga idnica as interacdes proteina-
proteina sdo repulsivas em baixo pH e longe do pl e atrativas para valores de pH maiores (Figura 2.7b).
Outro comportamento € caracterizado por um minimo no valor de Bz, para forga ibnica moderada a alta
sendo este tipo de comportamento de interagao entre proteinas atribuido a presenca de cétions divalentes
(Figura 2.7c¢). O ultimo tipo de interag&o proteina-proteina foi verificado para proteinas acidas em cloreto de
sodio em que ndo ha mudanga no valor de B2 mesmo proximo ao limite de solubilidade do eletrélito
(Figura 2.7d). Um numero significativo de residuos &cidos hidratados pode explicar parcialmente baixa

afinidade de auto-associacao dessas proteinas.

Os coeficientes viriais sdo determinados a partir do potencial quimico (como coeficientes de uma
série de poténcias positivas da concentracdo de proteinas), e este potencial quimico de moléculas de
proteinas em um dado solvente € usualmente medido por pressdo osmética, espalhamento de luz ou, mais
recentemente, por tempos de retencdo obtidos por métodos cromatograficos (BAJAJ et al., 2004; AHAMED
et al., 2005; RUCKENSTEIN e SHULGIN, 2006). A seguir, os métodos de determinagao do paré@metro B,
s&o descritos.
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Figura 2.7 - Exemplos de medidas do segundo coeficiente virial osmético (B22) em fungéo da forga ibnica

(I) para diferentes proteinas na presenca de diferentes eletrdlitos em valores de pH distintos: (a) lisozima a

pH 4,5 (o), pH 6,0 (A) e pH 9,0 (¢) em solugéo de cloreto de sodio; (b) ribonuclease A a pH 3,0 (A), pH

6,5 (A) e a-quimotripsinogénio a pH 3,0 (®) e pH 6,8 (o) em solugao de cloreto de sddio; (c) ferritina a pH

5,0 (o) em solugéo de acetato de sddio e lisozima a pH 7,8 (A) em solugao de brometo de magnésio , (d)

mioglobina a pH 6,0 (A), ovalbumina a pH 6,0 (¢), albumina de soro bovino a pH 6,2 (o) e malato

desidrogenase a pH 8,0 (O) em solugédo de sulfato de amdnio e mioglobina a pH 7,4 (A) e albumina de

soro bovino a pH 7,0 (®) em solugéo de cloreto de sodio. A regido sombreada corresponde ao intervalo

definido por George e Wilson (1994) como a ‘janela de cristalizagdo” onde ocorre a cristalizag&o.

(Adaptado de Tessier

e Lenhoff, 2003).
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2.3.1 Osmometria de membranas

Na osmometria, o B2 pode ser obtido a partir de medidas de pressdo osmatica 1 de solugdes. A
pressao osmética € definida como a pressao que deve ser aplicada a uma solugao para que o potencial
quimico do solvente na solugdo se iguale ao potencial quimico do solvente puro. A Equagdo 2.3 é
conhecida como equagéo de van't Hoff para a pressdo osmética, semelhante a equagédo de estado para

gas ideal, valida para solugdes infinitamente diluidas e incompressiveis:
[1=RTc, (2.3)

onde R ¢ a constante universal dos gases, T é a temperatura e cp€ a concentragdo da proteina em massa

por volume.

No entanto, uma expresséo frequentemente utilizada para solugdes nao ideais, com concentragdes
finitas de soluto (e que corresponde a situagao encontrada em processos de downstream, para as quais a

Equacéo 2.3 ndo é valida), é a Equagéo 2.1 desenvolvida por McMillan-Mayer (1945):
E=F\’T£ML+BZZCF,+C2220,§+...J (2.1)

Uma relagéo linear de [1/(RTcp) versus cp (para baixos valores de cp) fornece como coeficiente
linear o termo 1/M, e como coeficiente angular o valor de Bz, (LEVINE, 2009; AHAMED et al., 2005). A
Equacéo (2.1) pode ser reescrita de modo a fornecer a maneira como 0 Bz, é obtido e calculado a partir de

dados experimentais de pressao osmotica:

1
B, =Ilm p"| —— -1 .
2 pITo'O (pRT j (2 4)

em que p é a concentragdo em mol por volume.

As interagbes entre proteinas em solugdes aquosas foram medidas por varios autores através da

osmometria de membrana. Lu et al. (2009) mediram a pressdo osmotica de albumina de soro bovino (BSA)
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em solugdes aquosas de (NH4).SOs em diferentes concentragdes e valores de pH. A Figura 2.8 mostra o
efeito da concentragdo de (NH4)2SO4 no segundo coeficiente virial osmético a 25°C obtido nos estudos
destes autores. Para valores de pH préximo ao ponto isoelétrico da BSA (pl 4,8) e aumentando-se a
concentragdo de (NH4)2SO4, observou-se condicbes adequadas a cristalizagdo dessa proteina em
(NH4)2S04.
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Figura 2.8 - Efeito da concentracéo de (NH4)2SO4 no segundo coeficiente virial osmético (Bz) para a BSA
em diferentes valores de pH a 25°C: (m) pH 4,5; (o) pH 4,8; (o) pH 5,4 € (V) pH 7,4 (modificado de Lu et
al., 2009).

Wu e Prausnitz (1999) mediram a pressao osmotica de BSA em NaCl a diferentes concentragoes e
valores de pH. Em pH 4,5 e 5,4 as forcas foram atrativas para concentragdes de sal elevadas levando a um
valor de B2, negativo e em menores concentragdes de sal as interagdes foram mais repulsivas. Os autores
observaram que, em geral, a pressao osmotica € reduzida quando a carga da proteina diminui ou quando a
concentragdo de sal aumenta. Haynes et al. (1992) estudaram o parametro Bz, através de medidas de
pressao osmotica para solugdes aquosas de a-quimotripsina em tampao K2SOs ou NaH2PO4 a 25°C para
uma ampla faixa de pH e forga idnica. Seus dados mostraram que a pH 8,3 ocorre a agregacao da a-

quimotripsina (pl 8,3), e que o segundo coeficiente depende fortemente do pH e forga ibnica. Uma
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dependéncia parabolica do B2, com o pH das solugdes de K2SO4 ou NaH2POj4 foi observada, sendo o valor
maximo de Bz, encontrado para pH 8,0, proximo ao pl da a-quimotripsina, indicando quase nenhuma
atragéo ou repulséo entre as moléculas nestas condi¢des. Schaink e Smit (2000) determinaram o valor de
B> para solugdes aquosas de S-lactoglobulina em NaCl no seu ponto isoelétrico (pl 5,18) e concluiram que
esse parametro termodindmico depende significativamente da concentragao de sal, sendo negativo e mais
atrativas no pl em concentragdes mais baixas de sal. Em solugdes aquosas diluidas de S-lactoglobulina as
interagdes foram atrativas no pl para concentragdes mais baixas de sal e através da analise de diferentes
contribuicdes de forgas eletrostaticas, verificaram que o fenémeno observado € causado principalmente por

interagdes dipolo-dipolo.

2.3.2 Espalhamento de luz (static light scattering - SLS)

A técnica de espalhamento de luz para medir o By, baseia-se na medida da intensidade de luz
espalhada como fungédo da concentragéo de proteina. A intensidade da luz espalhada depende do angulo
de medida. Contudo, no limite de Rayleigh Rq (espalhamento de pequenas particulas) a intensidade torna-
se independente do angulo (o limite de Rayleigh € definido como L, < A/20, onde L€ o raio da particula e A
é o comprimento da luz incidente). Moléculas de proteina geralmente sdo menores do que o comprimento
de onda da luz incidente, o que significa estar dentro do limite de Rayleigh. Nesse caso, o limite de
Rayleigh, Re, por definicdo é proporcional a intensidade de luz difratada e esta relacionado a Mp e ao By

pela equacgao classica:

Ke, 1
%% _ " 1oBc, (2.5)
R, Mp

sendo K uma constante 6tica ou instrumental calculada a partir das propriedades do sistema:

47r2n§ an 2
- L — (2.6)
NgA* \dop
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com no sendo o indice de refragdo do solvente, (dn/dcp) o incremento do indice de refragdo em fungéo da
concentragéo de proteina e A o comprimento do laser no vacuo. A Equagéo 2.5 indica que um grafico de

Kcr/Re versus cp permite a determinagéo de My e Bz para uma relagéo linear (AHAMED et al., 2005).

Medidas de SLS foram usadas por alguns autores para calcular o segundo coeficiente virial
osmético de diferentes proteinas para predicdo do seu comportamento de fases. Velev et al. (1998)
utilizaram o SLS para investigar os efeitos de pH e da concentracdo de eletrélitos nas interagdes proteina-
proteina em solugdes de lisozima da clara de ovo de galinha e quimotripsinogénio de pancreas bovino. Na
Figura 2.9 observa-se que, para a lisozima em baixas concentragdes de eletrélitos, o segundo coeficiente
virial osmético mostrou uma forte dependéncia do valor de pH, tornando-se negativo com o0 aumento desse
parémetro. Ja para as concentragdes mais altas de sal, os valores de B2, foram ligeiramente negativos e
houve pouca dependéncia em fung¢do dos valores de pH. Como a proteina é carregada positivamente em
baixos valores de pH, a repulséo intermolecular define o valor positivo de Bz2. Com o aumento do pH a
carga liquida da lisozima é reduzida e, consequentemente, a for¢a da repulsdo € minimizada. Para o
quimotripsinogénio, 0 aumento do pH em baixa forca idnica leva a uma drastica redugé@o do coeficiente
virial € 0 cruzamento das linhas proximo ao valor de pH 5,2 sugere que o pardmetro B2 ndo sofre
influéncia da forga ibnica nesse pH. Uma diminui¢do do valor de Bz ocorre entre pH 3 e 7, de acordo com
a diminuicao da carga liquida, até pH 5. A partir desse pH até a regido proxima do pl = 9,5, o valor de B2,
aumenta com o aumento da forga ibnica, o que indica que as interagdes eletrostaticas atrativas séo
dominantes, apesar da carga positiva da proteina. As diferengas de comportamento do By, observadas
para essas duas proteinas indicam a complexidade das interagdes proteina-proteina e como elas podem

ser distintas para diferentes condigdes (NEAL et al., 1998).

2.3.3 Cromatografia de auto-interagao (self-interaction chromatography - SIC)

A precipitacdo ou cristalizacdo induzida por sais, solventes, polimeros e por temperatura séo
métodos de purificacdo de proteina baseados em processos de auto-associagdo. Interagdes similares
podem ser exploradas por um método cromatografico denominado de cromatografia de auto-interagao
(PATRO E PRZYBYCIEN, 1996; PRZYBYCIEN 1998). A SIC envolve a imobilizagdo covalente das
proteinas em particulas cromatogréaficas que sdo empacotadas em uma coluna. O tempo ou volume de
retengdo de uma amostra de proteina injetada nessa coluna, em condigdes isocraticas, reflete a média das
interagdes entre as proteinas.
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Figura 2.9 — Dependéncia do valor de B2 em fungdo do pH obtidos por SLS em quatro diferentes
concentragdes de eletrdlitos para a lisozima da clara de ovo de galinha (a) e o quimotripsinogénio bovino
(b) (VELEV et al., 1998).

Tessier et al. (2002a) demonstraram que a SIC pode ser usada para determinar as interagdes
proteina-proteina quantitativamente em termos do segundo coeficiente virial osmético. A SIC é um método
alternativo @ osmometria de membranas e ao espalhamento de luz para caracterizar estas interagdes, além

de apresentar vantagens como reducéo de proteina e tempo utilizados em relagéo a outras técnicas.

Pelo método cromatografico de auto-interagéo, o B2, pode ser obtido através da Equacgéo 2.7:

kl

B
# X

=B, (2.7)

na qual a relagéo da fase, ¢, é definida pela razdo entre a area superficial total do suporte cromatografico
da coluna e o volume de retengdo em que as moléculas de proteina na fase mével nao interagem com a
superficie do suporte cromatografico Vo, os € 0 nimero de moléculas de proteinas imobilizadas por

unidade de area, o Bus € 0 volume excluido ou a contribuigdo da esfera rigida para r igual ao raio da

proteina:
B, :%”3 (2.8)
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A retencao cromatografica € caracterizada experimentalmente em termos de fator de retencao, k.

(2.9)

sendo V; o volume de retencdo da amostra em que as moléculas livres interagem com a proteina

imobilizada.

Assim, a Equacéo 2.7 fornece uma relagéo entre o B2, € 0 k' baseado apenas no tamanho da
molécula da proteina, na quantidade de proteina imobilizada em suportes cromatograficos por unidade de
area e na relagao da fase (TESSIER et al., 2002a).

Diferentes grupos de pesquisa tém usado a SIC como uma ferramenta para compreender o
comportamento de fases da proteina através de medidas do parédmetro Bz, ndo sé para determinar
melhores condi¢des para a cristalizagdo, mas também para obter formulagdes estéveis em industrias
biofarmacéuticas (JOHNSON et al., 2009; AHAMED et al., 2005; AHAMED et al., 2006; PAYNE et al.,
2006; TESSIER et al., 2002a; TESSIER et al., 2002b). No seu trabalho pioneiro, Tessier et al. (2002a)
realizaram medidas de Bz, por SIC e apresentaram esses valores em forma de tabela ao lado de valores
obtidos em condigcdes similares (Figura 2.10). Para 21 medidas, a diferenga média entre os resultados
obtidos por SIC e por SLS foi de 1,7x104 mol mL g2 (Figura 2.10a) comparado a uma diferenga média
entre cinco conjuntos de dados de SLS de 0,9 x104 mol mL g2 para as mesmas condi¢des de pH e
concentragdo de NaCl. Na Figura 2.10b, a diferenca média entre os valores de Bz, obtidos por SIC e os
dados disponiveis na literatura foi de 1,2 x10#4 mol mL g2 enquanto a diferenga entre as técnicas de SLS e
osmometria foi de 2,5 x104 mol mL g2 Embora as técnicas de SLS e SIC tenham variaveis
termodinamicas distintas, essas diferengas devem ter pouco efeito no valor de Bz,. Os valores de B para
o0 valor de pH 7, medidos apds trés meses na mesma coluna indicaram que as particulas permanecem
estaveis e produzem resultados reprodutiveis, sendo o valor alterado em apenas 0,3x10# mol mL g=2.
Ahamed et al. (2005) investigaram a reprodutibilidade da técnica em diferentes géis, métodos de
imobilizacdo da proteina e condicdes de solucdo. Eles concluiram que a SIC é capaz de reproduzir os
dados de Bz independentemente do tipo de fase estacionaria utilizada e estratégia de imobilizagdo (Figura
2.11). Contudo, os autores verificaram que o tempo Util dessas colunas pode ser diferente dependendo da
proteina imobilizada. Esses estudos comprovaram que a SIC pode ser utilizada como uma técnica

alternativa para medidas de Bo.
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(a) Electrolyte & By 8 (b) Electrol_\je B,, (107* mol ml/g?)
concenirafion (107" mol ml/g~) concentrafxon ‘ _
pH o) SIC SLS S pH (M NacCl) SIC Literature values Reference
, = - 3 0.1 1.59 2.80 Velev et al., 1998*
3 0.1 440 395 Velev et al., 1998 1.10 Pjura et al., 2000"
03 2.49 0.55 Velev et al., 1998 03 1.00 ~1.50 Velev et al. 1998
0.5 —0.36* —1.26- Velev et al., 1998 130 Pjura et al., 2000
45 0.1 M NaCl 331 3.23! Rosenbaum et al.. 1996 4 0.1 1.04 —0.04 Velev et al. 1998
0.2 1.44 O.ISi Rosenbaum et al., 1996 03 0.40 ~150 Velev et al. 1998
0.3 0.40 —1.29' Rosenbaum et al., 1996 5 0.1 012 —1.40 Velev et al._ 1998
04 -1.25 —2.047  Rosenbaum et al, 1996 —~2.00 Pjura et al.. 2000
0.6 —5.02 —3.957 Rosenbaum et al.. 1996 03 0.16 -1.20 Velev et al. 1998
6 0.1 M NaCl 2.12 —2.46 Velev et al.. 1998 —0.10 Pjura et al.. 2000
03 —-267  —3.60* Velevetal. 1998 6.8 0.1 -0.73 —4.10 Velev et al.. 1998
0.5 —6.48* —4.54 Velev et al., 1998 —1.00 Pjura et al.. 2000
7 0.1 M NaCl —-0.41 —3.18*  Velev etal., 1998 03 0.49 —-2.05 Velev et al. 1998
0.3 —6.44 —451* Velevetal, 1998 3.80 Pjura et al.. 2000
0.5 —9.39* —5.61* Velevetal, 1998 —
7.8 0.1 M MgBr, —-2.30 —-2.40 Guo et al.. 1998 LT
0.3 ~6.14  —450  Guoetal. 1998 Dsmumetxy.
0.43 —5.24 —4.40 Guo et al.. 1998
0.53 —4.25 —3.70 Guo et al.. 1998
0.7 -2.70 —-3.20 Guo et al.. 1998
9 0.1 M NacCl -3.21 —441 Velev et al., 1998
03 —8.78 —5.28* Velev et al., 1998
0.5 —13.7¢* —7.80 Velev et al., 1998
*Interpolated.
TpH 4.6.

Figura 2.10 - Comparagéo entre os valores de coeficiente virial osmético medidos por SIC e diferentes técnicas para a lisozima de clara de ovo de
galinha (a) e quimotripsinogénio bovino (b) (TESSIER et al., 2002a).
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Figura 2.11 — Medidas de Bo; para a lisozima de clara de ovo de galinha em diferentes fases estacionarias
para pH 4,5 a 23-25°C: agarose (—), Toyopearl® (o) e agarose reticulada (x) (AHAMED et al., 2005).

