UNIVERSIDADE ©ESTADUAL

DE CAMPINAS

AN

INSTITUTO DE QUIMNICA

LINFARIZACAO DA CURVA DE PITULAGAO PO-
TENCIOMETRICA DE PROTEINAS. APLICAGEO
A LI30ZIMA, B -TLACTOGLOBULINA E IMUNO-
GLOBULINA HUMANA. |

Jose do Patrocinio Hora Alves

TESE DE DOUTORADO

ORIENTADOR: Prof.Dr. Osvaldo Espirito santo Godinho

CAMPINAS -~ 1982

UMt aAaMP



LY

A meus pais e a voces, Eva,

Daniel, Valter e Aline.




AGRADECIMERTOS

Queremos externar os nossos agradecimentos aqueles
cuja colaboragao veio tornar possivel a realizagao des-

ﬁe trabalho.

Ao professor Dr. Osvaldo Espirito Santo Godinho,pe
'1a sugest'é.o do tena, orientacao e constante apoio na re

alizacho deste trabalho.

Ao professor Dr. Iuiz Manoel Aleixo, pela colabo-

ragao prestada, principalmente no inicio deste trabalho,

Ao professor Dr. Ari Ivaska, pelas sugestoes e boa

vontade com que sempre nos atendeu.

Ao professor Dr. Benedito Oliveira e toda sua equi
pe, pele fornecimento das amostras e imunoglobuline e
pelas informagGes prestadas, bastanbe uteis na titula-

gﬁo desta proteina.

Aos meus colegas de laboratorio, pelo calor humano,

ajuda e amizade.

A Universidade Federal de Sergipe e Capes-PICD, pe

1a oportunidade concedida e pelo suporte financeiro.



RESUHO

Neste trabalho foram feitas titulagOes potenciométricas
de proteinas, no estado nativo em forga ionica 0,10 e 1,0 M e
desnaturadas com ureia e cloridrato de guanidina. As solugOes

¢ . N + «
de proteinas, nativas ou desnaturadag, mais excesso de acido

forte foram tituladas com solugBo padrio de hidroxido de soO-
dio. Os dados das titulagOes foram analisados pelo metodo da
linearizagio da curva de titulaglo, que permitiu obfer,ao mes
mo tempo, o ponto de equival®ncia dos varios grupos titulave-

is da proteina e suas respechivas constantes de dissociagao.

0s resultados obtidos para lisozima, R-lactoglobulina e
imanoglobulina humana, mostraram que este metodo funciona mui
t0 bem na titulacdo de proteinas. Em todos os tres casos fo-
lfam caracterizados dois $ipos diferentes de grupos carboxili-
cos e grupos imidazol e amino. Os grupos amino foram  parci-
almente titulados no estado nativo e totalmente no estado des

naturadoe.

Uma observacao importante e que somente em ureia, 0s re-
sultados da estequiometria da lisozima foram concordantes con
’ R . ~ . . . L
0os numeros de gZrupos indicados pela seguencia de aminoacidos.
Esta mesma observacao nzo pode ser feita com as outras protei
nas, devido a falta de uma sequencia de aminoacidos bem esta-

belecida,



SUMMARY

Potentiometric titrations of native and denatured pro-
teins have been performed. In the first case, the titrations
have been realized at ionic strengths 0,10 and 1.0 M and in
the second case, the proteins have been denatured by urea or
guanidine hydrochloride before to be titrated. The solutions

of proteins plus strong acid were titrated with sodium hydrg

xide solution. The application of the method of the lineari-
zation of titration curves, to the data obtained, lead us to
determine the equivalence point and the dissociation constan

ta of the titratable groups of the proteins.

The results obtained for 1ysozyme, p-lactoglobuline and
human imunoglobuline were capabie to show that the applica-—
tion of this method, to the titration of proteins, is advan-
tageous. Awmino, imidazole and two types of carboxylic groups
have been characterized in the application of the method to
the proteins studied in this work. Only part of the amino
groups have been titrated in the case of native proteins,but
they are completely deftermined when the proteins are denatu-

red before the titration.

An interegiing fact to note is that the stoichiometry of
lysozyme agrees with the results of the aminoacid sequence ,
only in the case of the denaturation with urea. It was not
vessible to check whsther there is or not this concordance in
the case of othey proteins, duse to the fact that their aming

acid seqguence are not available.
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IN?PRODUCGCAO

Muitas revisdes (1,2) tem mostrado que as curvas de titu

1a080 potenciométrica de prote{nas, tem servido para obtengﬁo
de dados, tais como pKa e estequiometria de grande importﬁg

éia na elucidagac de suas estruturas e propriedades. E obvio

que & correspondencia entre a estequiometria obtida da titula
éﬁo da proteina e a composicho de aminoacidos, ou a falta de
%al correspondencia, ou a existéncia de uma correspondencia a
ﬁenas parcial, podem produzir informagoes importentes sobre a
éonformagﬁo da proteina. O interesse no estudo do equilibrio
écidombase de proteinas, tambem reside no fato de praticamen-
ﬁe tedas as propriedades das solugoes de proteinas, inclusive
équelas de significado biologlco, serem afetadas  fortemente
§ela atividade do ion hidrogenio na sgolugao. Portanto, solubi
iidade, pressao Gsmética, caracteristicas de sbsorgao da lug,
ﬁiscosi&ade, mobilidade eletroforetica, estabilidade da forma

nativa, atividade enzimdtica etc. sio todas fungdo do pH.

| 0 método classico de obtengBo da curva de titulagao, en—
%olve a titulacao potenciometrica de ambos, proteina e solveg
ie com Acido e base, a partir do qual os ions hidrogenios com
hinados ou liberados da proteina szo0 calculados. Devido a fa}
ﬁa de inflexoes discretas, para contagem dos grupos titulados,
ﬁivideuse s curva de titulacso em tres partes, regiao de pH 2
h 6, regido neutra e regifio alcalina, onde se supoe que  Sao
titulados os grupos carboxilicos, imidazol e x-amino, e Ewami
no e fendlicos respectivamente. Este metodo de contagem esté

sujeito a algumas arbitrariedades e os resultados do nﬁmero




de grupos (Ni) assim obtidos, podem ser refinados guando se
faz a analise semi-empirica da forma de cada parte da curva
de titulagio (2).

| 0 tratamento classico dado a curva de titulagao potencio
ﬁétrica de proteinas, faz uso do modelo de Lindstrom-Laung (3).
Este tratamento leva em consideragiio a interagdo eletrostati-
éa e como resultado disso, a constante de dissociacao de al-
éum Erupo titulavel torna-se dependente da carga media, Z ,
bor molecula de proteina. Isto implica gue a constente de dis
éociaqﬁo de cada grupo esta constantemente variando com o pH

e com a carga da proteina. Para obtengdo da constante de dis-

sociacho de cada grupo titulado e usado a equaglo :

pH - log ( xi/(Ni - xi)) = pKi - 0,868w2 (1)

bnde X3 & o nmumerc medio de protons dissociados de Ni grupos,
PEi e o -log da constante de dissociagao dos grupos i, W o
coeficiente de interagao eletrostatica e 2 a carga liquida 80
bre a proteina, Quando a lado esguerdo da 2quacao é‘graficado
versus 2, a inclinacBo é 0,868w e a intersecio em Z igual a

”
zero, e 0 pKi .

Em alguns casos a equacio de Lindstrom-Lang tem forneci-
fdo resultados estranhos, como valor ruito elevado para w  na
regido dos carboxilicos da lisozima (4) . B no caso da albu-
mina bovina (5), o valor constante de w nao ajusta todos os
dados na regifo dos carboxilicos. Nos dois exemplos acima , 0
;problema p%de ser contornado considerando-se a presengs de dg

‘is tipos diferentes de grupos carboxilicos (6,7)

Marini e Martin (8) criticam o fato de se atribuir toda
variagho na constante de dissociagho somente a interagao ele-
;trostét@ca, jé que esta constante & o resultado da estrutura
molecular, forga idnica, hidratacgio, constante dieletrica,res

;sonéncia, ligacao hidrogenio e tambem carga da proteina. Mog~



trarem tambem, que em face da dificuldade de se  estabelecer
vélores corretos para Ni, resultados errados podem ser obti-
&bs para w. Portanto, sugerem que expressoces derivadas da a-
p;icaqéo da lei da acao das massas, podem adequadamente des—

: . [ f
crever & titulagao de uma proteina.

| Recentemente Godinho e Aleixo (9) tém apresentado um me—
thdo para titulacac de proteinas, cujas principais modifica-
¢Bes em relagdo ac metodo classico, sac a eliminaéﬁo da titu-
lagao em branco e um tratamento matematlco simples, que perml

te atraves da linearizagdo da curva de titulagao potenciome-

trlca, obter-ge, ao mesmo tempo, a estequiometria e a constan
te de dissociacBo de cada grupo titulavel. Naquele trabalho a
golucao de proteina e tratada simplesmente como uma mistura
ée acidos fracos moncpréticos e nao sao considerados os efei-
tos das interagdes eletrostaticas. Quando usado ne titulagao
da ovoalbumina (9) em forga i%nica 0,10 M, os resultados mais

signiflcatlvos obtidos por aguele metodo, foram a carachteri-
zagao de dois tipos de grupos carboxilicos e a indicagao de
que nem todos 0s grupos amino, presentes na molecula da pro-

teina, sBo accessiveis a titulagao.

Neste trabalho sio apresentados e discutidos os resulta-~
dos da aplicagio do método da linearizagio na titulagdo  das
protelnaa, lisozima; B-~lactoglobulina e 1munoglobu11na humana
em forga ionica 0,10 M , 1,0 M e desnaturadas com ureia e clo
rldrato de guanldlna. A lisozima foi escolhida em fungso do
granae numero de trabalhos ate agora e ela dedicados e das ai
flculdades encontradas quando & curva de tltulagao desta pro-
teina, foi analizada usando o modelo de Lindstrom-Lang. Isto
hos permitin fazer uma discussao mais fundamentada dos resul-
tados obtidos, e a titulacho dests proteina, se constituiu
nun verdadeiro teste para o metodo da linearizagao. A 8-lacto

globulina apresenta a caracteristica de mudar de conformagao
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durante a titulagao, estando esta variagao de conformagao as—
éociada a titulagio de grupos carboxilicos andmalos. Portanto,
@m sistema diferente da lisozima onde o metodo pode ser apli-—
éaﬁo. E tambem importante porgque outras proteinas podem apre-
éentar um comportamento semelhante a este. A titulagao da ima
@oglobulina foi um desafio ao metodo, devido a  complexidade
éesta proteina e a peguena quantidade disponivél, mas serxrviu
para mostrar que este metodo pode ser util na elucidacao da
éstrutura e propriedades destas proteinas, de impbrtﬁncia fu&

damental na imunologia moderna.

Os resultados aqui obtidos, mostram que o metodo da line
érizaqﬁo da curva de titulagzo potenciométrica, funciona mui-
ﬁo bem na titulagio de proteinas. A titulacio da lisozima em
ﬁréia vem indicar que o metodo funciona na regiao alcalina t&o
bem quanto na regizo acida, Portanto, o numero de grupos ami-
ﬁo obtidos na titulagao em forga ionica 0,10 M, inferior ac
indicado pela sequéncia de aminoécidos, se constiftui numa in-
ﬁormagao a mais sobre a estrutura da proteina, do gue, como -

se pensou, numa deficiencia do metodo.

Uma perspectiva nova que se abre neste trabalho, e a $i-

~ &£ -~ £,
tulagao de proteinas em solugoes concentradas de ureia. Somen
te neste meio os resultados da estegquiometria da lisozima,fo-
g . . \ ~
ram concordantes com o6 numero de grupos indicados pela sequen
Z- . Vs . ) '
cia de aminoacidos. Portanto, se este comportamento for com-
: I'4 - . ’ .
provado com outras proteinas, este metodo podera se constitu—
ir num metodo analitico util, na andlise de aminoacidos e se-

quenciagao de proteinas.
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'I-PARTE EXPBRIMENTAL

1.1 - APARELHAGEM E HREAGENTES

As medidas de fem foram feitas com precisao de 0,1 mV e

ag de pH com precisao de 0,001 unidades, usando um  pHmetro
Orion modelo 701 A. Fol usado un eletrodo de vidro Metrohm EA
109 e um eletrodo de refersncia de dupla jungdo Orion numero
90-20 . A parte externa do eletrodo de referencia foi  cheia
com solucao saturada de cloreto de potassio, exceto no caso

da titulacdo em cloridrato de guanidina , quando foi  chela

com solugBo 6 M de nitrato de sddio.

Os volumes de titulante foram medidos com precisdo de 5

mierolitros, usando uma microbureta Metrohm E 457.

As solucoes padroes de hidroxido de sodio, livre de car-
bonato, foram preparadas com agua bidestilada e fexvida, de 2
cordo com a literatura (10). Foram guardadas em frascos de po
lietileno equipados com sifao e protegidos com tubo contendo
nagcarite”. Poram preparadas solugoes de hidroxido de s0dio
0,10 ¢ 1,0 M em cloreto de potéssio e 6,0 I em nitrato de s0-
dio, para as titulagGes em forga iomica 0,10 M, 1,0 ¥ e em

cloridrato de guanidina respectivamente.

