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RESUMO

0 presente trabalho de tese da prosseguimento aos estu-
dos relacionados a linearizacdo de cuevas de- titulacao potencio
métrica de proteinas. 0 objetivo.principal do mesmo eét& rela-
cionado 3 titulac3do de proteinas desnaturadas em solugdo concen-
trada de uréia a fim de comparar-se os resultados aqueles obti-
dos para as proteinas nativas. | .

Foram feitas titulacoes das seguintes proteinas e amino
acidos: :
1. Ovalbumina em solucoes de ureia 8,0 M e em condigoes

de forca ionica 0,10 M em KCZ;

2. Insulina em solucoes de KCZ 0,10Me 1,0 M e em solu-
coes de ureia 8,0 M nas condicoes de forca ionica
0,10 M

3. Mioglobina em solugbes de KCZ 0,10 M e em  solugoes
de ureia 8,0 M, em KCZ 0,10 M;

4. Histidina em solugoes de ureia 8,0 M e em KCL 0,10 M;

*5. Acido glutamico em solugoes de ureia 8,0 M e em  KC&
0,10 M.

6. Uma mistura de acido glutdmico e histidina em ureia
8,0 Me em KCce 0,10 M.

As solucoes de proteinas ou aminoacidos nas  condicgoes
‘acima especificadas, na presenca de excesso de acido cloridrico
foram tituladas com solugdo padrao de hidroxido de sodio. A an3
lise dos dados obtidos nessas titulacoes foi feita atraves do
metodo de linearizacdo da curva de titulagdao desenvolvido em
nosso 1a50rat6ri0, que permife a obtencdo simultanea do volume
de equivalencia e das constantes de dissociagao dos varios gru-
pos titulaveis. )

Para aplicacao desse método em solucao concentrada  de
ubéia consideramos alem dos equilibrios devido a fonizacao dos
g?upo& acidos e basicos das proteinas e aminoacidos, aquele de-
corrente na protonagao da ureia. Desse modo, as equacces de ba-
~ lanceamento de carga e massa usadas originalmente foram modifi-
~ cadas. ' '
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0s resultados obtidos para as treés proteinas analisadas
mostraram que © método caracterizou dois tipos diferentes de
grupos carboxilicos, grupos imidazdis e grupos aminos. No estu-
do da ovalbumina e insulina foi observada também a titulacgao de
grupos fendlicos juntamente com grupos aminos. A titulagdo dos
aminoacidos permitiu a verificagao da exatidao dos calculos so-
bretudo na determinacdo do nlUmero de moles de grupos carboxili-
cos, imidazois e aminos.

2%

~ As diferencgas observadas entre os resultados encontra-
dos nas titulacoes das prdte?nas nativas e desnaturadas, servi-
ram para especular-se a respeito dos grupos que devem estar mas
~carados na proteina nativa. Esses resultados indicam  que a

uréia tem influéncia sobre grupos hidrofobicos tornando-os aces
siveis a titulacao e que o método de linearizacdo @ capaz de
fornecer importéntes informacoes sobre o comportamento  desses
grupos no estado nativo e desnaturado de proteinas. '



SUMMARY
This thesis corresponds to the continuation of  the
studies related to the linearization of titration curves of
proteins. It is mainly interested in the titration of proteins
denatured in urea and in comparing the results with those
obtained with native proteins. The following titrations of

proteins and amino acids have been performed:
1. Ovalbumin in S.ﬁ M urea piuﬁ 0.10 M in KCElsohmions;
2. Tnsulin in 0.10 M, 1.0 M KCE and in 0.70 M KCL  in
~ 8.0 Mourea solutions;

3. Mioglobin in 0.10 M KCL and 1n 0. 10 M KCE in 8.0 M
‘urea solutions;

4. Hystidin in 0.10 M KCL p1us 8. O M urea solutions;
5. Glutamic acid in 0.10 M KCZ plus 8 0 M urea mﬂut1ons,

6. Mixture of glutamic acid plus hyst1d1n in O. }D M KCZL
_p1us 8.0 M urea solutions.

The solutions of prot@1ns or amino acids have been
treated with excess of strong acid and titrated with sodium
hydrox1de solution. The method of 11near12at1on of titration

~curves have been applied to the exper1m9nta] data obta1ned in
these titrations, This method has been used in order to obtain
the equivalence volume and pKa of the various tltrabie groups.

Two subclasses of carboxylic groups, the imidazol and
the amino grdﬁps have been characterized in the three proteins
studied. The phenolic groups héve also. been cmnﬁctéﬁzed together

with amino groupsin the cases of insulin and ovalbumin. The
differences of results obtained for native and denatured
proteins have been dsscussed on the basis of groups which are
masked in the native proteins.

The method has also been applied to the amino acids
hystidin and glutamic acid in order to check your accuracy.



1. InNTRODUGAO
" 1.1 - Titulagao Kcido-Base de Proteinas

As investigacbes acerca da quimica de proteinas tem co-
mo um dos principais objetivos explicar suas funcdes biologi-
cas. Dentre essas investigagoes destacam-se aquelas referentes
3 dissociacao acido-base dessas macromc]écuﬁas, pois a partir
da caracterizacao de seus grupos titulaveis e possivel obter-se
dados necessarios a e]ucadagao de suas estruturas. Alem disso,
podem ser obtidas importantes informacoes sobre os tipos de in-

teracoes que ocorren entre esses grupos.

As curvas de titulacao acido-base permitem determinar-
" ge a natureza, a estequiometria e o ‘'valor de pK de cada grupo
titulavel bem como a influencia de certas substanc1as sobre a
1onwzagao desses grupos. Diferengas individuais entre proteinas
. podem também ser evidenciadas a partir de suas curvas de titula
(;50 . . R i

Certas propraedades das prote1nas em solucao, sao fun-
i'goes da at1v1dade dos Tons hidrogénio. Desse modo, solubilida-
Cdey pressao osmbtica, atividade enzimatica, estabilidade da for
ma natlva, mobilidade eTetroferetaca, viscosidade, entre - ou-
tras propriedadesg S&a0 afetadas por variacoes de pH(}). Por is-
“so @ de interesse observar-se 0s efeitos produzados por varia-
coes das atividades desses 1ons sobre essas proprledades.

0 estudo do equ111br10 acido-base de prote1nas tem por-
‘tanto um significado biologico relevante uma vez que possibili-
ta a obtencao de dados valiosos para a elucidacao de suas estru
turas aleém de um conhecimento de aTgumas de suas propriedades.

A dissociagao de prote1nas, peptideos e aminoacidos tem
sido muito estudada(1 -37) e algumas revisoes hab}aograf1cas SO -
bre o assunto tem sido pubhcada(1 253, 4)

L3

Kekwick e Cannan estudaram a curva de dissociagao da
ovalbumina, verafwcando o efeito do formaldeido sobre as pro-
priedades acido-base dessa prote1na( ). Posteriormente, Cannan
e colaboradores examinaram suas propriedades anféferas, determi-
nando 2 estequiemetriardos grupos.tituléveis(G). Em 1942, Cannan
, -tratou dos problemas originados na determinacao e 1nterpretag50



de curvas de txtuiagao salientando os metodos de identificagéo_

(3)

_da natureza e do numero de grupos ionizaveis

A variagio do espectro de absor¢ado com o pH pode ser
usada para a determinagdo da constante de dissociagao dos gru-
pos fenblicos da tirosina. Com esse objetivo, foram feitas titu
lacbes espectrofotometricas da ovalbumina e 1nsu1ina(7) e da
miog%ob%na(B)c Constantes de dissociacdao de alguns peptideos fo
ram determinadas com o intuito de investigar-se o efeite da con
figuracdo otica de residuos de aminoacidos sobre a dissociagao
de grupos titulaveisto).

As curvas de titulagao potenciométrica de proteinas nao

apresentam pontos de inflexdo adequados para a determinacao da
estequiometria dos ¢grupos titulaveis e portanto o metodo wusual
para a-obtengdo da curva que permita a caracterizagao de uma
proteina, consiste em adicionar-se quantidades variaveis de aci
- do ou base forte a uma solucdo contendo uma concentracao conhe-
cida de proteﬁna medindo-se entdo os valores de pH obtidos apos
cada adigao. Em uma outra solucac, nao contendo a proteina,
. porém nas mesmas condicOes que a solugao anterior, adiciona-se

quéntidades adequadas de acido ou base forte a fim de conduzi-
" la a0s mesmos valores de pH da solucao qué contém proteina. E
¥0gico que essas quant1dades de acido ou base forte adiciona~-
\das nao serdo as mesmas para as duas solugoes, sendo maiores
para a soiugao contendo protelna Essa d1ferenga entre as quan-
tidades de titulante corre5ponde ao numero de H" dissociados ou
ligados. a proteara e um grafico dessa quantldade versus pH da a
laurva de titulacao. Essa curva € entdo analisada matematicamen-
te a fim de determinar-se a estequiometria e o0s va1ores de pKa
dos grupos tltuiaveas(a)

0 tratamento classico de curvas de titulagdo de protei-
‘nas, foi desenvolvido por Linderstrdm Lang cujo modelo cohside-
ra a molecula de prote1na como sendo uma esfera impenetravel ao
so?vente e com uma d1str1bu3gao uniforme de carga sobre a super
f}cze(10)._Nesse modelo os grupos titulaveis tem a mesma proba-
bilidade de ocupar qualquer ﬁosiggo na superf?cie da molecula
e a constante de dissociacao para cada um desses grupos & dada
pela seguinte equacgao:



pH - log { } o= pi{_i - 0,868 wz (1

onde X, 3 o numero médio de protons dissociados de N. grupos,
pK e ?guai ao cologaritmo da constante de dxsscc1agao intrin-
seca dos grupos i, w € um coeficiente de interacao eletrostati-
ca e z correSponde a carga tiquida sobre a molécula de protei-
na. '

Baseando-se no fato de que os grupos acidos e basicos
nio devem necessariamente localizar-se na superficie, Tanford e
Kirkwood desenvolveram um modelo no qual g considerado que es-

ses’ grupos ocupam posicoes fixas e definidas. A 1oca11zaga0 exa
ta de um determinado grupo carregado tem efeito 1mportante na

curva de t1tu1agao(11),

Porem, tal qual o modelo de Linderstrdm-
Lang, e considerado que as interagoes entre as cargas 530 épe~

. nas .do tipo coulombiano e que o solvente & 1mpenetravel a mole-

cula de proteina. De acordo com esse modelo, dependendo das in-
teragoes eletrostiticas a que estao sujeitos, alguns grupos com
‘0 mesmo valor de pK 1ntr1nseco nio serao titulados simultanea-
mente Por exemplo, 0S grupos fendlicos da ovalbumina nao sao

- normalmente titulados a valores de pH hos gquais deveriam ter si
do convert1dos quase totalmente a sua forma anionica. Tanford

. atr1bu1 esse fato como sendo devido a 1ocaizzagao desses grupos
numa reg1ao hwdrofeblca da proteina inacessivel ao so!vente(q
Posteriormente, a teoria de Tanford-Kirkwood foi aplicada a cur
ya de titulagac da Tisozima tendo sido demonstrado que embora
as 1nteragoes eTetrostat1cas tenham um maior efeito sobre os va
Tores de pK fatores como ligagOes de hadrogen1o 530 tambem
importantes e portanto a determinacao exata desses valores para
grupos individuais nao e poss?ve?(]z).

