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RESUMO

Neste trabalho é apresentado um modelo para a curva de solubilidade de proteinas
em solugdo aquosa em fungdo do pH da solugédo, baseado em ferramentas da
termodindmica classica e considerando os diferentes estados de ionizagdo que
moléculas protéicas podem assumir. Também foi estudada a modelagem descrita
por Gronwall em seu artigo publicado no inicio da década de 1940, e deste estudo,
resultou uma extensdo a sua teoria que se provou ser idéntica & modelagem
proposta inicialmente. Para efeito de comparagdo, foram modeladas curvas de
solubilidade utilizando o modelo de atividade estendido de Debye-Hiickel para
solugdes eletroliticas.

Foram obtidos dados experimentais da solubilidade da lisozima de clara de ovo de
galinha para alguns valores de pH na regido do ponto isoelétrico. Tanto para a
insulina suina como para lisozima de clara de ovo de galinha, o modelo
desenvolvido descreveu com grande precisdo o fenbémeno observado
experimentalmente. A aplicacdo do modelo permite concluir que a utilizagdo de

calculos de estados de ionizacdo € uma ferramenta eficaz na modelagem

termodindmica de solugdes protéicas.



ABSTRACT

In this work, it is presented a model for the protein solubility curve in aqueous
solutions as a function of the solution pH, based on classical thermodynamic tools
and considering the different ionization states that protein molecules may assume. It
was also studied the model described by Gronwall in his article published in the early
1940's, and from this study, it was developed an extension of his theory which, as
proved in this work, is identical to the initially proposed modeling. For comparison,
solubility curves were modeled using the Debye-Huckel extended activity model for
electrolytic solutions.

It was obtained experimental hen egg white lysozyme solubility data for some pH
values in the region of the isoelectric point. So much for porcine insulin as for the hen
egg white lysozyme, the developed model describes with high accuracy the
phenomenon experimentally observed. The model application allows us to conclude
that the utilization of the ionization states calculus is an effective tool in the

thermodynamic modeling of protein solutions.
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1. Introducéo

Dentre as etapas de um processo biotecnoldgico, aquela dedicada a purificagdo de
bioprodutos tende a ser determinante, em geral, para o custo do processo, seguindo
a tendéncia dos processos de separagdo da indastria quimica tradicional. A
producdo de proteinas tem lugar de destaque no rol de bioprodutos de interesse,
pois muitos antibidticos, horménios e enzimas pertencem a esta classe de
biomoléculas e possuem notério interesse industrial por suas propriedades
terapéuticas e aplicagbes na industria alimenticia. No entanto, proteinas a serem
comercializadas para estes fins exigem altos graus de pureza que somente s&o
obtidos pelas etapas de purificagdo. Como afirmado por Bonina et al. (2008),
estudos de separacdo de proteinas, especificamente, tém sido motivados por um
aumento da demanda por proteinas puras nas industrias farmacéutica e correlatas.
Muitas moléculas biolégicas — ou comumente chamadas biomoléculas -, e
particularmente proteinas, sdo destruidas pelo calor, ndo podem ser destiladas, séo
geradas a baixas concentragdes e tém uma estrutura tridimensional que pode ser
alterada durante a purificag@o resultando na perda da atividade biolégica. Por isso,
bioprodutos, tais como proteinas, devem ser recuperados, purificados e
concentrados em operagbes com membranas, etapas de adsor¢cdo, cromatografia,
cristalizacdo e outras técnicas que ndo requerem calor ou pH extremo para alcangar
o fracionamento (Ladisch, 2001).

Em geral, nos processos biotecnoldgicos, as correntes de saida dos biorreatores
seguem para as operacbes de downstream (etapas de separagcdo que visam
concentrar e dispor o produto final). As primeiras operagdes de downstream, por

exemplo: a clarificacdo e a centrifugagdo, tém por objetivo isolar a proteina de
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interesse das células que a produziram. Apés estas primeiras etapas de purificacao,
seguem-se as operagOes de baixa resolugdo. A precipitagdo e a extragdo em
sistemas de duas fases aquosas sdo exemplos destas operagbes que tendem a
concentrar a proteina-alvo, preparando-a para os proximos estagios de separacéo.
Por fim, a proteina, ora na concentracao obtida pelas operacdes anteriores, é tratada
por operacdes de alta resolucdo, caracterizadas principalmente pela técnica de
cromatografia, a fim de concentrar a proteina & pureza especificada para seu uso.
Vale ressaltar que esta Ultima etapa € extremamente dispendiosa, e quanto mais
eficientes forem as etapas precedentes no que tange a pureza da proteina-alvo,
menos custosa seréa a etapa posterior.

O escopo deste trabalho estd centrado na operagdo de precipitacdo de proteinas
cujos fundamentos s&o as relagdes do equilibrio sélido-liquido (ESL) destes
sistemas. A solubilidade de uma proteina em solu¢@o € governada pelos mesmos
principios fundamentais, ou seja, condi¢cdes de equilibrio termodindmico, que regem
o comportamento de qualquer substéncia no ESL. Contudo, algumas diferencas
devem ser levadas em conta na descricdo deste fendbmeno e no projeto destas
operagoes.

Proteinas sédo formadas por cadeias de amino4cidos através de ligagdes peptidicas,
cada aminoacido pode ser considerado um mondmero que ao posSuir um grupo
ionizavel ndo ligado, tal como ocorre em alguns aminoacidos naturais: tirosina (Tyr),
lisina (Lys), cisteina (Cys), histidina (His), arginina (Arg), acido aspartico (Asp) e
acido glutdmico (Glu) e também em residuos terminais, confere a proteina uma
caracteristica de polieletrdlito. E importante, entdo, considerar a definicdo de

polieletrélitos tal qual definida por Pessba Filho e Maurer (2008): polieletrdlitos séo



1. Introducao

polimeros com muitas unidades monomeéricas eletroliticas — neste caso,
aminoacidos que possuem grupos ionizaveis nao ligados.

Para muitos processos industriais e mesmo naturais, informagdes a respeito de
equilibrios de fases de solucgdes eletroliticas s&o necessérias; e necessérias também
sdo modificagbes nos modelos tradicionais de coeficiente de atividade quando se
trata de descrever equilibrios de fases em sistemas que contém eletrélitos (Prausnitz
et al., 1999).

Sendo assim, tendo que a pressao do sistema nao influencia de modo significativo o
ESL, tem-se que trés varidveis o influenciam diretamente: a temperatura, o pH e a
forca ibnica; estas duas Ultimas tornam-se importantes devido a caracteristica
eletrolitica das proteinas.

Na verdade, a forga ibnica ndo € uma variavel que represente de modo abrangente
os possiveis efeitos de ions em solugdes protéicas. Isto se deve ao fato de que a
forga ibnica do modo como é definida ndo contempla uma diferenciagdo entre os
equilibrios que se estabelecem entre os ions e alguns residuos ionizaveis da cadeia
protéica. De fato, a variagdo da forca idnica de uma solugéo protéica altera o valor
da solubilidade da proteina em solugédo, mas ndo da mesma forma para qualquer
espécie de ion. Portanto, seria mais prudente acrescer ao conjunto de variaveis que
influenciam o ESL a espécie quimica dos ions presentes em solucéo.

O objetivo deste trabalho é estabelecer um modelo capaz de prever a influéncia do
pH no ESL de proteinas mantendo-se temperatura e forga ibnica constantes.
Sabe-se, por observagdes experimentais que a variagdo do pH de um sistema altera
o valor da solubilidade de proteinas em solug&o, e a solubilidade de proteinas por
sua vez atinge seu valor minimo em um pH denominado ponto isoelétrico (pl), no

qual a carga liquida da proteina é nula.
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Os primeiros trabalhos relacionados & modelagem da curva de solubilidade de
proteinas em fungcédo do pH datam do inicio do século XX. Green (1931) propds um
modelo para a curva de solubilidade da carboxihemoglobina eqlina considerando
que esta proteina se comportaria tanto como um 4cido bivalente quanto uma base
bivalente. Ja Gronwall (1941) atribuiu a Linderstrgm-Lang o desenvolvimento de um
modelo capaz de predizer a curva de solubilidade a partir da integragéo do perfil de
carga da proteina. Este trabalho de Grénwall, apesar de esquecido pelo tempo, é de
extrema importancia e relevancia tanto para o trabalho aqui apresentado quanto, e
aqui um motivo muito mais nobre, para o desenvolvimento de modelos a partir das
ferramentas da termodin&mica classica. Quando da exposicdo da modelagem aqui
tratada, retornar-se-a a este trabalho que muito contribuiu ao entendimento do
fendbmeno estudado.

E digno de nota o trabalho de Fredericq e Neurath (1950) no qual uma proposta de
equacionamento para uma correlacdo semi-empirica da curva de solubilidade de
insulina é apresentada. Nao hé, de fato, algo novo em relacdo & modelagem do
efeito do pH na curva de solubilidade neste trabalho; no entanto, apesar de né&o
haver qualquer menc¢ao ou referéncia quanto a origem da equacao proposta, nota-se
que € uma aplicagdo direta da equacdo descrita por Gronwall (1941). HA uma
hipétese implicita no trabalho de que o perfil de carga liquida da insulina seja linear
na regido do ponto isoelétrico, 0 que € bastante plausivel para muitas proteinas.
Assim, pela integracdo da equacao diferencial proposta por Gréwall (1941), uma
correlagdo semi-empirica quadratica é obtida. Refor¢a-se o uso da expressdo semi-
empirica devido a natureza dual da equagdo: em parte advinda de um
desenvolvimento tedrico descrito por Gronwall (1941) e atribuido a Linderstrom-

Lang; e em parte pela necessidade de se obter parametros a partir de um ajuste de
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um conjunto de dados experimentais. Vale observar que resultados expressivos
foram alcangados neste trabalho, de modo particular, o fato de que a presencga do
anion tiocianato ndo altera a forma da curva de solubilidade da insulina, mas a
desloca em diregéo a menores valores de pH e de solubilidade.