As soluqaes de proﬁeinas foram preparadas a partir dos
seguintes produtos comerciais:

Lisozima da clara do ovo, 4a Aldrich ~ Europe n2 85387-9
lote 070957.

g-Lactoglobulina (contendo A e B) do leite bovino, Signma
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ne 1-0130, lote 119 ¢ - 8020.

_ A imunoglobulina Gl (IgGl) humana aqui estudada, e uma
protelna M do soro do paciente JJO, isolada e purificada pela
equlpe do professor Dr. Benedito Oliveira (Laboratorlo de Imu
gologla Quimica , Instituto de Biologzia, UNICAMP). Foi iden-
ﬁificada como uma proteina melomatosa do tipo antigenico IgGl

constituida de cadeia leve do isotipo A.

Foram usados cloridrato de guanidina ultra puro, da Mann

Research Laboratories, e ureia p.a. da Merck.

Todas as solucoes foram preparadas com égua bidestilada

e fervida.

1.2 -~ MEDIDAS DA CONCENTRAGAO HIDROGENIONICA

1.2.1 - Em forga idnica 0,10 M

| Antes de cada titulaglo os eletrodos forem calibrados
éom padroes NBS a pH 4,008; 6,865 e 9,180. Para  transformar
és atividades de HY e 0OH em concentragao, usamos os coefici-
éntes de atividade calculados pela equacBo expendida de Debye
ﬁuokel. Assumimos que os coeficientes de atividade dos ions )
é OH usados em nosso calculo, nao saoc afetados pela presenga
aa proteina, e que a mesma nao contribvui gignificativamente

para a forca ionica da solugao,

1,2.2 - Em forga idnica 1,0 M

i Calibrando-se os eletrodos com uma solugZo de concentra-
éﬁo conhecida e mantendo-se os coeficientes de atividade coms
tantes {isto pode ser feito mantendo a forga ionica constante)
o potencial medido pode ser representado pelas eguagoes @&
25 ¢ (11) :
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E = Eda + 59,16 log [H']+ Ej (2)

E=Eb - 59,16 log [OH )« Ej (3)

0 potencial de jung@o, Ej e dado pela eguagdo :
E} = ;jH[H*] + doH [ox7] _ (4)

onde jy € Jgg s20 constantes caracteristicas do meio idnico,

0 produto ionico da égua pode ser determinado como (11):

- logKw = (Eda - Ebb)/59,16 (5)

Pehrason e outros (12) indicam a titulacac de uma quan-—
tidade conhecida de acido forte com base forte, como um dos
‘melhores matodos de determinacio de Bo, Jjg © Jjoy. Para pontos
antes do ponto de equivaléncia, o grafico E - 59,16 log(H']
versus Eﬁﬂ aa jH como inclinagﬁo e Eéa como interse¢ao com o
eixo dos y (13). De maneira semelbhante, pode-se determinar

doy e Eab para pontos apés o ponto de equivalencia.

Para determinacao de Eoa, EOb, iy e Jogs titulamos poten
ciometricamente uma quantidade conhecida de HCLl, em solucao
1,0 ¥ de KC1l, com solucgio padrao de NaOH. O ponto de equiva-
18ncia da titulacio foi determinado pelo grafico (V0+-V)'x
10E/59'16 versus V (14), onde Vo ¢ o volume inicial, V o volu
me de titulante adicionado e E o potencial medido. As concen-
tracoes de H*antes do ponto de equivalencia e OH- depois do

ponto de equivalencia foram celculadas como:

(H)= (Ve -V)Cg /(Vo+V) (6)
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TABELA 01
Dados referentes a determinagao de jy © Eoa em

forca iomica 1,0 M em KCL.

E/mV | (BY/u E - 59,16 log(H')
285,9 7,514,102 411,6
277,17 5,452,107 411,6
266 ,0 3,456,107 411,6
258 ,4 2,579,107 411,5
244,9 1,503,107 411,6

PABELA 02

Dados referentes 2 determinagho de jom e EOD em

forga ionica 1,0 M em KC1.

e

E/mV bul/u E + 59,16 log o]
~261,1 3,932,107 -403,4
-258,7 3,584.10”3 ~403,4
-255%,9 3,233.10"3 -403,2
-253,0 2,898,107 ~403,1

-3

-249,3 2,526.,10 -402,9
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b= (V - Ve) Cp/(Vo+V) (7)

onde Ve @ o volume no ponto de equivalencia e Cg a concentra-

¢ao da base.

Operando os dados da tabela Ol e 02 pelo metodo dos mini

mos gquadrados, com uma calculadora de bolso obtem-se :
] .
Eoa = 411,6 mV; jg = O; Eob = -402,0 mV e jog = -372,3 mV/ M.

Usando a equagao (5) e os valores de Eoa € Eob obtivemos
pEw = 13,76 £0,01 (media de tres determinagGes). O valor in-

dicado na literatura para forga idnica 1,0 M e 13,79 £0,02(19)

Na titulsagio das proteinas em forga idnica 1,0 M, a con-

centracio hidrogenidnica foi calculada usando a equagao :
E = Eo + 59,16 log [H']~ 372,3 [oW] (8)

para B em milivelt e concentragdao em moles por litro. Para o
. ¥ . , L
eletrodo de vidro usado E, foi o mesmo na regiao acido e alca

o~ L4 L .
lina. Antes de cada titulacgac e determinado o Bo da  maneira

acima descrita.

1.2.3 - Em solugloc concentrada de ureia

Para determinacao de Eoa, Eob, jgy e Jjog neste meio, adi-
cionamos & uma solucao 10 M de uréia, uma quantidade conheci-
da de HCl. A mistura foi feita 0,10 M em KC1 e titulada poten
ciometricamente com solugao padrio de NaOH, Apos a adigdo do
HC1 a solugho de ureia torna-se 9,3 M. 0 metodo usado no cal-
culo de E;a, Eob, jﬁ; jou e pKw foi o mesmo descrito para for
¢a idnica 1,0 M. Para os pontos apos o ponto de equivalencia
nao levamos em consideracao a fragao de Oﬂ'devido a ureia, po
is esta & uma base muito fraca com um pK = 13,82 (16).

Usando os dados da tabela 03 e 04, o8 seguintes valores
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TABELA 03
Dados referentes a determinagdo de jg e Egg el
solucdo de ureia 9,3 M e 0,10 M em KC1.

e e e e RS R

E/mV | (B")/u E - 59,16 log(H']
186,6 5,680,107 319,5
184,9 5,305,107 319,5
183,1 4,912.10“3 319,7
181,1 4,522,107 319,8
178,9 4,134,1073 319,9
176,5 3,749,107 320,0
173,8 3,367,107 320,1
170,8 2,986,107 320,2
TABELA 04

Dados referentes a determinacdo de joy € Eob em

solugho de ureia 9,3 M e 0,10 M em KC1,

B/ m¥ or)/m E + 59,16 loglon’
-296,4 2,513,107 450, 2
-299,6 2,855.10“3 ~-450,1
~302,4 3,195.10™> ~450,0
~304,8 3,533.1073 ~449,9
-307,1 3,869,107 ~449,8
-309,1 4,202.10”3 ~449,7
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foram obtidos, pelo metodo dog minimos guadrados, para solu-—
¢io de uréia 9,3 M e 0,10 M em KC1 : Eoa = 321,0 mV; ig =
74,6 mV/M; Bob = -450,9 mV; jog = 296,0 mV/M e pKW = 13,048,

Na titulacdo das proteinas em ureia 9,3 M e 0,10 M em

KC1l, a concentracao hidrogeni%nica foi ealculada usando a

equagao :

;e Eo + 59,16 1og[HJ -274,6[H] + 296,0 [oH7] (9)

para £ em milivolt e concentragao em moles por litro. Eé foi

determinado como descrito, antes de cada titulagao.

1.2.4 ~ Em solucao concentrada de cloridrato de guanidina
_ 0 cloridrato de guanidina (GuHCl) € um eletrolito, e o©
ion guaniddnio (GuH™) um acido de constante de dissociagao

13,74 a 25°C (17). Neste caso temos de levar em consideragao

o fato do GuH' poder ser convertide na base livre, gusnidina
(Gu), com remocao de ions OH da scluqéo. Portante, & concen-—

tracio dos ions OH nf@o pode ser calculada diretamente do ex-

besso de base adicionado. A concentracao dos ioms OH , agora

passa a ger:

kOHf]x (V-Ve) Cp/(Vo+V) =~ [Gu] | (10)

_ Em virtude de dificuldade de se determinar a concentra-
gao de guanidina livre, tivemos gue pensar numa outra solugao.
: Como ga nos referimos anteriormente, as solucoes de NaOH
?oram adicionados KCl, a fim de manier a forga idnica cons -

kante durante a titulacfo. No entanto, na solucao de NaOH des

iinada a titular proteinas em GuHCl, a forga ionica foi ajus-
tada com nitrato de s0dio, ao inves do GuHCl, em face deste
%eagente decompcr rapidamente em meio alecalino (17). Devido &

isto e a0 fato de termos verificado que solugbes 6 M de GuHCL
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TABELA 05
Dados referentes a determinagdo de iy e Egg oM

solugho de nitrato de sodio 5,6 M.

B/ mV H /M E - 59,16 log H
337,9 7,733,102 462,8
331,4 6,012,107 462,8
327,5 5,166,107 462,8
323,1 4,346,107 462,8
317,7 3,532,107 462,8
311,2 2,731,107 462,8

TABELA 06

Dados referentes a determinacgao de Jjog ¢ Bob °°

solucdao de nitrato de sodio 5,6 M.

B/ mv OH /M 'E - 59,16 log OH
—227,0 1,823,107 ~389,1
~230,9 2,112,107 ~389,2
~234,5 2,400.10"3 -389,5
~237,5 2,685,107 ~389,6
~240,2 2,969,107 ~389,7
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e 6 M de NaNOB apresentam o mesmo valor de jH’ decidimos usar
para solugho de cloridrato de guanidina, os valores dos para-

metros Eé, duy jOH e pKw determinados enm solugao de nitrato

rd . ~
de sodio de mesma concentragao.

Subramanion e outros (18) estudando os efeitos do clori-
drato de guanidina sobre a égua, tem concluido que este sal
comporta-se como um sal normal. Dados de ressonancia de trans
ferencia de préton tem mostrado gue GuUHCl tem um comportamen—

to semelhante ao NaCl.

Usando os dados da tabela 05 e 06, os seguintes resulta-
dos foram obtidos, pelo metodo dos minimos quadrados, para 80
lucio de nitrato de sodio 5,6 M E;a = 462,8 nV; g =03
E;b = - 388,1 mV; jog = — 9598,7 mV/ e pKw= 14,383.

Na titulacaoc das prote{nas em cloridrato de guanidina %56
M, a concentragio hidrogeniodnica foi calculada usande a equa

cao 3

E = B¢ + 59,16 loglH'] - 558,7 [ou] (11)

~ . ¥ »
para E em milivolt e concentragaoc em moles por litro. Eo foli

determinado sntes de cada titulag@o.

1.3 - PUREZA DA UREIA E DO CLORIDRATO DE GUANIDINA

A determinacao dos parametros acima citados, para solu~
¢oes concentradas de ureia e de cloridrato de guanidina, tem
como finalidade permitir usar estas solugOes como meio titu-
lente para proteinas. Contudo, tornma-se ainda importante veri
ficar a existencia de impurezas titulaveis nagueles meios. Pa.
ra isto, aplicamos o metodo da linearizagao da curva de titu-
lagto, aos dados da titula¢do do HC1l em ureia 9,3 M e 0,10 M
em KCl, e aos dados da titulagao do HCl em cloridrato de gua-
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nidina 5,6 M, com solugdo padrao de NaOH.

Os resultados para ureia indicam a presenga de uma impu-—
reza com pka 7,49 e na concentragao de 2,805,10"4 M.

Levy (19) mesmo apos recristalizagao da ureia em alcool
60%, detectou a presenga de impureza basica na concentragao
de 0,0001 equivalente de impureza por mol de ureia. Portanto,
achamos que seria inutil tentar purificar a ureisa. Devido &
isto,nas titulacdes das proteinas em ureia, foi feito uma cor
regao no calculo do numero de moles dos grupos amino, equiva-

lente a quantidade de impureza presente.

No caso do cloridrato de guanidina detectamos & presenga
de impurezas com pKa 4,02; 5,58; 9,02 e nas seguintes concen-
tracdes 1,749.10~% M; 2,046,107 u e 1,749.207% .

0 cloridrato de guanidina geralmente vem acompanhado de
melamina (2,4,6-triamino-s-triagina), amelina (2,4-diamino-b-
hidroxi-s—-triazina) e amelida (2-amino-4,6-dihidroxi-s- tria-

.zina) produzidos durante o procedimento de obtencao da guani-
dina (20).