Nos extremos das curvas de titulacao, onde os valores
de pH ou sBo muito altos ou muito baixos, ocorrem perturbagoes
que podem resultar numa determinagao incorreta dos va1otes de
pK Tendo em conta esse fato, Marshall e Hanania descreveram

um metodo algebrico simples e geral para a determinacao do va-
Tor de pK a partir dos dados de titulacao referentes a regaae
centra] da curva. 0 metodo fot ap11cado a hemoproteTnas cuja
ionizagao envoive um equ1?1brao complexo e, portanto, a constan
* te de ionizagdo ndo pode ser determinada a partir do  espectro



de absorcdo pelo grafico de absorbancia versus pH(lg). 0 valor
de pKa encontrado pelos referidos autores para a ferrimioglobi-
na € concordante com os valores obtides por outros métodos numg
ricos que envolvem processos interativos e portanto requerem
maior tempo de calculo.

“Marini e Martin questioném a respeito do metodo de ava-
Tiacaoc do valor do parametro de interacdo eletrostatica w, da equa
¢3o de Linderstrgm-lLang, a partir das curvas de titulagao. Se-
gundo esses autores, fatores como a selecao incorreta dos gru-
bos ionizaveis e erros cometidos na determinacdo do numero to-
tal desses grupos associades a erros nas medidas, podem resul-
“tar numa determinacdo erronea desse parametro. Alem disso, a
teéria de Linderstrgm-Lang atribui a variagao da constante de
ionizacdo efetiva devido unicamente a fatores eletrostaticos,
quando na realidade fatores como estrutura molecular, forca i0-
-nica, constante die]étriéa, ligacoes de hidrogenio, entre ou-
tros, podem também ter influencia. A equag56 de Linderstrgm-
wLang descreve a constante de ionizacao como fungao do pH e da
carga da proﬁe?na-é'dé acordo com Marini e Martin, isso compli-
ca muito os cdlculos num sfstema ja bastante complexo como & o
5 casolde“prote?nas Esses autores sugerem que atraves de calcu-
1os computacionais, essas constantes de ionizacao podem ser fa-

cilmente calculadas (14},

1.2 - Metodos de Linearizacao

A caracterizaggo e determinagdo dos grupos titulaveis
de prate1nas a partir de curvas de titulacao potenciometrica pe
lo metodo convencional e trabalhosa e inconveniente sob o ponto
de vista analitico. Alem dxsso, 0 tratamento matematico normal-
mente usado para a determlnagao da estequiometria e valores de
pK dos grupos txtulaveas( 0) pode levar a resultados duvido-
sos. 0s métodos de titulacao termométrica por sua vez, nao per-
mitem a determinacao dos valores de pKa para'cada tipo de grupo
titulavel. Baseando-se nesses fatos, Godinho e Aleixo desenvol-
veram no nosso taboratorio um metodo pétenciométrico simples
que tem a vantagem de permitir a determinacao simultinea da es-
tequiometria e dos valores de-pKa paré cada tipo de grupo titu-
tavel. A solugao de ptote?na é-ttatada com excesso de acido for.



te e titulada com base forte e a proteina protonada @ entao con

(38)
tratamento matemdtico dos resultados consiste na segmentacao e
Tinearizacdo da curva de titulagio e o metodo de calculo baseia
se naquele desenvolvido por Seymour et alii. Esses autores usa-

siderada como uma mistura de acidos fracos monoproticos

ram funcoes de Gran modificadas para o calculo simultaneo de

constantes de dissociacao e concentragao dos componentes de uma
- e s - - 39

mistura acida de condensades atmosfer1cos e agua da chuva( ).

Uma diferenca entre o metodo desenvo?vado no nosso labo

ratorio e o tratamento classico da curva de t‘;tu'iagao(1 ) e

que no primeiro caso, nao s3o levados em conta os efeitos ele-

“trostaticos devidos a carga 1iquida das proteinas, o que consti
tui uma vantagem, pois nio se fundamenta em modelos.

Varios métodos tém sido usados para determinar pontos de
equivaléncia, constantes de dissociacdo, potencial de jungao e
(38~ 76) E

m
sua maioria, os métodos de ]1near1zagao de curvas de t1tu]ag50
fundamentam-se nas funcoes desenvolvidas por Gran(40’41) cujo

- . s .- .. 2
‘segundo metodo baseia~se na ideia original de Sorensen(4‘), Es-

outros parametrcs envolvidos em titulagao acido-base

- se segundo método da excelentes resultados mesmo quando se titu
la com bases fortes, acidos moderadamente fracos. Para que esse
método dé melhores resultados, o valor limite da constante  de

dissociagao deve ser da ordem de 1077 (43)

Num trabalho de Ros
~sotti & Rossotti, o meétodo grafico de Gran e discutido e compa-
rado aos metodos diferenciaié comumente usados para obtencao de
volumes de equivai@ncia. Uma maior preciséo e encéntrada ao em-
pregar-se as fungoes de Gran, sobretudo se a curva de titulacao

B a531metr1ca(44)

Ne entanto ao deduz1r as fungoes, Gran fez algumas sim-
p}1f1cagoes que podem em determ1nados casos, resultar em des-
vios da linearidade. Essas Tlm1tagoes implicaram no surgimento
de novos métodos que usam modificacgoes dessas'fungﬁes ou outras
funcoes nao 1inear@s(35’38 - Sbe 6]"75). Metodos que utilizam
equacbes com balanceamentos de carga e massa mais rigorosos tem
sutgide para descrever o comportamento de sistemas mais comple~
x0s e assim funcgOes mais complicadas saoc normalmente resolvidas

com o auxilio de computadores,

Ingman e Still modificaram as fungoes originais.de Gran,
* desenvolvendo equagﬁes que permitem a localizagao do ponto de



" equivaléncia com maior exatiddo para casos de titulagles de aci
-7 ]0-10 (43

No entanto, uma limitacao @ gque esse método requer conhecimento

dos com constantes de dissociacac da ordem de 10

exato da constante de dissociacdo, o que nao € possivel em al-
guns casos. Ivaska e Wdnninen wusando as equagoes de Ingman e
$til11, desenvolveram um metodo computacional capaz de determi-

nar simultaneamente a constante de estabilidade e o ponto de
equivaléncia para o caso da titulacdo de um acido fraco com ba-
se forte(45).

As funcGes de Gran originais foram comparadas a funcoes
modificadas e desenvolvidas para a determinagao do teor de car-

bonato e alcalinidade total da agua do mar, encontrando-se meno

46
res erros sistematicos ao usar- Se essas funcoes modnfacadaé

Fatores como variagoes dos coeficientes de atividade,er
res na determinagdo das constantes de equilibrio e presenca de
sais hidrolisdveis, podem afetar as funcoes de Gran. Midgley e
McCallum considerando esses fatores, derivaram funcoes lineares
para analise da curva de titulacao de acidos fracos com bases

fracas(47).

As varlagoes de coeficientes de atividade e poten-
‘~c1a3 de juncao que ocorrem na formacao de complexos em misturas
- de solventes organwcos e agua, foram estudadas por Rossoti &

Rossoti através do uso de fungoes de Gran mod1ficadas(4 )

As curvas de titulagao potenciometrica de misturas de
“um acido forte e varios acidos fracos podem ser tratadas atra-
vés de um sistema de equacdes lineares cujas solucoes correspon
dem as concentracoes dos componenteé da mistura. O tratamento
matricial desenvolvido por Ivaska & Nagypal, éermite analisar
misturas muito complexas de dcidos com valores de pK, muito pro
ximos como & o caso da mistura de acido succinico e ac1do citri-
cold9)
_ A localizagao do ponto de equivalencia pode tambem ser
feita attavés de métodos gue aplicam o ajﬂste de curvas multipa

ramétricas Anfalt e Jagner reconhecem que essa tecnica pode
dar melhor precisac e exatidio gue a segmentacao.das curvas de
tituiagao(so), Esse metodo foi aplicado a titulacoes de bases

fracas com acido forte de concentragao desconhecida. A quantida
de da substincia titulada e a conéentrag%o do titulante sao de-
terminadas simult3neamente e portanto a padronxzagao prev1a do
titulante nao e necessar1a(51 ).
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- A automatizacao associada a um tratamento matematico a-
dequado, permite que sistemas comp?exos sejam analisados num
tempo relativamente curto. Johansson & Johansson analisaram cur
vas de neutralizacao desprovidas de inflexdes utilizando um sis

~tema de titulacao automatizado e determinando os parametros a-

traves de refinamentos mu?tiparamétricos(sa).