Contudo, os trabalhos mais recentes se concentraram na modelagem da curva de
solubilidade de aminoacidos em funcdo do pH dando maior enfoque aos modelos
termodindmicos para solugbes ndo-ideais, tanto através de equacdes de estado
como de modelos de energia livre de Gibbs excedente.

Destaca-se neste grupo o trabalho de Pinho et al. (1994), que aplicaram o modelo
UNIFAC associado ao termo de Debye-Hickel para aminoacidos como glicina, D-
alanina, L-serina, e DL-valina. Também o trabalho de Khoshkbarchi e Vera (1996),
no qual foi desenvolvido um modelo simplificado de esfera rigida perturbada para
calcular o coeficiente de atividade de aminoécidos e de peptideos, permite prever a
curva de solubilidade destes em funcdo do pH. J& o modelo NRTL foi aplicado tanto
por Pradhan e Vera (1998) quanto Tseng et al. (2009) para aminoacidos. Ja Seyfi et
al. (2009) aplicaram a equacdo de estado SAFT para a predicdo da curva de
solubilidade da DL-metionina.

Entretanto, o primeiro trabalho dedicado exclusivamente a modelagem e predi¢do da
curva de solubilidade de proteina propriamente dita em fung&o do pH foi publicado
por Tjong e Zhou (2008). Neste trabalho, a solubilidade foi calculada a partir da
energia livre de transferéncia da fase solida para a fase liquida. Para a execucéo
deste célculo, a energia livre de transferéncia foi dividida em duas contribuicdes:
uma de natureza eletrostatica, calculada pela média de 100 conformacdes protéicas
advindas da aplicagéo de dinamica molecular a pH constante; e outra, de natureza

nao-eletrostatica, baseada na area superficial acessivel ao solvente. Porém, o
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esforco computacional requerido pelo modelo por eles proposto para calcular
apenas alguns pontos da curva ndo apresenta uma aplicabilidade razoavel. Além
deste trabalho, Tashima et al. (2009) propuseram uma modelagem termodinamica
para prever a curva de solubilidade especificamente da insulina suina aplicando o
modelo de Pitzer truncado apds o segundo coeficiente do virial.

No presente trabalho, propomos um novo modelo baseado no célculo de estados de
ionizacdo e em ferramentas de termodinamica cléassica, bem como uma extensdo a
teoria de Linderstrgm-Lang e Gronwall. Vale ressaltar de antem&o que tanto este
novo modelo proposto quanto a extensédo desenvolvida resultam na mesma equagéao

para o fendmeno apesar das distintas abordagens.



2. Materiais e Métodos

2.1. Métodos computacionais

O cadigo-fonte do programa em linguagem C esta apresentado no Apéndice B. Os
métodos numeéricos utilizados se resumem a interpolacdo linear, o método de
Newton-Raphson cujo uso sera apresentado na proxima se¢ao quando se deduzirda
o algoritmo do modelo de Debye-Hiickel e o método de busca unidirecional de
minimos de func&o pela Secdo Aurea.

As Tabelas 2.1.1. e 2.1.2. apresentam os residuos considerados para cada proteina
considerada bem como os seus valores de pKa que foram obtidos a partir da

literatura e séo indispensaveis para execugdo dos célculos mais rigorosos.

Tabela 2.1.1. — Residuos ionizaveis considerados e valores de pKa da insulina suina.

Valores extraidos de Kaarsholm et al. (1990).

Aminoécido Grupo lonizavel pKa
Al - Gly o-NH; 7.38
A4 —Glu y-COOH 4.37
Al4 — Tyr Fenol-OH 10.20
Al7 — Glu y-COOH 4.37
A19 — Tyr Fenol-OH 10.20
A21 — Asn o-COOH 3.45
Bl — Phe o-NH; 7.38
B5 — His Imidazol-NH 5.98
B10 — His Imidazol-NH 5.98
B 13 -Glu y-COOH 4.37
B16 — Tyr Fenol-OH 10.20
B21 —Glu y-COOH 4.37
B22 - Arg Guanidio-NH, 11.10
B26 — Tyr Fenol-OH 10.20
B29 — Lys e-NH; 8.52
B30 —-Ala o-COOH 3.45




2. Materiais e Métodos

Tabela 2.1.2. — Residuos ionizaveis considerados e valores de pK, a 25 °C da lisozima

de clara de ovo de galinha. Valores extraidos de Kuramitsu e Hamaguchi (1980).

Aminoécido Grupo lonizavel pKa
a-NH, a-NH, 7.9
Lysl €-NH, 10.8
Arg5 Guanidio-NH, 12.0
Glu7 y-COOH 2.6
Lys13 €-NH, 10.5
Argl4 Guanidio-NH, 12.0
His15 Imidazol-NH 5.8
Aspl8 B-COOH 2.0
Tyr20 Fenol-OH 10.3
Arg21 Guanidio-NH, 12.0
Tyr23 Fenol-OH 9.8
Lys33 €-NH, 10.6
Glu3s y-COOH 6.1
Arg45 Guanidio-NH, 12.0
Asp48 B-COOH 4.3
Asp52 B-COOH 3.4
Tyr53 Fenol-OH 12.1
Arg61 Guanidio-NH, 12.0
Asp66 B-COOH 1.6
Arg68 Guanidio-NH, 12.0
Arg73 Guanidio-NH, 12.0
Asp87 B-COOH 21
Lys96 €-NH, 10.8
Lys97 e-NH, 10.3
Aspl01 B-COOH 4.5
Argl12 Guanidio-NH, 12.0
Argll4 Guanidio-NH, 12.0
Lys116 €-NH, 10.4
Aspl19 B-COOH 25
Argl125 Guanidio-NH, 12.0
Arg128 Guanidio-NH, 12.0

a-COOH a-COOH 3.1
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2.2. Curva de solubilidade da lisozima da clara de ovo de galinha

2.2.1. Reagentes

Neste experimento de determinagéo da curva de solubilidade da lisozima da clara de
ovo de galinha os reagentes utilizados foram: cloreto de sddio (Reatec, P. A.),
bicarbonato de sédio (Research Becto Chemical, P. A.), Na,HPO, - 7H,O (Reagen,
P. A.), 4gua destilada deionizada Milli-Q (Millipore) e lisozima de clara de ovo de

galinha (Sigma, min 99%).

2.2.2. Equipamentos

Neste experimento os equipamentos utilizados foram: espectrofotdmetro UV-Visivel
(Beckman DU-530), centrifuga (Eppendorf), banho-térmico (Lactea) com controlador

de temperatura (Julabo), pHmetro (Micronal) e balanca (Mettler Toledo, AB204S).

2.2.3. Preparacao das soluc¢des-tampéo

Foram preparadas solugbes-tamp&o com valores de pH=9,6, pH = 9,8, pH = 10,0,
pH = 10,2, pH = 10,4, pH = 10,6, pH = 10,8, pH = 11,0, pH = 11,2, pH = 11,4, pH =
11,6 e pH = 11,8 a partir de quatro solugdes: uma de hidréxido de sédio 0,1 M, uma
de cloreto de sédio 1 M (para equalizar a forca idnica), uma de bicarbonato de sdédio
0,05 M e outra de Na,HPO,4 0,05 M.

A Tabela 2.2.3.1. apresenta os valores de volume usados no preparo de cada uma

das solugdes-tampéo.
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Tabela 2.2.3.1. — Volumes de hidréxido de sédio a 0,1 M adicionados no preparo das

solugdes-tampéo.

Tampao pH V NaOH / mL
NaHCO; 9.6 10.0
0.05 M 9.8 15.2
(para cada solugdo-tampao 100 mL 10.0 21.4
desta solugdo foram adicionados) 10.2 27.6
10.4 33.0
10.6 38.2
10.8 42.4
11.0 45.4
11.2 53.0
11.4 58.3
Na,HPO, 11.0 8.2
0.05M 11.2 12.6
(para cada solucéo-tampéao 100 mL 11.4 18.2
desta solugdo foram adicionados) 116 27.0
11.8 38.8

2.2.4. Procedimento experimental

Foram adicionadas quantidades néo definidas de lisozima de clara de ovo de galinha
a 1,3 mL de cada solugdo-tampdo em tubos Eppendorf de 2 mL. Colocaram-se,
entdo, as amostras apods agitacdo vigorosa em banho térmico a 25,0 + 0,1 °C por 24
horas para que os sistemas atingissem o equilibrio termodindmico. Caso néo
houvesse a formagdo de precipitado, lisozima era adicionada e o procedimento,
repetido. Ao se observar a formagédo de precipitado, o sistema era centrifugado a
13000 rpm por 15 minutos. Uma aliquota do sobrenadante era retirada, e sua
concentragcdo protéica determinada por medida de absorbancia a 280 nm. Cada

sistema foi feito ao menos em duplicata.



3. Modelo Estendido de Debye-Huckel

3.1. Introducéo

De fato, como descrito por Pessoa Filho (2002), a equacéo de Debye-Hickel ndo
deve ser aplicada & modelagem de polieletrélitos tais como proteinas, porque nestas
moléculas as cargas séo distribuidas ao longo da cadeia e, portanto, ndo séo cargas
pontuais como suposto por Debye-Hiickel.

Contudo, nesta modelagem considera-se uma regido de pH em torno do ponto
isoelétrico (pl) na qual s@o inerentes duas condi¢cdes favoraveis a aplicagdo da
equacdo de Debye-Huckel: carga liquida proxima a zero, pois Z(pl) = 0; e, regido de
minima solubilidade que significa baixas concentracdes de proteinas em solucao.
Isto significa em primeiro lugar que os efeitos da carga, tais como “desnovelamento”
da cadeia protéica com exposi¢cdo de residuos outrora blindados, podem ser
desprezados em uma regido préxima ao ponto isoelétrico; e em segundo lugar,
baixas concentragbes de proteina em solugdo significam que os termos de curto
alcance podem ser desprezados e, portanto, h4 prevaléncia do termo de longo
alcance, que no caso de solugfes eletroliticas pode ser descrito por uma equacao
estendida de Debye-Hiickel.

