AYY

CONGRESSO BRASILEIRO A A& A4

DE ENGENHARIA QUIMICA EM A AA_NY

INICIAGAO CIENTIFICA &4 ?
21-24 Julho de 2019 v ’AX

Uberlandia/MG A K 4

4
>
<
<

ESTUDO DO EQUILIBRIO DE FASES DA PRECIPITACAO
DE QUIMOTRIPSINA COM O USO DE SAIS

I. M. F. JUNQUEIRA' ¢ E. O. WATANABE'

! Universidade Federal de Uberlandia, Faculdade de Engenharia Quimica
E-mail para contato: erika@ufu.br

RESUMO - Proteinas sdo utilizadas em diversas aplicagdes, mas elas ndo sao
obtidas puras e uma sequéncia de etapas de separagdo € necessdria para que se
obtenha o produto desejado no nivel de pureza requerido. A precipitagdo de
proteinas com o uso de sais ¢ bastante utilizada pela alta capacidade de concentrar
a molécula de interesse e pelo seu baixo custo, constituindo mais da metade dos
processos de purificagdo. Processos de precipitacdo de proteinas por “salting-out”
sao estudados com énfase na solubilidade da proteina em fung¢ao do tipo de sal, do
pH e da temperatura. Nesse sentido, o estudo de equilibrio de fases da
precipitacao de proteinas pode contribuir para a melhor caracterizagao do solido e
permitir que se determine a influéncia de pardmetros como pH e temperatura em
sua estrutura. Neste trabalho, o equilibrio de fases da precipitacdo de
quimotripsina foi estudado por meio de ensaios de precipitacdo, nos quais as
composigdes das fases coexistentes foram analisadas. Os ensaios de precipitagao
desta enzima foram conduzidos utilizando-se sulfato de amonio e sulfato de sédio
a 5°C como agentes precipitantes. A composicao do precipitado verdadeiro foi
obtida através da interseccdo de extrapolacdes das linhas de amarracao
determinadas experimentalmente, indicando a formag¢dao de um precipitado
verdadeiro s6lido composto apenas de proteina.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos e técnicas de separacao e purificagdo de bioprodutos ¢
essencial para os avangos da area de pesquisas biotecnoldgicas. O potencial de aplicagdo ou
uso final de um bioproduto dependera do nivel de pureza, por exemplo: um alto grau de
pureza € necessario para aplicagdes terapéuticas e um baixo grau de pureza para aplicagdes
industriais como detergentes domésticos. A finalidade da purificagdo ¢ atingir uma enzima
sem contaminantes, na concentra¢do desejada e que ela seja transportada para um ambiente a
qual ela permaneca estavel e pronta para ser manipulada da forma desejada. Dentre a
diversidade de métodos de separacdo, a precipitacio ¢ uma das operagdes unitarias mais
utilizadas em bioprocessos.

A precipitacdo da proteina pode ser ocasionada pela adi¢do de sal na solucdo de proteina
diluida em &gua, a qual leva a diminuigdo da solubilidade da proteina motivada pela
dissolu¢do do sal. Esse processo ¢ chamado de “salting-out”. Na solu¢@o, os ions formados
competem com a proteina pelas moléculas de agua e apdés a remocdo da camada de
hidratagdo, a interacdo proteina-proteina, principalmente, as ligagdes hidrofobicas prevalecem
na solucao (Ladisch, 2001).
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Processos de precipitagdo de proteinas por “salting-out” tém sido estudados destacando-
se a solubilidade da proteina em funcao de parametros como o tipo de sal, pH e temperatura
(Shih et al., 1992; Cheng et al., 2006, Maurer et al., 2011). No entanto, a determina¢do da
composi¢do completa das fases em equilibrio (proteina, sal e dgua) raramente ¢ realizada.
Nesse sentido, o estudo de equilibrio de fases da precipitacdo de proteinas pode contribuir
para a melhor caracterizagdao do s6lido e permitir que se determine a influéncia de parametros
como pH e temperatura em sua estrutura. Os diagramas de fases de sistemas contendo
proteinas apresentam as composi¢des das diferentes fases em equilibrio em funcdo de
parametros como pH, temperatura e tipo de sal, o que possibilita a escolha de condigdes e
sistemas com elevada quantidade do sélido desejado no precipitado. A escolha desta melhor
condi¢do do sistema permite menor custo do processo, redu¢do do numero de etapas de
purificagdao subsequentes € menor quantidade de produto desejado na fase sobrenadante a ser
tratada ou levada para descarte (Moretti et al., 2000).