2.4 Modelagem termodinamica para correlagao do segundo coeficiente virial com a solubilidade de

proteina

O fenébmeno associado aos processos de precipitagéo e cristalizagdo de proteinas a partir de uma
solugdo aquosa é o equilibrio sélido-liquido. Diferentes proteinas apresentam limites de solubilidade
diferentes para as mesmas solugdes salinas. A quantidade de soluto dissolvido em solugdo depende das
interagbes polares com o solvente aquoso, interagdes ibnicas com o sal presente e interagbes
eletrostaticas repulsivas entre as moléculas carregadas (FRANCO e PESSOA FILHO, 2013; MEHTA et al.,
2012). Embora a “janela de cristalizagao” permita uma selegéo de melhores condigGes para cristalizar uma
determinada proteina através de medidas do pardmetro Ba., a nucleagéo e o crescimento de cristais ainda
sdo processos dependentes da concentragéo inicial da proteina. Conhecer a solubilidade da biomolécula
em condi¢des de solventes favoraveis é essencial para se projetar e aperfeigoar processos de separa¢ao
de proteinas, o que demonstra a utilidade de correlacionar coeficientes viriais @ solubilidade dessas
moléculas (RUPPERT et al., 2001; ROSENBAUM e ZUKOSKI, 1996).

Guo et al. (1999) mostraram experimentalmente que existe uma correlagdo entre valores de
solubilidade e Bz para solugdes protéicas e que, a partir de consideracdes tedricas termodindmicas, essa
relacdo poderia ser estabelecida entre os dois parametros através do potencial quimico da proteina no
cristal. Os dados da Figura 2.12 permitem perceber uma variagdo sistematica entre a solubilidade e 0 Bz,
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na qual os valores do segundo coeficiente virial tornam-se negativos para baixas solubilidades. De acordo
com Mehta et al. (2012), a correlagdo empirica de Guo et al. (1999) apresenta uma limitagdo: esses

autores consideram que a diferenga entre o potencial quimico ndo varia para diferentes temperaturas.

Modelos teoricos que apresentaram um ajuste razoavel aos dados experimentais de B2 e
solubilidade disponiveis na literatura serdo utilizados neste trabalho, a saber. modelos teoricos

desenvolvidos por Haas et al. (1999), Ruppert et al. (2001) e Franco e Pessoa Filho (2013).
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Figura 2.12 - Solubilidade em funcdo de valores de Bz para a lisozima de clara de ovo de galinha
dissolvida em tampao acetato de sodio 0,1 mol/L para pH 4,2 a 25°C em diferentes concentragdes de NaCl
(GUO et al., 1999).

2.4.1 Relagao tedrica de Haas, Drenth e Wilson (1999)

O modelo proposto por Haas et al. (1999) depende do parametro (A) que envolve a anisotropia e a
faixa de interagdo entre moléculas de proteinas sendo independente da temperatura e pH, do numero de
coordenadas (z) das moléculas no cristal e foi desenvolvido a partir de relagdes termodindmicas padrdes,

demonstrando uma relagéo entre o segundo coeficiente virial e a solubilidade dada por:
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By, = [MLJ - A [&}(%)1 (2.10)

sendo p a densidade da proteina, S a solubilidade e M,a massa molecular da proteina.

Para obter a Equacgéo 2.10, os autores relacionaram a solubilidade e o B2, com um potencial de
interagao entre as moléculas de proteina. Como proteinas globulares ndo sao esferas perfeitas, devido a
distribuicdo de grupos hidrofobicos e polares em sua superficie, eles utilizaram um potencial de interacéo
para interagdes anisotropicas entre moléculas ndo esféricas. A anélise de dados experimentais presentes
na literatura mostrou uma excelente concordancia (Figura 2.13) com a relagéo tedrica obtida por Haas et
al. (1999).

2.4.2 Relagao teérica de Ruppert, Sandler e Lenhoff (2001)

Esse modelo tem como base a igualdade das fugacidades da proteina no equilibrio de fases,
sendo a condigéo de equilibrio termodinamico o ponto inicial para derivar a correlagao entre a solubilidade
e 0 segundo coeficiente virial. A fugacidade do estado sélido é considerada independente das condicdes
da solucdo e a fugacidade da proteina na fase liquida € obtida a partir da relagéo de dilui¢do infinita no
estado padrdo (Lei de Henry). Segundo essa relagéo tedrica, o valor do B2, ¢ calculado pela Equagéo 2.11

que relaciona a solubilidade da proteina diretamente ao Ba.

1 V V> dnldc
B,, =—.{AC—(1—K)-In(—W-SH—L2——P (2.11)
2-M,-S M, MZ n,-M,

onde Mp é a massa molecular da proteina; S € a solubilidade da proteina; Ac e K sdo parametros
adimensionais ajustaveis; Vv € o volume molar da agua; Vs" & 0 volume parcial molar da proteina; dn/dc,

é o incremento do indice de refragéo e no € o indice de refragao do solvente.
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Figura 2.13 — Comparagéo entre o modelo tedrico de Haas et al. (1999) e os valores experimentais de B>
em fungao da solubilidade para diferentes sistemas de lisozima: tampéo acetato de sddio 0,1 mol/L a pH
4,2 e 25 °C em varias concentragdes de NaCl (o); tampao acetato de sodio 0,1 mol/L, NaCl 2% (m/v) em
varios valores de pH a 25°C (o); tampao acetato de sédio 0,1 mol/L, NaCl 2% (m/v) a pH 4,2 em vérias
temperaturas (&); tamp&o acetato de sddio 0,05 mol/L a pH 4,5 e 18 °C em varias concentragdes de sulfato
de aménio (v); HEPES 0,02 mol/L a pH 7,8 e 23 °C em vérias concentragdes de brometo de magnésio ()
(HAAS et al., 1999).

Ruppert et al. (2001) utilizaram dados experimentais retirados da literatura para avaliar a Equagéo
2.11. A comparagao com resultados experimentais foi feita para diferentes condigbes, permitindo analisar a
influéncia de diferentes parametros (temperatura, concentragdo de sal e pH). A predigdo do modelo se
mostrou adequada para solubilidades de lisozima de até 30 mg/mL. Para concentragdes acima de 30
mg/mL a dependéncia da concentracdo leva a variagbes muito pequenas de By (Figura 2.14)
demonstrando uma discrepancia com os dados experimentais, sendo provavelmente, resultado de

interacdes entre mais de dois corpos que ndo sdo representadas por esse modelo.
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Figura 2.14 - Comparagao entre 0 modelo tedrico de Ruppert et al. (2001) e os valores experimentais de

B2, em fungéo da solubilidade para diferentes sistemas de lisozima (adaptado de Ruppert et al., 2001).

2.4.3 Relagao tedrica de Franco e Pessoa Filho (2013)

A relagdo proposta por Franco e PessOa Filho (2013) baseia-se na termodinamica classica € na
equacao empirica de Cohn (Cohn, 1925) que relaciona a solubilidade da proteina e a forga idnica da
solugdo na regido de “salting-out” do diagrama de fases. Considerando que o equilibrio sélido-liquido é
estabelecido a partir de moléculas de proteina eletricamente neutras em solugdo (moléculas que néo
possuem carga liquida) a equacgéo resultante (Equagdo 2.12) demonstra a relagdo entre 0 By € a

constante de “salting-out”;

B
In(%} ~K(mgg -m_-) (212)

sendo B* o segundo coeficiente virial osmotico para o estado de referéncia, msa @ molalidade do sal, Ks a
constante de “salting-out” definida pela equagao de Cohn e msa* @ molalidade do sal para o estado de
referéncia. Nota-se que devido a forma da Equacgéo 2.12, mudar o valor de referéncia B ira alterar o valor
de m’sa, mas sem afetar a desempenho do modelo.
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Os autores também compararam o modelo desenvolvido a dados experimentais de lisozima de
clara de ovo de galinha e ovalbumina de diferentes relatos na literatura e obtiveram boa concordancia.
Através do desvio quadratico médio relativo (DQMR) demonstraram que o modelo pode descrever os
dados experimentais na regido de “salting-out’ do diagrama de fases quando comparados a outros

modelos teéricos (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Desvios quadraticos médios relativos (DQMR) para diferentes modelos propostos na literatura

para sistemas que contém lisozima (adaptado de Franco e Pessoa Filho, 2013).

Modelo tedrico DQMR
Franco e Pessba Filho (2013) 39,0%
Haas et al. (1999) 41,2%
Ruppert et al. (2001) 28,2%
Mehta et al. (2012) — equagé@o empirica 59,2%

2.5 Sais volateis

Eletrélito volatil € todo composto molecular volatil que em solugdo aquosa sofre reagdo de
ionizagdo. Como exemplos de sais volateis tém-se o bicarbonato de aménio (NH4HCO3) e o carbamato de
amonio (NHsNH2COO), em cujas solugdes coexistem em equilibrio espécies ibnicas (como o ion aménio) e
moleculares (como a aménia). Em uma solugéo de sais volateis de amonia e diéxido de carbono ocorrem

as seguintes reagdes quimicas:

NHY +H,0 == NH; +OH" (2.13)
€0y’ +H,0 == HCO, +H" (2.14)
HCO, == COZ +H* (2.15)
NH{" + HCO, == NH,CO0™ +H,0 (2.16)
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além do equilibrio de auto-ionizagao da agua. A proporgao das diversas espécies depende da temperatura
e da pressdo do sistema, bem como da propor¢éo total entre nitrogénio e carbono, conhecida como Rnic
(VAN BERLO et al., 2000). Esse conjunto de reagdes € mais complexo do que aquele encontrado na
dissolugdo de sais oriundos de bases e acidos fracos, por exemplo, justamente por incluir o equilibrio com

espécies moleculares volateis.

No entanto, devido a preocupagdo em processos industriais de um tratamento posterior a
precipitacdo/cristalizagdo para remogéo do sal e sequéncia de purificagdo da proteina, além de tratamento
dos efluentes gerados antes do seu descarte ao meio ambiente, a utilizagdo de eletrélitos volateis (didxido
de carbono, solugdes aquosas de aménia, carbamato de aménio, entre outros) torna-se uma alternativa
atrativa ao uso de sais, acidos e bases convencionais. Os eletrolitos volateis se dissociam em solugao
aquosa com concentragdes dependentes da temperatura e presséo do sistema (KHORSHID et al., 2007).
Na remoc&o do eletrolito pela diminui¢do da pressao ou aumento da temperatura do sistema, o eletrdlito
passa da fase liquida para a fase vapor contribuindo com a diminuigao do custo de operacéo e purificagéo

do produto.

A utilizagéo de sal volatil em técnicas de recuperagdo e purificacdo de proteinas foi feita pela
primeira vez pelo nosso grupo de pesquisa através da precipitagdo de tripsina suina com carbamato de
amonio (WATANABE et al., 2006). Outros trabalhos também foram realizados por esse mesmo grupo.
Lima (2006) precipitou lisozima, insulinas suina e bovina e determinou a cinética de precipitacdo dessas
proteinas analisando o efeito da temperatura e a propor¢do de amonia (Rnic) no sistema. O efeito do
carbamato de aménio na atividade catalitica de diferentes enzimas (SILVA et al., 2010) e o equilibrio de
fases para a precipitagao de lisozima com o sal volatil (WATANABE et al., 2010) também foram estudados.
A precipitacdo isoelétrica (TASHIMA et al., 2009) e a cristalizacdo de insulina suina (HIRATA et al., 2010)
utilizando CO, também se mostraram técnicas promissoras na substituicdo de agentes precipitantes

convencionais.

2.6 Proteinas estudadas
2.6.1 Insulina

A diabetes mellitus € uma doenga que afeta milhares de pessoas sendo causada pela falta ou falha

na produgao de insulina pelo organismo humano. Desde a descoberta da sua fungéo bioldgica em 1920,
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esta molécula tem sido amplamente caracterizada, produzida industrialmente e utilizada diariamente no
tratamento médico de diabetes (NORRMAN E SCHLUCKEBIER, 2007).

A insulina € um horménio composto por 51 aminoacidos com massa molecular de
aproximadamente 5800 Da e ponto isoelétrico 5,3 (BROWN, 2002). A molécula é produzida no pancreas
pelas ilhotas de Langerhans, sendo constituida por duas cadeias: cadeia A (21 residuos) e cadeia B (30
residuos) que sao ligadas por duas pontes dissulfeto (PYO, 2009; WHITTINGHAM et al., 2002; HARRISON
et al., 2003; BROMBERG et al., 2005).

Diferentes espécies apresentam moléculas de insulina com sequéncias de aminoacidos
semelhantes (Figura 2.15). A insulina suina (Co2sH377NesO75S6,) difere da insulina humana
(Cas7H383Ne5077Se) apenas por um aminoacido na cadeia B — a insulina humana possui uma treonina na
posicao B30, enquanto a suina tem uma alanina. Ja a insulina bovina difere do horménio humano por trés
aminoacidos, dois aminoacidos na cadeia A, posi¢do A8 e A10 e um na cadeia B, posicao B30: a insulina
humana possuli treonina, isoleucina e treonina, respectivamente, enquanto a bovina possui alanina, valina e
alanina (LADISCH, 2001).

A primeira cristalizag&o de insulina, conhecida ha muitos anos e usada em sua purificagéo, citada
por Schlichtkrull (1956), foi feita por Abel em 1926, e a cristalizagdo de insulina com zinco (2 atomos de
zinco para cada seis moléculas de insulina — um hexamero, Figura 2.16), em 1929 por Hartig. Schlichtkrull
(1956) descreveu as cristalizagdes de insulinas suina e bovina em tampao citrato pH 6,0 na presencga de
acetona. De acordo com esse autor, os cristais de insulina suina possuem forma romboédrica, enquanto 0s
tipos de cristal de insulina bovina mostram uma aparéncia “twinned” (tipo estrela). No trabalho de Hirata
(2009) foi determinada a solubilidade da insulina suina em atmosfera de CO;, que se mostrou muito baixa
para valores de pH entre 6,30 a 7,34 (10,8 a 608,6 ug/mL). A formagao de cristais romboédricos foi obtida
apenas para os valores de pH 6,30 e 6,45 a 15°C.
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INSULINA SUINA

Glu=-Val - lle - Gly - H Cadeia A
4 3 2 1

| |
GIn - Cys — Cys — Thr - Ser - lle - Cys - Ser - Leu - Tyr - GIn - Leu — Glu - Asn - Tyr — Cys — Asn - OH
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 186 17 18 19 20 21

GIn - His - Leu - Cys - Gly — Ser - His — Leu — Val - Glu — Ala - Leu — Tyr — Leu — Val - Cys - Gly - Glu
4 S 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 20

Asn - Val - Phe — H Cadeia B HO - Ala - Lys - Pro = Thr = Tyr - Phe - Phe - Gly - Arg
s 2 3 30 29 28 27 26 25 24 2B 22
INSULINA BOVINA

Gly - Val - lle - Gly - H Cadeia A

4 3 2 1

| |
Gin - Cys -~ Cys - Ala - Ser - Val- Cys - Ser - Leu - Tyr - Gin - Leu ~ Glu ~ Asn ~ Tyr - Cys ~ Asn -~ OH
5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Gln - His - Leu - Cys ~ Gly - Ser - His - Leu - Val - Glu - Ala - Leu - Tyr - Leu - Val - Cys ~ Gly - Glu
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2

Asn - Val - Phe - H Cadeia B HO - Aia - Lys = Pro - Thr = Tyr = Phe — Phe - Gly - Arg
3 2 1 30 29 28 27 26 25 24 23 22

Figura 2.15 - Estruturas primarias das insulinas suina e bovina (The International Pharmacopoeia, 2013).
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Mondmero Dimero Hexamero

Figura 2.16 - Estrutura molecular da insulina incluindo o monémero, dimero e hexamero. O complexo
insulina-zinco é a unidade cristalina importante na formagdo do cristal romboédrico (Adaptado de
Whittingham et al., 2002).

2.6.2 Lisozima

A lisozima (E.C.3.2.17, N-acetilmuramidase, Figura 2.17) é uma enzima globular basica que
apresenta uma massa molecular de aproximadamente 14,4 kDa e degrada os polissacarideos encontrados
na parede celular de bactérias. Consiste em uma cadeia de polipeptidio com 129 aminoacidos e quatro
pontes dissulfeto. Essa enzima &€ um dos poucos agentes naturais com propriedade antimicrobiana
utilizada na industria alimenticia e farmacéutica. A lisozima pode ser adicionada diretamente aos alimentos
para evitar o crescimento de bactérias indesejadas (CEGIELSKA-RADZIEJEWSKA et al., 2008;
FUGLSANG et al., 1995).

A lisozima esta presente em quase todas as secre¢des do corpo (lagrima, secre¢éo nasal, saliva,
etc.) e tecidos de organismos humanos e animais, podendo também ser extraida de plantas e bactérias. A
enzima utilizada neste trabalho é proveniente da clara de ovo de galinha, com maior atividade entre os
valores de pH 6,0 e 9,0, apresentando pH 6timo de 6,2 e ponto isoelétrico igual a 11,35 de acordo com o
fornecedor (Sigma, EUA).

Retailleau et al. (1997) estudaram a solubilidade da lisozima em cloreto de sodio e observaram a
auséncia da regido de “salting-in” para a faixa de pH 3,0 a 9,0. A solubilidade da lisozima aumentou com a
carga liquida da proteina para baixa forga iénica, mas o oposto foi observado em forga idnica elevada. Shih

et al. (1992) também estudaram a solubilidade da lisozima em solugbes aquosas de eletrolitos (cloreto de
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sodio, sulfato de sédio e fosfato de sodio). Esse estudo parcialmente corroborou os resultados de estudos
anteriores: a solubilidade depende do pH e o seu minimo é observado ao redor do ponto isoelétrico da
proteina (para a lisozima préximo de 10,0). Dados de solubilidade de proteinas sao relatados na literatura
desde o século passado. Na década de 1930, Green estudou extensamente a solubilidade da hemoglobina
em fungao da natureza do sal para altas concentragdes. Seu trabalho deu a base teérica para a regra de
que as proteinas tém solubilidade minima no ponto isoelétrico e que aumenta (“salting-in") e diminui
(“salting-out”) com a forga i6nica, como observado nos trabalhos de Shih et al. (1992) e Retailleau et al.
(1997) para a lisozima. Essa molécula foi primeiramente cristalizada em condigbes acidas em cloreto de
sodio com tampéo acetato por Alderton e Fevold (1946) em uma ampla faixa de pH (pH 3,0 a 11,0). O
crescimento de cristais de lisozima a partir de sulfato de aménio foi relatado por diferentes autores
(BROIDE et al., 1996; FORSYTHE et al., 1997 e 1999) e o estudo de Moretti et al. (2000) mostrou que para
pH 8,0 a cristalizagao dessa proteina pode ser realizada mesmo a temperatura ambiente. Em pH 4,0 a
semeadura ou o resfriamento foi necesséario e o crescimento foi mais lento. Forsythe et al. (1997)
cristalizaram lisozima a partir de sulfato de aménio para valores de pH 4,0 a 7,8 com concentragbes de
proteina de 100 a 150 mg/mL. Duas formas cristalinas foram obtidas e mostraram ser dependentes das
variaveis concentragao da proteina e temperatura. Com a diminuigao da temperatura ou da concentragao
da proteina, os cristais apresentaram morfologia tetraédrica e cristais ortorrdmbicos foram obtidos com o
aumento dessas variaveis. Devido a sua facilidade de precipitar e cristalizar em diferentes formas
cristalinas, a lisozima é amplamente estudada e utilizada em processos de precipitagao e cristalizagao,

sendo largamente empregada como proteina modelo (MORETTI et al., 2000).