Assim, o modelo de Debye-Huckel foi utilizado ndo para verificar sua aplicabilidade &
modelagem de solucdes protéicas, mas sim para confrontar o modelo proposto com
um modelo usual em modelagem de solucdes eletroliticas e ser& referido no texto

sempre como abordagem cléssica.
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3.2. Desenvolvimento teorico

Pode-se escrever a atividade da proteina como o produto entre a solubilidade e o
coeficiente de atividade da mesma como mostrado na equagao (3.2. - 1).
ap =YSp

(3.2.-1)
Na qual, pode-se calcular o coeficiente de atividade através da equacdo estendida

de Debye-Hiickel (Pitzer, 1973):

2
Iny = —A¢Z§H 1+—b\/7+5|n(1 + b\/i)

(3.2.-2)

Y2 mol*? ¢ usada para todos os

Sendo que a constante universal empirica b = 1,2 kg
eletrélitos. Ja Ay € 0 pardmetro de Debye-Huckel para o coeficiente osmotico e é

dado por:

1 e? 3/2
= _ /2~
Ag 3 (21N, ps) <4n605rkT>

(3.2.-3)
Em que Na é a constante de Avogadro, ps é a densidade do solvente em g cm?®, e é
a carga eletrdnica (e = 1.60218 x 10™° C), & é a permissividade do espaco livre (g =

8.85419 x 10™? C2 N* m), & é a constante dielétrica do solvente, k & constante de
Boltzmann e T € a temperatura absoluta. Ja a carga liquida em func&o do pH pode

ser calculada como:

(3.2.- 4)

Sendo que a: e a. sdo dados pelas equagdes (A - 10) e (A - 16) do Apéndice A.
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E, a for¢a ibnica € dada pela equacéo (3.2. - 5) descrita abaixo:

1 2

(3.2.-5)
Contudo, no ponto isoelétrico a carga média da proteina é nula, portanto, o termo de
Debye-Hiickel se anula e o coeficiente de atividade se torna unitario.
Ina,(pI) = Ins,(pl)

(3.2.-6)
Considerando que a atividade da proteina seja constante com a varia¢éo de pH, isto
implica que esta € sempre igual a solubilidade da proteina no ponto isoelétrico, e,
portanto, vale que:
Ina,(pH) = Ins,(pH) + Iny(pH) = Ins,(pI)

(3.2.-7)

Assim:
Vi 2
Ins,(pH) = Insp(pl) + A, 72, |———=+ —In(1 + b\/I
p(PH) = Insp(pD) + Ay Zy | 5 In(1 + bV1)

(3.2.-8)
Esta equacédo prevé a curva de solubilidade em funcédo do pH através do célculo da
atividade da proteina na fase liquida pela equacgéo estendida de Debye-Huckel. Para
resolvé-la é necessério se utilizar de um método numérico, pois a forga ibnica
depende da solubilidade naquele pH. Optou-se, neste trabalho, pelo Método de
Newton-Raphson para executar o método iterativo que é exigido pela equagéo (3.2.

— 8). Para aplicar este método arbitrou-se uma funcao f(sp) definida aqui como:

Vi

2
f(s,) = —Insp(pH) + Insp(pl) + ApZoy T2 b7 +E|n(1 + b\T)

(3.2.-9)
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Assim, ao calcular o s, que zera esta fungdo f(sp), saber-se-4 que é a propria
solubilidade que se deseja calcular. Para aplicar o Método de Newton-Raphson,
basta derivar a fungéo f(sp) e aplicar o seguinte algoritmo de resolugéo:

_ f(si)
f'(si)

Si+1 = Si

(3.2.-10)
Para calcular f'(s), deve-se considerar que a forga i6nica depende da solubilidade.
Para isto, observando a equacéo (3.2. - 5), vé-se que a forca ibnica € dada pelo
somatoério das contribuicbes de todos os ions presentes na solugdo, por isso aqui
cabe um artificio de dividir estas contribuicbes em duas macro-contribuiges: aquela
devida a todos os ions presentes na solucdo, exclusive 0s grupos ionizaveis
presentes nas moléculas da proteina em questéo (lp), € que se considera constante
com o pH; e aquela que engloba apenas 0s grupos ionizaveis presentes nas

moléculas da proteina (Ip).

1 2
I:IO+IP:IO+§ZPHSP

(3.2.-11)
Considerando a fungéo w tal que:
1 2
w=+I= |l +§ZPHSP
(3.2.-12)
Sendo:
] 1 2 -
(3.2.-13)

Ent&o, aplicando-se as devidas regras de derivagao, tem-se:
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3w’ +2w'bw
(1 + bw)?

1
f,(SP) = - +A<p pH
(3.2.- 14)
Substituindo as equagdes (3.2. - 12) e (3.2. - 13) na equagao (3.2. - 14), tem-se que:

Filsp) = —— [ L5+ bl ]

" lavi@ + bv1)?
(3.2. - 15)

Ent&o o algoritmo deve ser:

/Insp(pl)“LA‘PZ?’” [1 b\/— bln(1+b\/_)]\

Si+1 = S; — |

\ 1 + Ay Zty [—2 \/—(51112\/\/_—) /

(3.2. - 16)



4. Modelagem Termodinamica Proposta

4.1. Introducéo

A condi¢éo de equilibrio entre duas fases (a e §) com m componentes é dada por

(Prausnitz et al., 1999):

p* = pf
(4.1.-1)
T® =T#
(4.1.-2)
W= ul
Pm - ub,
(4.1.-3)

Considerando o equilibrio sélido-liquido (ESL) de sistemas contendo proteinas,
sendo que os efeitos da pressdo podem ser desprezados, que as temperaturas nas
duas fases s&o iguais, e que na fase sélida s6 h& proteina, tem-se que para a
proteina a relagédo de equilibrio pode ser descrita por:
pp (T, x) = pp(T)

(4.1.-4)
Contudo, adotando-se a lei de Henry, que € véalida para baixas concentracdes de
soluto, hipotese que ndo é distante dos valores observados da solubilidade de

proteinas, pode se escrever o potencial quimico na fase liquida por:
ph(T,x) = ulL,ref (T,x™T) + RTInx,

(4.1. - 5)
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Entretanto, variagbes de pH né&o alteram o potencial quimico da fase sélida, o que
resulta pela relagdo (4.1. — 4) que o mesmo ndo altera também o potencial quimico
da fase liquida. Com isso, pela relagdo (4.1. — 5), sendo o potencial quimico de
referéncia constante com o pH, uma contradicdo emerge: a variagdo do pH néo
poderia alterar o valor da solubilidade, porém a observacdo experimental mostra o
contrario. Assim, deve-se lembrar que pelo principio da eletroneutralidade, a fase
sélida s6 possui moléculas protéicas eletricamente neutras, e, portanto, o equilibrio
de fases deve se estabelecer apenas entre as moléculas presentes na fase sélida e
as moléculas eletricamente neutras em solugdo. Ou seja, como s6 moléculas
eletricamente neutras podem estar na fase sdlida, o equilibrio de fases depende
exclusivamente da fracdo de moléculas eletricamente neutras em solucdo, pois sé
estas podem precipitar. Assim, tanto a equagéo (4.1. — 4) quanto a equagéao (4.1. —
5) devem ser aplicadas ndo ao conjunto de todas as moléculas de proteina em
solugdo, mas somente as moléculas protéicas eletricamente neutras. Portanto, a
concentracdo das moléculas de proteina eletricamente neutras em solucdo é
constante com o pH e pode ser interpretada como a multiplicagdo da fracdo de
moléculas eletricamente neutras pela concentragdo total de proteinas que é a
propria solubilidade. Assim, uma relagdo de inversa proporcionalidade é definida:
quanto maior a fracdo de moléculas neutras, menor sera a solubilidade de uma
proteina em solucdo. Portanto, no ponto isoelétrico, no qual hd& o minimo de
solubilidade, tem-se o ponto maximo de fragdo de moléculas eletricamente neutras.
A partir disto € possivel escrever a equagdo que rege 0 comportamento da
solubilidade de uma proteina em fun¢éo do pH da solugéo.

¢(pH)S,(pH) = A = constante

(4.1. - 6)
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Na equagéao (4.1. — 6), o parametro A pode ser um parametro de ajuste do modelo a
um conjunto de valores experimentais tendo se estabelecido uma fungéo objetivo, ou
ainda dado pelo produto entre a solubilidade no ponto isoelétrico e a fracdo de
moléculas eletricamente neutras em solugdo também no pl, neste caso vale a
seguinte equagao:

ooy = 202D

4.1.-7)
Sendo a equagdo do modelo — equagédo (4.1. — 7) — extremamente simples, a Unica

dificuldade reside no célculo das fracdes de moléculas eletricamente neutras

(¢ (pH)).

4.2. Calculo das fragcfes de moléculas eletricamente neutras

Dentre os aminoacidos que formam através de ligacfes peptidicas as proteinas, ha
aqueles que possuem residuos com grupos ionizaveis além dos grupos amina e
acido carboxilico terminais na cadeia. Todos estes participam de equilibrios
quimicos com ions H* presentes na solucéo; entdo, ao se alterar o pH da solugéo,
estes equilibrios séo alterados.