- Um método computéciona] desenvolvido por Arena et alii
€ capaz de refinar varios parametros envolvidos em titulacoes
acido-base através de equacdes nio ineares. Uma grande vanta-
gem do programa computacional desen olvido por esses pesquisado

.. res, & a sua capacidade de refinar Jarametros que sofrem varia-

¢bes de uma titulacao a outra alem daqueles comuns a varias ti-
‘tuiagaes(SA). Una modificagao dessz2 programa foi feita recente-

mente de modo a obter-se simultancamente constantes de protona-
cao e parametros: que Sao-fungﬁes*da forca iénica(ss),

Fsses daversos métodos de cilculo aplicados adequadamen
‘te a analise de curvas de titulacao acido-base, possibilitam a
obtengao de uma grande quantidade de dados com bastante exati-
dao e precisao e portanto muito tem contribuido para a amplia-
'gdo do uso da titulometria de neutralizagao como t@cnica de ana
}ise guantitativa.

. \.
(1.3 - Desnaturagao

A

0 modo pelo qual as cadeias de polipeptideos encontram-

~se enroladas no estado nativo tep grande influéncia sobre algu-

mas propriedades das prote?nas. Certas mudancas do meio podem
modificar esse estado alterando tanto as propriedades fisicas e
quimicas quanto as fungﬁes‘bio16gicas dessas macromoleculas. O
processo respdnsﬁve? por essas transformagoes € conhecido <como
desnatura§§0 e resulta num aumento acentuado de reatividade de
certos grupos funcionais. Estudos das reacoes envolvidas nesse
processo sao muito importantes pois podem fornecer informagdes
tanto das estruturas quanto das fungoes das-prote?nas Muitos
trabalhos referentes 3 desnaturacio e agentes desnaturantes,sao
encontrados na 11teratura(77 }41), destacando-se aque}e desen-
_vo]v1de por Kauzmann que d1scute amplamente os fatores envolvi-
dos neste processo(77)



Conforme os desnaturantes usados, diferentes estados des
naturados podem ser obtidos. Por exemplo, uma determinada pro-
teina em dioxanc pode apresentar caracteristicas diferentes
quando em presenga de cloridrato de guanidina. Um agente desna-

‘turante bastante usado & a uréia cujas solucdes concentradas mos

tram-se bastante efetivas no processo de desnaturacao e seu me-
canismo de agao bem como o de outros‘ desnaturantes sobre as es-
truturas secundaria’ e tercidaria de siopolimeros tem Sido muito
investigado. Dentre as forgas que martém a estabilidade de uma
dada proteina em solucao, as 1igagors intermoleculares de nidro

:xgen1o desempenham uma funcdo releva ite. De acordo com a opinido
de Pauling e Mirsky, a uréia desnatura a proteina por ruptura

dessas ligagoes, caracterizando-se o estado desnaturado por um
arranjo desordenado das cadeias pept1d1cas(78)

Um mode?o que descreve a cxnetaca de desnaturacao consi
dera que a Unica barreira de transigac entre o estado native e

o0 estado ativado, € a presenca de ligacbes de hidrogenio entre

0% grupos polares. Foi assumidb que a ureia compete com os s7-
tios de ITgagoes de hqdrogen1o, diminuindo portanto a probabili
dade de formagao dessas ligacoes entre esses grupos(79)

Klotz e Franzen estudaram a formagao dessas ligagoes en

tre grupos amida usando como modelo representative desses gru-

pos ‘em peptideos, o composto N-metilacetamida. Baseando-se nos
reSu?tados, esses 1nvest1gadores concluiram que em solucdo aquo
32 a estabilidade das ligagOes interpeptidicas & muito pequena
e portanto a contribuigdo dessas ligacoes para manter a confor-

.magao de proteinas em solucio, nao deve ser muito grande (80).

Kiotz e Stryker examinaram o efeito da uréia sobre um polimerc
sinteético isento de grupos doadores ou receptores de hidroge-
nio. Nesse caso a estabilizagao da estrutura ndo poderia ser
atribuida a ligactes de hidrog8nio, concluinde os autores que o
fator responsavel pela estabilizacio & uma interacao macromole-
cular éxistente entre o so?vente e 0 sa?uto(g]),

0 efeito dessas Tigacoes sobre as forgas de acidos di-

vcarbox1ilcas foi avaliado quantitativamente, tendo sido compro-

vado que em relacdo a fatores eletrostaticos, esse efeito @ ne-
g]igenci&vel(sz). Levy e Magoulas verificaram que a constante
de ligagao de hidrogénio de alguns desses acidos diminui com a

concentragao de uréia, porém essa variacdo nao & suficientemen-
te signifﬁcativa(SB),
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A relagao entre a forca da ligagdo de hidrogenio e a na
tureza do solvente foi analisada, tendo sido observado um en-
fraquecimento dessas ligagdes com um aumento da natureza dipo~
tar do solvente conseqiiente de interacoes dipolo-dipolo deste
com o soluto(g ), Kresheck sugeriu a possibilidade de interacgao

dipolo-dipolo no processo de associac3o da uréia em-solugoes di
Iu?das(sg).

Varios pesquisadores tém sugerido gque soTﬁgSes aquosas
de ureia s3o melhores solventes que a agua para muito solutos
contendo grupos h?drofobwcos(gs 88) e portanto esse comporta-
mento pode caracterizar a atividade desnaturante da uréia por

cenfraquecimento de ligacoes hidrofGbicas. As teorias desenvolvi

das para exp11car esse enfraquecimento, sao diversas e contradi

torias. Tanford acredita que a estabilizacao do estado desnatu-
rado & devido a 1nteragaes entre uréia e alguns grupos polares

- da molecula da proteina localizados em reg1oes hxdrofob1ca486)

Resultados semelhantes foram encontrados a partwr de medidas de

selubilidade de hidrocarbonetos. Comparando os resultados com

estudos similares de peptideos simples, os pesquisadores conclu
iram que devido 3 interagoes ureia-peptideos, as ligacoes hidro
fobicas sdo rompidas, favorecendo a solvatacao de cadeias late-

. rais nao potares(87). Estudos de solubilidade de onze aminoaci-
~dos e compostos relacionados Tevaram Nosaki e Tanford a con~

clu&r que & uréia possui a propriedade de estabilizar tanto gru
pos nao polares quanto grupos pept1d1cos(88). Bubin e Strauss
estudando transicoes conformacionais de copo11meros, observa—
ram que a desestabilizagdo do estado nativo & devido ao aumento

de afinidade ‘solvente- cadeias laterais h!drof0b1cas(89).

A molecula de uréia apresenta uma érande Eapacidade de
formar ligagdo de hidrogénio com a molecula de agua por possuir
tres centros potenciais de ligacio alem de ter um pequeno efei-
to sobre a po1ar1dade da agua(ga). Tendo em vasta essa propr1e*
dade, alguns pesquisadores tém usado solugoes aquosas desse des .
naturante para investigér'a contribuicdo da estrutura da agua
para a forma§§e de micelas e lTigagoes hidrofﬁbicas(90'93) Re-
sultados termodinamicos indicam que a ureia afeta principalmen~
te variacoes entrOpicas na formacao de m1<:<—:"ias(9 1, modificando

primeiramente a estrutura 1ceber9“em torne das moleculas de 50
Tuto(90-93) o |
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Robinson e Jencks acreditam no entanto, que a habilida-
de da uréia em desnaturar proteinas nao deve ser atribuida ape-
nas a efeitos hidrofobicos e que a interacdo entre o solvente
e 0s grupos amidase peptidicos da proteina ocorre por um meca-
nismo n&o hidrofobico. Estudos realizados num composto contendo
principaimente grupos amidés,reve1aram‘a formagao de um comple-
xo resultante da interacao direta com a uréia. A agdo desse des
naturante & provaveimente devido a formacdo de ligacdes de Hi-
drogénio bifuncionais com ligacdes pept?dicas(94’95).

Estudos cineticos da desnaturacdo da ovalbumina em solu

..goes concentradas de uréia foram realizados atraves de medidas

de rotagao otica, verificando-se que o processo varia com o tem
po. Essa variagdo ndo & devido ao simples contato proteTna-uréia,
porém & resultante do ataque ntimo da proteTna pelo solvente
com a formagao de complexos., A ruptura de ligagoes de hidroge-

nio & apenas um dos fatores que podem controlar a velocidade de

‘dQSenroTamento da ovalbumina em uréia(gs).

Investigagoes seme-
Thantes feitas por Warren e Gordon sugerem que a formacao do
comp?exo cvalbumina-ureia se da apos o contato entre ambas e
que a desnaturagaa acorre sem var1agoes quantitativas na hidra-

tacao. A opinido desses autores & que as ligagoes peptidicas

: ‘SSQ o ponto mais provavel de ataque.pela uréia

‘ “. 0 efeito desse desnaturante sobre a estrutura da agua,
tem sido muito investigado acred1tando alguns autores que ha um
&romp1mento dessa estrutura, enguanto outros aceitam a hipotese
de um efeito formador de estrutura, havendo ainda uma corrente
de pesquisadores que defende a ideia de que a ureaa nao afeta a
estrutura da agua. Schick atribui um efeito rompedor de estrutu
ra Seme?hante ao efeito de Tons por modifitagaes do "iceberg" em
torno do soluto e consequentemente por alteracgoes de formacoes .
de mxce?as(ge). A partqr de medidas de volume molal aparente e
capacidade ca'lomf"tca3 foi conc}uxdo que a ureia comporta-se co

mo quebradora de estrutura, enquanto que ure1assubshtu1das tem
efeito 1nverso(98)