Ac constantes de dissociacho para derivados da s~triazi-

na foram determinadas espectrofotometricamente por Hirs ]

Schmitt (21). 08 seguintes valores foram obtidos: para melamd

na pky = 0; pKp = 5,1 , para amelina pKj = 4,9; Ko = 9,4 @

~

para amelida pKj = 1,8; pKo = 6,9 e pK3 = 13,0 »

Comparando os valores das constantes de dissaciagao ob-
tidos por Hirt e Schmitt (21) com os aqui determinados, pode-
mos concluir que uma das impurezas presente no cloridrato de
guanidina utilizado e a amelina e a outra provavelmente & me-
Jamina. Nas titula¢des das proteinas em cloridrato de guanidi
na, foi feito uma corre¢io no calculo do numero de moles dos
grupos carboxilicos e amino, referente as quantidades de impg

rezas titulaveis naquelas regides.

£ importante observar que o metodo da linearizagao da
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curva de titulaggéo, agui utilizado, pode se constituir num mé
todo bastante simples e de interesse na determinagao de impu—
rezas presentes nos sais de guanidonio, devido a importancia

“ 4
destes sais como desnaturantes para proteinas.,

1.4 - PROCEDIMENTO

Uma quantidade conhecida de proteina, dissolvida, confor
me O ¢aso, em égua,;em solucao 10 M de ureia ou em solugBo 6M
de cloridrato de guanidina, mais excesso de dcido forte e ti-
tulada num frasco fechado. Durante a titulagio e borbulhado ,
acima da solugao, Né livre de COp. A forga iOnica e ajustada
para 0,10 ou 1,0 K 60m KCl e no caso do cloridrato de guani-
‘dina para 6 M com NéNO3. A temperatura da solugio e mantida
em 25 +0,1°C pela circulagao de agua na parte externa 4o fras
co de titulagao., O $itulante & adicionado de uma micro bureta

e apos cada adigdo e medido o pH ou fem.
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II-METO0ODO DE CALCULO

Neste trabalho utilizamos o mesmo metodo de calculo des-
crito por Godinho e Aleixo (9), na linearizagao da curva da
titulacdo potenciométrica da ovomlbumina. A solugao de p?otei
na mais excesso de acido forte ¢ tratada simplesmente como u-
ma mistura de Acidos monoproticos, um acido forte e varios a-
cidos fracos. '

As seguintes equagoes foram obtidas, como descrito en
(22) :

Para P,
Vioy Cg — ¥V Oy = (D1 - [ord ) (vo+V) - (Viyq — VH¢1)°
s HAl‘/ (By]+KHAl) - (Vnaz - vHAl) B HA2‘/ (ij*K )

- (Vg = Vo) €3 K3 / B K d = Uy = Vigy) Sy
Cp / CHT+Epm) = (Voo = V) Cp Ky / (IBI+-K aa)  (12)
ou

Vo Co=-VC, = F - {13)
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Para FHA]. :

Va1 By — Y KHM -g( ~[oHT]) (Vo + V) ([H]+KHA1) / Cy

+ (V=-V )[H*]-(V

~HC1 HAZ2 ~ HAl) (Eex HAZL) KHAZ/([H] *

Kaao) = gy = HAZ) (IR ) Kypy / CEDKp) -

(Viwa = VEas) ([m) +%:HA1) Kiisa / (1] Ky = Ut -
Viaa) () +Eg, ) KH;:S / (B T+E ) | (14)
on |

V. K. . - VE,. = F (15)

HAL “HAL HAL HAL

Vino o = V Ko z (lE]-[or’)) (vo+v) ([H'] Ky, ,) / Cy

AV = V) ) = (g = Vo) (') o) K /(1]

+ Kz~ gy - VEA“B) (T + Ky p) Ky / (T Ey) -
Vi = Vyay) (] +§KHAEJ Kygs / (H Kge) (26)
on

Voaz Kz~ Ve = F (27)

HA2 “HAZ2 HA2 HA 2
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Para F

THA
Vg Ky - ¥ Ky = (D -0HD) (o v ) () +Kye) / ¢
+ (V=) B - (VHA4 Veay) (T +Egen) Ko /(7]
Kewa) = s - vmﬁ) ([H-*J Ky ) Kygg / (T4 (18)
ou |
T R S T (19)

Pars FHKE :

Viws Kwg =V B = CHI-l0HT) (Vo +v) ([H] Ky e)) / €

+ (V= V) (8] - (mes - Vi) ([H+}+KH Kuws 7 (1]

"KH§5) é (20)

ou

Veia Egg =V KHA@ = Py (21)
Para FHK5 :

Vans Suis ~ ¥ Kyus u ([a']-loH]) (Vo +v) ([H )/ Cy

PO o) D (22)

ou
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Viws ¥uis Vs T Fuds (23)
onde, F, ., refere-se a $itulagdo do excesso de acido forte ,

Fiaq © Fyyp 809 dois tipos de grupos carboxilicos, e

?H£3-
FHﬁA as formas protonadas do }mldazol e dos grupos amlno;FHgs
foi colocado para o caso de ser titulado mais um outro grupo,

$al como <-amino ou fenolico.

KHAl’ KH@Q’ KHSE’ KH&@ e KHKS sao as constantes de dige-
sociagao dos acidos correspondentes. Vo ¢ volume inicial da

solucio a ser titulada, V o volume de NaQOH adicionado e C, a

concentracao da base.
chl’ VHAl’ VHA2' VHﬁj’ VHA% e VHXE 880 os’volumes ée i
tulante no ponto de equivalencia do excesso de acido forte e

dos acidos HALl, HAZ, HEB, HAY e HAS respectivamente.
De acordo com as eguacgoes 13, 1%, 17, 19, 21 e 23,08 gré

- a ~
ficos de IHCl’ FHAl’ FHAZ’ FHEB’ FHKA e FHﬁS em fungao de V

“sAo linhas retas com inclinagao “Cor Ky Kguor - KHKB ,
“KHﬁA e AKHKB , € interceptam o eixo dos X en vHGl’vHAl’vHAZ’
VHKB’ VHAH e VHKS respectivamente.

0 programa de computador PROTE (22) foi modificado para

poder resolver uma mistura de um dcido forte mais até cinco &

-

cidos fracos. Com o metodo de_célculo usado neste programa é
possivel separar acidos com diferenga de pKa superior a 0,5,
Neste programa, o sistema de equagdes acima, e ajustado utili
zando a tecnica das aproximagOes sucessivas, até que afdifem
renca entre os valores dos parametros VHAn’ KH e VHCl? cal;
culados nas interagbes m e m +1, seja menor ou igual a 1.10 <

O0s dados fornecidos para processar os calculos sao Vo,
C., V(N), pH(N) (onde N & o nlmero de dados) e os valores a-

B

proximados para K y atribuidos levando-se em considaragﬁo_a

HAn
natureza quimica do grupo que estd sendo titulado. Para a ti-

tulacio em forca idnica 1,0 M, em uréia ou em cloridrato de
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guanidina e fornecido ao inves de pH, E e ainda os valorés de
Eé, 3y jOH e Kw. A atribuicdo do valor zero a Kiin-1 ? éign;
fica para 0 programa que nao existem os acidos HAn-l e HAn .
Por exemplo, se e dado valor zero a KH&Z’ os calculos éerﬁo
efetuados considerando uma mistura de um acido forte e tres a
cidos fracos. Se KHAl e igual a zero, 0 progranma e procegsado
considerando apenas a titulagio de um acido forte. Isto tor-
nou o programa mais versétil, de modo que ele pode ser @sado
na. titulacio de epenas um acido fdrte ou migtura de um acido

- ' ] L]
forte mais ate cinco acidos fracos.

Antes de iniciar o processo interativo, para resolvér o]
sistema de equagoes, ¢ programa calcula valores aproximaﬂos
?ara VHAn e vHCl da seguinte maneira; Para obter'vﬁcl, EFHCl
e calculado para os tres primeiros pontos da titulagzo, ;usag
do somente o primeiro termo da equacio 12. Pelo metodo dos mé
nimos quadrados e calculado V

H
~ tes pontos. Para os primeiros pontos da titulagao, onde V>

cl para a reta descrita por es-

Vig1? e calculado F usando o primeirc termo da equagso 14.

HC HALl

i F oo ’ .
Pelo metodo dos minimos gquadradosg e calculado vHAl e Kﬁkl pa—~

ra a reta descrita por aqueles pontos. De maneira semelﬁante

e calculado VHAQ’ KHA2’ VHNB’ KH§3' Vﬁﬁﬂ’ KHﬁﬂ e vHﬁB’;KHKB'
_ _ ~ ‘i

Estes primeiros valores de vHAn’ KHAn e VHGl £a0 ut11;zados

para calcular valores mais refinados de ¥ ; usando a equa~

HC1

¢Ao 12 na regiao da curva entre 0‘<Va:V301. Para este f novo

conjunto de valores de P ¢ calculado pelo metodo dosémini~

HCl .
mos quadrados, um valor mais refinade de V... Na regiao da

curva enitre VHCl‘iv <VHA1’ s8¢0 calculados valores mais refi-

nados de FHAl’ usando o novo valor de vHCl’ o8 valores apro-

ximados dos outros parametros e a equacao 1l4. Com os novos va

lores de FHAl sa0 calculados valores mais refinados de VHAI e

KHAl’ e assim sao determinados valores mais refinados para to

dos 0s V HA . Este processo interativo se repete ate que

a con&igao acima citada seja satisfeita.
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Como resultado; 0 programa formece os valores de FHE y

VHAn e KHAn' 0s pontos, dentro do intervalo de titulagao de
cads grupo, sao .escolhidos de modo que seja obtida a  melhor
a ﬁ .

reta correspondente a FHAn

Na listagem dos resultados, P aparece como FG refina-

HAn
da {funcao de Gran refinada) e PG ajustada refere-se aos valg

res das fungoes FHAn’ ajustados pelos minimos gquadrados.

E importante observar que os volumes de equivalencia pa—

+ + ¥ o
ra HCl, HAl, HA2, HA3, HA4 e HAS sdo Vo, s Vg = Vieys Vo

VHAl’ VHEB" VHA2’ Vﬁ£4— VHKB e Vﬂiﬁ“ vHXh respectivamente.

A funcao FSB gue aparece nas curvas de titulaczo 1inear§
zadas, corresponde a aplicagao do metodo de Gran (23) (gréfiw
co de (Vo+ V) . 107PH  Gersus v ) a0 excesso de base. £ um
metodo independente de determinagao do ponto final da titula-
¢cao da proteina. Para acidos muito fracos, & reta torna-se 1i
geiramente curva, na regiao préxima a¢o ponto de equivalencig.
 Rossotti e Rossottif(ld) mostram gue neste casc, 0 ponto de
equivalencia pode ser obtido pela extrapolagso da regiao li-

near,
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III -TIPTULAGAO DA LISOZIMA

3.1 - TITULACAO POTENCIOMETRICA DA LISOZIMA NATIVA

Fazendo o estudo da curva de titulagio potenciometrica ,
da lisozima em forga idnica 0,15 M, Tanford e Wagner (4 ) nao
puderam determinar o pKa dos grupos carboxilicoa, pois a equa
¢30 de Lindstrom-Lang (3), neste caso, fornece valor muito
elevado para o coeficiente de interacao eletrostatica, w, na-
quela regiao. Devido a isto, eles fazem referencia a presenga
de anormslidades na regiao dos carboxilicos e sugerem & exXis-—
tencia de dois tipos de grupos carboxilicos, como uma possin
vel explicagho da referida anormalidade. Indicam tambem,a pos
sibilidade da ligacdo ion cloreto-lisozima, ser consideravel
na regiéo acido e nioc ter gido corretamente medida. Portanto,
acham eleg, gque para 0O calculo das constantes, a carga a cada

pH, deve ser determinada mais exatamente.

Beichok e Warner ( 6), utilizando os dados da titulagdo
de Tanford e Wagner (.4 ) e.o coeficiente de interagao eletrog
tatica, calculado a partir de medidas eletroforeticas, chega-
ram a conclusao da existéncia de metade dos grupos carboxili-

cos com pKe igual a 3,53 e outra metade com pKa 5,08.

Os dados da titulacao da lisozima (27), em cloridrato de
guanidina 8 M, tem indicadoa presenga de tres grupos carboxi-
licos a mais, neste meio, em relagao aos nove obtidos em solu
¢30 0,15 1 de KCl. Denovan e outros (27), acham que isto pode
ser uma indicacio, da existéncia de grupos titulaveis com pKa

mito baixo, na proteina nativa.
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Os resultados de Roxby e Tanford (28), para a titnlagﬁo
da lisozima em cloridrato de guanidina 6 M, indicam wum jotal

de dez grupos carboxilicos titulados.

Aune e Tanford (29) atraves do estudo da desnaturagao da
lisozima a 25 C, como fungao da concentragﬁé de cloridrate de
guanidina e do pH, no intervalo de pH 1 - 4, tem mostrado que
a diferen¢a entre o numero de protons ligados, no estado des-
naturado e nativo e aproximadamente dois. Eles acham possivel
gue estes grupos sejam carboxilicos, que tinham pKa anormal-
mente baixo (~1,92) ﬁo estado nativo. Comparando estes resul-
tados com og anteriormente obtidos a pH 5,5 (30), eles verifi
caram gue era necessério ge considerar mals um grupo écido,na

proteina nativa, como sendo anormal.