Assim, ha vérias possibilidades de combinagfes de estados ionizados destes grupos
ionizaveis que resultam em uma molécula de proteina eletricamente neutra. E
importante notar que, dada a fragdo de uma configuracdo de uma molécula neutra,
todas as outras fracbes de configuragbes possiveis que também resultem em
moléculas neutras sdo proporcionais a fracdo da configuragdo dada, pois todas as

configuracdes participam de equilibrios entre si.
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Desta observacéo, implica-se que basta identificar uma configuragdo protéica cuja
soma dos estados ionizados resulte em carga nula para se descrever o equilibrio de
fases em relagdo ao pH na regido do ponto isoelétrico onde esta consideracdo é
predominante em relagé@o a outros possiveis fendbmenos.
Contudo, € necessério contabilizar a contribuicdo de cada grupo ionizavel via
equacéo de Henderson-Hasselbach, equacéo (4.2. — 1):

( 1OpH_pKA]-

PH—pK 4. '
aj(pH)ZJ]""lOl J

1+ 1077 7PK4;”

sev; = -1

sev; = +1

(4.2.-1)
Na qual pKaj € o co-logaritmo da constante de equilibrio do grupo ionizavel do
residuo j, v é estado carregado potencial do residuo j (-1 para grupos acidos e +1
para grupos basicos) e ¢ € a fracdo ionizada para o pH dado. Para grupos cujo
estado de ionizacéo ¢ na dada configuracdo seja neutro, a sua fracéo é calculada tal
que a soma de sua fragdo e da fragdo ionizada tenha como resultado o valor
unitério.
Assim, a funcdo @p, pode ser escrita como o produto de cada fragéo de cada grupo
ionizavel j naquele estado ¢ (-1, 0 ou +1) na configuracdo neutra k em uma proteina
com n grupos ionizaveis. Uma representacdo matematica possivel para esta funcao

pode ser escrita como:

n

) = | @iy

j=1
(4.2. - 2)

Na qual, a fracdo o'(pH) € dada por:
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, ai(pH), selg| =1
a](pH):{] |]|_
1—a;(pH), se |Ejk| =0
(4.2.-3)
Substituindo a equagéo (4.2. — 1) na equacgéo (4.2. — 3) e a resultante na equagéo

(4.2. - 2), pode-se escrever que:

n

1 1+ H-pK4,
¢ (pH) = 1_[{<1+ 1OpH—pKA].> < > ! —v]-|6jk|> 1077 7PR4

j=1
V]—l ]
—( 5~ j|ejk|>_ , com E gr =0

n
j=1

(4.2.-4)
A equacgéo (4.2. — 4) junto & equagédo (4.1. — 7) constituem o modelo termodindmico
capaz de predizer a razdo entre as fracdes de moléculas neutras de uma proteina
em fungdo do pH na regido do ponto isoelétrico mantendo fixas temperatura e forca
idnica. Substituindo a equacgéo (4.2. — 4) na equacao (4.1. — 7), obtém-se para a

curva de solubilidade:

1

L — v,-|e,-k|> 107777 — (vlz;l - Vi|5jk|>

1+v; pI-pKg4. v:—1
sp(PH) _ ﬁ 1+ 10717PK4; <—2 f- Vj|€jk|> 1077~ <—] 7~ Vj|€jk|>
se(p) 1+1077P%4 (1 +

2

n
com Z gr =0
j=1

(4.2. - 8)



5. Extensado da Equacéao de Linderstrgm-Lang e Grdonwall

5.1. Introducéo

Segundo Gronwall (1941), na fase liquida hd moléculas de proteinas com muitas
configuragcbes k distintas que possuem carga liquida i, e também h& certas
configuragbes que tem carga liquida nula e sdo chamadas configuracfes neutras.
Além disso, estas Ultimas sdo aquelas que determinam o equilibrio de fases ja que
elas estdo em equilibrio com a fase sélida na qual s6 ha moléculas neutras pelo
principio da eletroneutralidade. E também afirmado que dado este equilibrio a
atividade das moléculas neutras ndo se altera com a variagdo do pH e é
proporcional as atividades de qualquer tipo de configuracdo neutra.

Neste mesmo trabalho, é atribuida a Linderstram-Lang o desenvolvimento de uma
teoria de predicdo da solubilidade de proteinas com a variagdo do pH na regido do
ponto isoelétrico. Este desenvolvimento apresenta um balango de cargas de um
modo implicito; contudo, como atestado por Grénwall, 0 escasso conhecimento
sobre as estruturas protéicas impediram, aquele tempo, uma formulagdo mais

pormenorizada do problema.

5.2. Desenvolvimento teorico

A base desta abordagem descrita por Gronwall e atribuida a Linderstram-Lang
reside na hipétese de que a molécula de proteina de configuracdo k e carga nula

participa do seguinte equilibrio com os ions H" e com sua forma de carga i:
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P, + iH* = PL
(5.2.-1)
Note-se que o valor de i pode ser negativo. A constante do equilibrio quimico
descrita pela equagéo (5.2. — 1) pode ser expressa como:
a

PLs

Kix =

apkaqur
(5.2.-2)
Sabendo que a atividade da molécula de proteina de configuracdo k e carga i é dada

pelo produto entre sua concentragéo e seu coeficiente de atividade, tem-se que:

K;

— L
Xpi, = AP y+
L
Pr«

(5.2.-3)
Entretanto, a solubilidade da proteina é soma das concentragcbes de todas as
moléculas de carga i. Porém, a concentracdo das moléculas de carga i é a soma das
concentragdes das moléculas de configuracdo k. Assim, a solubilidade pode ser

escrita como:

sp(pH) = Z Z <apkafq+ —lk>
T Vel

(5.2.-4)
Derivando a equagdo (5.2. — 4) com respeito a atividade do ion H*, considerando
que atividade da molécula neutra é constante para qualquer configuracdo k, e ainda
que o coeficiente de atividade da proteina de carga i independe da atividade do ion

H"; tem-se que:

ds [ . K.
p — i al—l <a lk)
z Ht z Py, .
days 7 % Vel

(5.2. — 5)
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Sendo:
dlogsp(pH) ay+ ds,
d(pH) sp(pH) day+

(5.2.-6)
Substituindo as equagdes (5.2. — 4) e (5.2. — 5) na equagdo (5.2. — 6) e
reescrevendo em termos de pH e das concentragGes das proteinas de carga i, tem-
se que:

dlogsp _Zi(i F)
d(pH) i X

(5.2.-7)
Contudo, o termo do lado direito da equacgédo (5.2. — 7) estd associado ao conceito

de valéncia média estabelecido por Linderstrgm-Lang (1924):

2i(i - x;)

= i X

(5.2.-8)
Os autores ndo possuiam um modo mais adequado de construir a curva de
solubilidade dada pela equagéo (5.2. — 7) do que aproximar por uma fungéo linear o
perfil de carga liquida da proteina obtido experimentalmente e integra-lo, valendo-se
da analogia entre o conceito de carga liquida (Z) e de valéncia média (i ). Entretanto,

hoje j& se tem uma descrigcdo analitica do perfil de carga liquida de proteinas, que

pode ser escrita como:

Z(pH) = Z(vja,-)
=

(5.2.-9)
Substituindo a equagéo (4.2. — 1) na equacgéo (5.2. — 9) e a resultante na equagéo

(5.2.-7), tem-se que:
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n

dlogsp 1 1 PH-pKa,
Al _E {(—1+ 107" PFa > [1+v] +v](1 v])lo ]

(5.2.-10)
Integrando a equagéo (5.2. — 10) de um ponto de referéncia, por exemplo, do ponto
isoelétrico (pl) até um pH qualquer tem-se a seguinte relagéo:
log sp(pH) pH n

dlogsp = f —% {(%) [1+v +v; (1—v)1OpH PKaj ]}d(pH)
pl j=1

1+ 1OpH pKA]

logsp (pI)
(5.2.-11)
sp(pH) _ f 1
95 :E:[(1-+_ly) 1+ 10777 ) 4P
pH 1OPH_I7KA]-
+y(t-v) [ <—1 N 10pH_,,KAj> d(pH)
pl
(5.2.-12)
Fazendo a seguinte substituigéo:
pH-DK du
u =10 4 tal que = =1In10d(pH)
(5.2.-13)
Tem-se que:
u u
sp(pH) _ (1+Vj)f[ 1 ] Vi(l—vj)f[ 1 ]
0g -= du + du
sp(p) In10 u(l + u) In10 (1+uw)
ul ul
(5.2.-14)

0 4SO [ Bau- [ () 52 [

]:

(5.2 — 15)



25
5. Extensdo da Equacéao de Linderstrgm-Lang e Gronwall

»(pH pH PKy;
'Ogip((zz)»l)) Z [(1+v’)log< 107 P54, )

SRR [ C ey

1+ 107774

(5.2-16)
Sendo:
vi(l-v)—(1+v) = vi—vi—1-v; = —(1+v2)——
(5.2.-17)
Resultando em:
1+ 107774\ (1 +v,
SP(p ) Z — _( ])(pH_pI)
sl 1+ 1077704 2
(5.2.-18)
Ainda é possivel reescrever a equagéo (5.2. — 18) como:
H—- pKA
sp(pH) 1+10°
Oy PP Z ['°g<1 107 7PK4;
(5.2.-19)

Na qual n, representa o numero de residuos ionizaveis que na sua forma carregada
apresentam carga positiva. A equacédo (5.2. — 19) € uma expressdo analitica que a
partir de dados da estrutura protéica e de um dado de solubilidade permite predizer
a curva de solubilidade de uma dada proteina em funcdo do pH na regido do ponto
isoelétrico mantendo fixas a temperatura e a for¢a ibnica do sistema.

E possivel provar que as equacdes (4.2. — 8) e (5.2. — 19) s&o idénticas - a prova
disso é descrita na secdo 6 — e, assim, tem-se que apesar das distintas abordagens
a descricdo do fendmeno é a mesma. Note-se que um passo fundamental no

desenvolvimento da Equacéo (5.2. — 5) é admitir que, por hipétese, a atividade da
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forma neutra ndo depende do pH; essa hipotese também é a base da equacéo (4.1.
— 7). Deve-se registrar o fato de que, pelo melhor do nosso conhecimento, esta é a
primeira vez que uma expressdo analitica para o célculo da solubilidade de
proteinas em fungé@o do pH é descrita, mesmo no limite em que se considera vélida

a lei de Henry.

5.3. Solugéo Parabolica da Curva de Solubilidade

Tanto Gronwall (1941) quanto Fredericq e Neurath (1950) adotaram a hipdtese de
que os perfis de carga liquida da B-lactoglobulina para um e da insulina para os
outros dois eram lineares na regido do ponto isoelétrico. Esta hipétese é bastante
plausivel e simplificadora, principalmente a época na qual estes trabalhos foram
desenvolvidos em que a estrutura protéica bem como as constantes de ionizacao
dos residuos com grupos ionizaveis era pouco conhecida. De fato, ainda hoje a falta
de dados das constantes de ionizagdo na cadeia protéica € o maior desafio no uso
do modelo rigoroso — equacéo (5.2. — 18). Por isso, o valor desta hipotese de pefrfil
de carga liquida linear é notavel.