Figura 2.17 - Estrutura tridimensional da lisozima de clara de ovo de galinha (PDB - 2LYZ).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

As insulinas suina (96,6% de pureza) e bovina (pureza maior que 95%) foram doadas pela Biobras
(Brasil). A lisozima de clara de ovo de galinha, trés vezes cristalizada, dialisada e liofilizada foi obtida da
Sigma (produto L6876, EUA) com pureza maior ou igual a 90%. As trés proteinas citadas foram utilizadas
sem purificagdo adicional. O sal volatil carbamato de aménio com 99% de pureza foi obtido da Sigma-
Aldrich (produto 292834, EUA).

O tolueno P.A. 100% utilizado nas analises de espalhamento de luz estatico e o cloreto de potassio
P.A. usado para a calibra¢do do refratdmetro diferencial foram obtidos da Synth (Brasil). A &gua ultra pura

foi obtida com o equipamento Milli-Q System da Millipore (EUA).

Para a cromatografia de auto-interagdo foram utilizados a matriz agarose ativada com CNBr 4 Fast
Flow da GE Healthcare Life Sciences (Suécia), &cido cloridrico P.A. 36,5-38,0% e acido acético glacial P.A.
99,7% da Exodo Cientifica (Brasil), bicarbonato de sddio da J.T. Baker (México), cloreto de sodio e
tris(hidroximetillaminometano (Tris) da Merck (Alemanha), acetato de sédio anidro P.A. 99% foi obtido da
Vetec (Brasil) e etanol P.A. 99,5% da Synth (Brasil).

3.1.2 Equipamentos

Para a determinagdo das propriedades fisico-quimicas das solugdes de carbamato de aménio os
seguintes equipamentos foram utilizados: refratbmetro modelo RE40D (acuracia + 0,0001 nD, Metler
Toledo, EUA), densimetro modelo Density meter DMA 4500 (acuracia + 0,00005 g/cms3, Anton Paar,
Austria), viscosimetro modelo AMVn Automated Micro Viscometer (acuracia < 0,002 s, Anton Paar,

Austria) e um refratémetro diferencial modelo BI-DNDCW (Brookhaven Instruments, EUA).

Os equipamentos empregados na determinagdo do paréametro B, foram o Zetasizer modelo Nano

ZS (Malvern, Reino Unido), 0 osmdmetro de membrana modelo 4420 Colloid Osmometer (Wescor, EUA) e
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o sistema FPLC Akta Purifier com detector de UV 280 nm (GE Healthcare Life Sciences, Suécia). A

agarose foi empacotada em coluna Tricorn 5/50 (GE Healthcare Life Sciences, Suécia).

Os ensaios para a obtengéo dos diagramas de fases foram feitos em banho termostatizado Tecnal
TE-2000 (Brasil), com preciséo de + 0,2 °C. Para a separagéo das fases liquida e solida foram utilizadas a
centrifuga 5804 R Eppendorf (Alemanha) e filtros de seringa Millex 0,45 um da Millipore (EUA). Para
determinagédo da concentragdo das proteinas foi utilizado o espectrofotometro Beckman DU 640 (Beckman
Instruments, EUA). O pH das solugbes foi medido através do pHmetro digital microprocessado, marca
Micronal, modelo AJX-511 (Brasil).

Os ensaios de cristalizagdo foram feitos no equipamento CrystalEYES composto por um reator de
vidro com volume de 75 mL, sensores de turbidez, temperatura e pH (HEL GROUP, Reino Unido) acoplado
ao circulador Julabo modelo F25-HE (Alemanha) para controle de temperatura. A aquisi¢éo de dados deste

equipamento é feita através do software WinISO E985s-CrystalEyes.

3.2 Metodologia

3.2.1 Determinagao de diagramas de fases das proteinas nas temperaturas de 15 e 25 °C
Para a construgcdo dos diagramas de fases das proteinas lisozima, insulinas suina e bovina

determinaram-se as curvas de solubilidade e os limites de supersaturagao nas temperaturas de 15 e 25 °C.

3.2.1.1 Determinagédo das curvas de solubilidade das proteinas de interesse em solugédo de sal volatil

carbamato de aménio

A determinagdo da solubilidade foi realizada através de ensaios de dissolugdo (Figura 3.1),
conduzidos em tubos tipo Eppendorf de capacidade de 2,0 mL, adicionando-se a proteina e a solugao de
carbamato de aménio de modo a produzir um volume final de 1,0 mL para cada concentragdo de sal
desejada. Em seguida, os tubos foram vedados com parafim®, agitados e colocados em banho
termostatizado as temperaturas de 15 ou 25 °C durante 15 dias para atingir o equilibrio (tempo
determinado por ensaios preliminares). Os tubos foram rapidamente agitados em vortex, duas vezes ao
dia, durante o tempo de equilibrio. Apds este periodo, as fases liquida e solida foram separadas por
centrifugacé@o durante 15 minutos a 7500 g. Com o auxilio de uma seringa, a fase sobrenadante foi retirada
e em seguida, filtrada (tamanho de poro de 0,45 um) para determinagé@o da concentragéo da proteina por
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medidas de absorbancia a 280 nm ou pelo método de Bradford (1976) modificado (reagente Coomassie
Plus) para as maiores concentragdes de sal. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e a média das
concentragdes de proteina foi considerada como sendo a solubilidade nas condigdes de temperatura e
concentragéo de sal estudadas. A curva de solubilidade foi constituida de um gréfico de concentragéo de

proteina na fase sobrenadante (mg/mL) em fungao da concentracdo de sal (mol/kg).

Centrifugacéo
; 15mina 7500¢g
Solugdo de
carbamato L
deamonio /) == @ j
£ % 15°C IS IS Analise de
. » ] — ] = concentragdode
— E proteina
— v V

Equilibrio:15 dias
Proteina

Figura 3.1 - llustracdo da metodologia utilizada para determinagdo da solubilidade das proteinas por

ensaios de dissolugao.

3.2.1.2 Estimativa da zona de metaestabilidade no diagrama de fases

O limite de metaestabilidade no diagrama de fases foi estimado através de ensaios de nucleacao.
A metodologia aplicada a este estudo foi a mesma utilizada por Watanabe et al. (2010). Assim, uma
solugdo aquosa de sal foi lentamente adicionada gota a gota a uma solugdo aquosa de proteina até o
momento em que a mistura tornou-se turva. A mistura foi agitada e mantida a 25 °C ou 15 °C em banho
termostatizado e observada visualmente. Nas condi¢des em que a solugao tornou-se limpida, adicionou-se
novamente, gota a gota, a solugéo proteica. Esse procedimento foi realizado até a mistura permanecer
turva durante um periodo de 24h (Figura 3.2). Para a obtengdo do limite de metaestabilidade, o
procedimento foi realizado com diferentes concentragbes de sal e proteina e todos os ensaios foram
realizados em ftriplicata. A composicao da mistura foi calculada como a média aritmética das composi¢des
antes e depois da adicdo das solugdes. As solugdes salinas e proteicas foram preparadas
gravimetricamente por dissolucao, tanto da proteina quanto do sal, sem ajuste de pH. Para a lisozima, uma
quantidade de proteina foi pesada e dissolvida em agua deionizada. Para as insulinas suina e bovina, as
proteinas foram pesadas e dissolvidas em solugcdo aquosa de carbamato de aménio 0,06 mol/kg devido a
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sua baixa solubilidade em &agua. As fragbes massicas da proteina e do carbamato de aménio variaram
entre 0,02 e 0,20, e entre 0,10 e 0,30, respectivamente. Como ja dito, 0 uso de carbamato de aménio nao

permite o estudo com ajuste de pH.

Adi¢do da solugéo de
carbamato de aménio ] }
e Observacgao visual

/' Mistura turva -

Y (v
I / 15°C
EEm—
I IE— -
Solugéo aquosa Tempo: 24 h
de proteina

Figura 3.2 - Esquema do procedimento experimental para determinacdo do limite de metaestabilidade

através de ensaios de nucleagéo.

3.2.2 Determinagdes experimentais do segundo coeficiente virial osmético (B22)
A seguir sdo apresentados os trés meétodos utilizados para a determinagéo do parémetro Bo:

osmometria de membranas, espalhamento de luz e cromatografia de auto-interacéo.

3.2.2.1 Determinagéo do parametro Ba> por osmometria de membranas

Os ensaios de osmometria foram realizados no osmémetro de membrana modelo 4420 Colloid
Osmometer (Wescor, EUA) no laboratério do Prof. Dr. Pedro de Alcantara Pessba Filho do Departamento
de Engenharia Quimica da USP. Uma solugdo padrao (Osmocoll ® N) foi utilizada para a calibragdo do
equipamento (Figura 3.3). A membrana utilizada no interior do osmometro foi a membrana de ultrafiltracéo
ultracel 3 kDa NMWL (Millipore, EUA). Para a determinagao da pressao osmatica, uma solugéo estoque de
cada proteina foi preparada na sua concentragdo de saturagéo, pela dissolugdo da molécula na solugcédo
aquosa de carbamato de aménio na concentragéo desejada deste sal (0,06; 0,25; 0,45; 0,69; 0,90; 1,09 e
1,29 mol/kg). Para cada conjunto de dados, o compartimento de referéncia foi preenchido com cerca de 10
mL de solugdo de sal volatil na concentragdo desejada. A seguir, foram injetadas na porta de inje¢do da
amostra as solugbes de proteina em ordem crescente de concentragdo (cerca de 350 ulL ou mais,
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dependendo da resposta do equipamento) para as medidas da pressdo osmatica para cada uma dessas

concentragdes (precisao de + 0,3 mmHg).

Porta parainjegao
da an?ostra Membrana

Reservatorio de
< residuos

Reservatérioda -~
amostra

Compartimento de,/
referéncia  #

Porta para injecéo
dasolugéo salina

Valvula de controle

Figura 3.3 — llustracdo do interior do osmometro de membrana (adaptado de Colloid Osmometer Model
4420 Operator & Service Manual, M2054-3A, Wescor Inc. An Elitech Company).

3.2.2.2 Determinag&o do parametro B2z por espalhamento de luz estatico (SLS)

Para a realizagdo dos ensaios de espalhamento de luz foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano
ZS (comprimento de onda de 633 nm e angulo de medida 173°; Malvern Instruments, Reino Unido) do
Laboratério da Prof?. Dra. Liliane Maria Ferrareso Lona da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP. As propriedades necessérias usadas como dados de entrada também foram determinadas:
indice de refracdo (Laboratério do Prof. Dr. Martin Aznar da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP), incremento do indice de refragao (Laboratério do Prof. Watson Loh do Instituto de Quimica da
UNICAMP), densidade e viscosidade (Laboratério de Extragdo e Termodinémica aplicada ao Equilibrio —
EXTrAE dos Profs. Dr. Antonio José Meirelles e Dr. Eduardo Augusto Caldas Batista da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP).

Para determinacéo do indice de refracdo, densidade e viscosidade foram preparadas solucdes
aquosas de carbamato de amdnio nas concentragdes de sal estudadas. Cerca de 100 ulL de cada solugao

salina foram utilizadas no refratdmetro. Ja para a determinagéo da densidade e viscosidade, cerca de 1,0
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mL de solugdo para cada concentragao de sal desejada foi utilizada para a medida de cada parametro. A
determinagdo do incremento do indice de refragdo em fungédo da concentragéo da proteina (dn/dC) foi
realizada em um refratbmetro diferencial. Para essa medida, foram utilizadas quatro diferentes
concentragdes de proteina para cada concentragdo de sal analisada. Em posse desses paréametros, a

medida do valor de B2 através do espalhamento de luz foi realizada.

Para as medidas do By, foram preparadas cinco amostras para cada concentragdo de sal utilizada.
A variagao da concentracao de proteina dependeu da sua solubilidade em carbamato de aménio. Tolueno
P.A. 100% (Synth, Brasil) foi o padrdo empregado para calibrar a intensidade de espalhamento de luz e,
em seguida, foram analisadas a solugao salina sem a presenga da proteina e todas as outras solugdes (em
ordem crescente de concentragédo de proteina). Cerca de 1,0 mL de amostra foi utilizado em cada medida
(Figura 3.4).

Solugao de carbamato
de amonio

1

————=
I |

Intensiddade de luz espalhada

v

Concentracao de proteina

Solugdes de proteinaem

|
!
I carbamato de amonio

Figura 3.4 - llustragdo da metodologia experimental para determinagdo do parametro Bz por

espalhamento de luz, M, = massa molar da proteina (adaptado de Zetasizer Nano Series User Manual,

Malvern Instruments).
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3.2.2.3 Determinagéo do parametro Bz, por cromatografia de auto-interagéo (SIC)

Imobilizagdo da proteina: A agarose ativada com CNBr (0,5 g) foi inicialmente lavada com uma solucéo de

HCI 1 mmol/L a 4 °C. Apbs a lavagem, um volume de 10,0 mL da solugéo da proteina de interesse (6,5
mg/mL) em NaHCO3 0,1 mol/L a pH 8,3 foi adicionada ao gel. A mistura foi deixada sob agitacéo branda
durante 24 h a 4 °C para que a proteina fosse acoplada a matriz através de grupos amino primarios. Apos
esse periodo, o gel foi lavado com NaHCO3 0,1 mol/L a pH 8,3 para retirar 0 excesso de proteina. Os
grupos nao reagentes do gel foram bloqueados com Tris-HCI 0,1 mol/L a pH 8,0. A mistura permaneceu
em repouso por duas horas. Em seguida, o gel foi lavado com os tampdes acetato de sddio 0,1 mol/L
contendo NaCl 0,5 mol/L a pH 3,5 e Tris-HCI contendo NaCl a pH 8,5. A lavagem com os tampdes foi feita
de maneira ciclica, alternando-se os valores de pH. Este ciclo foi repetido por cinco vezes (Instructions-GE
Healthcare, EUA). Esse mesmo procedimento foi realizado com outra massa de agarose ativada com CNBr
(0,5 g), porém sem a adi¢do da proteina ao gel, para se preparar uma matriz para a determinagao do
volume de retencdo da coluna sem a interag@o da proteina da fase movel com a proteina imobilizada
(coluna controle). A agarose com e sem (controle) a proteina imobilizada foram empacotadas em colunas
Tricorn 5/50 (GE Healthcare, EUA). A integridade das colunas foi confirmada injetando-se 50 pL de uma

solugéo de acetona 1%, quando se obteve um pico Gaussiano.

Cromatografia de auto-interacdo: Solugdes aquosas de carbamato de aménio (0,06; 0,25; 0,45; 0,69; 0,90;

1,09 e 1,29 mol/kg) foram utilizadas como fase mével para a determinagdo do pardmetro Bz, para cada
concentragéo de sal. A proteina foi dissolvida, em concentragao abaixo da saturagéo, nas solugdes de sal
volatil citadas acima para o preparo das amostras. As medidas de volume de retengdo necessarias para o
célculo do By foram realizadas no sistema FPLC Akta Purifier com detector de UV 280 nm. A coluna foi
equilibrada com 10 mL de fase mével na concentracdo de sal desejada. Todas as analises foram feitas
com uma vazao de 0,75 mL/min e 50 uL de amostra. Os cromatogramas de cada corrida foram analisados
com o software UNICORN 5.11 (GE Healthcare, EUA) e o pico maximo obtido em cada cromatograma foi
considerado o volume de retengéo V.. O mesmo procedimento foi realizado com a coluna controle para o

qual também se determinou o volume de retengéo Vo (Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Representagdo simplificada da cromatografia de auto-interagéo para determinagdo do

parametro Bz,.

3.2.3 Ensaios de cristalizagaolprecipitagao com sal volatil
3.2.3.1 Ensaios preliminares de cristalizagdo/precipitagdo de insulina suina com sal volatil a 15 °C

Os ensaios preliminares de cristalizagdo com a insulina suina em carbamato de aménio foram
realizados para analisar a possibilidade de cristalizag&o de insulina suina em sal volatil, uma vez que nao
foram encontradas na literatura consultada informagdes sobre este processo. Diferentes concentragdes de
carbamato de amonio e proteina foram testadas a temperatura de 15 °C. Uma solugao estoque de insulina
suina foi preparada em carbamato de aménio 0,06 mol/kg e um volume determinado dessa solugéo foi
colocado em tubos de ensaios de 10 mL. Os tubos foram deixados em banho termostatizado, junto com as
solugbes de carbamato de aménio para que a temperatura desejada fosse atingida. Em seguida,
determinados volumes da solugao de sal foram adicionados aos tubos com solugéo protéica de modo a se
obter a concentragéo final de sal desejada. Os tubos foram fechados e mantidos em banho termostatizado
a 15 °C durante 72 h. Ao final desse periodo, as particulas obtidas para cada concentragéo de sal volatil e

proteina foram analisadas por microscopia ética (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - llustragéo da metodologia experimental utilizada nos ensaios preliminares de cristalizagao de

insulina suina com sal volatil a 15 °C.

3.2.3.2 Ensaios de cristalizagdo/precipitagdo das proteinas com sal volatila 15 e 25 °C

Os ensaios de cristalizagéo foram todos realizados em um reator de vidro com volume de 75 mL do
equipamento CrystalEYES. A turbidez, temperatura e pH foram monitorados pelo software WinlSO E985s-

CrystalEyes.