Por essas razdes, este trabalho trata do equilibrio de fases da precipitacao de solucdes
proteicas com sais, o que inclui o estudo da determinagdo completa do diagrama de fases,
contendo dados de concentracao de todos os componentes presentes no sistema.

A proteina a ser utilizada neste projeto ¢ a quimotripsina suina, enzima proteolitica
pertencente a familia das serino proteases. A quimotripsina ¢ estavel a pH 3,0 e possui massa
molecular igual a 25,7 kDa (Barret et al., 1998). As serino proteases participam da digestao,
formacdo e dissolugdo de coagulos do sangue, em imunorreagdes a organismos e células
externas e na fertilizacdo de 6vulos. Além disso, a quimotripsina ¢ bastante utilizada nas
industrias farmacéutica e alimenticia e requerida em grande quantidade, por isso a
necessidade de entendimento dos processos de separagdo, para a sua producao em larga escala
(Boeris et al., 2009). A relativa disponibilidade dessa proteina, a alta solubilidade da
quimotripsina em agua e a necessidade de purificacdo para aplicagdo em larga escala motivam
o uso dessa proteina neste estudo de equilibrio de fases da precipitacdo por “salting-out”.

Os sais a serem utilizados serdo o sulfato de amoénio e sulfato de sddio. A efetividade
dos sais na precipitacdo de proteinas por “salting-out” depende fortemente do tipo do sal
utilizado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

A proteina quimotripsina bovina foi gentilmente decida pela Biobras S.A. O sal sulfato
de amonio (99% de pureza) foi adquirido da Vetec e o sulfato de sédio (99% de pureza) foi
adquirido da Merck.

2.2 Métodos

Preparo das solucdes de proteina e sal: Solu¢do de quimotripsina bovina foi preparada
em concentragdo massica de 15 g/g de agua. Os sais sulfato de amoénio e sulfato de sédio
foram preparados em concentragdes massicas de 40 g/g de agua e 20 g/g de agua,
respectivamente.
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Precipitacdo das proteinas: A precipitacdo das proteinas foi realizada segundo um
protocolo que consistiu em adicionar diferentes massas de solucdo de sal gota a gota a
diferentes massas de solugdo de proteina contidas em tubos de centrifuga, de modo a produzir
4 g de uma mistura de composi¢ao desejada. A seguir, a mistura foi mantida a temperatura
constante de 5°C em banho termostético por 24 horas. Apos este tempo, a fase sobrenadante e
o precipitado foram separados por centrifugacao a 2000 g e temperatura controlada de 5°C até
a separagdo das fases por aproximadamente 2 horas. Com o auxilio de uma seringa, a fase
sobrenadante foi retirada ¢ medida de massa dessa fase foi realizada, enquanto que o
precipitado permaneceu no tubo de centrifuga, para posterior dissolucio em agua e
determinagdo dos componentes dessa mistura sélida.