Supondo, entdo, que o perfil de carga seja linear, € possivel escrevé-lo como:

Z(pH) = —A(pH — pl), comA=>0

(5.3.-1)
Substituindo (5.3. — 1) em (5.2. — 6):
dlogsp(pH) _
TdQH) A(pH —pl)

(5.3.-2)

Integrando (5.3. — 2) de um pH, de referéncia até pH, tem-se que:
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sp(pH)

log sp(pHy)

A
= K[pH? — 2pI(pH — pH,) —pH§l, comK = >

(5.3.-3)
Ao se adotar como ponto de referéncia o ponto isoelétrico, a equacdo (5.3. — 3)
reduz-se a:

g sp(pH)
sp(pl)

= K(pH — pI)?

(5.3.-4)
Contudo, apesar da solu¢do quadratica, ou parabdlica, para a equacao estendida de
Linderstram-lang e Gronwall expressa na equacao (5.3. — 3) ndo requerer os dados
das constantes de ionizagdo dos residuos com grupos ionizaveis, ela exige a
definicho do parametro A que fisicamente representa a inclinacdo da reta de
aproximacdo da curva de carga liquida e que pode ser calculado por correlagcédo a

partir de um conjunto de dados experimentais de solubilidade ou de carga liquida.



6. ldentidade entre o Modelo Proposto e a Equacao

Estendida de Linderstrgm-Lang e Gronwall

A equacdo final da modelagem termodinamica proposta apresentada na se¢éo 4 € a

equacéo (4.2. — 8) dada por:

1+v; I—DK 4. vi—1
sp(H) _ T <1+ 10””"’“1’) <—2 ] —Vi|gik|>10p - <—’2 —Vj|€jk|>
I - 1_[ pI-pK4. 1+ v _ ' v: — 1
sp(pl) ; 1+10 j ( > ]_Vj|5jk|> 10PHPKa4 _( 12 —Vj|5jk|>

(6-1)

=1

Aplicando-se o logaritmo decimal nos dois termos da equagéo (6 — 1), tem-se que:
0g 2 PH) Zn: o [LH1O7TE
0 = o9 ———=—

s (oD = N1+ 10775

1+, _ —1
( zvl—vi|5ik|>10pl pKAj_<v]2 —Vi|5jk|>

T+, _ —1
( zvl—vi|5jk|>10pH pKAj_<v]2 _Vi|5ik|>

(6-2)
Pelo bem da simplificag&o desta dedugéo, adotar-se-&o as seguintes fungdes:
1 1017 p Aj
n;(pH) = Iog( o=y
1+ J
(6-3)
1+v; —pKa4. v, —1
0 (ol = | ( 2 : _Vj|5jk|> 10777 _< ]2 —v,-|e]-k|>
() =log 1+ Vi _ 10PHPKa; _ (Vi 1
2 Vi|5jk| 2 Vi|5jk|
(6-4)

Assim, pode-se reescrever a equagao (6 — 2) por:
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s »(pH)
s p(pl)

Z[n,(pH) + 6 (pH)]

(6-5)
Observando-se a equacéo (6 — 5), tem-se que a fungéo 7; independe do estado de
ionizacdo do residuo j, porém a funcdo 6 depende. Por isso, deve-se analisar esta

funcdo para cada estado de ionizacao possivel como mostrado na Tabela 6.1.

Tabela 6. 1. — Analise da funcéo g para cada estado de ionizagdo possivel.

v &k B Quantidade de residuos neste estado
-1 pl — pH Na
-1
0 0 Ny
+1 0 Ne
+1
0 pl — pH Ny

Pela andlise da Tabela 6.1. e considerando uma proteina com n residuos com

grupos ionizaveis, infere-se que a equagéo (6 — 5) pode ser reescrita como:

sp(pH)
5ol

= (ng +ng)(pl — pH) + Z[UJ(PH)]
j=1

(6 -6)
Contudo, as equagbes acima descritas sdo validas apenas para configuracdes
neutras, pois apenas as configuracdes neutras da fase liquida estdo em equilibrio
com as moléculas de proteina da fase sdlida. Para que uma configuracdo seja
neutra vale a seguinte restrigao:
n
ZEjk:o S ng =ng
j=1

(6-7)
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Substituindo a restricdo dada pela equagao (6 — 7) na equacgéo (6 — 6), tem-se que:

s, (pH)
Vso(oD)

= (n, + ng)(pl — pH) + Z[m(pH)]
j=1

(6-28)
Ora, mas a soma de n; e de ng, ndo resulta em outra coisa sendo no nimero de
residuos com grupos ionizaveis da estrutura protéica cujo v seja +1. Assim,
substituindo n. mais nq por n. e substituindo a equagéo (6 — 3) na equagéao (6 — 8),

tem-se que:

s,(pH) S 1 + 1077 7PX4
og-> :n+(P1—PH)+Z[|09<—
=1

sp(pl) 1 + 107 7PK4;

(6-9)
Ao se analisar a equagéo (6 — 9), observa-se que ela é idéntica a equacéo estendida
de Linderstram-Lang e Gronwall apresentada pela equagéo (5.2. — 19). Com isso,
tem-se que apesar das distintas formula¢des tanto a modelagem termodinamica aqui
proposta quanto a extensao a teoria de Linderstrgm-Lang e Gronwall resultam na
mesma descricdo do fendmeno. Além disso, a equacdo final dos modelos é
extremamente simples e depende apenas de um ponto de referéncia e dos dados da

estrutura da molécula de proteina cuja solubilidade se deseja estudar.



7. Aplicacédo dos Modelos Expostos

Para validar o modelo comparando-o com o célculo feito a partir da teoria de Debye-
Huickel, o critério que relaciona os pontos calculados pelo modelo com os pontos

experimentais foi estabelecido a partir da seguinte fung&o objetivo (FO):

(7-1)
Contudo, a equagéo (7 — 1) ndo é a melhor definicdo de fungéo objetivo neste caso,
pois a derivada da curva de solubilidade é razoavelmente grande nos dois lados do
ponto isoelétrico, e isso permite que pequenos desvios na dire¢cdo horizontal
resultem em um grande aumento no valor da funcdo objetivo. Uma solucdo possivel
seria substituir essa fungao objetivo por uma funcéo definida pela soma do quadrado
da distancia do ponto experimental & curva do modelo, principalmente se fosse
necessario calcular algum pardmetro do modelo via otimizagdo da fungéo objetivo
estipulada. Nao sendo este o escopo deste trabalho, optou-se pelo uso da FO

definida na equacéo (7 — 1).

7.1. Solubilidade da Insulina Suina

As Figuras 7.1.1., 7.1.2. e 7.1.3. apresentam os graficos da curva de solubilidade
dada pelos pontos experimentais, pelo modelo proposto, pela abordagem classica e
também a curva obtida pela solugcéo parabdlica da Equacéo de Linderstrgm-Lang e

Gronwall em trés temperaturas distintas.
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40 43 45 48 50 53 55 58 6.0

pH

Figura 7.1.1. - Solubilidade da insulina suina em meio aquoso em funcéo do pH a 25 °C. Dados
experimentais (o), Tashima et al., 2009; modelo proposto (linha continua), abordagem classica

(linha descontinua) e solugao parabdlica (linha semi-continua).
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Figura 7.1.2. - Solubilidade da insulina suina em meio aquoso em funcéo do pH a 15 °C. Dados
experimentais (o), Tashima et al., 2009; modelo proposto (linha continua), abordagem classica

(linha descontinua) e solucao parabdlica (linha semi-continua).



33
7. Aplicagcéo dos Modelos Expostos

35.0

30.0 -

25.0 A

20.0 A

15.0 -

10.0 A

Solubilidade (10° mol.kg)

5.0 1

0.0 T
40 43 45 48 50 53 55 58 6.0

pH

Figura 7.1.3. - Solubilidade da insulina suina em meio aquoso em funcéo do pH a 5 °C. Dados
experimentais (o), Tashima et al., 2009; modelo proposto (linha continua), abordagem classica

(linha descontinua) e solucao parabdlica (linha semi-continua).

Os desvios da curva obtida pelo modelo proposto para valores de pH distantes do pl
podem ser explicados por ao menos trés importantes motivos: dois devidos a
hip6teses do modelo e um devido a fenbmenos intrinsecos a proteina. Sabendo que
no pl a solubilidade é minima, para valores de pH distantes do pl pode-se ter
solubilidades suficientemente grandes para que a validade da lei de Henry — adotada
na formulagéo do modelo - seja questionada, pois quanto mais distante do pl, maior
a solubilidade e menor a validade da lei de Henry, jA que ha um aumento da
concentracdo do soluto (proteina) na solugéo; e, também ao fato do modelo prever
solubilidade infinita quando a fragcdo de moléculas eletricamente neutras tende a

Zero.

. _ . 0(pDsy(pl)
lims, = lim ————— =+
d-0 -0 D(pH)

(7.1.1. - 1)
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Todavia, ainda ha um fator de ordem natural que justifica 0 desvio apresentado para
valores de pH distantes do pl: o desnovelamento da cadeia protéica. Este fenbmeno
pode ocorrer de maneira a expor grupos hidrofobos, residuos antes ndo expostos,
acrescentando relacbes de equilibrio quimico ndo existentes na regido do pl,

alterando o equilibrio de fases, e, portanto, alterando o valor da solubilidade.

A Tabela 7.1.1. apresenta os valores obtidos para a fungéo objetivo definida em (7 —
1) tanto para o modelo proposto quanto para a abordagem classica para trés

diferentes temperaturas.

Tabela 7.1.1. - Comparacdo entre os valores da Funcdo Objetivo (FO) para cada
abordagem (Proposta - P ou Classica — C) em diferentes temperaturas para insulina

suina.