Para a lisozima, uma quantidade de proteina foi pesada e dissolvida em &gua deionizada. Para as
insulinas suina e bovina, uma quantidade destas proteinas foi pesada e dissolvida em solugéo aquosa de
carbamato de amoénio 0,06 mol/kg devido a baixa solubilidade em é&gua. A solugdo proteica na
concentragéo desejada foi filtrada em filtros de seringa Minisart 16534 com tamanho de poro de 0,2 um
(Sartorius, Alemanha), adicionada ao reator e mantida a 15 ou 25 °C com agitagdo por barra magnética
suspensa a 120 rpm. Em seguida, acrescentou-se ao reator a solugdo de carbamato de aménio para que
cada ensaio fosse realizado na concentragdo de sal desejada. Os dados de pH e temperatura se
mantiveram constantes durante o ensaio. Amostras foram retiradas em intervalos de 24 h e filtradas, sendo
o sobrenadante utilizado para determinagdo da concentracdo da proteina (Figura 3.7). O equilibrio do
sistema foi considerado atingido quando a concentragao da proteina no sobrenadante das amostras
retiradas em intervalos de 24 h permaneceu constante. A fase sdlida foi utilizada para caracterizagao das

particulas através de microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 3.7 - llustragdo da metodologia experimental utilizada nos ensaios de cristalizacéo de proteina com

sal volatil a 15 e 25 °C. Eletrodo de pH (1), sensor de turbidez acoplado ao agitador magnético suspenso
(2), sensor de temperatura (3), placa de agitagdo magnética (4), computador para aquisi¢do dos dados (5),

circulador para controle da temperatura do reator (6).

3.2.4 Determinagdo da concentragao das proteinas

As concentragbes das proteinas de interesse foram determinadas pelos métodos de Bradford
(1976) modificado (reagente Coomassie Plus, Pierce, EUA), de maior sensibilidade que o método
convencional, e por medidas de absorbancia a 280 nm. Antes da medida de concentracdo de proteina,
para as maiores concentragdes de sal, a concentragao de carbamato de aménio foi reduzida utilizando-se
dispositivos de filtragdo centrifuga Amicon® Ultra-4 (limite de massa molecular nominal 3000 kDa) para a

diluicio do sal. A curva padrdo para cada proteina foi previamente determinada.

3.2.5 Analise dos cristais por microscopia 6ptica e microscopia eletronica de varredura

A morfologia dos cristais foi obtida por anélise de imagem utilizando-se um microscopio biolgico
trinocular modelo Tim-108 Opton (Brasil) com aumento de 40 a 1600X e por microscopia eletronica de
varredura, analise realizada no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC) da Faculdade
de Engenharia Quimica da UNICAMP.
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Apresentam-se nesta seg¢do os resultados necessarios para a constru¢do do diagrama de fases
para as proteinas lisozima, insulinas suina e bovina. Para a obten¢do do valor de Bj, 0s valores de
algumas propriedades das solugdes, como indice de refracdo, densidade, viscosidade e incremento do
indice de refracéo para diferentes temperaturas, foram determinados e sdo apresentados no APENDICE 2.
A partir desses dados, os trés diferentes métodos para obtengdo do pardmetro Bz, (osmometria,
espalhamento de luz e cromatografia de auto-interagdo) foram empregados. Em seguida, também sao
apresentados 0s ensaios de cristalizagdo para verificar a ‘janela de cristalizacdo” para os sistemas de
proteina/sal volatil. E, por fim, os valores de Bz obtidos experimentalmente foram relacionados a

solubilidade das proteinas através de modelos termodinamicos disponiveis na literatura.

4.1 Determinagao de diagramas de fases das proteinas nas temperaturas de 15 e 25 °C

Para a construgcdo dos diagramas de fases das proteinas lisozima, insulinas suina e bovina
determinaram-se as curvas de solubilidade e os limites de metaestabilidade nas temperaturas propostas. A
zona metaestavel ndo € bem definida (diferente da solubilidade que é uma propriedade termodinamica bem
estabelecida), mas sim uma faixa mais ou menos ampla dependendo da velocidade com a qual a
metaestabilidade é atingida, especificando assim, a regido de concentracdo em que a taxa de nucleagéo
varia de imperceptivel a muito rapida (CARPINETI e PIAZZA, 2004). Neste estudo, ndo se estudaram
diferentes velocidades de adigao de sal ou agitagdo. O carbamato de aménio foi adicionado manualmente
gota a gota e, por se tratar de um sal volatil todos os tubos foram imediatamente vedados ap6s a adi¢do do
agente precipitante, agitados em vortex e deixados em repouso por 24 h. Como discutido anteriormente,
variagbes nos valores de pH também nado foram realizadas devido a concentragdo do sal carbamato de
amonio ser afetada pela adi¢cao de acidos ou bases para alteragao do valor de pH. O pH final das solugdes

das proteinas em carbamato de aménio foi de 10,0 £ 0,5 independente da concentragéo de sal.

Os limites de metaestabilidade foram determinados por ensaios de “cloud-point” em fungéo de
diferentes concentragdes de sal e proteina. Observa-se na Figura 4.1, pouca variagao na zona metaestavel
para a lisozima em fungdo da temperatura. Ja para as insulinas suina e bovina, um leve deslocamento para

a direita influenciado pelo aumento da temperatura pdde ser notado (Figura 4.2).
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Figura 4.1 — Diagrama de fases para a lisozima em carbamato de aménio a 25°C (a) e 15°C (b). (e) Limite

de supersaturacao e (o) solubilidade (linha como guia visual).
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Figura 4.2 — Diagrama de fases para as insulinas suina e bovina em carbamato de aménio a 25°C e 15°C.

(e) Limite de supersaturacéo e (o) solubilidade (linha como guia visual).

O limite entre as zonas metaestavel e instavel tem uma definicdo termodindmica e chama-se curva
espinodal. Na pratica, os limites de zonas metaestaveis s&o muito pequenos e variam em fungao das

condigdes da substancia (por exemplo, presenga de impurezas) (SCHWARTZ E MYERSON, 2002). A zona
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de metaestabilidade néo é fixa e depende da taxa em que a supersaturagao € criada, uso de agitacéo,
sendo explicado pelo fendmeno de nucleacdo de natureza estocastica (GARCIA-RUIZ, 2003). A
dependéncia da localizagao do limite de metaestabilidade como fungéo da taxa de resfriamento ja havia
sido observada por Nyvit (1983) para compostos inorganicos. Yu et al. (2013) estudaram o efeito da
temperatura e da velocidade de agitagcdo na determinagdo do comprimento da zona metaestavel para um
ribonucleotideo (5'-CMPNay). Eles verificaram que a largura da regido metaestavel diminuiu com o
aumento da velocidade de agitagdo e que a temperatura pouco afetou o limite de metaestabilidade. Lin et
al. (2008) estudaram o efeito da temperatura no sucesso da cristalizagéo de varias proteinas em fungdo da
mobilidade da curva de nucleagéo para diferentes temperaturas. Eles concluiram que a temperatura exerce
diferentes efeitos para diferentes proteinas, sendo algumas delas facilmente cristalizadas a baixas
temperaturas e outras em temperaturas maiores. Desse modo, a largura do limite de metaestabilidade é

uma particularidade de cada sistema.

Watanabe et al. (2010) relataram que a lisozima apresentou solubilidade retrograda em carbamato
de amdnio (maior solubilidade em temperaturas menores) nas concentragdes de 3,55; 2,94; 2,44; 1,86;
1,29 e 0,69 mol/kg. Segundo os dados medidos (APENDICE 2), a lisozima apresentou tal comportamento
para maiores concentragdes de sal (3,55 a 1,86 mol/kg), concordando com os dados de Watanabe et al.
(2010). Para essa faixa de concentragéo de sal, a solubilidade da lisozima variou de 0,096 a 0,945 mg/mL
a 15 °C, enquanto que para 25 °C os valores foram de 0,033 a 0,780 mg/mL. Ja para as menores
concentragdes de carbamato de amédnio (1,29 a 0,06 mol/kg) a solubilidade dessa proteina aumentou com
0 aumento da temperatura. Os métodos para a determinacdo de tal parametro aqui relatado e o utilizado

por Watanabe et al. (2010) foram diferentes, o que talvez, explica a diferenga nos valores encontrados.

As insulinas suina e bovina tiveram comportamentos de solubilidade em fungéo da temperatura
diferentes entre si. Apesar de as proteinas serem similares e diferirem apenas em dois aminoacidos nas
posicdes A8 e A10 da estrutura primaria, a solubilidade da insulina bovina apresentou um comportamento
retrogrado, enquanto que a insulina suina teve sua solubilidade aumentada com a temperatura para a faixa
de sal estudada (3,55 a 0,06 mol/kg).

Dados de solubilidade para as insulinas suina e bovina em carbamato de aménio a 15 e 25 °C
foram relatados por Lima (2006). Esse autor determinou a solubilidade através de ensaios de precipitagao
e o0 comportamento de “salting-out” foi observado para essas duas proteinas. A faixa de concentra¢do de

sal estudada foi diferente (1,0 a 4,0 mol/kg de carbamato para a insulina bovina e 2,0 a 3,5 mol/kg de
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carbamato para a insulina suina) e a concentragao inicial de proteina para os ensaios de precipitacéo foi de
5 mg/mL de insulina em tampé&o Tris-HCI 0,01 mol/L a pH 9,8 com NaCl 0,01 mol/L. Os valores de
solubilidade diferem bastante em relacdo aos obtidos neste trabalho, provavelmente por causa do método
adotado para a obtengdo desses dados e do sistema tampé&o utilizado. Lima (2006) também concluiu que
apesar das insulinas serem semelhantes, no que diz respeito a estrutura, massa molar, pl, o
comportamento de solubilidade observado também foi diferente. A insulina suina apresentou solubilidade
retrograda no sistema estudado por Lima (2006), enquanto aqui, neste trabalho, foi a insulina bovina que

apresentou esse comportamento.

Tashima (2007) também estudou a solubilidade da insulina suina proximo ao seu ponto isoelétrico
na regido acida. Neste trabalho, a solubilidade da insulina suina em solugdes aquosas com dioxido de
carbono foi determinada em trés diferentes temperaturas (5, 15 e 25 °C) mostrando um comportamento

retrogrado.

A solubilidade retrograda ndo € um fato incomum. Christopher et al. (1998) realizaram um estudo
com 30 proteinas e avaliaram a dependéncia da solubilidade com a temperatura. A partir de seus
resultados, concluiram que a solubilidade de 24 proteinas era afetada pela temperatura, das quais 13

apresentavam um aumento de solubilidade com a diminui¢ao da temperatura.

Durante os ensaios de solubilidade para as trés proteinas, observou-se 0 mesmo comportamento
observado por Bernardo et al. (2005), que estudaram o comportamento polimérfico durante ensaios de
dissolugdo da lisozima e da insulina suina a 25°C em diferentes valores de pH, fendmeno também
observado por Hirata (2009) para a insulina suina em solugbes aquosas com diéxido de carbono: a
quantidade de proteina inicialmente adicionada a solu¢do de carbamato de aménio se dissolveu quase
totalmente e, apds alguns dias a precipitagdo ocorreu. O aumento inicial da concentracdo da proteina
seguido pela sua diminuicdo foi atribuido a uma mudanca na estrutura cristalina ou do grau de

cristalinidade.

Outro fato comum observado para as trés proteinas foi o fendémeno de “salting-out”, em que houve
uma diminui¢do da solubilidade com o aumento da concentragdo do sal. Esta dependéncia é consistente

com a equagao de Cohn (COHN, 1925), expressa em termos de concentragéo de sal:

IS =g —-Ksm (4.1)

sal
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onde S é a solubilidade da proteina em mg/mL, msa @ concentragdo de sal em molkg, B e K’s sé&o

parametros da Equacao de Cohn.

A constante 8 é dependente do pH e da temperatura enquanto a constante de “salting-out” K’s é
dependente da proteina e do tipo de sal, porém, segundo Trevino et al. (2008), a dependéncia de K’s com a
natureza da proteina € insignificante. A constante K’s pode ser relacionada a interagdes eletrostaticas entre
a proteina e o eletrdlito. Segundo Melander e Horvath (1977), o conceito da série de Hofmeister e a
equacao de Cohn indicam a capacidade de o sal induzir a precipitacdo da proteina através da constante de

“salting-out™: maior 0 K’s mais efetivo é o sal.

Shiau e Chen (1997) avaliaram a influéncia da concentrag&o inicial de proteina na precipita¢éo por
‘salting-out” para quatro proteinas: lisozima, albumina bovina, amiloglucosidase e a-quimotripsina. Nesse
estudo, houve pouca variagao dos pardmetros da equacao de Cohn com a concentragao inicial de proteina

e nenhuma relagao foi observada.

Shih et al. (1992) estudaram a solubilidade da lisozima, a-quimotripsina e albumina de soro bovino
em solugdes aquosas de sal como fungdo do pH, forga ibnica, natureza quimica do sal e concentragéo
inicial da proteina. Para a lisozima, a solubilidade foi representada pela equagédo de Cohn e a efetividade
dos sais estudados (sulfato, fosfato e cloreto) foi consistente com a série de Hofmeister. A constante 8
obtida por Shih et al. (1992) mostrou-se dependente do pH e sua variagdo foi pouco significativa para
diferentes sais, solucdes de sulfato e fosfato de sodio. Mas, para as solugbes de cloreto de sddio esse
parametro variou cerca de 30% em relagdo as solugdes de sulfato e potassio de sddio. A constante K's
para a lisozima foi maior para os ions sulfato e fosfato indicando uma maior capacidade de precipitacao,

para a mesma concentracdo de sal de acordo com a sequéncia: sulfato > fosfato > cloreto.

A correlagdo dos dados de solubilidade para as trés proteinas aqui estudadas é apresentada na
Figura 4.3 e os valores dos parametros S e K’s estdo na Tabela 4.1. Comparando os valores de § e K’sda
lisozima obtidos para o carbamato de aménio, observa-se que S variou com a temperatura (1,60 a 15 °C e
2,45 a 25 °C) e K’s foi maior que o valor obtido para o cloreto de sodio, 0 sal menos efetivo na precipitagéo
da lisozima no estudo de Shih et al. (1992). Para as insulinas suina e bovina, 8 ndo sofreu grandes
variagbes com a temperatura e K’s (em torno de 3,5) foi proximo para essas duas proteinas, mas
relativamente alto, sugerindo que o carbamato de aménio possa ser efetivo no processo “salting-out”
quando comparado aos outros sais. Watanabe (2004) estudou a precipitagdo de tripsina suina em
carbamato de amodnio e sulfato de aménio a 4°C. O valor de K’s da tripsina em sal volatil foi distinto do
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valor obtido neste trabalho para as trés proteinas e o valor de 8 também foi diferente, talvez por depender

da natureza da proteina e temperatura (4 °C). Os resultados de Watanabe (2004) indicaram uma baixa

efetividade do sal volatil na precipitacdo de tripsina quando comparado ao sulfato de aménio.
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Figura 4.3 — Correlagdo da solubilidade das proteinas estudadas com a concentragdo de carbamato de

amonio a 25 °C (e) e 15 °C (o) segundo a equacdo de Cohn (1925).
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Tabela 4.1 — Parametros da equagdo de Cohn (1925) para as proteinas em carbamato de amonio a

diferentes temperaturas e para a lisozima a 25 °C em diferentes sais.

Literatura Este trabalho
Parametros . . o Insulina Insulina
Lisozima Tripsina Lisozima . )
suina bovina
25 °C1 4 °C? 15°C | 25°C|15°C | 25°C | 15°C | 25°C
K’s (kg/mol) | 0,4472 | 2,38 | 2,095¢ | 0,784 | 0,25¢ | 1,07 | 1,61 |3,77 |359 |3,16 | 3,51
B 0,9032 | 3,710 | 3,77c | 2,62d | 296¢ | 160 |245 [484 |[490 |4,09 |4,08

1 —dados de Shih et al. (1992). b - solugéo aquosa de sulfato de sddio a pH 9,0.
2 — dados de Watanabe (2004). ¢ - solugao aquosa de fosfato de sédio a pH 8,0.
a -solugéo aquosa de cloreto de sddio a pH 9,0. d - solucéo aquosa de sulfato de amdnio a pH 5,4.
e - solugdo aquosa de carbamato de aménio a pH = 10,0.

4.2 Determinagoes experimentais do parametro termodinamico B2.

Para a determinagé@o do parametro Bz, foram testadas inicialmente duas técnicas, osmometria de
membranas e o espalhamento de luz e, assim, seria feita a sele¢cdo do melhor método para os sistemas
escolhidos neste estudo. No entanto, testes preliminares permitiram avaliar e reconsiderar as
concentragdes de sal inicialmente propostas (0,69; 1,29; 1,86; 2,44; 2,94 e 3,56 mol/kg) devido a baixa
solubilidade das proteinas nas concentragdes de carbamato de aménio de 1,86 a 3,56 mol/kg, as
concentragdes de sal utilizadas neste estudo foram menores: 0,06; 0,25; 0,45; 0,69; 0,90; 1,09 e 1,29

mol/kg.

No que diz respeito a osmometria, esperava-se que, para essas concentragdes salinas mais baixas
e com o uso de membrana de massa molar de corte menor que o padrdo do equipamento, seria possivel
determinar o valor de By. Entretanto, por limitagbes de solubilidade, os valores medidos de presséo
osmotica se encontravam no limite da precisdo do aparelho, ou seja, praticamente ndo houve nenhuma
variacdo desse parametro em funcdo da concentracdo de lisozima. A proteina albumina de soro bovino,
por possuir uma alta solubilidade, também foi testada em concentragdes maiores de proteina em sal volatil
(5 a 30 mg/mL), porém a variagao da pressao osmética também nao foi significativa, o que sugere que o
sal possa ter influenciado nas medidas, talvez por apresentar algum tipo de interagdo com o material da
membrana (celulose regenerada e polietersulfona). Os resultados de alguns dos testes, para fins

ilustrativos, sdo mostrados na Tabela 4.2.
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Desse modo, a osmometria de membranas ndo serviu aos propositos deste trabalho e os dados de
B,> foram obtidos por espalhamento de luz estatico (SLS) e por cromatografia de auto-interagéo (SIC).
Como o equipamento disponivel para a realizagdo das cromatografias ndo possui controle de temperatura,

as medidas foram realizadas apenas a 25 °C (temperatura ambiente).

