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1- INTRODUCAO

As proteinas sao formadas pelo enovelamento da cadeia polipeptidica, que é formada pela ligacédo
sequencial de aminoacidos. Ha 20 aminoacidos que comumente sdo utilizados na sintese de aminoacidos. Todos
0s aminoacidos possuem em comum o fato de serem constituidos por um atomo de carbono ao qual esta ligado
um grupo amino, um grupo carboxila, um atomo de hidrogénio e uma estrutura conhecida por cadeia lateral. Os
aminoacidos diferem entre si devido a cadeia lateral que possuem, pois as demais estruturas sdo as mesmas para
0s aminoacidos como um todo. Por causa da cadeia lateral, um aminoacido pode ser hidrofébico, como € o caso
da tirosina e do triptofano, ou hidrofilico, como € o caso da arginina e da lisina (NELSON; COX, 2002).

Um das principais fatores envolvidos no enovelamento de uma proteina € a forca hidrofébica, que surge a
partir da aversdo entre os aminodacidos hidrofébicos e a agua (BRANDEN; TOOZE, 1991). Uma proteina pode se
enovelar de diferentes modos e, conseqiientemente, apresentar varias conformacbes. Poucas dessas
conformacdes correspondem a proteinas funcionais, que pertencem ao estado nativo. Ja as conformagfes que
correspondem a proteinas inativas, fazem parte do estado desnaturado (QUO; BOLEN; BOLEN, 1998;
BASKAKOQOV; BOLEN, 1998).

Os estados nativo (N) e desnaturado (D) encontram-se em equilibrio, o que acontece quando o processo
de desnaturacdo é reversivel. O equilibrio entre esses dois estados pode ser deslocado no sentido do estado
nativo, como ocorre na presenca de osmdlitos, ou do estado desnaturado, como ocorre na presenca de
caotropicos. Esse deslocamento ocorre de acordo com a diferenca de energia livre entre esses dois estados,
sendo favorecido o estado de menor energia livre. Na presenca de osmdlitos, como o glicerol, o estado N
apresenta menor energia livre do que o estado D. Ja na presenca de caotrépicos, como a uréia, o estado nativo
apresenta maior energia livre do que o estado D (TIMASHEFF; ARAKAWA, 1989; LIU; BOLEN, 1995).

Acredita-se que os osmdlitos sédo excluidos preferencialmente da superficie da proteina com a qual
interagem, resultando na formacdo de uma camada de hidratacdo ao redor da mesma. Essa camada de
hidratacdo seria a chave para o mecanismo de estabilizagdo dos osmdlitos (TIMASHEFF; ARAKAWA, 1989).
Além de estabilizar o estado N de uma proteina, os osmdlitos podem ser usados para na cristalizacdo dessas
moléculas (BOLEN, 2004).

O efeito de solutos sobre a estabilidade de uma proteina pode ser estudo a partir do efeito desses solutos
sobre cada um dos 20 tipos de aminoacidos que sdo comumente empregados na sintese de uma proteina. Um
dos modos de se fazer isso é pela avaliacdo do limite de solubilidade desses aminoacidos (NOZAKI; TANFORD,
1963; QUO; BOLEN; BOLEN, 1998).

O limite de solubilidade de um aminoacido corresponde a concentragdo maxima que uma solucdo desse
aminoacido pode alcancar em uma determinada temperatura, de tal forma que um acréscimo do aminoacido a
solugédo leva a sua precipitacdo. Em uma solugdo saturada, o aminoacido solubilizado fica em equilibrio com o
aminodcido precipitado. Esse equilibrio pode ser modificado pela incorporacdo de osmdlitos ou caotrépicos a
solucdo, o que permite a obtencéo de inferéncias importantes sobre o efeito daqueles solutos sobre a estabilidade
de uma proteina (NOZAKI; TANFORD, 1963; QUO; BOLEN; BOLEN, 1998).
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O estudo da estabilidade das proteinas € importante porque essas moléculas sdo indispensaveis para a
vida, e também porque possuem importantes aplica¢cdes farmacoldgicas. Muitas proteinas sdo usadas como
medicamentos ou cosméticos. Para a industria, € importante que as propriedades de uma proteina de uso
comercial sejam mantidas. Entretanto, o transporte e 0 armazenamento dessas proteinas podem desnatura-las.

Para evitar isso, € importante estabilizar o estado nativo (LEE, 2000).

Neste trabalho nés determinamos o limite de solubilidade da arginina em agua pura e em solugcdo aguosa

de glicerol a 0,5 mol.I" e 25 °C mediante uso de refratometria.

2- MATERIAL E METODOS

O limite de solubilidade da arginina foi obtido por refratometria. Foi necessaria a elaboracdo de um novo
protocolo para a utilizacdo da refratometria (FONSECA, 2005; GARROTE FILHO, 2005). A arginina foi escolhida
por ser um aminodacido bastante sollvel em agua. Até entéo ja haviam sido realizadas pesquisas similares, porém
usando-se outros métodos (NOZAKI; TANFORD, 1963; QUO; BOLEN; BOLEN, 1998). A validade do uso de
refratometria neste tipo de determinacgédo foi checada pela andlise gravimétrica dos precipitados. Os célculos e as
analises estatisticas foram realizados com a ajuda do programa Microcal Origin 6.0 (Microcal, Inc., Massachusetts,
EUA).

3- RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Os valores do limite de solubilidade da arginina obtidos por refratometria foram comparados com os
valores obtidos por gravimetria e ndo houve diferenca estatisticamente significante entre eles (P>0,05). Isso
mostra que o uso de refratometria € confiavel.

Os limites de solubilidade da arginina que obtivemos em agua pura e em glicerol a 0,5 mol.I™* foram respectivamente de
85,84 e 81,43 g/100 ml.. Comparados com dados da literatura referentes ao limite de solubilidade da arginina em agua
pura, o erro relativo foi de apenas 0,23% (GARROTE FILHO, 2005).

A reducao do limite de solubilidade da arginina em solugéo de glicerol em relacéo a agua pura pode ter sido decorrente
de um aumento da hidratagcdo da arginina devido a presenca de glicerol. Isso seria condizente com o efeito do glicerol
sobre a formacéo da camada de hidratagdo ao redor da cadeia polipeptidica (GARROTE FILHO, 2005).

4- CONCLUSAO

O método desenvolvido para a obtencao do limite de solubilidade por refratometria mostrou ser confiavel
para a arginina, pois seus valores de limite de solubilidade foram condizentes com aqueles relatados na literatura.
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