Determinacdo das concentracdes de proteina, dgua e sal na fase sobrenadante e
precipitado: Para a determinacdo da concentragdo de proteina na fase sobrenadante, uma

aliquota desta fase foi diluida em 4gua e medidas de absorbancia a 280nm foram realizadas. A
determinagdo da quantidade de sal sulfato de amonio e sulfato de sddio na fase sobrenadante
foi realizada por condutividade. Para a determinacdo da quantidade de sal por condutividade,
uma curva de calibracao de condutividade em funcao da concentragdo do sal foi preparada. O
efeito da concentracdo de proteina na medida de condutividade do sal foi avaliado e
considerado desprezivel. A determinacao da quantidade de agua na fase sobrenadante foi
obtida através de balancos de massa. O precipitado mantido no tubo de centrifuga, apos a
retirada da fase sobrenadante, foi dissolvido em agua e medidas de absorbancia a 280 nm
foram realizadas. A determinacdo das quantidades de dgua e de sal da fase precipitado foi
obtida através de balangos de massa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Equilibrio de fases

O equilibrio de fases solido-liquido dos sistemas quimotripsina - sal — 4gua a 5°C ¢
apresentado nas Tabelas 1 e 2. As concentragdes dos componentes quimotripsina, sal e dgua
na alimentacdo, na fase sobrenadante e na fase precipitado foram determinadas e sao
apresentadas em fragdo massica (g componente/g fase). A incerteza experimental envolvida
na determinagdo de quimotripsina foi entre 0,0001 (para baixas concentra¢des de proteina) e
0,002 (para altas concentracdes de proteina); e a incerteza envolvida na concentracao de sal
foi entre 0,003 (para baixas concentragdes de sal) e 0,02 para altas concentragdes de sal.

Os resultados indicaram que a quantidade de quimotripsina na fase sobrenadante
diminuiu com o aumento da quantidade de sal na fase sobrenadante, evidenciando o efeito
"salting-out" da precipitacdo da quimotripsina, como era esperado segundo a literatura
(Scopes, 1994; Ladisch, 2001; Watanabe et al., 2006). Notou-se também que as
concentracdoes de sal na fase precipitado foram menores do que na fase sobrenadante,
indicando uma separagdo desigual da quantidade de sal entre as fases. Este comportamento
nao ¢ frequentemente considerado nos estudos de equilibrio de fases de solucdes proteicas, os
quais descrevem o precipitado como uma fase soélida de proteina pura.

Estes resultados mostraram que a fase precipitado obtida ¢ na realidade uma mistura da
proteina e do sal que inevitavelmente acompanha a quimotripsina, o que corrobora com 0s
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resultados apresentados Shih et al. (1992) para lisozima com os sais cloreto de sddio, sulfato
de sodio e fosfato de sodio.

Tabela 1 — Sistema quimotripsina (1) — sulfato de amoénio (2) — agua (3) a 5°C: concentragdes
massicas dos componentes na alimentacao expressas em g componente/g solucao.

Frac¢dao massica dos Fracao massica dos Frag¢dao massica dos
componentes (i) na | componentes (i) na fase | componentes (i) na fase
alimentacao sobrenadante precipitado

@) 2) ©)) @) 2) 3) @) 2) ©))
0,0234 10,3420 0,6345| 0,0008 | 0,3542| 0,6451]0,0739|0,3144 | 0,6106
0,0442 10,2861 0,6697(0,0010 | 0,3095| 0,6895]0,0918 | 0,2578 | 0,6460
0,06450,2314|0,7042]0,0052 | 0,2471 | 0,7477]0,1248 | 0,2145| 0,6577
0,0856 10,1744 0,7400| 0,0196 | 0,1865| 0,7940] 0,2262 | 0,1474 | 0,6200
0,10610,11901 0,7749(0,0821 | 0,1256| 0,7923] 0,2400| 0,0842 | 0,6825
0,12930,0564|0,8143|0,1090 | 0,0584| 0,8326]0,3000 | 0,0397 | 0,6630

Tabela 2 - Sistema quimotripsina (1) — sulfato de sodio (2) — agua (3) a 5°C: concentragdes
massicas dos componentes na alimentacao expressas em g componente/g solugao.