4.2.1 Ensaios de SLS para as solugdes aquosas de proteina em carbamato de amoénio a 15 e 25 °C

Os resultados dos paréametros e propriedades obtidos para a determinagdo por SLS do B a 15 e
25 °C para as concentragdes de sal de 0,06 a 1,29 mol/kg encontram-se no Apéndice 2. Como descrito no
item 2.3.2, um gréfico de Kc/R versus c lineariza os dados de espalhamento de luz e a partir da inclinagao

da curva, o valor de B2 é encontrado (Equagéo 2.6).

Tabela 4.2 - Pressao osmética para lisozima em carbamato de aménio a 25 °C.

Carbamato de aménio Concentragio de lisozima Pressdo osmética’

(mol/kg) (mg/mL) (mmHg)
1,93 1,2+0,1

3,66 1,50,1

0,69 5,28 1,5+0,1
6,74 1,6 £0,1

10,06 1,4+0,1

1,69 1,6 £0,1

129 3,42 1,6 £0,2
5,08 2004

6,65 1,2+0,3

* dados da press&o osmética (valor médio para N=3).

O comportamento do pardmetro termodinamico para a lisozima em fungdo da concentragéo de
carbamato de aménio € mostrado na Figura 4.4. Os valores de B2, encontram-se em uma faixa mais ampla
do que a “janela de cristalizagao” estabelecida por George e Wilson (1994) (-1x104 a -8 x104 mol.mL/g?),
variando de -20,4x10+ a -3,6x10-4 mol.mL/g2 para 25 °C e de -400x10+ a -14,4x104 mol.mL/g? para 15 °C.
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Figura 4.4 - Efeito da concentragdo de sal volatil no valor de B2, para o sistema lisozima/carbamato de
aménio a 25 °C (e) e 15 °C (o).

Apesar de a lisozima ser uma proteina geralmente muito solivel em alguns sistemas, ela
apresenta baixa solubilidade nas maiores concentragbes de carbamato de amoénio, fato confirmado por
valores de Bz, altamente negativos que refletem uma forte interagdo atrativa entre as moléculas de
proteina e, consequentemente, favorecem a precipitagdo. Quanto maior a forca iénica da solugéo de sal
volatil menor é o valor do Bz, € maior é o efeito “salting-out”. Logo, isso classifica o carbamato de aménio
como um “mau” solvente para a lisozima, fato comprovado experimentalmente por Lima (2006), Watanabe
et al. (2006), Watanabe et al. (2010) e Silva et al. (2010), de modo que esse sal volatil pode ser utilizado

como agente precipitante.

Outro fator que contribui para a baixa solubilidade da lisozima, refletida pelo valor negativo de Bz, €
0 pH da solugéo de carbamato de aménio (9,5) muito préximo de seu ponto isoelétrico (11,0) no qual a

repulsao eletrostatica entre as moléculas é minima.

No entanto, o valor de B2, implica ndo somente na capacidade ou ndo de cristalizagdo da proteina,
mas também na influéncia de diferentes tipos de sais no comportamento da proteina em solugdo. Dumetz
et al. (2007) estudaram sete proteinas (ovoalbumina, ribonuclease A, albumina de soro bovino, a-

lactoalbumina, mioglobina, citocromo c e catalase) em diferentes sistemas a pH 7,0 para compreender o
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efeito do sal nas interagdes proteina-proteina. A tendéncia do Bo, foi completamente diferente para cada
sal estudado: com o sulfato de amdnio os valores de B, cairam drasticamente com o aumento da
concentracao salina, enquanto que para o cloreto de sodio o valor permaneceu praticamente constante
para todas as sete proteinas estudadas. Esses resultados estdo de acordo com a série de Hofmeister

(1888) que classifica a capacidade que cations e anions tém em precipitar uma proteina.

Por se tratar de um sal volatil, a avaliagdo do carbamato de aménio foi realizada apenas no pH 9,5
(pH da solugéo) proximo ao pl da proteina. Dessa maneira, apesar de a lisozima ser uma proteina bastante
estudada néo é possivel comparar os valores de Bz, na presenga de carbamato de aménio. Devido a
proximidade do pH da solu¢do com o pl da proteina, a literatura consultada ndo apresenta dados para
valores de pH = 9,5. Talvez, por essa particularidade da solugao, a precipitagdo da proteina seja favorecida

independente do valor de B2, encontrado para as diferentes condi¢oes testadas.

O comportamento do Bz para as insulinas suina e bovina em fungdo da concentragdo de
carbamato de aménio (Figuras 4.5 e 4.6) é semelhante ao apresentado para lisozima. Para a insulina suina
os valores de B2, a 25 °C variaram de -250x10 a -17x104 mol.mL/g2, enquanto que para 15 °C os valores
de B2, foram de -187x104 a -45,2x104 mol.mL/g? para as concentra¢des de sal de 0,90 a 0,06 mol’kg em
ambas as temperaturas. Ja para a insulina bovina os valores de By, a 25 °C variaram de -474x10+ a -
6,7x104 mol.mL/g2 para 0,90 a 0,06 mol/kg, enquanto que para 15 °C os valores de Bz, foram de -533x10+4
a -16,7x10 mol.mL/g2 para 0,90 a 0,06 mol/kg. O efeito da temperatura no comportamento do parametro
B> € menos pronunciado do que a concentragdo de sal (para as insulinas praticamente ndo houve
influéncia da temperatura). Ao contrario do que foi obtido aqui, Bonneté et al. (1999) verificaram que a
temperatura apresenta certa influéncia no valor de B2, para menores concentragdes de forga idnica, porém
para um mesmo valor de By para diferentes tipos de sal, a forca iénica variou largamente, destacando
novamente a importancia do tipo de sal na precipitagdo. Outros autores também estudaram o efeito da
temperatura no Bo,. Valente et al. (2005) observaram um aumento no valor de B> com 0 aumento da
temperatura que poderia estar correlacionado ao aumento da solubilidade com a temperatura, mas
Antipova et al. (1999) encontraram o efeito contrério, argumentando que com o aumento da temperatura,
as proteinas podem ficar parcialmente desnoveladas, expondo suas regides hidrofobicas que levariam a

interagcdes mais atrativas.
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Figura 4.5 - Efeito da concentragéo de sal volatil no valor de B2, medido por SLS para o sistema insulina

suina/carbamato de amdnio a 25 °C (e) e 15 °C (o).
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Figura 4.6 - Efeito da concentracéo de sal volatil no valor de B2 medido por SLS para o sistema insulina

bovina/carbamato de aménio a 25 °C (@) e 15 °C (o).
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Uma diminui¢do do valor de B2 em fung@o do aumento da concentragdo do sal é tipico do
comportamento de “salting-out” em que os ions salinos sequestram as moléculas de agua e evitam que
elas formem pontes de hidrogénio com a superficie da proteina. Consequentemente, as proteinas acabam
tendo interagdes intermoleculares que resultam na atragdo proteina-proteina (COLLINS, 2004; CURTIS e
LUE, 2006). Moon et al. (2000) estudaram as interagdes proteina-proteina para a lisozima e a BSA em
solugdes aquosas de sulfato de amonio em diferentes valores de pH e concentragbes de sal. Para a
lisozima, a diminui¢do do valor de B2> com o0 aumento da concentragdo de sal foi atribuido a interagdes
hidrofébicas e a desidratacdo da superficie polar da proteina. Ja para a BSA as interagbes foram
repulsivas, sendo concluido por aqueles autores que as forgas de hidratagao (forgas entre as superficies
carregadas e hidrofilicas das moléculas de proteina) influenciaram nas interagdes, devido a superficie

dessa proteina ser mais hidrofilica.

A efetividade de sais no processo de “salting-out” de proteinas depende muito do tipo de sal e a
eficicia dos anions segue a série de Hofmeister de acordo com a carga dessas macromoléculas em
solugdo. Quando o pH da solugdo é maior que o pl da proteina (caso das insulinas suina e bovina em
carbamato de aménio), estando as moléculas com carga liquida negativa, o comportamento de “salting-out”
é observado de acordo com a posigéo do ion na série direta de Hofmeister. Ja para proteinas carregadas
positivamente (caso da lisozima cujo pl 11 esta acima do pH da solugdo de carbamato, 9,50) a ordem
inversa da série é valida, mas apenas para concentragdes de sais monovalentes menores que 0,2 mol/L
(ZHANG e CREMER, 2009; BOSTROM et al., 2011). O ion carbamato no esta classificado nessa série,
mas grandes anions monovalentes (caso do carbamato) sdo menos hidratados do que os anions
divalentes, sendo chamados ions caotrépicos (RIES-KAUTT e DUCRUIX, 1989; FONSECA et al., 2006;
SILVA, 2008; ZHANG e CREMER, 2010). Anions com carga dupla tém maior efeito “salting-out’ que anions
monovalentes, sendo esse efeito mais influenciado pelo cation do que pelo anion, segundo Gorgényi et al.
(2006). Desse modo, uma explicagao provavel para a capacidade precipitante do carbamato de aménio é
que o cation aménio tenha promovido a precipitagdo das proteinas, ainda que o anion carbamato nao fosse
um bom agente precipitante, de acordo com a série de Hofmeister. Além disso, existe uma pequena
quantidade de ions carbonato em solugao (BALDWIN, 1996; SILVA, 2008).
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4.2.2 Ensaios de SIC para as solugoes aquosas de proteina em carbamato de aménio a 15 e 25 °C

O método desenvolvido por Tessier et al. (2002a) para a determinagédo do parametro Bz, tem como
vantagens a redugdo da quantidade de proteina e tempo utilizados na sua determinagéo. Conforme
discutido no item 2.3.3 a partir das Equagdes 2.8 a 2.10, os volumes de retengdo das cromatografias
(Figuras 4.7 a 4.9) foram obtidos e os valores de B calculados. Os par@metros necesséarios para o calculo
do valor de B2, para a lisozima e as insulinas suina e bovina a 25 °C s&o mostrados na Tabela 4.3 e os

valores de B2 na Tabela 4.4.

Os perfis de elui¢do para as proteinas lisozima e insulinas suina e bovina nas condigdes estudadas
(0,06 a 1,29 mol/kg de carbamato de aménio) sdo mostrados nas Figuras 4.7 a 4.9. Para a lisozima, o
aumento da concentragéo de sal teve pouco efeito no volume de retencdo da amostra, diferentemente do
comportamento das insulinas. Os volumes de retengédo das insulinas suina e bovina foram maiores para as
concentragdes de sal mais altas, o que reflete uma maior intensidade da interagéo entre a proteina

imobilizada e a proteina presente na fase mével.
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Figura 4.7 — Perfis de elui¢do obtidos por SIC a 25 °C para a lisozima em fung¢do da concentracéo de
carbamato de aménio (em mol/kg): 0,06 (—), 0,25 (--- ), 0,45 (----), 0,69 (----), 0,90 (—), 1,09 (—) e 1,29
(-----). Concentragao das amostras injetadas (mg/mL): 3,15 (—), 2,15 (---), 2,05 (----), 1,95 (----), 1,85 (—),
1,80 (—) € 1,55 (-----).
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Figura 4.8 - Perfis de eluigdo obtidos por SIC a 25 °C para a insulina suina em fun¢éo da concentragéo de
carbamato de aménio (em mol/kg): 0,06 (—), 0,25 (—), 0,45 (—), 0,69 (—), 0,90 (—), 1,09 (—) e 1,29
(—). Concentracdo das amostras injetadas (mg/mL): 3,75 (—), 3,25 (—), 3,15 (—), 3,05 (—), 0,90 (—),
0,60 (—) e 0,30 (—).
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Figura 4.9 - Perfis de eluicdo obtidos por SIC a 25 °C para a insulina bovina em fungao da concentragéo
de carbamato de aménio (em mol/kg): 0,06 (—), 0,25 (—), 0,45 (—), 0,69 (—), 0,90 (—) e 1,09 (—).
Concentragao das amostras injetadas (mg/mL): 3,85 (—), 3,65 (—), 3,35 (—), 1,30 (—), 0,60 (—), 0,30
(—)-
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Tabela 4.3 — Parametros utilizados no célculo do valor de B2 para as proteinas lisozima e insulinas suina e

bovina em carbamato de aménio a 25 °C através da cromatografia de auto-interagao.

Insulina Insulina
Descrigdo dos parametros Lisozima
suina bovina
massa de proteina/volume de particulaa (mg/mL) 15,06 7,66 37,30
volume de vazios da coluna/volume de particula empacotadaP 0,84 0,84 0,84
@ - area superficial acessivel/volume de fase mévelc (m?/mL) 42,5 43,7 43,6
ps-moléculas de proteina/area superficial acessiveld (moléculas/m?) | 1,78.10% | 2,17.10% | 10,7. 10
@ - area superficial acessivellvolume de fase movele (m?/mL) 32,3 36,2 35,8
Bs - volume excluido® (cm3) 6,24.1020| 2,62.1020 | 2,86.10-20

a — determinado experimentalmente.
b — valores obtidos a partir dos dados de DePhillips e Lenhoff (2000) para a agarose.
¢ — valores obtidos por interpolag&o a partir dos dados de DePhillips e Lenhoff (2000).

d — valores calculados (massa de proteina/volume de particula pela porosidade e razdo de fase).

e —d = 3,11 nm para a lisozima e d = 2,32 para a insulina suina (d & o didmetro da proteina calculado a partir do volume
molecular, Connolly, 1993; Neal e Lenhoff, 1995).

Tabela 4.4 — Dados experimentais da SIC para a determinagéo e valores de B>, correspondentes para a

lisozima e para as insulinas suina e bovina em carbamato de aménio a 25 °C.

Lisozima Insulina suina Insulina bovina
Carbamato de
L B22x 104 B22x 104 B22x 104
amonio (mol/kg) k’ kK’ k’
(mol.mL/g?) (mol.mL/g?) (mol.mL/g?)
1,29 0,15 -5,53+0,24 26,74 6130 £ 277 - -
1,09 0,16 -6,43 £ 0,00 21,09 -4830 £ 361 6,44 -303 £ 32
0,90 0,15 -5,85+ 0,25 14,4 -2100 £ 687 4,84 -226 £ 13
0,69 0,14 -5,12+£ 0,44 5,55 -1270 £ 84 2,80 -129 £ 19
0,45 0,17 6,79 £ 0,51 3,35 -763 + 36 1,31 575+25
0,25 0,21 9,04 £1,57 2,30 -523 £40 0,94 239,727
0,06 0,16 6,65+ 1,89 0,90 201 £ 11 0,38 -129+0,3

* Kk’ - fator de retengdo médio para N=3 (triplicata).

A lisozima apresenta pouca variagéo da solubilidade em fungao da concentragéo de carbamato de

amdnio (2,28 a 7,51 mg/mL) o que reflete pouca variagéo nos valores de B2 ja que a solubilidade também
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é resultado de uma interacdo entre as moléculas de proteina. As insulinas suina e bovina possuem uma
ampla faixa de solubilidade no sistema estudado (de 0,8 a 117 mg/mL para a insulina suina e 0,28 a 136,6
mg/mL para a insulina bovina). Porém, mesmo com altos valores de solubilidade para concentragdes de sal
relativamente baixas, o valor de B2, foi negativo (de -6.130x104 a -201x104 mol.mL/g2 para a insulina
suina e -303 x104 a -12,9 x104 mol.mL/g2 para a insulina bovina), o que teoricamente indica uma forte
atragéo entre as moléculas de proteina nas solugdes de carbamato de aménio. Esse sistema ainda nao foi
relatado em estudos anteriores, mas os resultados estdo de acordo com a literatura em relagéo a tendéncia
do B2, menores valores de Bz, para maiores concentragdes de sal. No entanto, valores muito negativos,
como 0s obtidos neste trabalho, sugerem a ocorréncia da precipitacéo ou formagéo de “praggs” (agregados
que provavelmente resultardo em precipitados). Assim, a cristalizagao de insulina suina e insulina bovina
com esse sal volatil, de acordo com a “janela de cristalizagédo” de George e Wilson (1994), talvez ndo seja

favorecida nas condigdes de temperatura, pH e concentragfes de sal analisadas.

4.3 Ensaios de cristalizagao/precipitagao das proteinas com sal volatil a 15 e 25 °C
4.3.1 Ensaios preliminares para verificagao da cristalizagao de insulina suina com sal volatil a 15 °C

Os ensaios preliminares aqui reportados foram realizados apenas com a insulina suina para
verificar a viabilidade da sua cristalizagdo em sal volatil, pois ndo ha relatos de cristalizagdo de proteinas
em carbamato de aménio. Esses foram os primeiros ensaios realizados neste trabalho e os resultados
positivos descritos a seguir € que validaram o carbamato de amdnio como agente de cristaliza¢do e o sal a

ser usado neste estudo.

Sabe-se da literatura que cristais de insulina s&o obtidos na faixa de pH 6,0 a 6,5 na presenga de
cations divalentes (CROWFOOT, 1935; SCHLICHTKRULL, 1956; LADISCH, 2001). A formagéo da unidade
cristalina da insulina suina, conhecida como hexamero, ¢é favorecida para valores de pH em torno de 6,0 e
na presencga de zinco. Para pH maior que 8,0 a dissocia¢do da insulina e do zinco torna-se predominante
(BLUNDELL et al., 1972). Assim, ndo foi adicionado zinco aos ensaios de cristalizagdo de insulina

realizados neste trabalho, pois o pH da solugdo de carbamato de aménio é proximo de 10,0.