Subramanian e colaboradores num estudo preliminar de me
didas termoquimicas e de ressonincia magnetica nuciear,‘observg
ram que a ureia nao apresenta nenhum efeito sobre a estrutura
da agua(g ). Porem, num estude posterior esses autores observa-
ram que a baixas temperaturas h3d uma tendéncia de ruptura da es
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trutura sendo porem essa tendéncia muito pequena e dependenteda
temperatura(]eo), Contudo, Abu-Hamdiyyah baseando-se no fato de
que a adigao desse desnaturante aumenta a constante dielétrica
da agua, considera a impossibilidade deste. reagente compoffar-
se como rompedor de estrutura e portanto em solucdo a sua con-

tribuicao & de abertura da estrutura com aumento de ligacoes de
(301)
hidrogenio

Holtzer e Emerson analisaram varios trabalhos relaciona
dos aos diversos conceitos que descrevem a estrutura da dgua. pa
ra explicar a propriedade de proteinas e mol&culas menores em

..solugdo aquosa, demonstrando que ha uma ambigiiidade muito gran-

de entre eles. Segundo esses autores, uma variacao numa dada

‘propriedade fisica que ocorre quando um dado soluto & dissolvi-

do em agua, & sempre explicada na literatura, porem os argumen-
tos usados sao em sua grande maioria, equivocos. Desse modo,

. nao & possivel racionalizar um mecanismo baseando-se em res uita
~dos experimentais muitas vezes desprovidos de conteldo

(102) A
hipotese de que a uréia age diretamente sobre a estrutura da
agua € aceita por alguns autores, enquanto outros acreditam que

o seu efeito @ sobre a estrutura das proteinas. Esses fatos nos

‘levam a conclusdo de que o verdadeiro mecanismo de ag3o desna-

turante da ureia ainda n3o foi bem_definido. Alguns resultados
530 contraditoraos e certamente uma analise termodinamica deta-
1hada das interacoes ureia- agua e ure1a proteTna seja necessa-

;r1a a fim de compreender-se completamente 0 complexo processo

de desnaturagao de proteqnas por ureia.

Apesar de icidos e sais comportarem-se algumas vezes co
mo agentes desnaturantes de profeinas, & importante  ressaltar
que nesse trabalho consideramos como prote1nas nativas aquelas
estudadas em solucOes de HCE e KCL e na aUSEHCYE de ureia

Solugoes concentradas de sais podem ter grandes efeitos
sobre as estruturas e prﬁpriedades de proteinas. Esses efeitos
sao fungoes da natureza do sal podendo variar até para especies
que possuem o mesmortipo de carga. |

A desnaturagao por sais foi estudada por Schrier &
Schrier que verificaran o efeito de varios eletrolitos sobre o
comﬁortamento de proteinas, concluindo que a acao desnaturante
pode ser atribuida & interagbes dessas espécies uﬂzpept?&xm(]3gl
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Nandi e Robinson verificaram a influencia de certos sais
sobre a energia Tivre de grupos peptidicos, observando que tém
um efeito estabilizante muito forte. Outros sais apresentam ape
nas um efeito moderado, havendo ainda um grupo de eletrolitos
cujo efeito @ praticamente negligenciavel. 0s resultados desseg
autores indicam que qualquer mudanca estrutural de prote1nasque
resulie num maior nimero de grupos peptidicos expostos ao sol-
vente, & favorecida por interagoes do tipo sal-peptideo. 0 efei
to de KCL 2 M foi verificado ser apenas moderado. Nesse traba-

Tho, os pesquisadores discutiram ainda sobre 0S mecanismos de
_acdo desses sais, admitindo a dificuldade de interpretacdo dos

resultados atraves de teorias simples como a teoria da intera-

‘¢ao eletrostdtica. Acreditam esses autores que estas especies

exercem seus efeitos sobre proteinas e peptideos através de mo-
dificacoes da estrutura da §gua(

Um estudo da influéncia de so]ugoes concentradas de sais

-sobre ) coef1c1ente de atividade de um composto contendo grupos

amida foi realizado por Robinson e Jencks. Os resultados indi-
cam que a dissociacdo, solubilidade e desnaturagao de proteTnas

podem ser consideradas sobretudo devido aos efeitos dos sais so

bre os grupos amidas e pept1d1cos que tornam-se acessiveis ao

i soivente durante esses processos‘“ﬁmbora 0 mecanismo de acao

naa tenha sido estabelecido, os autores acredatam que um efeito

_desses sais sobre a pressao interna da agua associado a intera-
qgao direta de seus anions com os dipolos dos grupos amidas seja

consistente com os resultados encontrados. De acordo com a opi-

niado dos autores acima citados, esses resultados nao podem ser

satisfat0r1amente explicados pela teoria da estrutura da agua
nem pela teoria de interagido eletrostat1ca(14}). No entanto, os
efeitos dos Jons k¥ o cg” sobre a estrutura da agua foram inves -

tigados tendo sido mostrado que esses ions agem como gquebrado-
res de estruturall4e: ¥43) |

Considerando que nesse traba?ho as prot91nas foram ana-
Tisadas em solucoes de KC& de concentragoes relativamente bai-
Xas, acreditamos que n3o houve desnaturagao para 0s casos estu-
dados apenas sob essas condigoes. Essa conclusdo pode ser facil
mente evidenciada comparando-se os resultados .encontrados no

estudo dessas solugBes zZqueles obt1dos na analise das solugoes
contendo ureia.
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1.4 - Objetivos do Trabalho

0 nosso trabalho & uma continuacao daquele iniciado por
Godinho e ATe1xo( 8) e posteriormente prossequido por Godinho e
Hora A]ves(SB). Consiste na titulacdo potenciométrica de prote1
nas e am1noac1dos com 0 objetivo de investigar-se a natureza . e

o numero de grupos tituldveis, bem como determ1nar ~se 0s valo-
res de pk desses grupos.

"Estudamos as curvas de titulagao de algumas proteinas

ne estado nativo e no estado desnaturado em solugoes concentra-

‘das de ureia, com o intuito de verificarmos a influéncia desse
.-reagente sobre o comportamento acido-base desses biopolimeros.

Para aplicagao do método de linearizacio de curvas  de
titulacao potenciométrica desenvolvido no nosso laboratorio, as
solugGes de proteinas e aminodcidos devem ser tratadas com ex-

_cegso de acido forte, sendo entio cons:deradas como uma mistura
de - ac1des monoproticos. - '

Nos estudos reaT%zades em so1u§oes concentradas de ureia,
_cansxderamos além dos equilibrios devido a ionizagao dos grupos
acidos e basicos das prote1nas e aminoacidos, aquele decorrente

- da protonagao da uréia em solugdes~acidas. Desse modo, as equa-

goes de balanceamento de carga e massa usadas 0r1g1na1mente(38
) foram mod1f1cadas

~ Usando como titulante so1ugoes aquosas de hadr0x1do de
sodzo, titulamos putencxometr1camente

a) Ovaibumzna em solucoes de urela 8,0 Me forca ionica
0, 10 M em KCZ;

b} Insuilna tanto nativa (em condxgoes de forga ionica

0,10 M e 1,0 M em KCE) quanto desnaturada em ureia
8,0 M e em KC£ 0 10 M;

c) Mioglobina nativa em condigoes de forca ionica 0,10M

em KCz e desnaturada em solugoes de ure1a 8,0 M e enm
KCZ 0,10 M;

d)} Acido glutamico e histidina em solugoes de uréia
8,0 M e em KCZ 0,70 M. 0 estudo desses aminodcidos
cuja composicdo & conhecida com ma1or seguranga, te-

Ve como propos1to a verlficagao da exatidao dos nos-
sos calculos,
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0 nosso interesse primordial foi a aplicagao analitica
do método potenciométrico desenvolvido em nosso laboratorio cu-
ja determinacdo do ponto final de titulacao, permite analisar-
se misturas tao complexas como e 0 caso de proteinas. A anzlise
de proteinas e aminodcidos em so]ugoes concentradas de ureia
teve como objetivo apenas a observacao de suas propraedades ac1
do-base em presenca desse agente desnaturante, sem no entanto
preocuparmos-nes com o verdadeiro mecanismo do processo de des-
naturacao observado. Entretanto, a comparagao dos resultados
das titulagOes de proteinas nos estados nativo e desnaturado po

de dar indicagdes acerca dos tipos de grupos que estao inacess?y

veis na protelna nativa. 0 conhecimento desses grupos e muito

importante para o entendwmento das estruturas das proteinas
analisadas.

E de interesse ressaltar que nesse trabalho, os calcu-

“los foram processados considerando-se pH como sendo o coltoga-

r1tmo da concentragao h1dr09en1on1ca e portanto todas as cons-

tantes. determanadas referem-se a concentragoes ao inves de ati-
vidades. - '
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2. ParTE EXPERIMENTAL

2.1 - Aparelhagem e Reagentes

Na parte experimental foram preparadas solugdes de aci-
dos e bases, solucOes tampbes e de proteinas e aminoacidos em
solucoes de cloreto de potassio e em solucbes de uréia 8,0 M.
As solugoes analisadas foram tratades com excesso de acido clo-
_ ridrico e tituladas potenciometrica ente com hidroxido de sddioc.

As medidas de f.e.m. foram =fetuadas com precisao de
0,1 mV, empregando-se um pHmetro 0vion modelo 701 A e um eletro

do de vidro Metrohm EA 109 e outrc eletrodo de referencia de du
pla jungao Orion.n? 90-20 cuja pa&te externa continha uma solu-

'*,gﬁo saturada de cloreto de potassio.

Em solucoes de proteanas, e convenlente ter se cuidados
espec1a1s com o eletrodo de vidro, pois as mesmas tem tendencia
a penetrar na membrana de V1dro, 1nterfer1ndo assim no funciona
mento do eletrodo. Para eliminar-se essert1po de interferencia,
Kench1ngton sugere qué o eletrodo seja armazenado em | sdlugﬁes
. de HCZ 0,1 M e se necessérid em solugio 1 M desse Fcidot19), Co
mbx§§ proteinas analisadas sao soluveis em agua, ndao observamos
nénhuma alteragac na resposta do eletrodo, mesmo estocando-o em
;ﬁgua destilada. :

A ca]ibragﬁc do sistema de e?etrodos foi feita através
_de titulacgoes previas de so]ugoes de HCL de concentragao conhe-
cida, mantendo-se 0s coeficientes de atividade constantes. Es-
5a% t1tu?agqes previas possibilitaram a determ1nagao de Eéa
E‘b, jH e jOH Segundo Pehrssen et alii a titulagao de uma
quantidade conhecida de acido forte com base forte e um dos me-
Thores metodos para determ1nagao desses parametros(ﬁg) Even-
tualmente os eletrodos foram calibrados pelo processo convencio
nal, usando-se padrﬁes NBS de pH 4,008, 6,865 e 9,180 com o pro
posito de verificar-se o comportamento do eletrodo de vidro.

