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RESUMO - A precipitacdo e a cristalizacdo de proteinas sdo operacdes amplamente usadas
na inddstria biotecnologica. Em ambos os casos, a informacdo fundamental é constituida
pelos diagramas de fases, em que a solubilidade de uma proteina é apresentada com funcao
de variaveis do sistema (temperatura, pH, concentracdo salina). Neste trabalho, investigou-
se 0 equilibrio sélido-liquido da lisozima de clara de ovo em soluces contendo sais
biodegradaveis: citrato, tartrato e succinato de sodio. Dados experimentais de solubilidade
foram obtidos como funcdo do pH e da concentracdo de sal a temperatura constante. Estes
dados foram ajustados por modelos termodindmicos adequados. Observou-se que os trés
sais considerados sdo capazes de induzir o salting-out, ou seja, a diminui¢do da solubilidade
da proteina pela adicdo de sal, sendo o succinato o sal mais efetivo em promover a
precipitacdo. Esses resultados mostram que o citrato, tartrato e succinato de sédio sdo
promissores como agentes precipitantes.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, a biotecnologia tem experimentado grande desenvolvimento no estudo, no
desenvolvimento de processos e na produ¢do de novos produtos quimicos de origem bioldgica para
maultiplas aplicacBGes, seja como matéria-prima (em indudstrias de cosméticos e alimentos, por
exemplo) seja para uso direto como medicamentos (Basu et al. 2004). Na purificagdo de bioprodutos,
0s processos de separacdo (downstream) sdo parte vital. Dentre estas operagcdes encontram-se duas em
que o equilibrio solido-liquido tem importancia: a precipitacdo e a cristalizacdo. Ambas diferem na
posicdo na sequéncia de purificacdo e na estrutura do sélido formado: a precipitacdo é considerada
uma etapa inicial, de concentracdo, enquanto a cristalizacdo é uma etapa mais refinada que garante
uma maior pureza (Tam et al. 2011).

A precipitagdo é uma das técnicas mais antigas de concentragdo de proteinas; ela consiste na
diminuicdo da solubilidade por meio da adicdo de um reagente ou outras mudancgas no meio, de modo
a promover a associacao das regides hidrofobicas da molécula (Russo Krauss et al. 2013). Os agentes
precipitantes utilizados nessa técnica podem ser, por exemplo, sais, solventes organicos ou polimeros.
No caso de produtos usados diretamente em seres vivos como farmacos, suplementos alimenticios,
entre outros, € necessario que o agente precipitante seja completamente retirado do sistema, ou que
seja compativel com o organismo no qual sera usado, e ndo cause nenhum efeito colateral. Por esta
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razdo, sdo usados sais como cloreto de sédio, que estdo presentes em diferentes processos organicos.
Tendo em conta esta necessidade, existem novas alternativas, como séo os sais derivados do &acido
citrico, como citrato de sodio, tartrato de sodio e succinato de sddio, 0s quais estdo presentes em
diferentes ciclos metabdlicos proprios dos seres vivo.

Para predizer a precipitacdo de uma proteina por influéncia de um sal é necessario conhecer seu
comportamento termodinamico, isto é, o equilibrio solido-liquido. De modo geral, os dados
experimentais relacionados compreendem a solubilidade da proteina em funcdo das variaveis do
sistema (concentracdo de sal, temperatura e pH). A diminuigdo de solubilidade por adi¢do de sais é
comumente denominada de salting out, e pode ser termodinamicamente interpretada em termos de
grandezas mensuraveis (Melander and Horvéath 1977).

O conhecimento da solubilidade, acoplada a modelos matematicos de outras areas como a
cinética e a cristalografia, permite criar novas ferramentas para a projecao, otimizacao e operacéo de
novos processos para a producdo de proteina cristalina (Agena et al. 1999) (Espitalier et al. 2009).
Muitos destes modelos sdo gerados por ajuste de parametros mediante o uso de dados experimentais,
como por exemplo a equacdo de Cohn, que permite modelar o efeito de salting out (Melander and
Horvath 1977).

2. MATERIAIS E METODOS

Lisozima de ovo de galinha com 92,5% de pureza foi obtida da Sigma Aldrich. Os sais tartrato
de sodio, citrato de sodio e succinato de sodio, acido citrico, hidroxido de sodio foram também
adquiridos da Sigma Aldrich. Acido cloridrico fora fornecido pela Merk. Todas as solucbes de
proteina e tampéo foram preparadas com agua deionizada, purificada com o sistema Millipore Milli-Q
system (>18,2 mQ-cm). Todos os experimentos foram realizados a 25°C, e a temperatura foi mantida
constante por meio de banho termostatizado Lactea com controlador de temperatura Julabo EC
(x0,1°C). A centrifugacdo das amostras foi feita em uma centrifuga refrigerada Jouan. As
concentracfes de proteina foram determinadas usando o espectrofotdmetro Nanodrop 2000/2200c
marca Thermoscientific, por meio da medida de absorbancia em comprimento de onda de 280 nm.