Resultados comparaveis aos de Aune e Tanford, foram obii
dos por Sophianopoulos ¢ Weiss (31), no estudo da desnatura -
cao termica da lisozima em forga ionics 0,15 M, em fungao do
pH. Os resultados deles, indicam gue 0 processo de desnatura-
cao esta associado a tres grupos carboxilicos, com pka no ine
tervalo de 1,4-1,8 na molécula nativa e este valor e aumenta-

do para 3,4 na forma desnaturada.

Unm metodo computacional foi desenvolvido, para calcular

a curva de titulagéq de proteinas, ugsando a teoria de Tanford
e Kirkwood (32). Quando aplicado a lisozima (33), em forga id
nica 0,10 ¢ 1,0 M e a pH 2 e 6, indicou a presenga de um gru-
Po carboxilico com pKa muito baixo, na ordem de 1,2 - 1,7, cC
mo tambem um pkKa 5,3 — 5,8 para o imidazol da histidina, Alem
disso, mostrou uma #ariagﬁo ne pKa do grupo ~COOH do residuo
aspartico, na ordem de 0,3 - 0,4 unidades, em fungdo da posi-
¢ao deste na sequﬁnéia de aminoacidos. Convem frisar que O mo
delo de Tanford e Kirkwood, funciona relativamente bem en fe—
lacao a curva experimental da lisozime, somente se, um dos pa
rimetrog da teoria assume um valor diferente do esperado, com

pase em estudos anteriores (33).
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Achamos de interesse estudar a lisozima, usando 0 método
da linearizacao da curva de titulagao potenciométrica, em Vir
tude das dificuldades encontradas, quando o modelo de Linds-

$rom-Lang foi usado na regifio acida, da curva de titulagao des

ta proteina.

Recentemente (9) foram caracterizados duas subclasses de
grupos carboxilicos na ovoalbumina, com pKa 3,48 e 5,15, va-
lores muito proximos dos obtidos por Beichok e Werner (6 ) pa
ra a lisozima. Mesmo assim, para a ovoalbuwnina, consideiando
um s0 tipo de grupo carboxilico, a equagao de Lindstrom~Lang
funcionou bem (34). Por isso, parece que os problemas encon-
$rados, no uso daguela equagio para lisozima, nao estdo dire-
tamente ligados a presenca de duas subclagses de grupos carbo
xilicos, mas ao fato do comportamento da titulagado da lisozi-
ma, deferir grandemente daguele previsto pela teoria de minég

trom-Lang (33) .

3.1.1 - Resultados e Discussao |

Ag solucdes de lisozima na concentracgao usada (~4.10_4M),
foram completamente transparentes em forga idnica 0,10 M e 11
geiramente turvas em forga ionieca 1,0 M. Em nenhum dos casos
foi notado a presenga de residuo insoluvel. Para concenﬁraqﬁo
de KC1 superior a 1,0 M nio foi possivel dissolver a mesma

guantidade de proteina correspondente a solugao ~4.10“% M.

Nas tabelas O7 & 16 estio os dados da titulagdo da liso-
zima em forga ionice 0,10 e 1,0 M, e os resultados obtidos da
linearizac@o da curva de titulagBo. Apesar dos valores ‘de pH
aparecerem nas tabelas como -logQ+ e - 1og [H')para forga id
nica 0,10 e 1,0 ¥ respectivamente, pois assim o foram medidos,
todos os calcoulos sBo processados com pH = - log[H'),portanto,

as constantes obtidas referem-se a concentragfo.
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TABELA 07
Dados da titulagBo potenciometrica de 30,00 ml de

solugzo contendo 0,14315 g de lisozima na presen-

¢a de HC1l, com solucdo de NaOH 0,1279 M. I=0,10 M

Il Fek peh el el

Pl
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TABELA 08
Resultados da linearizagio da curva de titulagao
da lisozima em forgca ionica 0,10 M. Valores rela

tivos aos dados da tabela 07.
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Continuagio da TABELA 08
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TABELA 09
Dados da titulagho potenciometrica de 30,00 ml de
solugaoc contendo 0,14316 g de lisozima na presen-—

¢a de HC1l, com solugZo de NaOH 0,1279 M. I=0,10 M

VOLLIME /L. PH VOLLIME /7ML FH

0, QGO 2449 1240 5,540
G RO 2,474 1,280 Waeh6D
G 150 2494 _ 1.800 5.808
0,200 2.51¢ 1.820 Ga.271
O 231 2. 0ah 1,830 & D&G
0,300 2571 1,830 4.117
0 B0 2598 L840 H. 168
O AL0 D42 (P =R B badd3
(e AB0 2661 _ 1850 Ha 283
O HGG 2. AH95 : 1.8095 & 343
0,550 2732 1,860 & 4008
0. A00 2.7 1.884 H.471
0 &550 2.813 1. 870 P
O 200 2,859 1,875 e
QL 20G 2909 1,880 B 711
QL8000 Be8a3 T B2 H.800
QL RED FL 0235 L 8B%0 &a B2
0. %00 S O%0G 1eB9h G BEY
(.%51 s 147 1900 22100
L 000 A.249 _ 14900 7 1Ré
1. 0N0 3345 L.910 P29
p PSR AL I X T %1% P 3R
1.156 FL 0V 1820 Feaul
L 200 .70 1920 7,582
I 360 Fa.847 1.930 Fe&7a
1300 3.974 1.933 o769
1320 4. D53 b a0 7885
1340 4,113 1.94% AN
+ FH0 A.171 L B8O B.062
1,380 A, 229 L B0 8,257
14400 AL 28T L 870 2,303
b2 4, 358 1. 580 8.053
b s A5G 4. 42% 1,990 8.4697
I 4,500 : 2.001 8,853
1800 4571 2,020 DL 05A
13535 4. 542 & 0a0 2,238
] )1' 'q'eyf E‘; . :\e(:'\‘!:lf) "}:’4\{86
1. HE A, FE 2.080 QLuE17
1+ &G0 4,870 S 100 D b33
1625 45 9% 2120 RV
1 &B0 WL 03y 22140 9. 825
1675 5,133 2160 2910
1,700 D236 2200 L, 081
1720 He A28 2300 0. 357
1.740 e 429 2400 105379

e o L L A I L D L R R L R R L N N L N N R N R R N I N R L N N I S R R R R N T SIS
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TABELA 10

Resultados da linearizagio da curva de titulagéo

da lisozima em forga ionica 0,10 M. Valores rela

$ivos aos dados da tahela 09,

e A I LTI ISR

YOLUME

0050

. 100
G 150
0,200
Q.25
0,300
0,350
{400
{3, S50

4, 800
0,850
f\:' % a{.‘ ‘:’ ':}
S I
0, 700
0. 750

V. UVI- i

i

LIME
Ia 150
is 1" Qo0
! el u()
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1,400
1.425
1450
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Continuacao da TABELA 10
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TABELA 11

Dados da titulacio potenciometrica de 30,00 ml de

solucao contendo 0,1431% g de lisozima na presen-
¢ca de HCl, com solugao de NaOH 0,1279 M. I=0,10 M
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TABELA 12
Resultados da linearizac¢zo da curva
da lisozima em forga ionica 0,10 M.

tivos aos dados da tabela 11,
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Cont:.nuac;as da TABELA 12
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TABELA 13

Dados da titulagho potenciometrica de 30,00 ml de
solucio contendo 0,11298 g de lisozima na presen—

¢a de HCLl, com solugao de NaOH 0,1203 M. I= 1,0 M
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Continuagao da TABELA 13

i VOLUME /ML Fleis vy B

9,540 & 130

e H00

13,0
LG 090
10,123
PO 104
10182
10,240
P03V
18,470
10, 548Y




42

TABELA 14

Resultados da linearizacao da curva de titulagzio
da lisozima em forga idnica 1,0 M. Valores rela

tivos aos dados da tabela 13.
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Continuagao da TABELA 14

Fafed AoTnd HaR
VEH LIME

L. 580 4,728
L &OU A 7RE
120 A, 844
1642 4,951
1642 5,030
1680 G110
I

1,200 D204

i ¥ fw”;) sL.i # s.s § i
1.740 i /

17461

1,780 ¢
COEFIDTENTE DE QORRE Ls"ai afy wme(dy
VOLUME. DE EQULVALENDIA BAHAR.
COMSTANTE IZUEE.' DIsst

DCTACAL

Fald aliog

VUL

FH
1. 85% e BEA
L840 &a7EY
L. 8al & BED
AR VAY ;
L8750
1830
. 8a%n
1. 890
1.895
COEFTCTENTE
VOLUME [if
COMBTANTE

I

7575
NE CORRELACAD -
COUTVALENGIA PAHAR
DE DISSONIADSD P/HAT

G

q o+

Basked wl g

Ui UHE
{ 13 : ﬁ]
l . U(\

2l f) o

Yo 310

» Q20

2050

« A0

s Y

s oxﬁﬁf'

2 GF0

2. 080

2,090
COEFICLENTE DE
VELUNME DE ERLETA
COMSTAHNTE BE 818510

F G

‘.}’-:-u{?ii
G hah
P
i?§ F {( }

—y oy
7t

Q813

L REG
CORRBELACAED
YOLENG T A

HOF TN

A

e e s e man WS i B

FH F e

.54}\

P by e

Hid

H

ey,

M

1

P
F o PEAE O
ZBAVE-06
3 . I"S?’{}F“ 2
34

2 ﬁf‘()!- w iy

e 3A5E-08

L PRIE-O8
1 AOGE~Q4
1.348E
Sfaé?m
QEHTE-
PRPILE
e G

-t

3
9,
8,08

w1
'f') § g.‘i Wk

REFINA

QOPE-OF

POILAl
1.087
K

REFINaGDA

s

F 3
by QI
R YA

AJUSTATS
(d
(1

« PG
A e( !/’ "
2 A0EE-QA
ie?ééhwﬂﬁ
1, &3EE~08
f P iiﬂf """ C’u

134“'JC'5 """

17134380

Fi

2o 1P L IAET

43

REF l’m‘rf?ﬁ

HeAd i:'{.. R A X
""sl * .e" j s .
A (’35‘.’}? :
FeO3IAE~L
8.091E-1
2 SBBE~

2. 340
T, P

1 Ae;aﬁs‘{ o
1,400
1gimﬁhw1
3 e HOEE
BA537
2. 104

‘:i

‘1:;.« F l l ]:
...%h%i“a(‘*l:: -
2 FAE
2@545'
2147k
Lo 7 4ad -
!eu‘d MO
(‘; 40 4"!!{.__..,.'

oy
Gia ABRRE




44

TABELA 15

Dados da titulagio potenciometrica de 30,00 ml de
solucao contendo 0,11298 g de lisozima na presen-
a de HC1l, com solugao de NaOH 0,1203 M. I= 1,0 M
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TABELA 16

Resultados da linearizacio da curva de titulagao
da lisozima em forga idnica 1,0 M. Valores rela

tivos aos dados da tabela 15.
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Continuagao da TABELA 16.
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b

Fp.50

O

Figura 01 -

2
VOLUNE SE BASE/ML

Curva linearizada da titulacao de 30,00 ml
de solucao contendo 0,14315 g de lisozima
na presenga de HCl, com solugdo de  NaOH
0,1279 M. I = 0,10 M.
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o FUNCDES, T

o]
fHA3‘4 .108

2
VOLUME DF BASE/HL

Figura 02 — Curva linearizada da titulacBo de 30,00 ml
de solugdo contendo 0,11298 g de lisozima
na presenca de HCl, com solugdo de NaOH
0,1203 M. I = 1,0 M.
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TABELA

17

Valores obtidos para a estequiometria dos grupos

fitulaveis da Lisozima Nativa

— i e A o o
I oanmEmImIn I

Numero de moles do grupo

titulado por mol de liso

zima (a) .

e v ke et b i S S WA, Y. Y il T M TR WY S A, o s b e o S et e YR i bty e o e il i g bR AL A i ATk TR S o s S e
A T e e e e e T T T T e T S S Y L T I T e S T S e R o 0 oo o 0 o T i o e s s e e v i sk e i

- Outra re Sequencia
Este(ziabalho : ferenciz Aminoacido
(c) (d)
I=0,10 I=21,0N
Carboxilicos
HA 5,162 0,17 4,89 * 0,05 - -
Total 10,73 11,69 10,5 11°
Imidazol
AT 1,10%0,04 1,29 + 0,02 1 1
Amino
HA, 3,13+0,14 3,19 + 0,01 - -
oc -2mino - - 1
€ —-amino - - 5-6 6

ras v Sy s B ok Bty st

s A Bkt R v s e g i b e e b i R bt SR e b SRS PUILL U AL 4L bl Al ST i it e i v Mo Sorl] e e, T MU vy —art AT Tt e s e H ep e e s it om T
e o e e e e e e L T e T e i T T T T T e D S I O Y T B D N R T S S Eo N T o 00 s o 5 v I s e o e S et A s i R e e T e

(n) Peso Molecular da lisozima usado nos calculos — 14500,

(b) Media de tres determinagoes,

(¢) Dadog da referencia (4).