Solugdes padroes de hidrﬁxido de sodio usadas como titu
- lantes, Foram preparadas 11vres de carbonato, com agua bidesti-
lada e ferv1da$‘de acordo com a Tlteratura‘144)q As adigoes des
sas solucoes foram feitas com uma macrobureta Metrohm E 457 que
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permite uma precisio, nasmedadasde volumes,de 5 microlitros. Es-
sas solugGes foram conservadas em frascos de polietileno muni-
dos com sifao e protegidos com tubos contendo ascarite a fim de
evitar-se contaminacses atmosféericas. Foram preparadas solugoes
0,10 M em NaOH e 0,710 M ou. 1,0 M em KCZ conforme as. condigoes
de forga ionica. '

As solugoes de proteinas e aminoacidos analisadas foram
preparadas a partir dos seguintes produtos comerciais:

- Ovalbumina grau V da Sigma Chemical Company, essen-
ccialmente Tivre de sais e de pureza elevada (99%);

- Insulina da Sigma Chemical Company, extra?da do pan-
creas bovino e contendo 0,5% de zinco;

- Mioglobina da Sigma Chemical Company, tipo II, essen-
cialmente livre de sais, extraida do musculo de cetd-
ceos e contendo 0,30% de ferﬁo primariamente no esta-
do férbico; B | |

m‘MonocTotidﬁato de histidina da Cario Erba RPE, 99% e,

~ Acido g?utﬁmico da Fisher Scientific Company, 99%.

A forga ionica das. so?ugoes foi admztxda constante,usan
“do-se solucbes de KCL. Desse modo;»?b1‘p0551ve1 relacionar-se a
concentragao h1dregen1on1ca ao potencial medido, uma vez que os
coeficientes de atividade foram mantidos constantes. Tanto as
brotexﬂas quanto os amanoac1dos foram titulados em forga ionica
0 10 M, sendo que a insulina foi titulada tambem em forca ioni-
ca 1,0 M. Assumimos que os coefigientes de atividades dos Fons
HY e oM™ nio foram afetados pela presenca de prote1na ou amino-
acido supando ‘que estas especies ndo contr1bu1ram sagn1f1cat1-
vamente para a forca 19n1ca das solucbes. A contrxburgao de pro
teinas sobre a forca ionica nao €& exatamente conhecida, mas sa-
be~se que & muito pequena. Cannan estudou a contribuicio da
B-lactoglobulina & forga iGnica observando que & insignifican~
te - Se a forga idnica for mantida'constante e a um valor
maior ou igual a 0,1 M, o coeficiente de atividade dos Fons ,H+

nao e alterado signif%cat1vamente(lg).

As solugoes de ureia usadas como desnaturante foram pre
paradas a partir do prodﬁto comercial P.A. da Mefdk. Essas sofg
¢oes foram preparadas de tal modo que, apos adicionadas s solu
¢oes analisadas, suas concentracoes tornaram-se 8,0 M.
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Convem salientar que todas as solugoes foram preparadas
com agua bidestilada e fervida.

2.2 - Detalhes Experimentais
2.2.1 - Solucoes de Ovalbumina

Observamos, durante a preparagao dessas solucGes, a pre
senga de um residuo insollvel que foi filtrado. As concentra-

“gOes dessas solucBes foram entio determinadas por secagem de um
- volume conhecido ate peso constante.

Simpson e Kauzmann, estudando a cinetica de desnatura-
¢ao da ovalbumina, verificaram que o simples contato desta pro-

. teina com solugbes de ur@ia, mesmo a altas concentragdes, nao
e suficiente para influenciar a rotacio Gtica. As alteracoes de

rotagdo otica parecem ocorrer em dois estagios distintos e va-
riam consideravelmente com o tempo. Em solugdes de ureia 8,01M,

o tempo req?er1do para a desnaturagao desta prote1na e cerca de
96)

b

Desse modo, achamos conveniente estabelecer um tempo ne

'cessar1o para assegurar a desnaturagao dessa proteina e assim
as. t}tuiagoes so foram efetuadas duas horas apos a adicao de
;yréia as solugBes de ovalbumina. Essas andalises foram feitas em

condigbes de forga ionica 0,70 M em KCZ.

0

2.2.2 - So1ug§es de Insulina

Ve

As titulacoes foram realizadas em trés condigoes: solu-
¢Ges de KCEZ 0,70 M, KCE 1,0 M e KCZ 0,710 M ﬁbrém na presenca de
ureia 8,0 M. Durante as titulacBes na auséncia de uréia, veri-
ficamos uma leve turvagﬁo da solugao que em forca idnica 0,10 M
foi na faixa de pH 4 a 7 e nas titulacoes em fdrga ionica 1,0 M
essa turvacdo foi observada logo apds adigio de KCE 1,0 M per-

“sistindo ate pontos da titulacdo em tornode pH 6.

Tanford e Epstein verificaram que o precipitado formado
e altamente hidratado, ndo representando nenhuma dificuldade pa
ra a reprodutibilidade dos resu]tados(ZS 26)



Na presenca de ureia 8,0 M, nao verificamos nenhuma tur

vagao das solugoes tituladas. As titulagGes foram feitas duas
horas apds a adicio de uréia.

2.2.3 - Solugodes de Mioglobina

As solugoes dessa proteina foram tituladas apenas em
forga ionica 0,10 M tanto na presenca quanto na auséncia de
uréia. Durante as titulacoes dessas solucoes na ausencia de

) uréias Toi observada uma precipitagdo na faixa de pH 6,5 a 11.
Breslow e Gurd supoem que acima de. pH 6,0 deve haver alguma al-
teragao na curva de titulacao como consequencxa da formagao des

se premp"ltado(ﬂ)& As so?ugoes da proteina desnaturada  foram
tituladas 2 horas apos a adicao de uréia.

'2;2.4_j Solucbes de Acido Glutdmico e Monocloridrato de Histidi
na

7 As solucbes desses aminbécidos'foram tituladas apenas
~em condigoes de forca idnica 0,10..M.na presenca de ureia 8,0 M.

e

?:2@5 - Solucbes de Uréia
,.\ l .

_ Devido a facilidade da uréeia em sofrer decomposigao em-
prEqamos solucoes recentemente preparadas Essa decomposigao tem
sido estudada desde tempos passados e se da primeiramente por

conversao a NHQDCN e depois a 602 e NH3. Essas reacoes sao mui-

to lentas a temperaturas baixas porem a temperaturas elevadas
OU na presencga de acidos a veloc1dade de decomposigao aumen-

(]45_]49). Ha pouco tempo étrﬁs a cinetica de decomposicao
deste desnaturante foi estudada por metodos ebu¥1ometr1cos no
nosso laboratorio. As reacdes foram analisadas em meio neutro,
acido e basico tendo sido observado que em meio neutro os produ
~tos de decomposig&o SA0 NH3 e CO2 Em condigoes acidas os produ
tos finais sao NH4 e CO? e em presenca de Jons OH a decomposi-
¢ao da como produtos NH3 e CO (]50)

e
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Considerando esses fatos, as solugoes de uréia prepara-
das foram imediatamente usadas na desnatiracao das proteinas e

apos o tempo necessario para ocorrer esse processo, foram efetu

“adas as titulagoes. A adicdo de HCZ foi sampre feita apos a
desnaturacao e antes de iniciar-se as tztuiagoes

2.3 - Calibracdo do Sistema de Eletrodos
, |
|
A calibracao do sistema de eletrodos foi feita titulan-
do-se potenciometricamente solugdes de acido forte na presenca

~de eletrolitos, com solucOes padrdes de base forte.

E fato conhecido que o eletrodo de vidro responde a ati

vidades de Jons hidrogénio ao invés de concentracdes hidrogenio

' -Knicas Medidas dessas concentragGes podem no entanto ser feitas

por.calibragoes desse eletrodo com solugoes de concentracgao co-
nhecida desde que os coeficientes de atividade sejam mantidos
constantes usando~se um meio i06nico de forca ionica constante.
Dessa maneira, pode-se relacionar potencaometr1camente a con-
N ceﬂtragae h1drogenwonica ao potencial medido E atraves das se-
guintes re]agoes

-~ E=El 4 59,16 log ('] + E5 2 25% ()
" E = Eéb - 59,16 Tog [OH7] + Ess 2 25%¢c | (3)

o ' y . - :
Es= Jy (W) + Joy [OH7] | (4)

v .

Nessas equagoes, E' refere-se ao potencial formal pa-
drﬁo, Ei ao potenc1a1 de Jungao liquida e os parametros JH e
JOH sa0 constantes caracter15t1cas do me1o ignico.

Para a determ1nagao de E s JH e JOH titulamos potenczo
metricamente uma quantidade conhec1da de solugao de HCZ em KC4&

0, 10 M ou 1,0 M (conforme as condigdes de forga ionica) com uma

solugdo padrdo de NaOH, Na presenca de uréia, esses parametros
foram determinados por adigdo de uma quantidade conhecida de
_HCE a soluctes concentradas desse agente desnaturante. As solu-
¢oes de ureia foram preparadas de tal modo que apds a adigao de
acido 0btinha~se'c0ncentra§6es iguais a 8,0 M.

AT
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Pehrsson e colaboradores sugerem que essa titulacao pre
via de uma solugao de acido forte com base forte, & um dos me-
Thores meétodos de calibracao do sistema de e?etrodos(sg).