Nos ensaios preliminares, foram testadas diferentes concentragbes de carbamato de aménio entre
1,0 a 7,0 mollkg a 15 °C. As concentragdes iniciais de proteina foram 2,0; 4,0 e 6,0 mg/mL. Para as
concentragdes de sal de 5,0 e 7,0 mol/kg, independente da concentracdo inicial de insulina suina, néo

houve a formagao de cristais visiveis e bem definidos, apenas precipitados (Figura 4.10). Cristais foram
65



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

obtidos nas concentraces de 1,89 e 3,0 molkg (Figura 4.11) e de 1,26 e 2,0 mollkg (dados néo
apresentados) para as quais houve formagéo de cristais apenas para a maior concentragdo de proteina (6
mg/mL). Para a concentragéo de 1,0 mol/kg a solu¢do permaneceu limpida para as trés concentragdes de
proteina analisadas. Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio com volume de 10 mL para cada
condi¢do testada. Todos os ensaios foram mantidos a temperatura constante de 15 °C em banho
termostatizado e em repouso por 72 horas. Os dados apresentados neste trabalho séo inéditos para a
cristalizacdo de proteina em sal volatil, pois ndo foram encontrados relatos de cristalizagdo de insulina

suina em carbamato de amonio.

Concentragéo de proteina (mg/mL)
2,0 4,0 6,0

5,00

7,00

Concentragao de sal volatil (mol’kg)

Figura 4.10 - Fotomicrografias de precipitados de insulina suina em carbamato de aménio a 15°C
(ampliagéo de 400x).
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Concentragéo de proteina (mg/mL)
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Concentragao de sal volatil (mol/kg)

Figura 4.11 - Fotomicrografias de cristais de insulina suina em carbamato de aménio a 15 °C (ampliagéo
de 400x).

4.3.2 Ensaios de cristalizagao/precipitagdao com sal volatil nas condi¢goes de medigao do parametro
B2

O objetivo destes ensaios foi analisar conjuntamente os valores de By, as fases sdlidas das
proteinas lisozima e insulinas suina e bovina em sal volatil e a janela de cristalizagéo estabelecida por
George e Wilson (1994) para os sistemas as temperaturas de 15 e 25 °C. Para a lisozima houve a
cristalizagdo em todas as condigdes testadas, observando-se que a 25 °C (Figura 4.12) os cristais foram
maiores quando comparados aos cristais obtidos a 15 °C (Figura 4.13). Avaliando os valores de B
obtidos paras ambas as temperaturas, verificou-se que a 25 °C (-20,4x10+ a -3,6x104 mol.mL/g2 para SLS
e -9,04x104 a -5,12x104 mol.mL/g2 para SIC) os seus valores foram mais proximos da ‘janela de

cristalizacdo” do que os valores a 15 °C (-400x10-4 a -14,4x10- mol.mL/g? para SLS).
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Figura 4.12 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura dos cristais de lisozima
obtidos a diferentes concentragdes de carbamato de amdnio (em mol/kg) a 25 °C: 1,29 (a), 1,09 (b), 0,90
(c), 0,69 (d), 0,45 (e) e 0,25 (f).
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Figura 4.13 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura dos cristais de lisozima
obtidos a diferentes concentracdes de carbamato de aménio (em mol/kg) a 15 °C em carbamato de
amdnio 1,29 (a), 1,09 (b), 0,90 (c), 0,69 (d), 0,45 (e), 0,25 (f) e 0,06 (g).
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Ja para a insulina, tanto para a suina (Figuras 4.14 e 4.15) quanto para a bovina (Figuras 4.16 e
4.17), a formagao dos cristais ndo foi favorecida. De acordo com a literatura (BLUNDELL et al., 1972;
DODSON et al., 1978), sabe-se que cristais de insulina normalmente s&o obtidos em valores de pH
préximo a 6,5 na presenca de cations divalentes, geralmente o zinco. Para valores de pH acima de 8,0 o
hexamero nao é estavel — unidade cristalina presente nos cristais de insulina — e ocorre a dissociagéo da
insulina e do zinco. Por este motivo, ndo se adicionou zinco a solugéo de carbamato de aménio devido ao
pH desta solucéo ser alcalina e proxima de 10,0. Aparentemente, as particulas de insulina suina e bovina
estavam bastante aglomeradas nas condigdes estudadas, nas quais os valores de Bz, para ambas as
proteinas foram bastante negativos (-250x10 a -17x10-4 mol.mL/g? e -483x10- a -6,7x10 mol.mL/g2 para
as insulinas suina e bovina obtidos por SLS, respectivamente), indicando justamente a formagéo de
precipitados. Os ensaios de cristaliza¢do para a insulina suina nas concentragdes de 0,45 e 0,25 mol/kg de
sal volatil foram realizados a 25 °C, mas n&o houve alteragéo da concentragdo durante os quatro primeiros
dias de ensaio e em seguida, uma solugdo com aparéncia de gel foi formada. Assim, ndo foram realizados
ensaios para as insulinas nas concentragdes menores de sal (0,45 a 0,06 mol/kg para insulina suina a 15 e
25 °C e 0,25 e 0,06 mol/kg para a insulina bovina a 25 °C) por causa do seu alto valor de solubilidade (80 a
120 mg/mL e 105 a 136 mg/mL, respectivamente para as insulinas suina e bovina) e da dificuldade de se
obter solugdes supersaturadas nessas condi¢des (optou-se por ndo adicionar acidos e bases ao sal volatil

para ndo alterar suas reagdes de equilibrio).

Nos ensaios preliminares de cristalizagdo de insulina suina, aparentemente, a concentragao 6tima
de carbamato de aménio para se obterem cristais foi de 1,89 a 3,0 mol/kg. De acordo com a tendéncia dos
valores de By para a insulina suina em carbamato de aménio (Figura 4.5), para concentragdes maiores de
sal volatil, mais negativo sera o seu valor. Nessas condigdes, a solubilidade da insulina suina é bastante

reduzida e a supersaturagéo é bastante elevada, mas, curiosamente, cristais foram formados (Figura 4.11).
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Figura 4.14 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura dos precipitados de
insulina suina obtidos a diferentes concentragdes de carbamato de aménio (em mol/kg) a 25 °C: 1,29 (a),
1,09 (b) € 0,90 (c).
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Figura 4.15 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos precipitados de

insulina suina obtidos a diferentes concentragdes de carbamato de aménio (em mol/kg) a 15 °C: 1,29 (a),
1,09 (b), 0,90 (c) e 0,69 (d).
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Figura 4.16 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura dos precipitados de
insulina bovina obtidos a diferentes concentragdes de carbamato de aménio (em mol/kg) a 25 °C: 1,29 (a),
1,09 (b), 0,90 (c), 0,69 (d) e 0,45 (e).
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Figura 4.17 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos precipitados de

insulina bovina obtidos a diferentes concentragdes de carbamato de aménio (em mol/kg) a 15 °C: 1,29 (a),

1,09 (b), 0,90 (c), 0,69 (d), 0,45 (e).
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4.4 Determinagao de valores de B:; através do uso de modelos termodinamicos

Os valores de By, determinados por SLS foram correlacionados com as medidas de solubilidade
das proteinas lisozima e insulinas suina e bovina as temperaturas de 15 e 25 °C de acordo com os
modelos termodinamicos ja apresentados no item 2.4. A determinagdo dos parametros (Tabela 4.5) foi
realizada de acordo com a Figura 4.18 em que sdo destacados 0s passos para a execugao dos modelos
de modo a se obter valores que representem de forma adequada os dados experimentais obtidos.
Aplicando a metodologia adotada para estimativa dos parametros obteve-se os resultados descritos pelas
Tabelas 4.6 a 4.8. Os resultados da aplicagcdo dos modelos de Haas et al. (1999), Ruppert et al. (2001) e

Franco e Pessoa Filho (2013) sdo mostrados nas Figuras 4.19 a 4.21.

Tabela 4.5 — Valores ajustados dos parémetros e utilizados nos modelos termodinamicos para estimativa

do segundo coeficiente virial.

Ruppert et al.
Haas et al. (1999) Franco e Pesséa Filho (2013)
(2001)
z A Ac K B*(mol.mL/g?) | msa*(mol/kg)
15°C 4 0,115 0,01 85,6 0,077 3,030
Lisozima
25°C 4 0,0111 0,01 16,5 -0,0389 3,030
15°C 8 1,725 -3445 0,1 -0,595 1,538
Insulina suina
25°C 8 1,75 -984 200 -0,1961 1,538
15°C 8 3,24 -630 406 -0,00685 0,400
Insulina bovina
25°C 8 4,69 -500 771 -0,00430 0,400

* valor de z retirado de Mehta et al. (2012) e Bergeron et al. (2003).
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Entrada dos dados

experimentais Sexp € B2z &P

A 4
Entrada de valores iniciais dos parametros

ajustaveis dos modelos tedricos (Haas et
al., 1999; Ruppert et al., 2001 e Franco e
Pessoba Filho, 2013).

A 4

Calculo de S e Bz2em fungéo dos

A

dados experimentais

Estimativas dos parametros
ajustaveis dos modelos tedricos
(Haas et al., 1999; Ruppert et al.,

A\ 4

A 4

5 Sep 1 & minimo 2 N3o 2001 e Franco e Pessoa Filho, 2013).
=1 e mnmo
Scalculado
By’ .
z calculado — 1 é minimo ?
BZZ
Sim

Fim da estimativa

Figura 4.18 — Esquema ilustrativo utilizado para a estimativa dos pardmetros ajustaveis dos modelos
tedricos de Haas et al. (1999), Ruppert et al. (2001) e Franco e Pessoa Filho (2013).
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Tabela 4.6 — Condigdes utilizadas para as estimativas e ajustes dos parametros do modelo de Haas et al. (1999). Valores de solubilidade e Bz,

calculados (S e B) a partir dos dados experimentais (Sexp € Bazexp).

Lisozima Insulina suina Insulina bovina
25°C 15°C 25°C 15°C 25°C 15°C
Concentragdo de sal Verificagao
Sexp/S | Bazexp/B22 | Sexp/S | Bazexp/Baz | Sexp/S | Bazexp/Baz | Sexp/S | Bazexp/Baz | Sexp/S | Bazexp/B22 | Sexp/S | Bazexp/Ba2
(mol/kg) B2,
1,29 2,7087 | 1,7637 |6,1166 | 2,4946 - - - - 0,1692 | 0,6276 - - 1,00
1,09 0,6916 | 0,7961 |0,6384 | 0,7958 - - - - 52679 | 1,5385 - - 1,00
0,90 1,2969 | 1,725 |0,1485| 0,3750 | 4,8042 | 15221 |1,5265| 1,1209 |0,5475| 0,8528 |3,6092| 1,4003 1,00
0,69 0,7673 | 0,8429 |0,0530 | 0,2188 | 0,0454 | 0,3942 [0,0533| 0,4162 - - 1,3938 | 1,0936 1,00
0,45 0,2997 | 0,4327 |0,0236 | 0,1382 | 0,0556 | 0,3579 |[0,5126| 0,8074 |0,0006| 0,0562 |0,0142| 0,2538 1,00
0,25 0,7464 | 08321 |0,0210 | 0,274 | 0,0416 | 0,3120 [0,5734| 0,8378 |0,0053| 0,1262 |0,0092| 0,1619 1,00
0,06 1,2132 | 1,1409 |0,0679 | 0,2454 | 0,0602 | 0,3553 |2,3558 | 1,3036 |0,0021| 0,0478 |0,0151| 0,2038 1,00
2[33—71] ou Z[S?’ fﬂ‘ 0,724 | 0,019 | 0,069 | 2,605 | 0,007 | 2,05 |0,022 0514 |0,007 | 2751 |0,042| 1,887
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Tabela 4.7 — Condigdes utilizadas para as estimativas e ajustes dos parametros do modelo de Ruppert et al. (2001). Valores de solubilidade e B2,

calculados (S e B) a partir dos dados experimentais (Sexp € Bazexp).

Lisozima Insulina suina Insulina bovina
25°C 15°C 25°C 15°C 25°C 15°C
< Verificagao

Concentragéo de Sexp/S | Bazexp/B22| Sexp/S | Bazexp/B22| Sexp/S | Bazexp/Baz| Sexp/S | Bazexp/B22| Sexp/S | Bazexp/B22| Sexp/S | Bazexp/B2z
sal (mol/kg) B2
1,29 1,3527 | 14046 | 3,2036 | 3,7945 0,1700 | 0,1483 1,00
1,09 0,7420 | 0,7188 | 1,3361 | 1,3986 0,6402 | 0,6181 1,00
0,90 1,668 | 1,1855 | 0,7277 | 0,6905 | 0,3430 | 0,3075 | 0,1178 | 0,187 | 0,5802 | 0,5554 | 0,2482 | 0,2015 1,00
0,69 0,9207 | 0,9139 | 0,4016 | 0,3452 | 0,2764 | 0,2415 | 0,1169 | 0,1204 0,5433 | 0,4897 1,00
045 0,4736 | 0,4526 | 0,3422 | 0,2846 | 1,3685 | 1,3914 | 1,2324 | 1,2228 | 0,3778 | 0,3646 | 0,7095 | 0,6591 1,00
0,25 0,8337 | 0,8184 | 0,3622 | 0,3037 | 1,2762 | 1,2894 | 1,2571 | 1,2467 | 3,1650 | 3,0076 | 1,4739 | 1,5884 1,00
0,06 1,5224 | 15571 | 06314 | 0,5832 | 1,7420 | 1,7708 | 2,3627 | 2,2912 | 1,3758 | 1,3061 | 2,0402 | 2,3347 1,00

z[BB —1] ou 2{3—1}‘ 0,0117 | 0,0509 | 0,0048 | 0,4004 | 0,0057 | 0,0006 | 0,0864 | 0,0002 | 0,3090 | 0,0002 | 0,0151 | 0,2734
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Tabela 4.8 — Condigdes utilizadas para as estimativas e ajustes dos pardmetros do modelo de Franco e Pessba Filho (2013). Valores de concentragao

de sal e By calculados (m e Bz») a partir dos dados experimentais (Mexp € Bazexp).

Lisozima Insulina suina Insulina Bovina
25°C 15°C 25°C 15°C 25°C 15°C
Concentragado de sal Verificagao
mee/m | Bazexp/Bz2 | Me*/M | Bizexp/Bzz | Me**/M | Bizexp/Bzz | MP/M | Bazexp/B22 | M/M | Bazexp/Baz | Me*/M | Bigexy/B2z
(mol/kg) B2
1,29 1,0760 | 0,8636 | 0,5335 | 3,3430 - - - - 1,1844 | 10,4941 - - 1,00
1,09 1,7719 | 0,4656 | 0,8757 | 1,1801 - - - - 0,8409 | 2,0620 - - 1,00
0,90 1,1713 | 08091 | 1,7732 | 0,6571 | 0,9334 | 12594 | 14511 | 0,3483 | 0,8304 | 1,9060 | 0,8577 | 1,6027 1,00
0,69 1,3650 | 0,7430 | 59061 | 0,5416 | 1,4235| 0,4786 | 2,6995 | 0,1944 - - 0,8004 | 1,7224 1,00
0,45 3,7030 | 0,5893 |-0,8882| 0,3593 | 1,6817 | 0,5195 | 1,8476 | 0,4592 | 4,9835 | 0,2829 | 1,9518 | 0,4998 1,00
0,25 0,4330 | 1,6941 |-0,3629 | 0,3662 | 1,1265 | 0,9041 | 0,9781 | 1,0213 | 1,4810 | 0,7520 |-5,3587 | 0,3916 1,00
0,06 0,1310 | 1,8985 |-0,8100| 0,8664 | 0,2593 | 1,8500 | 0,1709 | 2,9966 |-0,4628 | 0,5139 | 6,7991 | 0,8507 1,00
2[85—1] WZ{%@‘ 2,651 | 0,063 | 0,027 | 0,314 | 0424 | 0,012 | 2,147 | 0,020 | 2,858 | 0,011 | 0,050 | 0,067
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Figura 4.19 — Correlagbes entre o segundo coeficiente virial osmético e a solubilidade das proteinas

lisozima e insulinas suina e bovina obtidas pelo modelo termodindmico Haas et al. (1999). (e,—) 15 °C e

(o,—--) 25 °C. Os simbolos correspondem aos dados experimentais e as linhas ao ajuste teérico.
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Figura 4.20 — Correlagbes entre o segundo coeficiente virial osmotico e a solubilidade das proteinas

lisozima e insulinas suina e bovina obtidas pelo modelo termodindmico Ruppert et al. (2001). (e,—) 15 °C

e (o,-----) 25 °C. Os simbolos correspondem aos dados experimentais e as linhas ao ajuste tedrico.
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Figura 4.21 — Correlagbes entre o segundo coeficiente virial osmético e a solubilidade das proteinas
lisozima e insulinas suina e bovina obtidas pelo modelo termodinamico Franco e Pess6a Filho (2013).

(#,—) 15 °C e (o,—---) 25 °C. Os simbolos correspondem aos dados experimentais e as linhas ao ajuste
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A estrutura e o comportamento dos graficos obtidos (Figuras 4.19 a 4.21), com pouca variagéo na
ordenada (eixo y) e muita na abscissa (eixo x), tornou dificil o ajuste pelos modelos aqui estudados. Apesar
da dificuldade na analise das fungdes estudadas, pois as duas variaveis (solubilidade e B2) tém valores e
comportamentos muito distintos, os valores 6timos para cada parametro foram obtidos a partir da analise
qualitativa do comportamento. Assim, tanto os valores de Bz2 quanto os de solubilidade foram calculados a
partir dos dados experimentais a fim de se comparar e checar os valores de B, estimados pelos modelos
com os dados experimentais (APENDICE 3). A condigdo adotada para encontrar os parametros foi um
valor minimo da razéo entre os dados experimentais € os calculados, sem um peso definido para as
funcdes. Os valores minimos (Tabelas 4.6 a 4.8) indicam que os parémetros estimados séo adequados
para representar de forma qualitativa os dados experimentais do segundo coeficiente virial naquelas
condigdes de temperatura e concentragdes de sal estudadas. A verificagdo dos valores de Bo. € igual a
razao do valor de By, obtido para a solubilidade calculada a partir do pardametro experimental pelo valor de

B2, experimental.