() Dados da refereéncia (35).

{e) 8 aspartico, 2 gluthmico e 1 ®(-carboxilico.
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TABELA 18

Valores obtidos para o pKa dos grupos titulaveis

da Lisozima Nativa.

Este trabalhoa Outfas‘rg
: ferencias
I=0,10HM I=1,0H8 I=0,15M
Carboxilicos
: b
HA1 3,77 0,01 3,53% 0,02 3,53
i b
HA, 5,03 +0,02 4,76t 0,01 5,08
Imidazol
HA', 7,36+ 0,03 6,65 £0,02 6,5-T,5°
Amino
HAE 9,60t 0,07 9,41 £ 0,01 -
o ~amino - - Ty5-7,9°
¢ ~amino - - 10,27-10,6°

o e e iy ey s ek S g bt i et VAL Bk T AP T SV i i Py Y e W Sl e i e TURE TS LN ST, AT S ST e W gt e i Tk e ke B
T e o e s e e S e T D T T T BT e e T e T N i o S S e R A T T A NR S R I R TR SR LD I o ST T i i e T e e e S U e ke

(2) ledis de tres determinagoes.
{b) Dados da referencia (6).

(e¢) Dados da referencia (4).
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As figuras Ol e 02 mostram um exemplo das curvas de ti-
tulagao linearizadas. As fungoes FHCl’ FHAl’ FHA2’ FHABG FHXA
foram obtidas como descrito anteriormente, aparecem nas tabe-
las como FG modificadas e correspondem a titulagao do excesso
de acido forte, dos dois tipos de grupos carboxilicos, do imi

dazol e dos grupos amino respectivamente.

Nas tabelas 17 e 18 est3o o numero de moles de cada gru-
po titulado por mol da lisozima e o respectivo pka em  forga

i%nica 0,10 e 1,0 M. Para efeito de comparagio juntamos as ta

belas valores de outras referencias. Podemos verificar que,em
relacao ao pumero total de grupos carboxilicos, existe uma Dbo
a concordancia entre os nossos resultados, os de Tanford e
wagner ( 4) e a seguencia de aminoacidos (35). Contudo, a se-
paracac das duas subclasses de carboxilicos, nao corresponde

aos residuos aspartico e glutimico, indicados pela sequencia
de aminoacidos. Isto provavelmente ¢ devido a fortes efeitos
locais, gque fagem com gue alguns grupos asparticos sejam bitu

lados, com pks acima do valor normalmente esperado (36).

Na regizo slealina, existem algumas diferencas entre 0s
nossos resultadosz e os de Tanford e Wagner ( 4 ). Eles indicam
que na regiac de pH 6 a 9 foram titulados dois grupos,un X-g-
mino e wm imidazol e na regiBo de pH 9 a 12 oito ou nove gru-
pos, dos quais trés sao fenolicos e o restante €-amino. Os
dados da linearizagao da curva de titulagao, mostram que , ©
ponto final da titulagao da lisozima.ocorre em torno de pH 10
e concords muito bem com o valor obtido guando o matodo de
Gran (23) e aplicado ao excesso de base., De acordo com os nos
sos calculos, na regifo de pH 6 a 8 e titulado um grupo, com
pKa 7,37 e 6,65 em forga ionica 0,10 e 1,0 M respectivamente.
Como estes valores de pKa estao dentro do intervalo esperado

para o imidazol (4) , assumimos como sendo este grupo o imi-

dazol.

Se 0 o~amino fosse tituladoe com o pKa indicado (7,5-7,9)
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deveria, de acordo com a capacidade de geparacaco 4o nosso me-
todo (ApKa>0,5), aparecer em forgsa ionica 0,10 M, junto com
o imidazol e independente deste, como mais uma reta na curva
linearizada, em forca idnica 1,0 M. £ importante observar que
quando na linearizac¢aoc da curva de titulacio, uma reta corres
ponde a dois grupos titulaveis de pKa muito proximo ( <0,5) ,
ocorre um desvio na linearidade, que aumenta a medida que cres

ce o0 ApKa .

Quanto a HAY, como pode ser visto na tabela 17, ai esta
a maior discrepancia entre 0s nossos resultados e os da lite-
ratura. De acordo com a sequencia de aminoacidos, era espera-
do que nesta regiao fosse titulado nove grupos, seis amino e
tres fenolicos. Como todas as proteinas citadas em (1,2) mos—
tram c-amino titulavel e em algumas ¢ indicado a inacessiblli
dade total ou parcial dos grapos Tenolicos a titulagio, assu-
mimos HAj como sendo grupos amino. Nz.0 esté'descartada a pos-
sibilidade de ser grupos fendlicos mais amino, mas e muito re

3 k] . , -
mota a poesibilidade de ser sowmente fenolicos.

Testes de reativi&ade mostraramn gque quatro dos grupos a-
mino reagem ¢om © acido Bwnaftoquinona—4—sulf6nico g baixas
concentracoes, um reage a concentracao elevada e o restante
nao reage (39). Somente tres dos grupos amino reagem com 0 B
cido monocloretxifluorwp—benzéicc (40,41). B provével que eg-
ta diferenga de reatividade esteja relacionada com a localiza

Fd N . r . *
¢ao da lisina na moleculs da lisozima.

0 fato de se ter identificado na lisozima, uma regiaoc hi
drofobica e um nimerc de cadeias laterais fortemente hidrofo—
bicas, sobre a superficie molecular (38), pode justificar =
titulacz2o parcial dos grupos amino e & néo titulacao dos gru-
pos fenolicos. Ts&to e corroborade pelos resultados da titula-
¢50 da lisozima em uréia, onde foi obtido numero de moles se-

is para os grupos amino.
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0s resultados da titulagdo espectrofotometrica de Tojo e
outros (37), mostraram a presenca de tres diferentes estagios
de ionizagZo dos grupos fenolicos. O primeiro ocorre entre pH
8 e 11,3; o segundo entre pH 11,3 e 12,3; e 0 terceiro acima
de pH 12,3. Foram obtides os valores 9,95; 11,6 e 12,6 para o
Ka destes grupos.'Sendo asgim, existe a possibilidade de que
um grupo fenélico, gseja titulado junto com o8 grupos amino em
forca ionica 0,10 M. Por outro lado, se assim fosse, deveriam
mos ter obtido numero de moles sete, para os grupos amino na

- L » » ’ -
titulacao da lisozima em ureisa.

Como jé comentamos anteriormente, gquando se usa a equa -~
¢ao de Lindstrom-lang, stribui-se um valor a Ni, e este valor
e considerado correto se a equacao e ajustada num certo inter
valo da curva de titulagdo, neste caso, de pH 9 a 12. Mihalyi
(42) comentando sobre a determinacio dos grupos fenolicos e
aminos, na titulacio do fibrinogenio bovino,afirma que o fato
da equacao ser ajustada para um certe valor de Ni, néq gigni-—
fieca uma prova, de que os parameiros assim obtidos estejam.cgy

retos.

Achemos importanie lembrar, que alem dé diferenca entre
o nosso metodo de calculo e o de Tanford e Wagner (4 ),existe
tambem diferenca enftre 0s nossos metodos de titulagdo. Ague~
les autores titulam solugbes de lisozima com solugio de  HCL
ate aproximadamente pH 2 e com solugdo de NaOH ate pH 12. O
conjunto das duas titulagoes compoe toda a curva de titulagao

da proteina .

Fazendo uma comparacao entre os resultados obtidos em
forga i%nica 0,10 e 1,0 M, chama-nos mais atencao a diferenca
entre a estequiometria dos grupos carboxilicos e entre os ke
do imidazol. No entanto, ate o momento, nao encontramos para

isto, algumaz explicacao aceitavel gue possa Ser proposta.
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3.2 - PITULAGAO POTENCIOMETRICA DA LISOZIMA DESNATURADA

A lisozima quando dissolvida em solugao concentrsda de u
reia ou cloridrato de guanidina, sofre uma substancial perda
da estrutura nativa, adquirindo uma conformagao " desenrola-
da ", articulada atraves das quatro ligagbes dissulfeto, que
permanecem intactas (30,43). Acompanhando a desnaturagﬁo. com
medidas de rotagho otica, verifica-se que o estado de equili-
brio e alcangado em solug¢des de cloridrato de guanidina 5 M e

ureia acima de 8 M (24).

0 exato mecanismo da desnaturacio de proteinas ainda n2o
esta bem definido. Acredita-se que reagentes tipo ureia e clo
ridrato de guanidina, podem eXercer seus efeitos pela intera-
¢cao com a amida, grupos peptidicos e grupos hidrofobicos nfo
polares (18). Acha-se tambem, que a ureia e cloridrato de gua
nidina comportam-se como "quebradores™ da estrutura da agua.
(18). |

Abu-Hamidayyah (25) por outro lado, conclui a partir de
algumas ﬁropriedades em solugbes aguosas, que a ureia " aumen
ta" a estrutura da agua.

Como pode ser visto, a natureze da interagao uréia wégua

3 Led ¥ >
ainda nao esta claramente estabelecida.

£ importante agul relembrar a classificagao das estrutu-
ras da proteina, proposta por Lindstrom-Lang (26). A esbrutu-—
ra primaria e & estrubura resultante das liga¢bes quimicas ,
entre os amincacidos ao longo da cadeia peptidica, incluindo
as ligagoes dissulfeto. A estrutura secundaria ¢ a configura-
cao da cadein peptidica, decorrente de ligagoes hnidrogenio en
tre o peptidio N - H e os grupos C = 0. A estrutura terciaria
& o modelo de acordo com o qual, as estruturas secundérias.a%}
empacotadas, na molecula da proteina nativa. Toda proteina cn
tem uma proporcao relativamente elevada, de aminoacidos con

cadeias laterais ndo polares. Estas cadeias laterais nao po-
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ca de 30,00 ml de so-

’ -
tri

10me

TABELA 19

tulacaoc potenc

Dados da ti

9,3 K ,

na presenca de HCl, com solugac de NaOH 0,1274 M.

r
1ma em urelia

lugczo contendo 0,15502 g de lisoz

0,10 M.
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TABELA 20

Lad

a curva de titulagao

d

izacao

.

inealx

Resultados da 1

da 1

Valores relativos aos

9,3 M.

ia

r

1s8021M8 em ure

dados da tabela 19.
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Continuagio da TABELA 20
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TABELA 21

Dados da titulagzo potenciométrica de 30,00 ml de so-

lugdo contendo 0,14168 g de lisozima em ureia 9,3 M ,

na presenc¢a de HCl, com solugao de NaOH 0,1274 .
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TABELA 22
Resultados da linearizagiio da curva de titulagao
da lisozima em ureia 9,3 M.Valores relativos aos

dados da tabela 21.
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Continuagao da TABELA 22
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TABELA 23

Dados da titulacao potenciométrica de 30,00 ml de so-

lucao contendo 0,12028 g de lisozima em cloridrato de

guanidina 5,6 M, na presenca de HC1,

com solucaoc de
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Continuacao da TABELA 23
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TABELA 24
Resultados da linearizacao da curva de titulagao

da lisozima em cloridrato de guanidina. Valores

relativog aos dados da tabela 23.
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Continuagao da TABELA 24
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Continuacao da TABELA 24
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TABELA 25
Dados da titulacfo potenciometrica de 30,00 ml de so-

lugao contendo 0,12028 g de lisozima em cloridrato de

guanidina 5,6 li, na presenga de HCl, com solugao de
NaOH 0,093498 M, I = 6,0 M.
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Continuagao da TABELA 2%
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TABELA 26

Resultados da linearizagao da curva de titulagao
da lisozima em cloridrato de guanidina. Valores

relativos aos dados da tabela 29H.
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Continuacac da TABELA 26
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Continuacao da TABBLA 26
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TABELA 27

Valores obtidos para estequiometria e pKa dos

grupos titulaveis da Lisozima em Ureia 9,3 M

v v e o e e e AT ot Wl e T St o Sy S e Py s i B i comch ot NAPR g bl g Mt LR Wb [ AU A, $ b N B L e YR Stk i et e gk i Wl sk S ik e il T A e e
T A T e e o e Tt T s o e oo o o o S e S YO T T S S R M I R D A T N T T T S T 0 s U S S S e i i o i il e e e v

Rumero de moles do grupo

titulado por mol de 1liso Valor do pKa
zima (a) -
Este trabalho Sequencila Este trabalho
(p) Aminoacidos (b)
(c)
T = 0,10 M I=0,10HM
Carboxilicos
HA 7,85 10,21 8 ASP 3,50t 0,02
HA, 1,72+ 0,01 2 GLU 5,14 * 0,05
ITmidazol
' HA", 1,09 £ 0,04 1 HIS 7,01+ 0,06
Amiﬂo
HA') 5,77 + 0,08 6 LIS 8,54 0,06

o s s et e s T T T S g S e e e o o e e S e e o e s v e o e b AT A S T e ekt o S Rt e e et e

(a) Peso Molecular da lisozima usado nos calculos - 14500.
(b) Media de duas deteraminacdes.
(¢) Dados da refersncia (35). ASP = asparbico, GLU = glutamico,

HIS = histidina, LIS = lisina .