T/°C Abordagem FO
o5 P 0.1857
C 0.2535
15 P 0.1981
C 0.5056
5 P 0.3595
C 0.3064

Observando-se a Tabela 7.1.1., vé-se que o modelo apresentou melhores resultados
do que o célculo efetuado através da abordagem classica no que tange a

minimizagao da fungéo objetivo, exceto para os dados a 5 °C.

Também é possivel observar que a fungdo objetivo sofreu aumento com a
diminuicdo da temperatura. Isto ocorreu, principalmente, devido a dificuldade de
obter dados experimentais de solubilidade a temperaturas baixas o que aumenta o
desvio experimental fazendo com que se tenha um aumento do valor da fungéo

objetivo como a definida em (5 — 1). Um efeito secundario que também pressiona a
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funcdo objetivo é o fato dos dados de pKa terem sido obtidos a uma temperatura
especifica o que tende a acrescentar erro no célculo de solubilidades a temperaturas

diferentes, ainda que o pKa néo varie de forma ab-rupta com a temperatura.

Outra observagdo que deve ser registrada € o fato da funcdo objetivo para a
abordagem classica na temperatura de 15 °C divergir a um valor tdo elevado em
relagdo aos demais. Isto se deve a um ponto experimental especifico: a um pH de
4.5 a solubilidade da insulina suina obtida experimentalmente é 23.0 x 10™ mol kg™,
enquanto a calculada pelo modelo proposto é 23.0 x 10° mol kg™, e a calculada pela
abordagem classica é 52.0 x 10” mol kg™. Por conta do desvio deste ponto a funcéo

objetivo para a abordagem classica nesta temperatura tem um aumento significativo.

A Tabela 7.1.2. apresenta os valores do parédmetro K da solugéo parabdlica obtidos

neste trabalho para a insulina suina comparados ao encontrado na literatura.

Tabela 7.1.2. — Valores do parametro K da solugao parabdlica para a insulina suina.

Referéncias T/°C K
Fredericq e Neurath (1950) - 0.81
Neste trabalho 25 1.04
Neste trabalho 15 1.01
Neste trabalho 5 1.45

Pela Tabela 7.1.2., pode-se observar que ha uma diferenca pequena entre 0s
valores do parametro K obtidos neste trabalho e por Fredericq e Neurath (1950). Por
isso ndo se pode afirmar a que se deve esta diferenca se é devido a diferencas entre
procedimentos experimentais ou se & devido a diferenca de método de célculo do
parametro. Apesar de no experimento realizado por Fredericq e Neurath (1950)
haver a presenca do anion tiocianato, e este anion interagir com grupos ionizaveis

da cadeia protéica como observado pelos autores do trabalho; também estes
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proprios autores afirmam que a presenca deste anion ndo altera a forma da curva
que é basicamente determinada pelo pardmetro K. De qualquer modo é interessante
observar a proximidade dos valores encontrados neste trabalho com o obtido por
Fredericq e Neurath (1950), pelo menos no que diz respeito a ordem de grandeza do

parametro em questao.

7.2. Solubilidade da Lisozima de clara de ovo de galinha

Um modelo para ser validado necessita correlacionar dados experimentais de modo
satisfatorio, ou seja, um modelo deve buscar fidelidade ao fenémeno fisico
observado. Assim, na procura de dados de solubilidade de proteinas, poucos dados
na regido do pl foram encontrados. Este € o caso da lisozima de clara de ovo de
galinha, que apesar de ter muitos estudos de solubilidade, nenhum deles se
encontra na regido do pl. Surgiu assim a necessidade de se obter estes dados
experimentais para poder validar o modelo proposto. A escolha da lisozima de clara
de ovo de galinha se deu em parte pela sua importancia, mas também em parte por
ter os valores de pKa conhecidos.

A curva de solubilidade da lisozima de clara de ovo de galinha levantada neste

trabalho esta apresentada na Figura 7.2.1.
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Figura 7.2.1. — Solubilidade da lisozima da clara de ovo de galinha a 298.15 K e em
solucdo 250 mmolar. Dados extraidos em solu¢cdo-tampédo a base de Na,HCO; (o), e

dados obtidos a partir de solugdes-tampéo a base de Na,HPO, (A).

Pela Figura 7.2.1. € possivel observar que a lisozima segue o comportamento
esperado para proteinas atingindo o minimo de solubilidade e um pH préximo ao pH
isoelétrico calculado (pl = 10.97) para solu¢des-tampédo a base de bicarbonato de
sédio. No entanto, para solugbes-tampdo a base de NaHPO, a lisozima se
comporta de forma anémala, ndo apresentando minimo de solubilidade no ponto
isoelétrico. Dada a Unica diferenca entre os experimentos ser o anion do sal da
solugdo tamponante, infere-se que o ion fosfato deve interagir com residuos
ionizaveis da lisozima alterando sua populagdo de configuragBes eletricamente
neutras e, por consequéncia, as suas propriedades fisico-quimicas como a

solubilidade em solugdes aquosas. Este fendmeno de interacdo entre o ion fosfato e
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alguns residuos de amino&cidos dispostos em cadeias protéicas tem sido observado
em algumas proteinas e € denominado fosforizagé&o.

Esta interacdo por alterar a configuracdo protéica ndo pode ser prevista pelo modelo
a menos que se conhecga a constante de interagéo fosfato-residuo.

Por conta de falta de dados a este respeito, modelou-se apenas a curva de
solubilidade obtida em solucdes tamponantes de bicarbonato de sddio. A Figura
7.2.2. apresenta a predigdo da curva de solubilidade da lisozima da clara de ovo de

galinha em func¢éo do pH da solugao.

9.0

8.0

7.0

6.0

5.0

4.0 A

3.0

Solubilidade (mg/mL)
HEH

2.0

1.0 |

0.0 T T T T T T T
9.6 99 102 105 108 111 114 117 120

pH

Figura 7.2.2. — Curva de solubilidade de lisozima de clara de ovo de galinha em solucbes
aquosas com bicarbonato de s6dio como sal tamponante a 298.15 K e 250 mmolar. Dados

experimentais (o), modelo proposto (linha continua) e abordagem cléssica (linha descontinua).
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O valor da funcéo objetivo para cada modelo esti apresentado na Tabela 7.2.1.

Tabela 7.2.1. - Comparacdo entre os valores da Funcdo Objetivo (FO) para cada
abordagem (Proposta - P ou Classica — C) em diferentes temperaturas para lisozima

de clara de ovo de galinha.

T/°C Abordagem FO
o5 P 46.50
C >79.19%

¥ N&o foi possivel calcular o valor da FO para todos os pontos experimentais, pois o0 método numérico aplicado
divergiu em alguns pontos. Assim, sabe-se apenas um valor minimo possivel de ser calculado.

Pela Figura 7.2.2. e pela Tabela 7.2.1., observa-se que a modelagem proposta
aproxima de forma muito mais satisfatéria os dados experimentais do que a
abordagem classica de Debye-Huckel. Ainda assim, a modelagem é restrita a cerca
de uma unidade de pH em torno do ponto isoelétrico pelos motivos expressos
anteriormente. J4 o insucesso da abordagem classica se deve, principalmente, ao
efeito da carga. Diferente de sais inorganicos ou mesmo aminoacidos, a lisozima de
clara de ovo de galinha tem uma amplitude muito maior de variagéo de carga com a
variagdo de pH devido ao numero de grupos ionizaveis em sua cadeia. A
proximidade entre estes grupos € uma realidade que difere muito da hipétese de

cargas pontuais de Debye-Huckel.



8. Conclusodes

A modelagem termodinamica proposta neste trabalho apresentou expressivos
resultados quando comparada a abordagem classica de Debye-Hiuckel.

Tanto para a insulina suina quanto para a lisozima de clara de ovo de galinha, o
modelo aproximou melhor os pontos experimentais do que a referida abordagem
comparativa. Verificou-se que o modelo tem uma validade restrita a regido proxima
ao ponto isoelétrico.

Entretanto, este modelo tem uma importancia impar na modelagem termodinamica
para equilibrios de fases de solu¢des protéicas devido, em primeiro lugar, a sua
construcdo baseada em fundamentos da termodinamica classica e, em segundo
lugar, por sua aplicabilidade.

Contudo, restam questdes a respeito do fendmeno da interacdo de grupos ionizaveis
da cadeia protéica e ions em solugéo; e, também a respeito da modelagem da curva

em regides distantes do ponto isoelétrico.
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Apéndice A — Equacdes de Henderson - Hasselbach

Considere-se que haja grupos ionizaveis &cidos e grupos ionizaveis béasicos na
cadeia protéica.
Entdo, pode-se descrever a dissocia¢do de cada grupo acido pela seguinte reacao

de ionizacgao:

HA= A" +H*
(A-1)
Assim, considerando que a constante de equilibrio:
o=
i=1
(A-2)
Para a reagdo (A — 1), considerando solugdes ideais, tem-se que:
AT][H*
= A
[HA]
(A-3)
Aplicando o logaritmo decimal a equagéo (A — 3), pode-se escrever que:
[HA]
logKk = —lo + log[H™*
g 9T glH"]
(A-4)

Considerando uma grandeza ¢ tem-se que 0 seu co-logaritmo pode ser denotado
por:
—logle] = py

(A-5)

Assim, substituindo esta notagédo em (A — 4), tem-se que:
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[HA]
pK = |Ogm+pH

(A-6)
Contudo, a fragéo de residuos carregados a é dada por:
Ny
[HA] + [A7]
(A-T7)
Reescrevendo (A — 7), tem-se que:
SN U V] %) N . B
1+[A"]/[HA] [HA] 1l-«a
(A-28)
Substituindo (A — 8) em (A — 6), tem-se que:
pK = log (ﬁ) +pH = % — 10PH-PK
(A-9)
Rearranjando (A — 9), tem-se para residuos &cidos:
1
@ =13 1orK
(A-10)