2.3.1 - Determinagdo do Volume de Equivaléncia
4

0s volumes de equivalencia, V foram determinados pelo

e’
105/59 16

método de Gran(41) atraves do grafico da fungdo (V + V)
vs. V para pontos da curva de titul cao situados antes do ponto
"-.de equivalencia, P.E.. 0 vo1ume de 2quivalencia corresponde ao

ponto de intercessdo da reta com o eixo V. Nessa regiao da cur-

va de titulacdo, o V determinado jara sistemas contendo ureia
€ dado pela 1ntercessao com o eixo V da reta obtida pelo grafi-
co da funcgao 10E/59 16 vs. V. Modificamos essa funcao levando
em conta os efeitos de diluigdo da uréia durante as titulacoes.

.Para pontos localizados apos o P.E., 0 V e determinado pela in
tercessaa com o eixo V da reta resu1tante do grafico da fungao

(v o+ v,) 10778916,y

‘Nas funcgdes acima citadas, Vo refere-se ao volume ini-
cial de solugao titulada e V ao vc]ume de titulante adicionado.

As figuras 1 e 2 correspondem ao graf:co dessas funcgoes

SV antes e apos o P.E. para sistemas isentos e contendo U~
re1a5 respect1vamente Pode ser observado que em certas reg1oes
xHa curva de titulacao, ha um 11ge1ro desvio da 11near1dade, po-
rem apenas as regioes lineares foram consideradas na determina-
"ggolgo Ve . Esse desvio & mais pronunciado para sistemas conten-
do uréia Pode ser observado ainda que para sistemas onde a
urela esta ausente, o volume de equ1va¥en61a determ1nado para
pontos da regzao acida corresponde, dentro dos erros experimen-
tais, aquele determinado para pontos ioca11zados na reg1ao basi
ca. 0 mesmo comportamento nao foi observado para solugbes con-
tendo uréia, onde uma diferenca foi encontrada pela determina-
¢ao do Vo para pontos antes e apos o P.E.. Como as solugdes de
NaOH foram convenientemente preparadas e manipuladas e as titu-
" lacoes foram feitas em atmosfera de N,, esse fato nao pode pro-
- vavelmente ser devido a presenca de carbonato Desse modo, atri
buimos o comportamento observado, a presenca de 1mpurezas titu-
laveis em solugoes de ure1a 0 metodo de linearizacio de curvas
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FIGURA 1 -~ Curva de titulagao de 30,00 mf de solu-
gao de HCL com NaOH 0,1369M, lineariza-
da pelo metodo de Gran. I = 0,10 M,
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FIGURA 2 - Curva de titulagado de 30,00 m& de solugao
de HCL na presenca de uréia com NaOH
0,1289 M, linearizada pelo método de
Gran. 1 = 0,10 M.~

SR



23

de titulacao foi entao aplicado para a determinacao das concen-
tragoes e valores de pKa dessas impurezas,

2.3.2 - Determinacdo da Coﬁcentragao Hidrogenionica

A concentracao hidrogenionica para pontos tocalizados
antes do P.E. foi determinada através da seguinte equacao:

- V) C
HCe (5)

Em solugoes acidas, a uréia por ser uma base fraca so-
"fre protonagao, formando-se a espeécie Ut e portanto nessas so-
V1ugaes, a concentragao hadrogen10n1ca e obtida tendo-se em con-

ta o ‘equilibrio UH" <= U + H" e as sequintes equacoes:
Chee = ()« (W) (6)
[yt o L
ﬁ -k[UH+] = _lﬁmllylw : - (7)
. KUH+
' u v : ,
A U S . AU , (8
U v uT - (8)

El

Substituindo-se na equacdo 6 as equacdes 5, 7 e 8 tem-
se que: i ’

(1) - (Vg = V)Cp  Kyyt N 9)
(V0 VKt + Uo¥s - ;

Nas expressoes acima temos:

Cg = concentracdo analitica de base :
uHt s concentracido do acido UMY formado

[U} = concentracao de ureia em qualquer ponto da titulagio

U = concentracdao inicial de ureia

oy



Cyr = concentragao molar total de uréia.

2.3.3 - Determinacdo dos Parametros iy E\Eéa

Esses parametros podem ser determinados a partir dos da
dos obtidos nas titulacgOes de uma quantidade conhecida de solu-
¢ao de HCL com NaOH. Apos adigdes de volumes V de base, os valo

res de £ sao medidos. Pelo grafico ra fungcao E - 59,16 log Bﬁ]vsf

[H+] para pontos da curva de titula: 3o situados antes do P.E.,
\w;obfém-se uma curva caracterizada por uma regido retilinea cuja
extrapolacao intercepta o eixo y er (0, E' ). A inclinacao dessa
“reta corresponde a ‘EH ‘Esse método de determxnagao tem sido mui
to usado na ]1teratura(53 57,59,6(,63,69, 72). Pehrsson e colabo
radores acred1tam que variacoes de E' da ordem de decimos de mV

nﬂxpodem ocorrer pela transferéncia do e?etrodo de uma solugao pa-

ra™ outra. Esses pesquisadores desenvo?veram um método que in-
elui- regressao nao Tinear, no qual o va]or de E' pode ser usa-
do, por d1varsos meses sem que seja necessar1a uma reca?ibra—
(69) Dunsmore e Sill1én observaram que esse parametro perma-
nece prat1camente constante de um daa para outro, varlando ape-
nas cerca de 0,1 mvcﬁg). Segundo Johansson & Johansson quando
h.E' varaa, um erro constante AE‘ 1ntroduz um erro ApH em todos
os valores de pH(53). Desse modo, E' deve ser sempre determ1na-
“do e nesse trabatho essa determinagao foi fe1ta para cada titu-
ﬁﬂagac
Em meio idnico constante, o potencial de juncao 11qu1da
" pode ser cons1derado dependente .apenas da concentragao hidroge-
nionica. Em pranc1p1o, quanto maior a forca ionica menor o po-
tencial de juncio e, portanto, quando 0 seu valor 3 conhecidn
com pouca precisao, e conveniente usar-se um meio ionico concen
trado(63), 0 fator JH que esta relac1onado a E s & funcgdo da
composicao do meio idnico e das condigoes do e]etrodo de vidro.
Para um bom e1etr0d05 JH e cerca de -25 mV/mol £ -1 em KCL 0,5 M(7a
pommaosseguumes valores fotam encontrados por Igmann et alii

(63)

e
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TABELA 1 - Valores de jy em Fungdo da Forga Ignical63)

Meio “ 3y (mV/mog £71)
Kce 2,0 M ‘ . 20,25
KCE 0,5 M | 90,5
0 par de eletrodos usado no trabalho de Johansson &

-

Johansson apresentou um valor de Jy Tgual a -23 mV/mot £ que

manteve-se constante por um perfodo de diversos meses. Nesse tra
. baTho o meio fonico usado foi BaCe

o 0,5 M(72). Segundo esses au

tores o valor de jH apesar de ser estavel para um dado par de
eletrodos deve ser constantemente testado quando usado em condi
coes extremas(ss)u No nosso caso particular, verificamos gue em
solugbes concentradas de uréia h3a uma variagio desse parametro
e de Eé#'em cada titujag&ou Desse modo, levando-se em conta as
variagoes ocorridas na concentracidoc de uréia durante as titula
¢oes, os valores de E'_ e Jy foram determinados pele grafico da
fungao: E - 59,16 log [H+] VS, [H ] sendo que nesses cmsos[H
“Foi determinada pela equagao 9. Considerando-se os efeitos de
Wdiluigdo, os valores de E,, foram recalculados para todas  as
titulagoes de solugbes contendo ure1a, usando-se a seguinte re-
%Tagap .

Ys Yo

E' = E' - 59,16 log 14— (10)
0a a
'(V0+V)KUH+

- Nessa equacao Eh refere-se ao valor de E' recalculado.
Essa equacao foi obtada a partir das seguintes re]agoes

| .y |
= (nt 1 S 1
[](Jr(v (1)

o + V)KUH+

{

E = Ega + 59,16 Tog Cypp + E, (12)



TABELA 2 - Parametros Usados na Determinagao da Funcdo
E~59,16 Tog [H'] .

E (V) V(me) [H"] 1073 E-59,16 Tog [H' ]
298,5 0,602 5,874 430,5
296, 9 0,770 5,512 430,5
293,7 0,910 4,867 430,5
291,71 1,010 4,410 430,5
287,6 1,135 3,843 430,5
283,9 1,250 3,325 430,5
279,4 1,370 2,789 430,5
272,9 1,510 2,168 430,5
965.8 1,630 - 1,640 430,6
257.9 1,730 1,204 430,6
2434 1,850 10,683 430,7
207,3 1,970 0,167 430,8
189,0 1,990 0,081 431,1
V, = 30,00 mes V, = 2,009 me; o = 0,1369 M; I=0,70 M.
L,

A

T -

= 4310} ,

2 %\M@; N o a o F—

o

{s]

ML .