TABELA 28

Valores obtidos para esteguiometria e pKa dos grupos ti

tulaveis da Lisozima em Cloridrato de Guanidina 5,6 N
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Numero de moles do
grupo titulado por
wol de lisozima(a)

Valor do pka

Este traba Sequencia Este traba Outra re
1ho (b) Aminoacido iho (b) ferencia
(e) (d)
Carboxilicos
eHAZ 8,52+ 0,11 - 5,23 40,03 -
Total 12,35 11
4-LOOH - - - 3,4
{~COCH - - - 4535
Imidazol - 1 - 6,5
e Amino
HA', 1,26% 0,09 1 7596 £ 0,07 Ty6
e-Amino+Fenol
HA‘; T2 0,16 - 10,51 2 0,02 -
Ewaminog - 6 - 10,35
fenol - 3 - 9,9

S T IO T TIID I TR AT T IO I TE0 CT  TEY S A i L e i e 2 S S e e 0 sk U s o i S T AR ik MM AL SR i Sl it mrek S B v s e i A i e e s . A 2y

(a) Pesoc Molecular da lisozima usado nos calculog - 14500,

(b) Media de duas determinacbes.

(¢) Dados da referencia (35).
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lares tem pouca afinidade por égua. Na proteina, aquelas con—
figuragoes da cadeia peptidica, que contem grande numexro de
grupos nao polares, tendem a agrupar-se com a finalidade de
vemove-los da fase aquosa. A tendencia destes grupos nao polg
res, de ligar-se um ao outro na fase aquosa e chamada de liga

cao hidrofobica.

3,2.,1 -~ Resultados e Discussao

Nas tabelas 19 a 26 estdo os dados da titulacao da liso~
zima desnaturada com ureia e cloridrato da guanidina, e 08
resultados da linearizacao da curva de titulagao. Nas figuras
03 e 04 mostramos um exemplo das curvas de titulagao lineari-
zadag. Os resultados que aparscem nas tabelas 27 e 28, estao
corrigidos das impurezas encontradas nas solugdes de ureia e
cloridrato de guanidina respeciivamente., Correspondem a média\
da titulacio de duas solugbes diferentes de lisozima. Para e-
feito de comparacan, juntamos aquelas tabelas os numeros de
grupos esperados com base na séqu%ncia de aminoacidos (3%), e
no caso 4do cloridrato de guanidina, os resultados obtidos por

Roxby e Tanford (28).

Como podemos Observar, enm uréi&, a separacac das duas sub
classes de carbmxilicmﬁ, concorda rascavelmente bem, com © né
mero de residuos asparticos e glutémicos indicados pela  se~
quencia de amincacidos, 0 «-C00H, neste meio, nao aparece bi-
tulado junto com os grupos aspérticms e glutamicos, como acon
tecew em forga ionica 0,10 e 1,0 M. Contudo existe a possibi-
lidade dele ter sido titulado junto com o excesso de acido

forte, assim gendo, deve ter um pka anormalmente baixo,

Em relaczo ao imidazol e grupos amino, os valores obti-



tante observar mais uma vez, que neste meio, diferentemente
do gque ocorreu em forga idnica 0,10 e 1,0 li, todos os grupos
amino foram titulados. Este fato vem confirmar a hipétese de
que no estado nativo, tres destes grupos estao localizados nu

ma regifo hidrofobica.(ver tabela 27)

Quanto as constantes de dissociacao, observa-se uma vari
acao em todas elas, em relagao aos valores obtidos em forga
ionica 0,10 M na ausencia de ureia. Diferencas entre o0s pXa
dos grupos carboxilicos da prcteina nativa e desnaturada, sao

gsperados, devido as mudancas de interagao, tipo ligagdo hi-

i 2 - 5 - . + - e
drogenio. Diferencas malis consideraveis sao esperadas para 08
. - . L . 4
grupos, localizados na molecula nativa, numa reglad inacessi-—
vel a fase aquosa (26). Parece-nos que este & 0 caso dos gru-

pos amino.(ver tabela 27)

De scordo com Leonis (43), o aumento do viscosidade da
lisozima, que & ohservado quando da desnatur&g%e com uréi&,
pode ser indicative, entre outres fatores, do asumento da hiw
dratacao. Muitos pesguisadores acham dque a ureis age ﬁesﬁrui&
do a estrutura da égua e portanto, deixando as moleculas dela
maig livres para a hidratacac (18). Este aumento de hidrata-
¢cao, pode ser um dos fatores reapcnséveis pelas diferencgas en
tre os valores das constantes de dissociagao, 4os grupos titu

¢ . 14 . :
laveig, na proteina naitiva e desnaturada.

Como wvimos, no inicio deste capitule ¢ indicade que & l&
sozima, desnaturada com cloridrato de guanidina, deve apresen
tar tres grupos carboxilicos titulaveis, a mais, enm relagdo a
proteina nativa. Estes tres grupos teriam no estado nativo um
pha anormalmente baixo. Baseado nisto, a lisozima titulada
por Tanford e Wagner { 4 ), que apresenta no estado nativo, unm

valor 10,5 para a estequiometria dos carboxilicos,deveria ter

PP o.M oa AU JRNEE TR A S P . R E : B



van e outros (27) acham que na lisozima usada por Tanford e
wagner (4 ), o numerc de grupos carboxilicos a mais, poderia
ser devido a hidrolise de alguns grupos amida, durante a pre-
paracao da amostra. No nosso caso, apesar de termos encontra-
do 10,73 para a estequiometria dos carboxilicos , en forga i§
nica 0,10 M, aguela hipétese esta descartads, pois usamos em
todas as titulacoes aqui efetuadas, lisozima do mesmo lote, e
o valor obtido para o numerc de grupos c&rboxilices, apés des

naturacio com cloridrato de guanidina foi 12,35,

Uma anslise Gos dados da tabela 28 leva-nos as seguintes
conclusdes: (1) a diferenca entre o nimero de grupos carboxi-
licos titulados, no estado nativo e desnaturado ¢ aproximada-
mente 1. (2) 0 valor do pKa obtido para HA% e bastente eleva-
do para se considerar este grupo como imidazol, por isso assu
nimos Hﬂg como o-amino. (3) Descartada a possibilidade do
cloridrato de guanidina reagir com & prot@in&, produzindo no-
VOS grupos tituléveis, nao presentes na pyoﬁeina nativa, uma
éxpliﬁagéo pﬁssivel e que o grupo bitulado a mais, junto com
os carboxilicos, seja o imidazol, com wn pka anormalmente bali
%x0. Esta hipotese e fortalecida, pelo fato da separagio  das
duas subclasses de carbox{liccs, nao corresponder ao nimero
de residuos asparticos e glutimicos, o que denota a presenca
de intera¢oes n2o0 eletrestéticas, que impedem que cada grupo
tituléVel, comporte-se independentemente dos outros, com um
pKa identico ac esperado, a partir de caleulos com modelos a—
degquados (33).

Comparando a estequiometria do HAE em cloyridrato de gua-
nidina com © resultado obitido em uréia, podemos consideray
gue o valor obtido neste meio, corresponde a titulacao de se-

5 ] & r - 4 " i -
is aminos da liesina e dois grupos fenolicos da tirosina.

Os valores dos pKa obtidos por Roxby e Tanford (28), que



[ﬂj/[HA]). Para poder compara-los com 08 nossos valores,é ne-
cessario transforma-los em pKa concentragao. Para fazer isto,
b%asta adicionar a todos aqueles valores ~0,58;, que e o 10gB’H+
ﬁaquelas condigﬁes {l?).nPodemos verificar que existe uma ra-—
SOével concordancia entre os nossos resultados e os obtidos
por eles, para os pKa dos grupog -amino, o~CO0H, Y-COOH e
¢-amino. A maior discrepancia em relag%o a0 pKa dos grupos a
mino, provavelmente e devido amo fato, daqueles autores, indi-
Caren 08 tres Erupos fendlicos com pia diferente dos grupos a

- F . L -
mino, enguanto nos titulamos apenas dols grupos fenolicos com

X . 4 { .
o mesmo pKa dos aminos. E possivel que o nosso resultado seja

¢ o - » - - a
uma media do pKa dos grupos amino mais fenolicosg.

Comparsndo o numerc total de grupoa titulados em ureia e
c¢loridrato de guanidina, podemog Observar gue em ureia foi té
tulado 80 % do total titulado em cloridrato de guanidina. Le-
onis (43) comparando os resultados da desnaturagiao da ligozi

ma en ureia 10 M, com os obtidos em cloridrato de guanidina
5 M, indica que & variacgho da viscosidade em uréia, correspon
de a 90 % da obtida em cloridrato de guanidina. Podemos consi
derar como boa a2 concordancia entre estes resultados, se le~
YaYmos em consideracao o fato de que, devido a adigazo do HCL

as solugdes de lisozima, a concentragio final da solugdo de u

réis e cloridrato de guanidina e respectivamente 9,3 e 5,6 M.

Uma Gltima observaczo a fazer, e gue em uréia, 08 resul-
tados obtidos estao melhores correlacionados, com a composi-—
¢ao de aminoacidos da proteina, do que os obtidos em forga io
nica 0,10 M, 1,0 i ¢ em cloridrato de guanidina. Observaczo
semelhante a esta foi feita por Righetti e outros (44), quan-

do da “titulagio eletroforetica” de cadeias peptidicas em -

reiz 8 M .



IV~12TLT2U0ULAGKEO DA B-LACTOGLOBULINA

4.1 - TITULACEO POTENCIOMETRICA DA B-LACTOGLOBULINA
NATIVA E DESNATURADA

0 estudo da curva de titulaczo da B-lactoglobulina  fol
realizado pela primeira vez por Cannan e outros (45). Este trg
balho junto com o da titulacio da ovoalbumina (34), foram os

primeiros trabalhos realizados sobre titulacao de prote{nas,

Nozaki e outros (46), reestudando esta titulagao, apre-
sentam uma interpretacdo dos resultados um pouco diferente da
gquela dada por CGennan e colaboradores (45). Eles indicam que
na regiso neutra de pH, sdo titulados B grupos; 4 imidazol
o X-pmino e 2 carboxilicos andmalos, ao contrario dos 5:;3 en~

contrados por Cannan e outros (4%5).

Os estudos de rotachao otica especifica em fungdo do pH,
tem mostrado que a ©~lactoglobulina nativa (N), sofre una tren
sicao para uma nova conformagao {(R) perto de pH 7,5 a 256(47 ).
Com base neste fato, Tanford e Taggart (48) propdem a seguin-
te explicacdo para a titulaciao de grupos carboxilicos ne re-
gifio neutra de pH : na conformacho N os grupos carboxilicos a
nomalos encontram-se escondidos dentro da molecula da pr@teiw
na . Na conformacao R estes grupos sao expostos ao solvente.
Todos o8 carboxilicos expostos sao ionizados no pH de transi-

Cao.
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TABELA 29
Dados da titulacZo potenciometrica de 30,00 ml de so-

lucao contendo 0,09471 g de ﬁ-lactoglobulina ne. pre -

senca de HCl, com solugko de NaOH 0,1279 M., I = 0,10M
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TABELA 30
Resultados da linearizagao da curva de titulagao
da 6—1actoglobulina em forga ionica 0,10 M. Valg

res relativos aos dadogs da tabela 29.
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Continuacao da TABELA 30
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TABELA 31
Dados da titulaclo potenciometrica de 30,00 ml de so-
lucao contendo 0,08857 g de B-»labtoglobulina. na pre-
senca de HCl, com solucao de NaOH 0,1279 M. I = 0,10,
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TABELA 32
Resultados da linearizac¢io da curva de titulagdo
da.ﬁ—lactoglobulina em forga idnica 0,10 M. Valo

res relativos aos dados da tabela 31.
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Continuagao da TABEIA 32
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TABELA 33

Dados da titulacgao potenciométrica de 27,00 ml de so-

‘lugZo contendo 0,08148 g de @»lactoglobulina na pre-

seng¢a de HC1,

com solugao de NaOH | 0,1279 M.
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PABELA 34

Resultados da linearizacho da curva de titulagao

da f-lactoglobulina em forga ionica 0,10 M. Valo

res relativos aos dados da tabela 33.
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Continuacao da TABELA 34.
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TABELA 35
Dados da titulagio potenciometrica de 30,00 ml de so-
lu¢ao contendo 0,07200 g de B-lactoglobulina na pre -
gsenca de HCl, com solugso de NaOH 0,1203 M. I = 1,0 I,
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Continuagac da TABELA 35.
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TABELA 36

Resultados da linearizacgio da curva de titulacao

da f-lactoglobulina em forga idnieca 1,0 M. Valo-

res referentes aos dados da tabela 35.
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Continuacao da TABELA 36.
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TABELA 37

Dados da titulagho potencioméetrica de 30,00 ml de So0-
lucao contendo 0,07200 g de f-lactoglobulina na pre
senga de HCl, com solugao de NaOH 0,1203 M. I = 1,0 M,
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TABELA 38
Resultados da linearizaclo da curva de titulagzo

da ﬁ—lactoglobulina em forga ionica 1,0 M. Valo~

regs referentes aos dados da tabela 37.
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Continuagao da TABELA 38
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TABELA

39

Dados da titulagio potenciometrica de 30,00 ml de so-

lucac contendo 0,10503 g de P-lactoglobulina em ureia

9,3 M,na presenca de HC1l, com solugao de NaOH 0,1274H.