Analogamente, para residuos basicos pode se escrever uma reagdo de equilibrio:

A+ H* = HA*
(A-11)
Pode se escrever a constante de equilibrio como:
HA*
(A-12)

Aplicando o logaritmo decimal a equagéo (A — 12), tem-se que:
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[4]
[HAT]

logK = —log — log[H*]

Por analogia a fragdo de residuos carregados € dada por:

_ [HA']
¢ T AT+ [HA']

Assim, a equacgéo (A — 13) fica:

a

= 1QPH-PK
l—-«a

Por fim, pode se escrever para residuos basicos a seguinte equagao:

10pH—pK

* = 1+ 100HpK

(A -13)
(A—14)
(A - 15)

(A - 16)



Apéndice B — Codigo — fonte do programa de célculo dos

modelos expostos

V falaiaed hisisieiaiaiaialaiaisiaiaieiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaie /
/* Polytechnic School of the University of Sao Paulo */
/* Biochemical Engineering Laboratory - Department of Chemical Engineering */
/* "Thermodynamic modeling of solid-liquid equilibrium in protein */
/* aqueous systems: effect of pH" */
/* Calculus of the protein solubility as a function of pH */
/* Developed by Luis Fernando Mercier Franco */
/* Advisor: Professor Pedro de Alcantara Pessba Filho */
V falaiaed hisisieiaiaiaialaiaisiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaiaie /

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>
#include <string.h>
#include <time.h>

#define MAX 10000
#define MIN 150
#define NITER 1001

/* Prototypes of the auxiliaries functions */

/* Function that minimizes the objective function by Golden Section Method*/
double FMIN(double *XMIN, double pexp[MAX], double sexp[MAX], double solpHO,
double pHO, double pl, int n);

/* Function that calculates the objective function */
double of(double A, double spHO, double pHO, double pl, double pH[MAX],
double sexp[MAX], int n);

int main({

/* Variables® description */

int i; /* counter of pH */

int j; /* counter of g.i. */

int k; /* counter of configurations */

int n; /* number of g.i. */

int npexp; /* number of experimental points */
int nexp;

int gi[MAX]; /* vector of g.i. */

int gil[MAX]; /* vector of g.i. that have variable alphas in the interval */
int soma; /* sum of the charges of g.i. that have imutable alphas */
int sum;

int min; /* minimum */

int med; /* medium */

int iter; /* number of iterations */

int npos;

double pH[MAX]; /* vector of pH */

double pKA[MIN]; /* vector of pKA */

double ex;

double toler;

double termol;

double pl; /* pl: isoeletric point */

double mod; /7* module of a number */

double epsilon;

double solexp[MAX]; /7* experimental solubility */
double pHexp[MAX];

double solexpl[MAX];
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double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double
double

pHexpl[MAX] ;

solcalc[MAX];

solpl; /* pl solubility */
pitch; /* pitch between two pH */
soli;

solant;

tol ;

aux;

ionforce; /* ionic force */

PI; /* the number pi = 3.1415... */
KB;

NAV; /* Avogadro®"s constant */
PERO;

EE; /* eletric charge of an eletron */
TC;

DC;

TDL;

T; /* temperature */

DDL;

DM;

CPER;

BPER;

PER;

D;

BB;

Z2; /* the square of the average charge */
Z[MAX]; /* the average charge */
soldh[MAX]; /* solubility calculated by the classical approach */
e; /* the number e = 2.71... */
CC;

ifr;

Z4;

CC2;

ifol;

solcalcdh[MAX];

soldhit[NITER];

ionforce0;

fun;

Ffunl[MAX];

derivfun;

InCC;

Ins;

del;

range;

OF;

AY;

BY;

CY;

ymin;

OFDH;

tacid;

thasic;

tlog;

termof;

OFML;

somatorio;

prod;

s[MAX];

s0;

pHO;

intcarga[MAX];

termosum;

ex0;

scalc[MAX];

OFLLG;

ZLLG[MAX] ;

OFMDH;

slin[MAX];
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double A;

double XMIN;

double OFLIN;
double termo2;
double termo22;
double termo23;
double termo3;
double termol2;
double AF;

double OFMLIN;
double solcalclin[MAX];
char name[40];

char aminoacid[40];
char nfile[40];
char get[40];
time_t tl, t2;

FILE *ARQUI, *RESULTS, *RES, *HELPFILE;
(void) time(&tl);
printf("--———————— - — ;s

printf(''\n"");
printf(*"\n\t POLYTECHNIC SCHOOL OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO \n'™);

printf(*"\n\t DEPARTMENT OF CHEMICAL ENGINEERING \n'");
printf(*"\n\t BIOCHEMICAL ENGINEERING LABORATORY \n'");
PriintFC NN\t e e e e e ");
printf(*"\n\t : PROTEIN SOLID-LIQUID EQUILIBRIUM : ;s
printfF(""\n\t - V1 ) 35

printf("" \n\t Developed by Luis Fernando Mercier Franco");

printf("" \n\t Advisor: Professor Pedro de Alcantara Pessoa Filho');
printf(*" \n\t FAPESP (IC 2009/06575-0)\n"");

printf("" \n\t Calculus of the protein solubility curve as a function');
printf("" \n\t of pH.\n\n");

printf(""\n Data input:\n'");
printf(*" Data file name: ");
scanf(""%s", &nfile);

med
min

10000;
150;

/* Reading the file (.txt) that contains the input values */

ARQUI = fopen(nfile, "r");

fscanf(ARQUI, "%S", get);

fscanf(ARQUI, "%s', &name);

fscanf(ARQUI, "%S", get);

fscanf(ARQUI, "%IF'", &T);

fscanf(ARQUI, "%S", get);

fscanf(ARQUI, "%If", &ionforce0);

fscanf(ARQUI, "%S", get);

fscanf(ARQUI, "%d", &n);

fscanf(ARQUI, "%S", get);

for g =0; j <n; j+){
fscanf(ARQUI, "%s', &aminoacid[j]);
fscanf(ARQUI, "%d", &gi[j1);
fscanf(ARQUI, "%If", &pKA[JD);

by

fscanf(ARQUI, "%S", get);
fscanf(ARQUI, "%If", &pH[O]);
fscanf(ARQUI, "%If", &pH[MAX-11);
fscanf(ARQUI, "%S", get);
fscanf(ARQUI, "%If", &pl);
fscanf(ARQUI, "%If", &solpl);
fscanf(ARQUI, "%S", get);
fscanf(ARQUI, "%IF'", &pHO);
fscanf(ARQUI, "%If", &s0);
fscanf(ARQUI, "%S"™, get);
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fscanf(ARQUI, "%d", &npexp);

fscanf(ARQUI, "%S", get);

for (k = 0; k < npexp; k++){
fscanf(ARQUI, "%IF", &pHexpl[k]);
fscanf(ARQUI, "%IF", &solexpl[k]);

by
fclose(ARQUI);

/* Vector pH (1 - 14) */
pitch = (pH[med-1] - pH[O]) /7 (med - 1);
epsilon = 0.5 * pitch;
for (i = 0; i <med - 1; i++){
pH[i+1] = pH[i] + pitch;

/* Calculating the net charge profile */
for (i = 0; i < med; 1++){
somatorio = 0;
for 0 = 0; J <n; j+o{
ex = pow(10, pHLi] - pKALD:
tacid = (1.0 * gi[jJ]) * (1 - (1.0 * giQgD) * ex;
tbasic = (1 + (1.0 * gi[JD);
termosum = (1 /7 (1 + ex)) * (tbasic + tacid);
somatorio = somatorio + termosum;

Z[i] = 0.5 * somatorio;

}

/* Calculating solubility by LLG theory */
for (i = 0; i < med; 1++){

prod = 1;
npos = 0;
for g =0; j <n; j+){

ex = 1 + pow(10, pHLi1 - pKAG1):
ex0 = 1 + pow(10, pHO - pKALJD;

prod = prod * (ex / ex0);
npos = npos + (1 + giljl) 7/2;
s
s[i] = sO * pow(10, 1.0 * npos * (pHO - pH[i])) * prod;
s
termof = 0;
for (k = 0; k < npexp; k++){
for (i = 0; i < med; 1++){
funl[i] = pHexpl[k] - pH[i];

ifT (i >0 && funl[i] * funl[i-1] < 0){
del = funl[i-1] /7 (funl[i-1] - funi[i]);
solant = s[i-1];
soli = s[i];
scalc[k] = solant + del * (soli - solant);
i = med;
}
}
termof = termof + pow((scalc[k] - solexpl[k])/solexpl[k], 2);
}
OFML = pow(termof / npexp, 0.5);

/* Quadratic solution of Linderstrom-Lang and Gronwall equation */
OFLIN = FMIN(&XMIN, pHexpl, solexpl, sO, pHO, pl, npexp);

A = XMIN;
for (i = 0; i < med; i++){
shin[i] = sO*pow(10, A/2*(pH[i]*pH[i]-2*p1*(pH[1]-pHO)-pHO*pHO));
}
termof = 0;

for (k = 0; k < npexp; k++){
for (i = 0; i < med; 1++){
funl[i] = pHexpl[k] - pH[i];
ifT (i >0 && funl[i] * funl[i-1] < 0){
del = funl[i-1] /7 (funl[i-1] - funi[i]);
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solant = slin[i-1];
soli = slin[i];
solcalclin[k] = solant + del * (soli - solant);
i = med;
}
}
termof = termof + pow((solcalclin[k] - solexpl[k])/solexpl[k], 2);
}
OFMLIN = pow(termof / npexp, 0.5);

/* Classical approach with Debye-Hickel theory */
Pl 3.14159265;

KB = 1.38066 * pow(10, -23);

NAV = 6.02205 * pow(10, 23);

PERO = 8.85419 * pow(10, -12);

EE = 1.60218 * pow(10, -19);

TC = 647.14;

DC = 322.0;

e = exp(1);

toler = solpl * pow(10, -3);

TOL =1 -T / TC;