429,{)0 2 é A &
1073 o

FIGURA 3 - Curva obtida pelo grafico da fungdo E-= 59,16.
log W) wvs. Y . 1=0,10 M

g



TABELA 3 - Parametros Usados na Determinagdo da Fungdo
E-59,16 log [ K ]

E (mV) V{me) [H ] 1073 (m) E - 59,16 Tog [H']
285,5 0,000 4,550 424,1
284,5 0,045 4,371 . | 4241
280,6 0,200 3,758 424,
277,8 0,300 3,367 424,1
274,6 | 0,400 2,977 4241
268, 7 0,560 2,359 ' 424,1
264,1 0,660 1,977 4241
256,1 0,800 1,445 424,1
209,1 1,125 0,229 4245

. 196,1 1,150 0,137 424,7

VO‘aWBG,OO me; Y, = 1,187 ml; Cg = 0,1150 M; I = 1,0 M,

¥ 4250

-

1.5916 LO§1 ¥

423,00 . L ) " 4
(11072

FIGURA 4 - Curva obtida pelo grafico da funcdo
E-59,16 Tog [ W Jvs. [H']. 1 =1,0M,

Lt



TABELA 4 - Parametros Usados na Determinagao da Funcgao
£ - 59,16 log [ H' )

£ (mV) V{me) [ H ). 1073m) E - 59,16 log [H')
210,1 0,025 6,664 | 338,8
208,3 0,140 6,146 . 339,71
205,3 0,300 5,432 339,3
202,9 0,420 4,902 339,5
198,2 0,620 4,028 339,9
- 194,8 0,740 3,508 340,0
193,6 0,780 3,336 - 1340,1
187,9 0,940 - 2,652 340,3
180,5 1,100 1,974 340,5
170,0 1,260 1,304 340,7
- 154,7 1,400 0,723 o 340,5
12,0 1,500 0,311 339,5
89,6 1,560 0,065 o 337,3

VQ = 30,00 mé; Ve = 1,576 m€; C, = 0,1290 M3 I = 0,10 M; U0 = 8,0 M;

B
Kyt = 0,23 M. { H' ] determinada pela equagdo 5.

- -.‘W

340.0¢

£-89161 001"

3380 , . .
0 ) 4 i
[W*.1073 0

FIGURA 5 - Curva obtida pelo grafico da funcao E - 53,16 log [H"“]
vS. [ H ). [H"] determinado pela equagio
5‘7U0 =8,0M I =0,10 M.

e



TABELA 5 - Parametros Usados na Determinagdao da Funcao
E -59,16 log [H').

E (mV) V(me) [ H].107 (m) E - 59,16 Tog [H']
210,1 0,025 0,186 o 430,8
208, 3 0,140 0,173 430,9
205,3 0,300 0,153 1431,0
202,9 0,420 0,139 431,1
200,2 0,540 0,124 431,3
194,8 - 0,740 0,100 431,4
187,9 0,940 0,076 ‘ 431,6
180,5 1,100 0,057 431,6
170,0 1,260 0,038 431,5
154,7 1,400 0,021 | 431,4
132,0 1,500 0,000 430,5
vo‘sfso,oo me; Vg = 1,576 me; Cp = 0,1290 M; U = 8,0 M3 K+ = 0,23 M

I=20,10 M.[H+} determinado pela equacio 9.

| - - - B e
4310} d///”/éwwm :

4290 . ' ' )
0 GX) 3
(#1107 H

FIGURA 6 - Curva obtida pelo grafico da funcdo E -59,16 Tog [H')

vs. [H+] . [H+] determinado pela equagao
Q.Lg = 8,0M; I =0,10M,

[-5916 L0607

g



A equagao 11 foi obtida levando-se em conta as equacgoes
6, 7 e 8 e a equagao 12 relaciona o potencial medido E ao valor
de Eéa recalculado, tendo em conta a concentracao hidrogenﬁﬁnig
ca em solugoes de ureia. Comparando-se as equagoes 2 e 12 chega
se a'equagéo 10. '

A tabela 2 mostra bs dados referentes a detérminag&o de
jH @ Eéa em forga ionica 0,10 M em KCZ e na auséncia de wuréia,
para uma titulacao. A curva apresentada na figura 3 foi obtida
pelo grafico de E - 59,16 log [H+] Vs, [H+]. Nessas condigoes de
forga ionica, o valor de jH encontrado foi 0,0mV/M,.

0s dados referentes a determinacao de jH e Eéa em for-
¢a ionica 1,0 M em KCL e na auséncia de uréia para uma - titula-

¢#0, sdao mostrados na tabela 3. A curva da figura 4 e resultan-

te do grafico de E - 59,16 log [H+] Vs. [H+]. 0 valor de j, en-
contrado nessas condicoes de meio ionico foi também de 0,0mV/M.

Para a determinacao desses parametros em solugoes de
ure1a fizemos para efeito de comparacgao, dois tipos de conside-
ragoes. No primeire caso a concentragdo hidrogenidonica foi de-
terminada atraves da equacao 5 e os dados de uma titulacdo usa-
dos nessa determinacdo s3o mostrados na tabela 4. A figura 5
apresenta a curva caracteristica do graffco da fungao FE -59,16
- log [H J Vs, [H ]. o segundo caso, a concentragao hidrogenioni
ca.foi determinada através da equacdo 9 e os dados referentes a

,determ1nagao dos parametros 3H e Eéa sao apresentados na tabe- -

Jda 5. A figura 6 mostra a curva obtida pelo grafico de E - 59,16
Tog LH ] Vs [H+] Observamos que 08 va10res de JH nesse segun-
do caso sao, em termos abse?utos, muito maiores que no primeiro
caso ¢ esses foram os valores usados nesse trabalho. 0s valores
de Eéa usadqs~f0ram aqueles valores médios encontrados atraves
da equagac 10. Como ilustracdo, apresentamos em seguida, um e-
xemplo da determinacéo delEéa recalculado. Seja uma titulacdo de
30,00 m& de uma solugao. de HCL na presenca de ureia. 0 grifico
de £ ~ 59,16 log [H+] vs“[H+] aprasehta uma regiao retilinea
para os pontos de titulagao correspondentes aos volumes de
0,025 m€ e 1,700 mf de base adicionada e intercepta o eixo y em
(0,432,1). Entac a equagdo 10 aplicada para esses pontos da ti-
tulagao da os seguintes valores de Ega

L.
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it

. 8 x 30
E'a = 432,1 - 59,16 log [1 + = 340,2mV
¢ 30,025 x 0,23

8 x 30

3471, TmV

23]

o=
o™
it

432,17 - 59,16 log 1 +
. 31,100x 0,23

0 valor medio de E;a igual a 340,7mV @ entio considera-
do nos calculos. Esse valor & aproximadamente equivalente aque-
le encontrado pela ap?icagﬁo do método dos minimos quadrados a
. reta obtida pelo grafico de E - 59,16 Tog (H*] vs. [H'] , onde
“[H ] e determinado pela equagao 5. '

2.3.4 - Determinagao dos Parametros Jon © Esb

O valor de E' em solucao acida, E' difere de diversos

mV daque1e em solugao alcalina, E‘b. C1avata explfca essa vérig

cao devido a dissolugao da camada protetora de s71ica hidratada

formada em solucoes acidas. A dissofugéo dessa camada que reco-

bre a superficie do eletrodo de vidro, ocorre a valores de pH

_super1ores a 7,0 e partaﬁto hi uma- %0d1f1cagao da superficie da

meqbrana de vadro que esta em contato com a solucao teste(75)

. A determ:nagao de Jo, e E'b'é semelhante a determinacgao
«de j, e Er . Um grafico da funcdo E + 59,16 log (O] vs. [0H7]
para pontos apos o P.E., origina uma curva cuja regido retili-
hea extrapolada ao eixo y da o va?or de E‘b como intercessao. 0
vaior de 30H corresponde a 3nc13nagao dessa reta.

As tabe}as 6, 7 e 8 apresentam os dados referentes a de
terminagio de jo. e E'\ para titulagSes em KCZ 0,10 M, 1,0 M e
em sistemas contendo ureia em KCZ 0,10 M, respectivamente. As
figuras 7, 8 e 9 re{erém se respectivamente ao grafico da fun-
¢ao E + 59,16 log [OH ] vs. [OH"] para cada um desses casos. A
concentragao de Tons hidroxila foi determinada atraves da se-
guinte relacgao: | |

_ (v - v
oW = mmgmwmﬂvmﬁ | (13)
+



TABELA 6 - Parametros Usados na Determinacdo da Funcio
E+ 59,16 log [OH7)

E (V) y(me) [ on” J.107° (m) © E+59,16 Tog [ OH ]
~181,6 2,110 0,431 - 380,7
-191,1 2,150 0,600 - 381,7
-203,5 2,230 0,939 - 382,6
~209,9 2,290 1,191 - 382,9
-215,0 2,350 1,443 - 383,1
-219,3 2,410 1,694 ‘ - 383,2
 -224,0 2,490 2,027 - 383,3
~227,0 2,550 2,275 : - - 383,4
-230,5 2,630 2,605 - 383,4
~232,9 2,690 2,852 - 383,5
~238,9 2,870 3,586 -7383,6
-244,8 3,100 4,512 \  --383,6

~248,2 3,260 5,149 - 383,6

Vo z’30,00 me; Vo = 2,009 me; CB = 0,1369 M; T = 0,10 M.

~38101

£25916 1 00(0H7)

-38307

. ) S o o
0 ’ ) o 4 "
(0§10 30

FIGURA 7 - Curva obtida pelo grafico da fungdo E + 59,16 log [OH"}
ys. (o™ ). 1=0,10M,




TABELA 7 - Parametros Usados na Determinacao da Funcgao
E+ 59,16 log [0H7] |

E (mV) V(me) [ on™ ].10‘3 (M) E + 59,16 Tog [OH]
-187,4 1,300 0,415 - -387,5
~205,9 1,400 0,780 -389,8
-216,4 1,500 1,143 -390,4
-225,0 1,622 1,582 -390,7
o -229,3 1,700 1,861 E -390,8
-234,0 1,820 2,289 | -391,0
~237,9 1,900 . 2,570 - -391,1
-240,6 1,980 2,85 -391,2
-242.5 2,040 3,062 -391,2
o -244,2 2,100 3,271 “ -391,2
-246,3 2,180 3,549 -391,2

-248,0 12,250 3,791 - -391,2

s

YOV: B0,00‘mﬁg Ve = 1,187 mi; CB

= 0,1150 M3 T = 1,0 M.

--3880.

-39Q01

[+5916L06(0H7)

) 2 ' ' 4
011073 K

FIGURA & - Cufva obtida pelo grafico da funcdo E + 59,16.
log [OH7] ws. [OH7) . 1=1,0M.