I = 0,10 M.
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Contlnuaqao da TABELA 39
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TABELA 40

Resultados da linearizagao da curva de titulagao

da(E—lactoglobulina em ureia. 943 M. Valores rela

tivos acs dados da tabela 3G.
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Continuagao da TABELA 40
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TABELA 41

Dados da titulagdo potenciometrica de 30,00 ml de go-

lucac contendo 0,10638 g de B-lactoglobulina em ureisa

9,3 M,na presenga de HCl, com solugao de NaOH 0,1274M.
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Continuacao da TABELA 41.
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TABELA 42
Resultados da linearizacdo da curva de titulagao
da B-lactoglobulina em ureia 9,3 M. Valores rela

tivos aog dados da tabela 41.
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Continuagao da TABELA 42.
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teina, quando KC1 ou Call ¢ adicionado. Por outro lado a con

2
clusdo de Cannan e outros (45), e de que o ponto isoidnico e
independente da forga idnica., Se e assumido gque 0 ponto iso-
i%nico, e independente da forga idnica, entdo a variagio de
pH observada, quando a proteina ¢ dissolvida em solugoes agquo
sas de KCl, de diferentes concentracoes, deve-se ao fato da
proteina, apresentar diferente numero de prétons dissociados,

dependendo da forga idmica (46),

Quanto a estabilidade das solugbes de f-lactoglobulina ,
Groves e outros (49) indicam que elas sofrem desnaturacao ir-
reversivel em meio alcalino. Acima de pH 9,5; o processo de
desnaturacao dura algumas horas, jé perto de pi 10; a veloci-
dade de desnaturagao & apreciavel, Os efeitos do pH, sobre a
desnaturacso desta ?roteina, sa0 parcialmente consistentes com
a ideia, de gue = desnatura¢io estd associada com a ionizacho
de grupos amino. Em ureia, a desnaturacio ocorre instantanea-

mente, em solugoes de concentracao superior a 6 M (50).

4,2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 29 a 42 estlo os dados da titulagho da B-lac
toglobulina em forga ionica 0,10 M, 1,0 M e em ureia, e os re
sultados obtidos da linearizagao da curva de titulagio. Os da
dos da tabela 29,correspondem a titulagBo de uma solugho  de
proteina apés ser mantida em refrigerador por dez dias, Os re
sultados da linearizagao da curva desta titulagfo, mostram que
a soluqéo permansceu estavel durante este periodo, pelo menos

em relacao aos grupos titulaveis. (ver tabela 30 )

Durante a titulagao em forga ionica 0,10 e 1,0 M, como e
ra esperado, na regigo alcalina o pH ndo permeneceu ta0 esta-
vel guanto ne regizo acida. Por isto, nesta regiao, as leitu-

ras de pH foram feitas logo apés a adicac da base. lesmo as-
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sim, no calculo dos grupos amino, quande era usado pontos a-
pés pH 10, ¢ volume de equivalencis obtido, variava em funqﬁo
do numero de pontog tomados e era muito discordante do valor
calculado pelo metodo de Gran (23),para o excesso de base. De
vido a isto, no calculo destes grupos foi somente utilizado

pontos ate aproximadamente pH 10.

As figuras 05, 06 e 07 mostram um exemplo das curvas de
titulagao linearizadas, em forga iomica 0,10 &, 1,0 M e en

ureia. As fungdes F e F_.+ correspondem a titu

HC1’ FHAl’ FHAQ HA4
lagho do excesso de acido forte, das duas subclasses e gru-

g . .
pos carboxllicos e dos grupos amino respectivamente. NG~

3
HA3 |
ra a titulaciao em forga idnica 0,10 e 1,0 I corresponde a bi-
tulacao do imidazol mais o—amino mais grupos carboxilicos a-

nomalos. Wa titulacBo em solucao de ureia, corresponde &

: P
titulacao do imidazol mais x-amino.

As tabelas 43, 44 e 45 mostram o numero de grupos titulg
~dos por mol de B-lactoglobulina e o respectivo pKa em forca
ionica 0,10 M, 1,0 M e em solugao de ureia 9,3 M. Westas tabe
lag os dados sao comparados com outros dados da literatura.
infelizmente, nao dispomos de uma sequencia de aminoacidos bem
estabelecida, para poder comparar 08 nossos resultados. A ma-
is nova de que temos conhecimento, feita por Frank e Braunif-
zer {%1) para = variante A, apresenta duvidas quanto ao nume—

ro de residuos aspartico e glutimico.

A snalise de aminodcidos (52) indica um total de 52 gru-
pos carboxilicos (2 &~COOH + 50 Be Y-COOH), enquanto que o0s
resultados de Nozaki e outros (46) mostram um total de 53 gru
pos ( 2 o~COOH + 49 Be X ~COOH + 2 carboxilicos andmalos). Os
resultados aqui obtidos mostram gue em forga idmica 0,1 M fo-
ram titulados 48 grupos carboxilicos (46 normais + 2 andmalos)
e em forga idnica 1,0 M 51 (50 normais + 1 andmalo). Estes re

sultados estao de acordo com & conclusao de Capnan e outros (
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& FURGHES,F

2
VOLUME BE BASE/ML

Figurs 05 — Curva linearizada da titulagio de 30,00 ml
de soluc2o contendo 0,08857 g de B-Lacto -

globulina na presenca de HCL, com solugao
de NaOH 00,1279 M., I = 0,10 M.
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Pigura 06 -

1)

2 VOLUME DE BASE/ L

Curva linearizada da titulagao de 30,00 ml
de solucao contendo 0,07200 g de g-lacto -
globulina na presenca de HCl, com solugao

de NaOH 0,1203 M. I = 1,0 M.
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fupl-30

Figura 07 -

3
VGLUME DF BASE /ML

Ty .
N

Curve linearizada da titulagao de 30,00 ml
de solucao contendo 0,10§OO g de B-lacto -
globulina em ureia 9,3 M; na presenga de

HC1l, com solucgao de NaOH 0,1274 M. I =0,10H.
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TABELA 43

Valores obtidos para estequiometria dos grupos

titulaveis da B-Lactoglobulina HNativa

MM o o ok o e St ot e e e o e bk T Ak bk e R B o A MAK Lol R i A A i i WA BT U e ik et PR SR i ARl R il o AT i A e S T P R S st T iy
A T L T N T N S S N O N N N R N N N N N NN I R L N N N I OO SRR

Numero de moles do grupo
titulado por mol de 1lac
toglobulina (a).

Este trabalho Qutras re Analise
(b) ferencias Aminoacido

(c) (&) (e)

I=0,10M I=1,0H
Carboxilicos
HA, 23,85*0,65 25,24 10,21 - - -
HA, 21,93%10,94 25,21 %0,06 - - -
Total 45,88 50,45 21 51,5 20
Imidazol + 5,3
Amino « 2

Carboxilico ' 2
{anormal)

HA 8,01+ 0,14 6,85* 0,09 8

Hﬁf4 21,01+0,01 20,53%0,30 28 30,2 28

o eyt o e e o et e bk AL WO PR A M T It TN W Y MUY M STt W M g Al T AR WA AL Tk Ml W U AT FE T e Ml e el Wil O AP A n ke ol mem s v b e ek ek s e Yt Ak A
T I L N S I L O s N R N R R L I N L R L N N D R N N N R N N I N N R N N T O SR T N EEm T R I s

{a) Peso Nolecular usado nos caloculos - 35500.
(b) Media de tres determinagdes.

(¢) Dados da referencia (46).

(4) Dados da referencia (45).

(e) Dados da referencia (52).
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TABELA 44

Valores obtidos para ¢ pKa dos grupos titulaveis

da R-Lactoglobulina Nativa.

e e st . AT e ot i Mk WAk St M e e ot ot T s Ty man o s M i s e et e WU b o A M bl A A A i Yo A s e i ke i Aot S s ALY e M d b e i s At e ek
o e e e T R e T e e e e T T T I I L L I I I I I I T T T N N I R R A R N R O I R N N N R N S I R e I e S SR S e T T

Este trabalho Outra rgb
ferencia
I=0,10M I=1,0HM I =0,15H
Carboxilicos
HA, 3,66+ 0,04 3,85%0,01 -
}mz 5,09+ 0,03 5,00 20,01 -
Total 4,69
Imidazol +
o-Amino  +
Carboxilico
(anormal)
HA', 7,44 £0,05 7,55 %0,03 7,45
e—-Amino
HA:*;¥ 10,16 £ 0,01 10,39:+0,01 9,95

e T o oW e Aoy o i ot et o e ot e e e e v T L PR v ULt vt e e i e ol e s ML Sk by e ek S Ll A e LAY P LY S T S M b T B S e g v T i A o e S
T T I e . S T T T S S e R T T I R R I A e L T N T N o N T I N N N N R L N A N NN N M R SRR rEE

(a) Media de tres determinacOes.

(p) Dados da referencia (46).
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TABELA 45

Valores obtidos para estequiometria e pKa dos grupos

titulaveis da Lactoglobhulina enm Ureia 9,3 M.

T o L T T L T o o L L L L L L T A A N T R s I R I L R L I T N N T I N e T I m I D e e I T

Numerc de moles do grupo
titulado por mol defR-lac Valor do pKa
toglobulina (a)

Este trabalho Anél%se Este trabalho
(b) Aminoacido {b)
(e)
I=0,10H - I=0,10H
Carboxilicos '
HAl 42,70 0,20 - 3,42 0,02
HA2 _ T,27% 0,38 - 5,23% 0,02
Total 49,97 52
Imidazol «+
o(~ATiNO
HAB 6,40 0,15 6 7,402 0,01
e=-Amino
. d
HAA 28,46% 0,02 30 - 28 8,95% 0,02

B e bk g e o s e Ak Tl o b Uik B A ML R e AR RIS, WL Aot Bt BRIt i S S SLETE AR (o) W Bl s AL A B YTSE MaK o Mawe et vt ey St kg e b e ik b T e o AN S ket e R
T T T I R T T o T L s I e e N N N Y S e R M AN E N eI o

(2) Peso Molecular usado nos caleulos - 35%00.
(b) Media de duas determinagdes.
(¢) Dados da referencia (52).

(@) Dado da referencia (46).
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45), de que o ponto isoidnico e indépendente da forga ionica.
Fato este que corresponde a admitir, como afirmaram Nozaki e
outros (46), gue o decressimo de pHédas solugOes de A-lacto -
globulina , com 0 aumento da concenﬁraqao de KC1, observada
por eles, e devido ao diferente nﬁméro de prétons disgociados

dependendo da forca ionica.

Em uréia, 08 NOsSsos resultados?apresentam umn total de 50
grupos carboxilicos titulados, deixéndo de existir os grupos
anomalos em virtude das modificagGes provocadas pela desnatu-
rag&o, Parece gque aqui também, semelhante a0 gue oCcorreu no
caso da lisozima, n&o foram titulados ou foram titulades jun~
%08 com o excesso de acido forte, 05 - CUCH. Neste melo & se
paracio das duas subclasses de carbcxilieos e completamentqu
ferente daquela conseguida em forgaéi%mica 0,10 e 1,0 M, Pro-
vavelmente deve corresponder ao nimero de residuos aspartico
e glutamico, como aconteceu no casona lisozima. As duvidas
- existentes na sequencia de aminoéci&os impede-nos de compro-
| var Lato. Achamos que e importante esclarecer se a, &eparagéa
das duas subclasses de carboxilicosg concordante com 0 numero
de residuos aspartico e glutdmico, obtida na titulagho da li-
gozima en uréia, foi mera coincid%ndia ou sera Sempre uma ca-—
racteristica das titulacoes de proteinas neste meio. Estudos
neste sentido ja estto em andamento utilizando proteinas de
sequencia de aminoacidos bem conhecidas. A importéncia disto,
reside no fato da possibilidade de utilizagéo deste métoﬁo de
titulagao, como uma alternativa na sequénciagio de proteinas,
para determinagio dos residuos aspartico e glutémico, princi-
palmente em casos come o da B—lactoglobulina, onde ©s métodos

convencionais levam a resultados duvidosos.

+ . . .
Quanto ao numero de grupos titulados na regiso alcalina,
como aconteceu com a lisozima, nao titulamos os grupos feno-
licos, o0 gue esta de acordo com os fesultados de Cannan e ou-

tros (45). Ja em relagio aos grupos amino, obtivemos em for-
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¢ca ionica 0,10 e 1,0 M, um numero de moles inferior aos rela-
tados por Nozaki e outros (46) e Canmnan e outros (4%). Mas na
titulagao em solucac de ureia, a estequiometria dos amino é
bem concordante com agueles valores e com og da analise de a-
minoacidos (%2). As observacoes feitas em relagido a titulacio

dos grupos amino e fenolicos na lisozima, sao validas aqui.