Fracdao massica dos Fra¢ao massica dos Fracao massica dos
componentes (i) na | componentes (i) na fase [ componentes (i) na fase
alimentacao sobrenadante precipitado

€] 2 &) €] 2 A) &) 2) A)
0,02840,157210,8144( 0,0075] 0,1608 | 0,8317] 0,1000| 0,1436| 0,7483
0,0512(0,1220( 0,8268( 0,0166| 0,1322] 0,8512] 0,2001 | 0,0747| 0,7138
0,0696| 0,09361 0,8368 | 0,0220] 0,0982 | 0,8798] 0,2711] 0,0728 | 0,6403
0,0884 10,0647 0,8469( 0,0313] 0,0652( 0,9034] 0,3036| 0,0626| 0,6263
0,1117(0,0287( 0,8596 | 0,0764 | 0,0285] 0,89511 0,25241 0,0296 0,7130

O equilibrio de fases dos sistemas quimotripsina — sal — a4gua a 5°C pode também ser
representado na forma de diagramas de fase (Figuras 1 e 2). Os diagramas de fase apresentam
as composi¢des de quimotripsina, sal e dgua na alimentacdo e nas fases sobrenadante e
precipitado em equilibrio a temperatura constante de 5°C.

As composi¢cdes da fase sobrenadante e do precipitado que coexistem em equilibrio na
precipitagdo de quimotripsina podem ser conectadas por linhas de amarragdo. Devido a uma
separacao necessariamente incompleta da fase sobrenadante e do precipitado, ¢ razoavel
assumir que a fase sobrenadante ndo contém precipitado, mas o precipitado contém
quantidades aprecidveis de fase sobrenadante. Assim, o precipitado ¢ uma mistura da fase
sobrenadante e do precipitado proteico sélido, que chamaremos de precipitado verdadeiro. A
composi¢ao deste precipitado verdadeiro deve estar sobre as linhas que conectam a fase
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sobrenadante e o precipitado. Assim, extrapolando-se as linhas de amarracdo no diagrama de
fase, verificou-se que estas se encontram em um Unico ponto, que se propde neste trabalho
que seja a composicdo da fase solida formada (Watanabe er al., 2009). Neste trabalho,
verificou-se que as extensdes das linhas de amarracdo encontravam-se em um unico ponto,
diferentemente do que ocorre com o sistema lisozima - sulfato de amonio - 4gua reportado por
Popova et al. (2008), que possui dois precipitados verdadeiros. O precipitado verdadeiro
encontrado neste trabalho ¢ um sélido amorfo composto apenas de proteina,
independentemente do sal utilizado (sulfato de amdnio e sulfato de sodio).

Figura 1 - Diagramas de fases do sistema quimotripsina-sulfato de amonio-agua a 5,0°C.
Composic¢ao da alimentacdo (O), composicao da fase sobrenadante (A), composicdo da fase
precipitado (O); linhas de amarragao (—).

(NH,),SO,

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
HO Quimotripsina

Figura 2 - Diagrama de fases do sistema quimotripsina-sulfato de s6dio-agua a 5,0°C.
Composic¢ao da alimentacdo (O), composicao da fase sobrenadante (A), composicdo da fase

precipitado (O); linhas de amarragao (—).

Na,SO,

0,00

H 6),00 0,25 0,50 0,75 1'00Quimotripsina

3. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo do equilibrio de fases da quimotripsina precipitada
com a adi¢do dos sais sulfato de amoénio e sulfato de sddio a 5°C. Os resultados permitiram
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evidenciar o efeito ‘“salting-out”, assim como a particdo desigual do sal entre as fases,
mostrando que a fase precipitado ¢ uma mistura de sal, proteina e dgua. Os diagramas de fase
da precipitacdo de quimotripsina nos diferentes sais indicaram a presenca de um tUnico
precipitado verdadeiro, composto apenas de proteina. O uso desta técnica na analise de
diagramas de fases pode possibilitar a escolha do sistema mais adequado para a obtencdo da
fase solida desejada, uma modelagem termodindmica mais adequada e a avaliagdo da
eficiéncia da separagdo solido-liquido através da composi¢do do sélido formado.
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