DDL = 1+1.99206*pow(TDL,1/3)+1.10123*pow(TDL,2/3)-0.512506*pow(TDL,5/3);
DDL = DDL-1.75263*pow(TDL,16/3)-45.4485*pow(TDL,43/3);

DDL = DDL-6.75615*pow(10,5)*pow(TDL,110/3);

DM = DDL * DC;

CPER = -2.0525+3115.9/(-182.89+T);

BPER = -8032.5+4.2142*pow(10,6)/T+2.1417*T;

PER = 342.79*exp(-5.0866*pow(10,-3)*T+9.469*pow(10,-7)*pow(T,2));
PER = PER + CPER * log((BPER + 1) / (BPER + 1000));

D=4=*PI * PER * PERO;
termol = 1.0 /7 3.0;
termol2 = 2 * Pl * NAV * DM;
termo2 = pow(termol2, 0.5);
termo22 pow(EE, 2)/D/KB/T;
termo23 3.0/ 2.0;
termo3 = pow(termo22, termo23);
AF = termol * termo2 * termo3;
BB = 1.2;
/* Newton-Raphson Method */
for (i = 0; i < med; 1++){
soldhit[0] = solpl;
Z2 = pow(Z[i]. 2);:
Z4 = pow(Z[il. 4):
for (iter = 0; iter < NITER - 1; iter++){
ifol = 0.5 * soldhit[iter] * Z2;
ionforce = ionforce0 + ifol;
ifr = pow(ionforce, 1/2);

CC =1+ BB * ifr;
InCC = log(CC)/log(e);
CC2 pow(CC, 2);

Ins = log(solpl 7/ soldhit[iter]) /7 log(e);

fun = Ins + AF * 22 * ((ifr /7 CC) + (2 / BB * InCC));
derivfun = -1/soldhit[iter]+AF*Z4*(1.5+BB*ifr)/ (2*ifr*CC2);
soldhit[iter+1] = soldhit[iter] - fun / derivfun;

mod = fabs(soldhit[iter+1] - soldhit[iter]);

iT (mod <= toler){

soldh[i] = soldhit[iter+1];

iter = NITER;

}
if (iter == NITER - 1){
soldh[i] = soldhit[iter+1];

k < npexp; k++){
for (i = 0; i < med; 1++){
= pHexpl[k] - pH[i];
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ifT (i >0 &% funl[i] * funl[i-1] < 0){
del = funl[i-1] /7 (funl[i-1] - funi[i]);
solant = soldh[i-1];
soli = soldh[i];
solcalcdh[k] = solant + del * (soli - solant);
i = med;

}

}
if (solcalcdh[k] > 0.5 * solpl){

termof = termof + pow((solcalcdh[k] - solexpl[k])/solexpl[k], 2);
}

}
OFMDH = pow(termof / npexp, 0.5);

/* Printing the results in a file which extension is .csv */
RESULTS = fopen(''RES.csv'', "w'");
FfprintF(RESULTS, "pH;Z;sol(DH);sol(LLG);sollin; ;pHexp;solexp\n'™);
for (i = 0; i < med; i++){
if (i < npexp){
FprintF(RESULTS, "%e;%e ;%e;%e ;%e; ;%e;%e\n",
pH[i] * pow(10, -6), Z[i] * pow(10, -6), soldh[i] * pow(10, -6),
s[i] * pow(10, -6), slin[i] * pow(10, -6), pHexpl[i] * pow(10, -6),
solexpl[i] * pow(10, -6));
}
else{
fprintF(RESULTS, "'%e;%e;%e;%e;%e\n", pH[i] * pow(10, -6),
Z[i] * pow(10, -6), soldh[i] * pow(10, -6),
s[i] * pow(10, -6), slin[i] * pow(10, -6));
}

by
fclose(RESULTS);

/* Printing the results in a file which extension is .txt */
RES = fopen(RES.txt", "w'");

fprintf(RES, '\n Protein: %s\n\n", name);

fprintf(RES, '"\n Temperature: %.21FK\n", T);

fprintf(RES, '"\n I: %.11Ff mM\n", ionforce0 * 1000);
fprintf(RES, '\n Number of I. G.: %d\n", n);

fprintf(RES, '\n aminoacids | 1. G. | pKA\N");
FPrintf(RES, " —---mmmmmmmm oo \n™);
for (G = 0; j < n; j+){
fprintf(RES, " %e I'*, aminoacid[j]1);
it (gili] == 1){ A
fprintf(RES, " %d 1", 9iliD;
}
if (gili] = -1){
fprintf(RES, " %d 1", giliD;

}
it (pKA[J] 7 10.0 < 1){
fprintf(RES, " %.21\n", pKALD):

}
it (pKALJ] 7 10.0 >= 1){
fprintf(RES, " %.21F\n", pKALOD):;

}
}
fprintf(RES, '"\n\n Values of solubility:\n\n"");
fprintf(RES, " pH | sol exp | sol calc | sol (D-H)\n");
fprintf(RES, " - - ———_—_———————————— \n');

for (k = 0; k < npexp; k++){
if (pHexpl[k] 7 10.0 < 1){
fprintf(RES, " %.20F | ", pHexpl[kl);

}
if (pHexpl[k] / 10.0 >= 1){
fprintf(RES, " %.21F | ", pHexpl[kl);

}
if (solcalcdh[k] < solpl){
fprintf(RES, "%.2e | %.2e | NC\n", solexpl[k], scalc[k]);
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if (solcalcdh[k] >= solp){
fprintf(RES, "%.2e | %.2e | %-2e\n", solexpl[k],
scalc[k], solcalcdh[K]);

by
fprintf(RES, '\n OF values:\n");

fprintf(RES, '"\n For the Debye-Hiickel theory: %.3e\n", OFMDH);
fprintf(RES, '"\n For the Linderstrom-Lang theory: %.3e\n', OFML);
(void) time(&t2);

fprintf(RES, '\n\n Time to do this = %d seconds\n", (int) t2-tl);
fclose(RES);

/* Printing the results in the screen */

printf(""\n Result summary:\n\n'");

printf('"\n Protein name: %s\n\n', name);

printf('"\n Temperature: %.21FK\n", T);

printfF(C''\n 1: %.11Ff mM\n", ionforce0 * 1000);

printf('"\n Number of ionizable groups (G. 1.): %d\n", n);

printf(*"\n Aminoacids | G. 1. | pKA\N'™) ;
printf(" --——————— \n');
for G =0; j <n; j+){
printf(" %c |, aminoacid[j]);
if (gili] == 1){ N
printf(” %d 1", 9ilD:;
}
it (gili] == -1){
printf(” %d 1", 9ilD:;

}
it (pKA[J] 7 10.0 < 1){
printf(" %.21R\n", pKALD):

}
it (pKA[J] 7 10.0 >= 1){
printf("" %.2IF\n", pKA[D):

}
printf(''"\n\n Solubility values:\n\n");
printf(" pH | sol exp | sol calc | sol (D-H) | sol Q\n");
printf("" - -————— \n"");
for (k = 0; k < npexp; k++){
if (pHexpl[k] 7 10.0 < 1){
printf(" %.20F | ", pHexpl[kD);

}
if (pHexpl[k] / 10.0 >= 1){
printf("" %.201F | ™, pHexpl[K]);

}

if (solcalcdh[k] < solpl){
printf("%.2e | %.2e | NC | %.2e\n"", solexpl[k],
scalc[k], solcalclin[k]);

}

if (solcalcdh[k] >= solpl){
printf("%.2e | %.2e | %-2¢ | %-.2e\n", solexpl[k], scalc[k],
solcalcdh[k], solcalclin[k]);

}

}

printf(""\n OF values:\n");

printf('"\n For Debye-Huckel theory: %.3e\n", OFMDH);

printfF(""\n For Linderstrom-Lang and Gronwall Extended Equation: %.3e\n",0FML);
printfF(''\n K = %If\n"", A /7 2);

(void) time(&t2);

printfF(""\n\n Execution time = %d seconds\n", (int) t2-tl);

printf('"\n The results are stored in a file called RES.txt...\n\n");

printf("" Press "Enter® to close this window.\n\n");

getchQ;
return (0);
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double FMIN(double *XMIN, double pexp[MAX], double sexp[MAX], double spHO,
double pHO, double pl, int n){
int max;
double AX;
double BX;
double CX;
double tol;
double R;
double C;
double XO;
double X1;
double X2;
double X3;
double F1;
double F2;
double FMIN;
max = 280;
AX 0;
CX 100;
BX (CX - AX) /7 3;

tol = pow(10, -10);
R = 0.61803399;
C=1-R;
X0 = AX;
X3 = CX;
if (fabs(CX - BX) < fabs(BX - AX)){
X1 = BX;
X2 =BX + C* (CX - BX);
else{
X2 = BX;
X1 =BX - C* (CX - BX);
T
F1 of(X1, spHO, pHO, pl, pexp, sexp, n);

F2 of(X2, spHO, pHO, pl, pexp, sexp, n);
while (fabs(X3 - X0) > tol * (X1 + X2)){
if (F2 < F1){

X0 = X1;
X1 = X2;
X2 =R * X1 + C * X3;
F1 = F2;
F2 = of(X2, spHO, pHO, pl, pexp, sexp, n);
else{
X3 = X2;
X2 = X1;
X1 =R * X2 + C * X0;
F2 = F1;
F1 = of(X1, spHO, pHO, pl, pexp, sexp, n);
}
}
if (F1 < F2){
FMIN = F1;
*XMIN = X1;
else{
FMIN = F2;
*XMIN = X2;

return FMIN;
3

double of(double A, double spHO, double pHO, double pl, double pH[MAX],
double sexp[MAX], int n){
int k;
double FO;
double sum;
double pH2;
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double m;
double pHO2;
sum = 0;
for (k = 0; k < n; k+){
pH2 = pHLK] * pH[K];
m=2*pl > (pH[K] - pHO);
pHO2 = pHO * pHO;
sum = sum + (sexp[k] - spHO*pow(10, A/2*(pH2 - m - pHO02)))/sexp[k];
}
FO = pow(sum /7 (1.0 * n), 0.5);
return FO;