Observando-se as Figuras 4.19 a 4.21 nota-se que todos os modelos representam o

comportamento do segundo coeficiente virial em fungdo da solubilidade. O valor minimo da fungéo objetivo

By Seip
—2 ¢ 1
oG]

para cada conjunto de dados mostraram certa variagdo (2,858 a 0,007) dos dados experimentais em

ou foi utilizado como condigao para avaliar os modelos. Os valores obtidos

relacdo aos ajustes termodindmicos nos modelos de Haas et al. (1999) e Franco e Pessba Filho (2013). O
modelo de Ruppert et al. (2001) mostrou uma menor variagdo do valor minimo (0,400 a 0,0002) sendo o
mais apropriado dos trés modelos para correlacionar os dados experimentais para as trés proteinas nas
duas temperaturas estudadas (15 e 25 °C). Este fato ocorre, provavelmente, por causa da presenca de
mais de um parametro ajustavel neste ultimo modelo. Mehta et al. (2012) também avaliaram os modelos de
Ruppert et al. (2001) e Haas et al. (1999). Em seu estudo, esses autores concluiram que o segundo
coeficiente virial osmético é diretamente proporcional ao logaritmo da solubilidade de proteinas individuais
em solugdes salinas, o que explica a melhor correlagao obtida pelo modelo de Ruppert et al. (2001), uma

vez que essa correlagdo € do tipo Baz o InS/S.

Ja a relagao proposta por Franco e Pessoa Filho (2013) (valor minimo obtido entre 2,858 e 0,011),
conforme discutido anteriormente, é valida apenas para a regido do diagrama de fases em que o fenémeno
de “salting-out” ocorre e que foi evidente para as trés proteinas em todas as condi¢bes estudadas. Esse
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modelo também descreve de forma qualitativa os dados experimentais e relaciona novamente a
capacidade de o sal induzir a precipitagdo e o seu efeito na solubilidade da proteina. A aplicagdo desse
modelo é mais simples podendo ser facilmente utilizado para o calculo do pardmetro B2, em condigdes em
que sua obtencao é relativamente dificil de determinar experimentalmente, em altas concentragbes de sal
devido a baixa solubilidade das proteinas. Além disso, os outros modelos aqui discutidos requerem
medidas de outros parametros independentes enquanto a relagdo de Franco e Pesséa Filho (2013) utiliza

apenas 0s dados de concentragéo de sal e solubilidade.

4.5 Relagao entre o By, e as condigdes de cristalizagao

A relagéo entre as medidas de B2, com as condi¢des de cristalizagdo foi muito pouco investigada
experimentalmente. Dessa forma, foi feita uma analise dos dados obtidos nas etapas anteriores para
revisar as condi¢des estabelecidas por George e Wilson (1994) para a ocorréncia de cristalizagdo em sal

volatil carbamato de aménio (Figura 4.22).

A lisozima foi cristalizada em duas temperaturas e nas concentragdes de sal de 0,06 a 1,29
mol/kg, sendo a concentragdo de sal mais influente no tamanho dos cristais a 25°C. Nas concentragdes
mais altas de carbamato de aménio (1,29 e 1,09 mol/kg) os cristais foram aparentemente menores e em
maior quantidade (valores de By, mais negativos). Apesar dos valores de B a 15 °C terem sido bem
menores, a cristalizagdo foi favorecida, o que contraria a “janela de cristalizacdo” de George e Wilson
(1994). A faixa de valores de Bz, medidos por SLS variou entre -20,4x104 e -3,6x10 mol.mL/g2, enquanto
que os valores medidos por SIC foram de -9,04x104 a -5,12x104 mol.mL/g2. A tendéncia obtida pelo
método SLS foi a esperada: menores valores de Bz, para maiores concentragdes de sal. J& para 0 método

SIC houve certa oscilagéo (Tabela 4.4) entre os valores, ndo se observando tendéncia definida.

Para a insulina suina, a mesma tendéncia para os valores de By foi observada com os dois
métodos adotados. Quanto maior a concentragao de sal, mais negativo o valor de Bz. A faixa de valores
de B2 medidos por SLS para a insulina suina foi de -250x10-# a -17x10# mol.mL/g2, enquanto os valores
obtidos por SIC foram de -6.130x104 a -201x10# mol.mL/g2. Nas condi¢des estudadas neste trabalho, a
cristalizacdo de insulina suina foi favorecida, ndo obedecendo a ‘janela de cristalizagdo” de George e
Wilson (1994). Precipitados bastante aglomerados foram formados e nenhuma relagdo com tamanho e

concentragao de sal volatil pdde ser observada.
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Figura 4.22 - Esquema comparativo entre os coeficientes viriais medidos por SLS e SIC para as proteinas lisozima e insulinas suina e bovina em
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No caso da insulina bovina, a tendéncia observada para os valores de B, obtidos por SLS foi
caracteristica, menores valores de Bj; para maiores concentragdes de sal. A faixa de valores de B>
medidos por SLS foi de -483x10+ a -6,7x104 mol.mL/g2 mais préxima dos valores encontrados por SIC,
variando de -303x10+ a -12,9x10-# mol.mL/g2 a 25°C. A cristalizagdo dessa proteina néo foi favorecida no
sistema estudado. A formagéo de agregados, refletido pelo alto valor de Bo, esta de acordo com a “janela

de cristalizag&o”.

A correlagdo entre os coeficientes viriais e a solubilidade das proteinas é muito util, embora a
‘janela de cristalizacdo” ndo permita uma sele¢éo “exata” de melhores condi¢des para cristalizar uma
determinada proteina. Com os resultados deste estudo pode-se afirmar que as medidas do parametro B2,
sd0 adequados para otimizar ensaios de cristalizacdo em relacdo aos numeros de experimentos
inicialmente testados e quantidades de materiais utilizados. Entretanto, ndo existe uma “janela de
cristalizacdo universal” valida para todos os sistemas. A cristalizacdo de proteinas € um processo de
multiplos parametros bastante complexo, sendo as etapas classicas de nucleagéo e crescimento de cristais
ainda dependentes da concentracéo inicial da proteina, ou seja, da supersaturagdo. O conhecimento da
solubilidade da biomolécula e de propriedades termodindmicas de solugdes de proteinas é de grande
importancia para aperfeigoar os processos de separacdo e informagdes de como diferentes fatores possam
afetar a solubilidade leva a melhor entender o comportamento de cristalizagdo e, consequentemente,

racionalizar o processo.
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5.1 Conclusoes

A principal conclusdo deste estudo foi que a faixa de valores de By, de cristalizagdo estabelecida
por George e Wilson (1994) (-1x10-# a -8x10-* mL.mol/g2) ndo se aplica aos sistemas estudados. Assim, 0s
valores de B2, para a “janela de cristalizagdo” ndo representam todos os sistemas existentes e esse
parametro ndo pode ser considerado um preditor “universal” para a cristalizagao de proteinas, mas pode

indicar se o solvente é ou ndo adequado para induzir a separagao de fases.

Para a lisozima obteve-se a formagao de cristais independente do valor de B2, encontrado para as
diferentes concentragdes de sal, provavelmente influenciado pelo pH da solugdo de sal volatil muito
proximo ao pl da proteina. Para as insulinas suina e bovina a formagéo de precipitados foi favorecida, fato
corroborado pelos valores negativos de Bj, obtidos para estas duas proteinas. A éarea superficial
hidrofébica da lisozima é muito menor quando comparada a da insulina, assim, a tendéncia a formar
agregados é reduzida (LEUNISSEN, 2001).

Os resultados dos ensaios de cristalizacdo para as insulinas concordam com a janela de
cristalizacdo de George e Wilson (1994) apenas em parte. A precipitagcdo de aglomerados foi observada
para as insulinas suina e bovina as temperaturas de 15 e 25 °C, mas de acordo com a tendéncia do
comportamento de B> (valores mais negativos para maiores concentragdes de sal) a obtengédo de cristais
deveria ocorrer em concentragdes menores de sal. Contudo, conforme observado nos ensaios preliminares
de cristalizacdo de insulina suina a 15 °C, cristais foram obtidos em concentragfes ainda maiores de sal
volatil (3 mol/kg), ou seja, valores de B,» ainda mais negativos. Tal comportamento contraria o que foi
proposto por George e Wilson (1994) em que fracas interagdes atrativas levariam a formagao de cristais
bem definidos.

A cristalizacdo de proteinas com sal volatil carbamato de amonio é viavel. O fenémeno de “salting-
out” foi observado no diagrama de fases para as trés proteinas estudadas. Conforme a equacdo de Cohn
(1925), o carbamato de amdnio pode ser considerado um bom agente precipitante. Os valores de K’s,

relacionado a capacidade de precipitar proteina e indicadores da efetividade do sal, obtidos neste trabalho
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para o carbamato de aménio (valores entre 1,07 a 3,77 kg/mol) foram superiores a de outros sistemas
(valores de K’s entre 0,447 a 2,38 kg/mol para cloreto de sodio, sulfato de sddio, fosfato de sédio e sulfato

de aménio), sugerindo uma maior capacidade de “salting-out” desse sal volatil.

Dentre os dois métodos de determinagédo dos valores de B2z, 0 método de SLS é o mais adequado
para as condi¢des exploradas aqui, pois a SIC depende de muitos outros fatores que ainda precisam ser
mais bem avaliados (por exemplo, cobertura de superficie e concentragdo da proteina na amostra
injetada). A faixa de valores de By, foi bastante extensa para as trés proteinas nas duas temperaturas
empregadas. A baixa solubilidade da lisozima e insulinas suina e bovina em solu¢des aquosas de
carbamato de amdnio foi confirmada pelos valores negativos de Bz, refletindo a forte interagéo atrativa
entre as moléculas de proteina em concentragbes mais altas de sal. Esse comportamento, tipico de
‘salting-out”, sugere que as interagbes hidrofobicas e a desidratagdo da superficie da proteina sejam
responsaveis pela diminuigdo do valor de Bz e, consequentemente, pelo aumento das interagdes atrativas

intermoleculares.

O uso de modelos preditivos para determinar os valores de Bo. e indicar a ocorréncia da formagao
de uma fase sdlida é util. Dos trés modelos estudados neste trabalho, o de Ruppert et al. (2001) foi o mais
apropriado e representou qualitativamente os resultados obtidos para as trés proteinas, podendo ser
utilizado para correlacionar os dados experimentais e estimar os valores de B2, em condigdes dificeis de se

medir o parémetro termodinamico.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros
Para complementacédo deste estudo sugere-se como trabalhos futuros:

1) Utilizar outros sais volateis na precipitagao/cristalizagdo de proteinas, como por exemplo, o carbonato
de aménio, uma vez que sais com ions bivalentes sdo mais efetivos na precipitacdo de proteinas de
acordo com a série de Hofmeister, e também a avaliagao e classificagdo da efetividade dos ions para
compreender a capacidade de precipitagéo de proteinas do carbamato de amonio e verificar se € uma

caracteristica do ion carbamato ou devido a presenca de ions carbonato e do cation aménio.

2) Avaliar o processo de cristalizagdo/precipitacdo como um todo (cinética de nucleagéo e crescimento)
com diferentes eletrolitos volateis e diferentes proteinas a fim de se entender melhor o comportamento

“salting-out” de biomoléculas nesses compostos.
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3) Estudar diferentes modelos termodindmicos para a determinagdo do parametro Bj.. Devido ao
comportamento e estrutura dos dados de Bz2 experimentais o ajuste pelos modelos aqui estudados

tornou-se dificil.

4) Explorar a técnica de cromatografia de auto-interagdo. A cromatografia € uma técnica vantajosa em
relacdo a quantidade de material e tempo utilizados para a determinagdo do segundo coeficiente virial
osmético. A analise da influéncia de diferentes parametros na cromatografia pode ajudar a aperfeigcoar
essa técnica para os sistemas proteina/sal volatil, como por exemplo, a cobertura de superficie do

suporte cromatografico, a concentragéo de inje¢do e a quantidade de amostra utilizada.
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APENDICE 1

Moléculas na fase gasosa a baixa pressao interagem em um meio “livre” (vacuo) enquanto solutos
dissolvidos interagem em um meio solvente. A diferenca essencial € que a intera¢do entre duas moléculas
em um solvente ¢ influenciada pela natureza molecular do solvente, enquanto no vacuo néo ha influéncia
do meio na interagdo de duas moléculas. A interagao entre duas moléculas em um solvente é descrita pelo
potencial de forca média, w, que é importante na ciéncia dos coldides e na fisico-quimica de solugbes
protéicas. Para duas moléculas em um solvente, o potencial intermolecular inclui a energia de interagéo
soluto-soluto e também qualquer mudanga na energia de interagdo solvente-soluto e solvente-solvente
quando as moléculas se aproximam. Uma molécula de soluto se aproxima de outra molécula de soluto
deslocando uma molécula de solvente. Para uma distancia fixa de separacdo, em um meio “livre”, duas
moléculas podem se atrair, mas em solvente elas podem se repelir caso o trabalho necessario para
deslocar uma molécula de solvente exceda o que foi ganho na aproximagédo das moléculas de soluto. A
ordenacgao local das moléculas de solvente geralmente sao perturbadas pelas moléculas de soluto. Se a
energia associada a essa perturbacdo depende da disténcia entre as duas moléculas dissolvidas, essa
energia produz uma forca de solvatag@o adicional entre elas (PRAUSNITZ et al., 1999). A natureza
molecular do solvente pode produzir potenciais de forca média muito diferentes daqueles correspondentes

ao potencial de interagéo de dois corpos no vacuo.

A teoria de solugao de McMillan-Mayer (1945) fornece uma relagdo quantitativa entre o potencial
de forga média com propriedades termodindmicas macroscdpicas, os coeficientes viriais. Os coeficientes
viriais osmoticos podem ser obtidos a partir de medidas experimentais de pressao osmética, um fendmeno

frequentemente encontrado na natureza, especialmente em sistemas biolégicos.

Considerando um sistema separado por um membrana semi-permeavel em duas partes, o e 8
(Figura A1.1):
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Solvente ~ —— <«+—— Solugéo

!

Membrana

Figura A1.1 — Diagrama esquematico de um equilibrio osmético. Membrana & permeavel ao solvente (1),

mas ndo ao soluto (2).

Considerando que as fases o e B estdo na mesma temperatura, a presséo na fase o é P,

enquanto na fase 3 é P+x, a equagéo de equilibrio quimico é:

ui = uf (A1)

em que o potencial quimico u é dado por:

/u1a = :u10;)uro (T'P)

(A.2)
ul =ul, (T,P+7)+RTIna,
em que a € a atividade relacionada a composigao:
a, =yX, (A.3)
em que y é o coeficiente de atividade e x é a fragédo molar.
Para um fluido puro:
(6uloP), =v (A4)
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Assumindo que o volume molar, v ndo varia com a presséo (fluido incompressivel), tem-se:

lu‘lpuro (P + 7[) = /u1puro (P)+ 7 U1puro (A5)

Reescrevendo a Equagéo (A.3):

nx, = 22t A7)
RT

Quando x2 << 1, In x1 = In (1-x2) ~ -x2. Assim, reescrevendo a Equagéo (A.6):

TV = X,RT (A.8)

Como x2 << 1, n2 << n1 e X2 ~ n2/nq. A Equagéo (A.6) torna-se entéo:

xV =n,RT (A.9)

em que V = nqv1puro € 0 volume total disponivel para n2 mols de soluto.

A Equacéo A.9 é a equacdo de van't Hoff para a presséo osmética rt, analoga a equacdo de gas
ideal assumindo que a solugdo é muito diluida e incompressivel. Para concentragdes finitas de soluto a

Equacéo A.7 é expressa como uma expansao em série em fungéo da concentragdo massica (g/L):
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—=RT(ML+BZZCP +B,c, +J (A10)

Em que Mp é a massa molar do soluto, 0 segundo coeficiente virial osmético é B2 e o terceiro coeficiente é

Bo2», etc.
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Apresentam-se nesta segdo o0s resultados de coleta de dados diversos necessarios para a
obtencédo do valor de B2, ou seja, dados de indice de refragéo, densidade, viscosidade e incremento do
indice de refragdo com a temperatura e solubilidade das solugdes de carbamato de aménio. As curvas de
calibragcdo para determinagdo da concentragdo das proteinas na solugdo de sal volatil também s&o
apresentadas nesta se¢éo.

A2.1 indice de refragdo, densidade e viscosidade das solugdes de carbamato de amoénio nas
temperaturas de 15 °C e 25 °C

Tabela A2.1 - indice de refracdo (no) para a 4gua e para as solugdes de carbamato de aménio.

no (nD)
Concentragdo de carbamato
de amoénio (mol/kg) 18°¢ i
3,5665 1,3876 1,3840
2,9375 1,3786 1,3750
2,4404 1,3714 1,3680
1,8601 1,3626 1,3594
1,2964 1,3539 1,3512
0,6943 1,3447 1,3427
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Tabela A2.2 - Densidade das solugdes do sal volatil carbamato de aménio em diferentes temperaturas.

Concentragio de carbamato de Densidade (g/cm?)
amonio (mol/kg) 5°C 15°C 25°C
0,06 - 1,00131 0,99902
0,25 - 1,00841 1,00558
0,45 - 1,01562 1,01233
0,69 1,02749 1,02442 1,02061
0,90 - 1,03221 1,02791
1,09 1,03941 1,03481
1,29 1,05008 1,04588 1,04108
1,86 1,07044 1,06524 1,05958
2,44 1,09030 1,08453 1,07814
2,94 1,10666 1,10029 1,09423
3,55 1,12578 1,11925 1,11247

Tabela A2.3 - Viscosidade das solugdes sal volatil de carbamato de aménio em diferentes temperaturas.

Concentrago de carbamato de Viscosidade (cP)
aménio (mol/kg) 5°C 15 °C 25 °C
0,06 - 1,1637 0,9140
0,25 - 1,1973 0,9415
0,45 - 1,2335 0,9702
0,69 1,7747 1,3451 1,0548
0,90 - 1,3513 1,0623
1,09 1,7747 1,4022 1,1019
1,30 1,9550 1,4777 1,1597
1,86 2,2244 1,6803 1,3145
2,44 2,5484 1,9184 1,4920
2,94 2,9456 2,2026 1,7016
3,55 3,5329 2,6193 2,0054
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A2.2 Determinagao do incremento do indice de refragdo em fungdo da concentragao da proteina

para a lisozima a 25 °C

Tabela A2.4 - Incremento do indice de refracdo em fungdo da concentragéo da lisozima a 25 °C.