Em relacao aos valores dos pKa obtidos em forga ionica
0;10 e 1,0 M, vemos que diferentemente do gue ocorreu no caso
da lisozima, eles s3o, em geral, maiores em forga ionica 1,0M4

Isto provavelmente e devido a gquantidade diferente de ions K

ligados a proteina em forca ionica 0,10 e 1,0 3. Tanford (2)
indica gue em forga ionieca 0,15 M, a correcao devido a liga-
¢ao dos ions K'a p-lactoglobulina, aumente de 0,15 unidadss

o8 valores dos pKa.

Na titulagio en uréia, observa-se que os valores das
constantes de dissociacao, sao menores em relagao aos obtidos
“em forga ionica 0,10 M sem uréia, exceto o pka do grupo HA,.
Agui a concentracao dos ions Kfé a mesma gue em forgca ionica
0,10 M. Portanto, a diferenca nas constantes de disaociaq&o@g
ve-se as modificagbes provocadas pela desnaturaciao. Como no
caso da lisozima, verifica-se tambem agui, uma variacaoc mais

acentuada na constante de dissociagao dos grupos amino.
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V-PITPTULACAO DA IHUNOGLOBULINA

5.1 - PITULAGAQ POTENCIOMETRICA DA IMUNOGLOBULINA
HUMANA (IgGl) FNATIVA E DESNATURADA

~ . .o, ’ . .
Quando uma substancia estranha antigenica e introduzida
- 13 ‘ » -
no corpo, ¢ sistema imune do corpo respondera especificamentsa
com a producgao de proteinas capazes de reconhecer 0S Zrupos

determinantes do correspondente antigeno. A proteina e chama~

da de anticorpo.

Nos seres humanos sao conhecidas cinco classes de proteé
nas com atividade anticérpica, denominadas. immoglobulinas. A
“imunoglobulina G, IgG, gquantitativamente e a mais importante
das imunoglobulinas sericas e possul guatro subclasses antigg
nicamente distiﬁtas, das guals a ILgGl e a subclasse que repre
senta 70 % da IgG total. A hebterogeneidade das imunoglobuli-
nas nos soros normais fornou bastante dificil o seu estudo es
trutural. No entanto, a ocorrencia de imunoglobulinas homoge—
neas no sangue e urina de pacientes com mielomatose, propici-
ou uma fonte de obtencao de grandes quantidades de material pa

ra 0 estudo da estrubtura de imunoglobulinas.,

A principal funcaso da IgG e neutralizar virus e toxinas
bacterianas, e ligar e opsonizar bacterias (isto e, facilitar
sua fagocitose e eliminacao). A IgG e & unica imunoglobulina
humana capaz de atravessar a placenta e representa por isso,
o mecanismo de defesa mais importante contra infecgDes nos
primeiros meses de vida da criancga.

Em face da indiscutivel importancia destas proteinas, a-
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chamos gque seria interessante titular a IgGl, ja que as infor
magoes obtidas da linearizacaoc da curva de titulac2o podem ser

Util na elucidacao de sua estrutura e propriedades.

B sabido a partir dos trabalhos de Porter e Edelman (53),
que a molecula de uma imunoglobulina & composta de guatro ca-
deias peptidicas, duas identicas cadeias leves e duas identi-
cas cadeias pesadas. Cada cadeia pesada esta ligada a cadeis
leve por ligacoes dissulfeto e os dois pares identicos estdo
ligados um ao outro por 1iga93es dissulfeto, formando a mole-

cula completa, como mostra a figura 08.

MW A W N s+ by IR PeA
% s—3 §\ by - /'l S8 [ :
—$ §—$ ! $  §$—3§ g ——3g

|

O A T “T T* N NN

N

__.S S_.
CODH 00

Fig. 08 - Arranjemento completo de cadeias e ligacles
dissulfeto da IgGl BU (55). PCA: acido pirrolidenocar

boxilico. CHO : carboidrato. L regifio variavel da

cadeia pesada. VL : regifo variavel da cadeia leve.

CL : regiao constante da cadeia leve. Cy regizo cons

tante da cadeia pesada.
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TABELA 46
Dados da titulagzo potencioméﬁrica de 30,00 ml de so-
lucao contendo 0,10190 g de imunoglobulina,igGl (JJ0)

na presenca de HC1,
I= 0,10M,
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TABELA 47
Resultados da linearizagao da curva de titulaggo

da imunoglobulina, XgGl (JJ0), em forga ionica

0,10 M.
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Continuacao da TABELA 47
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TABELA 48
Dados da titulacio potenciometrica da 30,00 ml de so-
lugao contendo 0,10190 g de imunoglobulina, IgGl(JdJo0)

na presenca de HC1l, com solugao de NaOH 0,1137 i,
I = 0,10 Xﬂc
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BELA 49

Resultados da linearizacao da édrva de titulagao

da imunoglobulina, IgGl (JJO), em forga
0,10 M. Valores
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TABELA 50

Dados da titulagao potenciometrica

lugzao contendo imunoglobulina, IgGl (JJ0), em
0,10 M.

9,3 M, na presenga de HCL,
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TABELA 51
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curva de titulagao
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ao da TABELA 51
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TABELA 52

Valores obtidos para estequiometria e pKa dos grupos

titulaveis da Imunoglobulina IgGl (JJO).

e e ke g e i T . PSSl T TS s it Sl b R e flm v SRS AU i b Yo ko Al SRV o TSR SR WAL ! ek YO
L N N R R N O R O T S S L I e I N S e e S e e T e i s i s

Numere de moles do _
grupo titulado porx Valor do pKa
mol de IgGl (a).

Este trabalho Proteina Este %rabalhc
{(v) (e) EU (a) (v) (c)
I = 0,10 M I=0,10H I = 0,10 I=0,108
s/ureia . c/ureia g/ureia ¢/ureia
Carboxi-
licos _
Total 83,77 132,00 - 120
~ Tmidazol
+ of-amino

HA”3 47,87+0,17% 28,53+0,17 24 6,93+0,02 7,83+0,01

Amino

HAY, 28,04%0,93 115,580,177 90 9,54%£0,07 9,18%0,01

Fenolicos - - 48

S Y T T b W s o e L ] Y TSR AL SR fth oves SR e b e T Sl e il Y M e ik i At s e Bl Al ey e P Y o et oY T M, TP W AT L VPSP e . Yokt e 3. ALY b e ikt e e

L e s - L A0 s Sl R ins T e T e e e e B e e e e R S L S L R R S N S T R S M R I NN N AT NN IR mN e e s

(a) Peso Molecular usado nos calculos -~ 150 000.

(b) Media de duas determinacdes.

(¢) Valor de uma determinacdo.

(@) Dados da sequencia de aminoacidos, referencia (55).
(e) Imidazol +e-amino + carboxilicos andmalos.

(f) Provavelmente aminosz + Ffenolicos.
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2 VOLUNE DE BASE /ML

Figura 09 - Curva linearizada da titulagio de 30,00 ml
de solucao contendo 0,10190 g de imunoglo-

bulina,IgGl(JJ0), na presenca de HCl, com
solucao de NaOH 0,1137 M. I = 0,10 M.
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Figi-20

FENGEES, T

b
1

2
VOLUME DF BASE/ML

Figura 10 - Curva linearizada da titulagao de 22,00 ml

de solucao contendo 0,10285 g de imunoglo-
bulina, IgGL(JJ0), em ureia 9,3 M, na pre-
senga de HCl, com solugao de NaOH 00,1137 i.
1= 0,10 M.



128

14 ¢
Verificou—se tambem, que as proteinas de Bence-Jones en-
contradas na urina de muitos pacientes com mielomatose, S20 i
denticas as cadeias leves da IgG mielomatosa do mesmo pacien-

te (53).

Estudos da sequencia de aminoacidos das cadeias leves e
pesadas (54), tem mostrado que a cadeia leve consiste de uma
regiao variavel (VL) que vai dos aminoacidos de numero 1 a
107, e uma cadeia constante (CL) constituida dos aminoacidos
108 a 214. A cadeia pesada é formada de uma regifio variavel
(VH) que vai dos aminoacidos de numero 1 a 120, e uma regiao

constante indo da posicac 121 a 450,

5.2 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Na preparacao da solugBo desta proteina em forga idnica
0,10 M, 50 foi possivel obter uma completa dissolucao, acidi-
ficando o meio com acido cloridrico. Em solugdo de ureia 10 M
n&o houve problemas com s solubilidade da proteina. Durante a
titulacao em forga ionica 0,10 M, a solucao de proteina ficou
turva quando foi atingido pH 6,8 e a turvacao desapareceu &~

pés pH 9,7.

Nas tabelas 46 a 51 estao os dados da titulagao da IgGl
(JJO) nativa , em forga idnica 0,10 M, desnaturada com ureia

e 0s resultados da linearizacdo da curva de titulagfo.

A tabela 52 mostra o numero de grupos titulados por mol
de prote{na e 0 respectivo pKa em forga ionica 0,10 M e em u—
reia 9,3 M. Nesta tabela a estequiometria dos grupos %itula-
dos e comparada com os dados da sequencia de aminoacidos da
IgGl (EU) (55), Unica imunoglobulina totalmente sequenciada
ate agora. As diferengas observadas na estequiometria da IgGl

(330) em relagio a IgGl (EU),sRo atribuidas a regifio variavel
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g
existente na cadeia leve e pesada destas proteinas.

Nas figuras 09 e 10 estdo um exemplo das curvas de titu-
lgqao linearizadas. As fungoes FHCl’ FHAI’ FHA2 € FHXA corres
pondem a titulagao do excesso de acido forte, das duas  sub-

£ . . )
classes de carboxilicos e dos grupos amino respectivamente.

Observando as sequencias de am;noacldos, da regizo vari-
avel da cadeila pesada, das 1munoglobullnas IgGl; EU, DAW, HE |
e COR (56) (tabela 53 ),verificamos que somente HE apresenta re
giduos histidina, em nimero de dois, nesta regiao. Portanto,
a proteina aqui titulada, JJ0, deve ter um numero de residuos
higtidina aproximadanente igual a prataina BU. Em virtude dig
to é da estequiometria obtida para Hﬁg em uréia, consideramos
FH£3 em forga idnica 0,10 M, correspondenie a titulagaoe dos
grupos imidazol mais carboxilicos andmalos mais «-amino e em
ureia a tiﬁulag&o do imidazol mais «waminoe A presenca de gru
PosS carvoxilicos andmalos titulados na regiao do imidazol, co
. mo vimos antariormente, na titulacio da B-lactoglobulina, es-
tava relacionada com a mudanga de conformagao da proteina nes
ta regiao de pH. Os resultados ayui obtides para Iggl ( JJ0),
sao uma boa indicagao de que esta ptoteina tambem sofre uma,
mudanca de conformagio na regiao neutra de pH. Neste caso, a
mudanca de conformacao parece estar associada com 19 grupos i
tulaveis. Um exemplo de transigao associada com varios grupos

titulaveis ¢ a desnaturagao acida da hemoglobina (57).

Observando os dados da estequiometria em forga idnica 0,1
M e em ureia , vemos que em forga idnica 0,10 M n3o sio titu-
ladoa todos 0s grupos carboxilicos, portanto as regiﬁes hidro
fobicas devem conter grupos carboxilicos, alem dos diretamen—
te envolvidos na mudanga de conformacao. Os grupos amino tam-
bem s0 sao titulados parcialmente em forga ionica 0,10 M e é
provével,que estejam sendo titulados juntos com alguns grupos

: ’ i,
fenolicos em ureia 9,3 M.
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Quanto as constantes de dissociagao, diferentemente do
que ocorreu com & lisozima e f-lactoglobulina, em geral, nes-
te caso, aumentaram em uréia, e relagio 20s valores obtidos

-A = '-
em forga ionica 0,10 M sem ureia.

TABELA 53
Numero de grupos glutﬁmico,aspéﬁtico,lisina,histiﬁina
e tirosina existentes na regigoivariével da cadeia pe

sada das IgGl : U, DAW, HE e COR.

s S v drsr S SR T G W WAL L M bt WO AW i0d T, Wlam i st WO St Bl iy oo ool e gy o i S b sl p Je. SRR W A W WO i Yl e At S S e v WO s ooy S bk W
T S I T T T S T S T B S T L T T R o e S R o L L L T L o o [ Tk v s T, e s i e s s it 1603 1 i s i et ot b, woow

IgGl GLU ASP LIS HIS TIR
EU 7 2 5 - 6
DAW 5 6 4 - 6
HE 3 8 7 2 3
COR 5 9 5 - 6

it it e e o i Y PRV, WY T SO e il i P i T i i W . WYED S Yl gy e -l Tk R A e et Mg T POy o LY AR ety e syt B e e i i e e e ot
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