Os sais foram dissolvidos em concentracfes proximas ao limite de solubilidade; como exemplo,
o limite de solubilidade do tartrato de sodio € 27,6% w/w. As duas solu¢bes foram entdo misturadas
em diferentes proporc6es para obter diferentes concentrag@es de tartrato de sodio (aproximadamente
de 10 a 21 % w/w). A mesma solucdo de tartrato de sodio foi usada para a preparacao das solucGes a
diferentes valores de pH, utilizando diferentes proporcées de hidréxido de sédio 2M e &cido cloridrico
1M. De forma analoga, citrato e succinato de sodio foram dissolvidos até um valor proximo a
solubilidade em agua (29,8% w/w e 19,8% wi/w, respectivamente). As solucdes foram redissolvidas
em diferentes proporcGes para atingir diferentes concentracfes de sal. Estas solugbes em maxima
concentracdo também foram usadas para a preparacdo de soluces a diferentes valores de pH.
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Para os experimentos de solubilidade, a lisozima cristalizada foi adicionada em amostras de 0,5
g de solucdo salina (tartrato, citrato e succinato de sodio) de diferentes concentracfes de sal até que o
limite de solubilidade da proteina fosse atingido, isto €, até que ndo houvesse mais dissolucdo da
proteina. As amostras foram, entdo, agitadas em um homogeneizador e mantidas & temperatura
constante por oito dias. Caso fosse notada dissolucdo do precipitado, uma quantidade maior de
proteina era adicionada. Finalizado o periodo de oito dias sem dissolucdo do precipitado, as amostras
foram centrifugadas a 16000 g por 45 minutos a temperatura constante de 25°C. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata. A concentracdo de proteina foi medida pela absorbancia
da fase sobrenadante.

3. RESULTADOS

3.1. Solubilidade de Lisozima em func¢édo do pH

Os dados da solubilidade da lisozima em funcdo do pH sdo mostrados na Figura 1. Estes
experimentos foram realizados a temperatura de 25°C e forca idnica constante, equivalente a
concentracdo de sal proxima a correspondente saturacdo em &gua (citrato de sddio, 0,298 wiw,
succinato de sodio, 0,198 w/w, e tartrato de sédio, 0,276 w/w).

A solubilidade da lisozima em &gua pura é da ordem de 300 mg/mL. Para um valor de pH
proximo a 10,3, o succinato de sédio tem a maior capacidade de induzir o salting-out, seguido pelo
citrato de sodio e o tartrato de sodio. Todos as sais tendem a um minimo de solubilidade perto do
ponto isoelétrico da lisozima (que corresponde a um pH de 11,3). O tartrato de sodio apresenta outro
minimo em um pH acido (préximo a 4), o que indica que o anion, nessa condi¢do, passa a atuar como
contra-ion. E sabido que, para valores de pH muito abaixo do ponto isoelétrico, os sais podem seguir
uma serie inversa de Hofmeister, em funcdo principalmente deste fato (Watanabe et al. 2009).

3.2. Solubilidade de Lisozima em funcéo de concentracéo de sal

Na Figura 2 apresentam-se os resultados obtidos para a solubilidade da lisozima em funcéo da
concentracdo de sal. Os experimentos foram realizados a 25°C e a pH constante (citrato 7,1, tartrato
5,94, e succinato, 6,43). O limite superior da concentracdo de sal novamente foi dado por sua
solubilidade em agua.

O citrato de sbédio parece apresentar uma tendéncia em solubilizar a lisozima em valores
menores de concentragdo (10% wi/w). Entretanto, o chamado salting in ndo foi observado de modo
experimental, principalmente em razdo da alta solubilidade da lisozima em solugéo isenta de sal.
Observa-se que o succinato de sodio é o sal com maior capacidade de induzir o salting out, seguido
pelo tartrato e pelo citrato, como pode ser visto considerando-se uma solu¢cdo com a mesma
concentracéo de sal.
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Figura 1 — Solubilidade da Lisozima em funcdo do pH e forca idnica constante: quadrados cheio
citrato de sodio; triangulos fechados, tartrato de sodio e circulos, succinato de sddio. Linhas par:
guiar os olhos
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Figura 2 — Solubilidade da Lisozima em funcdo da concentracdo de sal a 25 °C e pH de: citrato
sodio7,1, tartrato de sodio 5,94 e succinato de sodio 6,43. Linhas para guiar os olhos.
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A solubilidade de lisozima em funcdo da forca i0nica pode ser expressa em termos da equagéo
de Cohn (Melander and Horvéath 1977):

In(S) = B + K,I 1)

em que a solubilidade massica S é escrita em funcéo da forca ibnica I. O parametro K é chamado de
constante de salting out, e € o parametro que define a capacidade de um sal em induzir o salting out.
Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos no ajuste dos parametros para a equacao de Cohn
para os trés sais em funcédo da forga idnica.

Tabela 1 — Constantes de Salting Out

B K R’
Citrato 1,7141 -1,3056 0,988
Tartrato -2,9310 -0,6909 0,953
Succinato -2,4129 -1,5816 0,984

Observa-se, nesse caso, que o maior valor absoluto da constante de salting out é obtido para o
succinato de sédio, corroborando numericamente as observacfes visuais. O valor da constante de
salting out para o succinato de sodio é do mesma ordem de grandeza que para outros sais usados em
na precipitacdo de lisozima (Watanabe et al. 2009), o que ajuda a estabelecer este sal como uma
alternativa promissora como agente precipitante.

4. CONCLUSOES

Os sais estudados derivados do acido citrico (citrato, succinato e tartrato de sodio) sdo capazes
de induzir o salting-out da lisozima em solugdo aquosa, e podem ser considerados como promissores
agentes precipitantes. Destes, 0 succinato mostrou-se o mais efetivo em termos da diminui¢do da
solubilidade, quantificada pela constante de salting out. Observou-se que em valores de pH muito
abaixo do ponto isoelétrico existe a possibilidade de formacdo de complexos entre o tartrato e a
lisozima, fato inferido pela diminuicdo da solubilidade observada. Entretanto, essa diminuicdo €
muito menor do que ocorre, por exemplo, com sulfatos, e pode significar que a forma precipitada é
formada apenas por um hidrato proteico, embora mais estudos sejam necessarios para confirmar esse
fato.
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