Concentragdo de carbamato de aménio (mol/kg) dn/dcp (mL/g)
0,69 0,1778 £ 0,0079
1,29 0,1798 + 0,0026
1,86 0,1884 + 0,0370
2,44 0,1830 + 0,0230
2,94 -0,5005 + 0,1300
3,56 0,4634 + 0,1300

Nota: Devido a baixa solubilidade da lisozima em carbamato de aménio para as concentra¢des mais altas
de sal (2,94 e 3,56 mol/kg), e por causa da limitagdo técnica do equipamento, os valores de dn/dce ndo
sdo confidveis para estas condigbes (erro > 25%). O valor de 0,18 mL/g foi assumido para todas as
condi¢bes de sal utilizada, uma vez que, este valor é proximo das medidas dos valores para as outras
concentragdes de sal medidas e é comum para varias proteinas em diferentes sistemas citados na

literatura. O erro da medida também foi utilizado como critério para considerar o valor adotado de dn/dce.

Para as insulinas suina e bovina também foram determinados os valores do incremento do indice
de refragdo em funcdo da concentragdo destas proteinas a 25 °C (Figura A2.2). Para a insulina suina o

valor do parametro dn/dcp foi de 0,168 (mL/g) e para a insulina bovina foi de 0,169 (mL/g).
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Figura A2.1 — Determinagao do incremento do indice de refragédo em fungé@o da concentragéo da proteina

para a insulina suina (a), bovina (b) em carbamato de aménio 0,06 mol/kg e lisozima (c) em carbamato de

amonio 1,29 mol/kg a 25 °C.
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A2.3 Curvas padrao para dosagem de proteina por absorbancia a 280 nm

Para os ensaios de solubilidade e cristalizacdo das proteinas lisozima, insulinas suina e bovina as
medidas da concentragdo das moléculas em solugdo foram determinadas por absorbancia a 280 nm e
calculadas de acordo com a equagdo da reta obtida pela curva de calibragdo (Figuras A2.3 a A2.5). A
curva padrao determina o coeficiente de absor¢do especifico da proteina em questéo e correlaciona de
forma linear a concentracdo da proteina com os valores de absorbancia medidos. Para os ensaios de
cromatografia de auto-interagdo também foram construidas as curvas padréo para as trés proteinas para

se determinar a quantidade de proteina imobilizada no suporte cromatogréafico (Figuras A2.6 a A2.8).

Concentragao da lisozima
(mg/mL)
o
D

0,0 ——— T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Absorbancia (280 nm)

Figura A2.2 — Curva padrao para a medida de absorbéncia a 280 nm da solugéo de lisozima em &gua,
Concentragao de lisozima = 0,4029 x Absorbancia (280 nm), R2 = 0,999.
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o
o
1

Concentragdo da insulina suina

0,0 LI 1 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Absorbancia (280 nm)

Figura A2.3 — Curva padrdo para a medida de absorbéncia a 280 nm da solugao de insulina suina em
carbamato de amdnio 0,06 mol/kg, Concentracéo de insulina suina = 1,0273 x Absorbancia (280 nm), R? =
0,998.

o
o
1

Concentragao de insulina bovina

0,0 LI 1 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0
Absorbancia (280 nm)

Figura A2.4 — Curva padrdo para a medida de absorbancia a 280 nm da solug¢do de insulina bovina em
carbamato de aménio 0,06 mol/kg, Concentra¢éo de insulina bovina = 1,1202 x Absorbancia (280 nm), R2
=0,999.
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Concentragao de lisozima
(mg/mL)
o
D

0,0 ——T——T—T—T—
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Absorbéancia (280 nm)

Figura A2.5 — Curva padréo para a medida de absorbancia a 280 nm da solugéo de lisozima em NaHCOs;
0,1 mol/L e NaCl 0,5 mol/L, Concentragao de lisozima = 0,385 x Absorbancia (280 nm), Rz = 0,999.

Concentragao de insulina suina

0,0 L) T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Absorbéancia (280 nm)
Figura A2.6 — Curva padrdo para a medida de absorbancia a 280 nm da solugao de insulina suina em
NaHCO3 0,1 mol/L e NaCl 0,5 mol/L, Concentragéo de insulina suina = 0,906 x Absorbancia (280 nm), R2 =
0,999.
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o
o
1

Concentragao de insulina bovina

0,0 LI 1 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Absorbancia (280 nm)

Figura A2.7 — Curva padrdo para a medida de absorbancia a 280 nm da solu¢&o de insulina bovina em
NaHCO3 0,1 mol/L e NaCl 0,5 mol/L, Concentragéo de insulina bovina = 0,928 x Absorbancia (280 nm), R2
=0,999.

A2.4 Curvas padrao para dosagem de proteina por absorbancia a 595 nm

Para a determinacdo da solubilidade, nos ensaios de dissolugdo de proteina, nas maiores
concentragdes de sal volatil (3,55 a 1,86 mol/kg) em que a solubilidade das insulinas suina e bovina foi
muito baixa, as medidas da concentracdo da proteina em solugdo foram determinadas pelo método de
Bradford modificado (método de maior sensibilidade para valores menores de concentragdo) e calculadas

de acordo com a equacao da reta obtida pela curva de calibragdo (Figuras A2.9 e A2.10).
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N
o
J

—_
D
1

Concentragao de insulina suina

0,00 0,10 0,20 0,30
Absorbancia (595 nm)
Figura A2.8 — Curva padrdo para a medida de absorbéncia a 595 nm da solugéo de insulina suina em

bicarbonato de aménio 10 mmol/L, Concentracéo de insulina suina = 50,93 x Absorbéncia (280 nm), R2 =
0,989.

g

25

20 -

Concentragao de insulina bovina
(ng/mL)

O 1 1 1 1 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbancia (595 nm)

Figura A2.9 — Curva padrdo para a medida de absorbancia a 595 nm da solu¢do de insulina bovina em
bicarbonato de amdnio 10 mmol/L, Concentra¢éo de insulina bovina = 58,68 x Absorbancia (280 nm), RZ =
0,993.

117



APENDICE 2

A2.5 Solubilidade das proteinas lisozima, insulina suina e insulina bovina em carbamato de aménio

a15e25°C

Tabela A2.5 — Dados de solubilidade para a insulina bovina em diferentes concentragdes de carbamato de

amonioa 15e 25 °C.

Concentragéo de carbamato de aménio Concentragao de insulina bovina (mg/mL)
(mol/kg) 15°C 25°C
3,55 0,0012 £ 0,0001 0,0005 + 0,0001
2,94 0,0083 + 0,0001 0,0027 + 0,0004
2,44 0,0369 + 0,0002 0,0107 £ 0,0014
1,86 0,1251 £ 0,0065 0,0766 + 0,0050
1,29 0,5426 + 0,0089 0,2775 £ 0,0208
1,09 0,5732 + 0,0465 0,5328 + 0,0376
0,90 0,9806 + 0,0159 0,9638 + 0,0100
0,69 3,5566 + 0,2034 2,0138 + 0,0596
0,45 24 5287 +0,4171 16,5342 + 0,5586
0,25 104,8104 £ 1,0535 105,5751 £ 2,7242
0,06 125,5184 + 4,8531 136,6022 + 2,2750

* Erros representados pelo desvio padrdo para N=3.
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Tabela A2.6 — Dados de solubilidade para a insulina suina em diferentes concentragdes de carbamato de

amonioa 15e 25 °C.

Concentragdo de carbamato

de amoénio (mol/kg)

Concentragéo de insulina suina (mg/mL)

15°C 25°C
3,55 0,0003 + 0,0001 0,0002 + 0,0001
2,94 0,0026 + 0,0006 0,0099 + 0,0018
2,44 0,0136 + 0,0027 0,0408 + 0,0025
1,86 0,0863 + 0,0154 0,1658 + 0,0048
1,29 0,6227 + 0,0284 0,7833 + 0,0458
1,09 0,9980 + 0,0300 1,0660 + 0,0840
0,90 1,8910 + 0,0530 2,1150 + 0,0840
0,69 7,6093 + 0,5891 8,0901 + 0,2805
0,45 84,0656 + 2,1667 82,1762 + 2,8473
0,25 81,8132 + 3,2726 80,4494 + 3,3046
0,06 106,1500 + 9,3914 117,010 + 7,9498

* Erros representados pelo desvio padrdo para N=3.
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Tabela A2.7 - Dados de solubilidade para a lisozima em diferentes concentracdes de carbamato de

amonioa 15 e 25 °C.

Concentragéo de carbamato Concentragao de lisozima (mg/mL)
de aménio (mol/kg)
15°C 25°C
3,5 0,0960 + 0,0001 0,0330 + 0,0002
2,94 0,1810 £ 0,0006 0,0550 + 0,0018
2,44 0,3130 £ 0,0027 0,2960 + 0,0025
1,86 0,9450 +0,0154 0,7800 + 0,0048
1,29 1,7300 + 0,0284 2,2800 + 0,0458
1,09 2,1600 £ 0,0300 2,9030 + 0,0840
0,90 2,3200 £ 0,0558 3,6500 + 0,0840
0,69 1,8300 + 0,5891 4,2350 + 0,4317
0,45 2,7530 + 0,2058 3,9200 + 0,1147
0,25 3,4400 + 0,4234 3,4470 £ 0,2059
0,06 3,4240 £ 0,1809 7,5100 £ 0,6109

* Erros representados pelo desvio padrao para N=3.
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A2.6 Dados de B, para as proteinas de

determinados por SLS

Tabela A2.8 - Valores de B2 para a lisozima

espalhamento de luz.

interesse em carbamato de amédnio a 15 e 25 °C

em carbamato de aménio a 25 °C e 15 °C obtidos por

Concentragio de carbamato de B22exp25 °C Ba22exp 15 °C
amoénio (mol/kg) (mL.mol/g?) (mL.mol/g2)

1,29 -0,00204 + 0,00029 -0,04000 + 0,01650

1,09 -0,00080 + 0,00026 -0,01140 £ 0,00773

0,90 -0,00102 £ 0,00007 -0,00518 + 0,00485

0,69 -0,00067 £ 0,00011 -0,00341 £ 0,00101

0,45 -0,00036 + 0,00012 -0,00175 £ 0,00067

0,25 -0,00075 £ 0,00017 -0,00144 + 0,00021

0,06 -0,00062 + 0,00012 -0,00278 £ 0,00112

Nota: erro experimental fornecido pelo equipamento Zetasizer Nano (Malvern, Inglaterra) e calculado pelo método dos minimos

quadrados.

Tabela A2.9 — Valores de By, para a insulina suina em carbamato de aménio a 25 °C e 15 °C obtidos por

espalhamento de luz.

Concentragio de carbamato de Ba2exp 25 °C Bazexp 15 °C
amoénio (mol/kg) (mL.mol/g?) (mL.mol/g?)

0,90 -0,02500 £0,00744 -0,01870 £0,00245

0,69 -0,00450 £0,00034 -0,00473 +£0,00019

0,45 -0,00210 £0,00037 -0,00452 +0,00050

0,25 -0,00170 £0,00041 -0,00473 +£0,00059

0,06 -0,00180 +0,00086 -0,00678 +£0,00079

Nota: erro experimental fornecido pelo equipamento Zetasizer Nano (Malvern, Inglaterra) e calculado pelo método dos minimos

quadrados.
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Tabela A2.10 - Valores de By, para a insulina bovina em carbamato de aménio a 25 °C e 15 °C obtidos

por espalhamento de luz.

Concentragio de carbamato de Ba2exp 25 °C B2zexp 15 °C
amoénio (mol/kg) (mL.mol/g?) (mL.mol/g?)
1,29 -0,04830 £ 0,01750
1,09 -0,09990 + 0,02310
0,90 -0,04740 + 0,00976 -0,05330 £ 0,01730
0,45 -0,00145 £ 0,00039 -0,00401 £ 0,00110
0,25 -0,00191 £ 0,00032 -0,00167 £ 0,00036
0,06 -0,00067 £ 0,00033 -0,00199 + 0,00072

Nota: erro experimental fornecido pelo equipamento Zetasizer Nano (Malvern, Inglaterra) e calculado pelo método dos minimos

quadrados.
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Neste Apéndice sdo apresentados os dados utilizados para a determinagdo dos ajustes dos

APENDICE 3

parametros de cada correlagao tedrica estudada.

A.3.1 Correlagao entre o segundo coeficiente virial osmético e a solubilidade de proteinas

Tabela A.3.1 — Dados de solubilidade e B2, utilizados para a estimativa do parametro ajustavel (A) do

modelo tedrico de Haas et al. (1999).

INSULINA SUINA
Carbamato de Solubilidade B22 calc 15°C Solubilidade B2 calc 25°c
amonio (mol/kg) | calculada (mg/mL) (mL.mol/g?) calculada (mg/mL) (mL.mol/g?)
0,90 1,2388 -0,01668 0,4402 -0,01643
0,69 142,6889 -0,01136 178,1406 -0,01134
0,45 164,0083 -0,00560 1478,2014 -0,00573
0,25 142,6889 -0,00565 2149,1265 -0,00558
0,06 45,0589 -0,00520 1944,6509 -0,00512
LISOZIMA
Carbamato de Solubilidade B2z caic 15 °c Solubilidade B22 calc 25°¢
amonio (mol/kg) | calculada (mg/mL) (mL.mol/g?) calculada (mg/mL) (mL.mol/g?)
1,29 0,28284 -0,01603 0,8417 -0,001157
0,69 3,38324 -0,01433 5,5196 -0,000793
0,45 15,62648 -0,01381 13,0791 -0,000832
0,25 34,50152 -0,01558 4,6179 -0,000901
0,06 116,45566 -0,01266 6,1905 -0,000543
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Tabela A.3.1 — Continuagéo.

INSULINA BOVINA

Carbamato de Solubilidade B2z caic15°c Solubilidade B2z caic 25°c
amonio (mol/kg) | calculada (mg/mL) (mL.mol/g?) calculada (mg/mL) (mL.mol/g?)

1,29 0,2717 -0,0381 1,6398 -0,076963

1,09 2,5517 -0,0270 0,1011 -0,064934

0,90 - 1,7602 -0,055585

0,45 1725,8623 -0,0158 29872,4148 -0,025805

0,25 11409,3524 -0,0103 20090,8952 -0,015135

0,06 8308,1747 -0,0098 65041,7857 -0,014006

Tabela A.3.2 — Dados de solubilidade e B2 utilizados para a estimativa dos pardmetros ajustaveis (Ac e K)

do modelo tedrico de Ruppert et al. (2001).

INSULINA SUINA

Carbamato de Solubilidade B2 calc 15°C Solubilidade B32 calc 25°¢
amonio (mol/kg) | calculada (mg/mL) (mL.mol/g?) calculada (mg/mL) (mL.mol/g?)

0,90 16,058 -0,15755 6,166 -0,08131

0,69 65,081 -0,03929 29,266 -0,01851

0,45 68,211 -0,00370 60,049 -0,00147

0,25 65,081 -0,00379 70,091 -0,00135

0,06 44,928 -0,00296 67,170 -0,00103
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Tabela A.3.2 — Continuagéo.

LISOZIMA
Carbamato de Solubilidade B2z calc15 °c Solubilidade B22 calc 25°C

amonio (mol/kg) | calculada (mg/mL) (mL.mol/g?) calculada (mg/mL) (mL.mol/g?)
1,29 0,540 -0,01054 1,686 -0,001452
1,09 1,617 -0,00815 3,913 -0,001109
0,90 3,188 -0,00750 3,128 -0,000860
0,69 4,557 -0,00988 4,600 -0,000731
0,45 8,044 -0,00615 8,277 -0,000795
0,25 9,496 -0,00474 4,135 -0,000916
0,06 5,423 -0,00477 4,933 -0,000398

INSULINA BOVINA
Carbamato de Solubilidade B2z calct15 °c Solubilidade B22 calc 25°¢

amonio (mol/kg) | calculada (mg/mL) (mL.mol/g?) calculada (mg/mL) (mL.mol/g?)
1,29 1,632 0,32579
1,09 0,832 0,16161
0.90 3,951 0,26449 1,661 0,08533
0,69 6,547 0,06023
0.45 34,571 0,00608 43,764 0,00397
025 71,112 0,00105 33,357 0,00063
0,06 61,522 0,00085 99,291 0,00051
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Tabela A.3.3 — Dados de concentragdo de sal (msa) e Bz utilizados para a estimativa dos parametros

ajustaveis (B* e m*) do modelo tedrico de Franco e Pessba (2013).

INSULINA SUINA
Carbamato de Msg) €3I 150¢ B2z caic 15°c Msa©aIC 55 o¢ B2z calc 25°c
amonio (mol/kg) (mol/kg) (mL.mol/g?) (mol/kg) (mL.mol/g?)
0,90 0,6202 -0,053694 0,9643 -0,01985
0,69 0,2556 -0,024327 0,4847 -0,00934
0,45 0,2436 -0,009843 0,2676 -0,00395
0,25 0,2556 -0,004631 0,2219 -0,00192
0,06 0,3511 -0,002263 0,2314 -0,00097
LISOZIMA
Carbamato de Msa ¢3¢ 45o¢ B22 calcts °c Misar €3¢ 95o¢ B2z cac 25°c
amdnio (mol/kg) (mollkg) (mL.mol/g?) (mollkg) (mL.mol/g?)
1,29 2,4179 -0,011965 1,1989 -0,002362
1,09 1,2448 -0,009660 0,6152 -0,001712
0,90 0,5076 -0,007883 0,7684 -0,001261
0,69 0,1168 -0,006297 0,5055 -0,000899
0,45 -0,5066 -0,004871 0,1215 -0,000611
0,25 -0,6888 -0,003932 0,5774 -0,000443
0,06 -0,0741 -0,003209 0,4582 -0,000326
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Tabela A.3.3 — Continuagéo.

INSULINA BOVINA

Carbamato de Msa) 3l 45 °¢ B2z caicts°c Msa) 3¢ 25 °¢ B2z calc 25°c
amonio (mol/kg) (mol/kg) (mL.mol/g?) (mol/kg) (mL.mol/g?)

1,29 1,0891 -0,097760

1,09 1,2962 -0,048449

0,90 1,0493 -0,033256 1,0838 -0,024869

0,69 0,8621 -0,017127

0,45 0,2306 -0,008022 0,0903 -0,005125

0,25 -0,0467 -0,004264 0,1688 -0,002540

0,06 0,0088 -0,002339 -0,1297 -0,001304
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