TABELA 8 -~ Parametros Usados na Determinacao da Fungao
‘ E + 59,16 log [OH7]

- - 281,6

E(mV) V(me) [oH7). 107 () E + 59,16 Tog [OH)
- 199,3 1,660 0,139 0276
- 241,2 1,800 0,706 e_ -427,6

- 257,0 1,950 1,308 o -427,6 -
- 262,4 2,030 1,627 -427 ,4

- 268,7 2,150 2,103 S -a27,1
e 272,6 2,240 2,457 C -427,0

- 276,2 2,340 2,848 -426,8

- 278,7 2,420 3,154 A ~426,6

- 279,8 2,460 3,314 4265

2,525 °

3,566 -426,4

v, "= 30,00 me; V,

= 1,626 ml; Cg = 0,1290; Uo = 8,0 M; T = 0,10 M.

- 4260}

£+59,16 L060H)

-4280¢

4]

et ‘

e A

O

(0110734

FIGURA 9 - Curva obtida pelo grafico da funcao E + 59,16.

dog [OH7] vs. [OH} . v, =8,0M I=0,10M



No caso das solugoes cohtendo ureia, o volume de equiva-
lencia usado nessa expressao foi aquele encontrado pelo uso da
fungao de Gran apos o P.E..

) — . - oz t ' ’ ]
) Convem salientar que os parametros EOH’ Eob: Ve’ an e
jH nao foram determinados graficamente, porem atraves do metodo
dos minimos quadrados, usando-se calculadora de bolso ou algu-
mas vezes atraves de programas simples desenvolvidos em lingua-

gem BASIC para um microcomputador da PROLUGICA CP - 500.

2.4 - Determinacdao do Produto Ionico da Agua

0 produto ionico da agua, Kw, foi determinado  segundo

procedimento da 1iteratura(59’ 69 e 7}), usando-se a  seguinte
equacao:

. E' - E! N

= log Kw = 0:9 TGOb - (14)

A tabela 9 mostra os valores de pKw encontrados nesse
trabaTho'para diferentes forcas fﬁnicas. Esses valores corres-
%pdndem aos valores médios obtidos em trés titulagoes  diferen-
tes. Para efeitd de comparacao, 0s valores obtidos em outros
ttgﬁalhos foram incluidos na referida tabela.

Ao -
TABELA 9 - VaTores de pKw obtidos em Diferentes Forgas lIonicas.

L]

KCEL (M} - MNesse Trab&fho Qutros Trabalhos

. B (151)
0,10 13,74 = 0,00 . — o 13,78% p,00
1,0 13,76 £ 0,00 13,76(%0) 13,79 1 g,02(11)
0,5 R = z,7at 0,02(10)

Para solugbes aquosas contendo uréia de diversos lotes,
diferentes valores de pXw foram encontrados. A tabela 10 apre-
senta esses valores obtidos em condigoes de forca ionica 0,10 M.

o



TABELA 10 - Valores de pKw obtidos em Solugdo de Ureia.

Lotes pKw , UO(M)

01 14,58 T 0,01 8,0

02 14,527 0,01 8,0

03 14,54 T 0,01 8,0

Levy(192) 14,44 | 7,0
;

Observamos que ha uma concordancia entre os valores en-

contrados nesse trabalho e aquele encontrado por Levy em solu-
¢coes de uréia 7,0 M(152)

Durante as titulacces, a concentracdo de uréia sofreu
'uma-varﬁaggo de 8,0 M a aproximadamente 7,2 M. Essa diluicao a-
feta provavelmente o valor de Kw e assim procuramos levar em
conta esse fato, determinando esse parametro para cada ponto da
'titu¥ag§o Desse modo, usamos a seguinte relacao onde Kw' repre
senta o produto ionico da agua levando-se em consideracao a dilui-
“gdo:

o

THES
L'0 VO

o
, ' (Vo + VK

(15)

Essa relagao foi obtida ;abendo se que nessas condigoes
a conceniragao h1drcgen1onaca e dada pela equacao 11 e gue Kw =

(H") (0v™) (16).

2.5 - Determinac¢ao da Constante de DiSsocia@ﬁo de un*

A formagdo da espécie dcida UH™ nio foi considerada no
trabalho desenvolvido por Godinho e Hora Alves(®0). nesse traba
.}Ho, essa consideracao £0i feita e portanto a constante de dis-
sociagao desse acido foi determinada considerando-se o equily-
brio UK <=y + HT o usando-se as seguintes equacoes:
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(W) [v)
KUH+ = W (17)
T

Ht] = 10 59,16 - (18)
A equacao 18 foi obtida a partir da equagao 2, despre-

zando-se o termo Ejg pois foi observado que os parametros iy e
JoH sao negligenciaveis na regiao de pH estudada.

A partir da equacao 6 obtemos a equagao seguinte:
v oyt |
Y =gt () ; (19

: A substituicdo das equagotes 5 e 18 na equagﬁorlg, resul
“tac ‘

o E . E! .
: (V. - vy ¢ — 5 Te0 |
_ Vv o+ ¥
_ 0
Mas sabe-se que: [U] = Cyr — '] (21)
S
C Substituindo-se as equagﬁes‘S e 20 na equagao acima:
. .
»( E -~ an
2 u.y v, - V)L
iU3 - 0 0 - e, B. _ 10 59,16 (22)
N PO ¥ Vo + ¥

As equacoes 18, 20 e 22 substituidas na equagao 17 ori-
ginam a seguinte relagao: '

E-E
L : - 0d
E - Eoa Uo¥o - (Ve B - 10 59,16
0 3
UH
E-E
(Ve - V)G o
10 0916
V o+

0



0 valor de Ega usadoe nas relacoes acima, foi determina-
do a partir da titulagao previa de uma sonlucdo de HCL nas condi
¢oes de forga ionica 0,10 M em KCZ pelo nétodo ja mencionado. Em
seguida, o acido foi titulado nas mesmas condigGes de meio i6ni
co porem na presenca de uréia.

0s parametros calculados a partir dos dados obtidos nes
sas titulagoes sao mostrados na tabela 11. Esses parametros pos
sibilitam o calculo da constante de dissociagdo de UH' cujos va
lores encontrados para alguns pontos da titulacao sao apresen-
-tados na ultima coluna da referida tabela. 0 valor meédio encon-
. trado para essa constante em 2 titulagoes diferenfes foi de

0,23 M, o qual & concordante com o valor de 0,22 M encontrado
{152)

por Levy em solucao de uréia 7,0 M :
TABELA 11 - Parametros Usados na Determinacdo de Kypt
- E - B, W = NGy YYy oy &)
V) E () 100 B0y VotV Vo + ¥ o
0125 2211 10,1689 - 6,216 7,9668 0,22
0,225 2194 0,1580 '5,7821 7,9404 0,22
0,35  217,6 0,147 © 5,3505 7,9143 0,22
: 6;525 215,6 - 0,1363 a8 7,8882 0,22
&0,526 213,4 0,1251 4,4916 | 7,8622 0,23
0,625 211,0 0,1140 ;' 44,0726 7,8367 0,23
0,725 208,3 . 0,1026 - 3,6522 7,8112 0,23
0,805 2054 0,0917 . 3,2345 7,7859 0,23
0,925  201,9 0.0800 12,8196 7,7607 0,23
1,025 197,9 ’0,0684 o 2,4072 7,7357 0,23
1,126 193,1 0,0568 11,9976 7,7108 0,23
1,225 187,1 0,0450 1,5905 7,6861 0,22

& umm

Cowm . = . B . ! = /- R
Vo 1,622 ml; vy 30,00 me; Cp = 0,1251 M; Eoa 266,8 mV; UO 8,0 M,

gl



2.6 ~ Determinagao de Impurezas Titulaveis em Solucbes de Uréia

Com a finalidade de verificar a existencia de impurezas
titulaveis no meio desnaturante usado, aplicamos o método de
Gran e o método de Tinearizacdo para a titulagdo com NaOH, de so
Tugoes de HCL em uréeia 8,0 Mem KCL 0,10 M. Na aplicacio do meto
do de Gran, observamos como ja foi mencionado, que o volume de
equivalencia determinado para pontos localizados antes do P.E.,
nao correspondia aquele determinado para pontos situados na re-
'giao da curva de titulacao apos este ponto. Atribuimos esse fa-
.. to a presencga de impurezas titui&yeis nas solucoes contendo u-
v8ia. Através do método de tinearizacao detectamos 2 impurezas
Ctitulaveis que podem afetar os resultados obtidos nas solugoes
de medida. |

Processos de purificagao da ureia sao apresentados na
“literatura atraves de recristalizacoes em 51c003(152) e por
-recrasfa]1zagoes nesse solvente a baixas temperaturas(gs). Po-
rém apos recristalizagCes em alcool 60%, Levy detectou ainda a
presenca de uma impureza titulavel na concentragao 10 -4 equiva-
lentes/mol de ure1a(15 ). Como essas impurezas, mesmo apos re-

cristalizagoes, permanecem numé concentracao que pode ser detec
tada pelo metodo de 1inearizag50 desenvolvido no nosso Taborato
4??QQ a utéia utilizada nesse trabalho nao foi purificada. Foi
feiﬁa porem uma correc¢ao na determinacao do numero de moles dos
grupos de prote?néﬁ e aminodcidos titulados na mesma regiao de
pH que as impurezas presentes no solvente. Essa correcdo o
feita pela subtragao do volume de NaOH gasto na tifﬁ1ag50 das
impurezas, do volume deste titulante consumido na titulacdo das
proteinas e aminodcidos na regiaoc apropriada de pH.

S

Pela aplicacao do método de Gran, detectamos a presenca

de uma impureza com uma concentrag&o de (2,495 To ,49) x 10"4M,

Atraves do metodo de 11near12agae, as concentragoeg dac
2 1mpurezas encontradas foram da ordem de {5,707 t o, 165) x 1077
Me (2(%1 0,482y x 10 QBL respectivamentes. Os valores de pK
dessas impurezas foram respectivamente 7,13 ¥ 0,18 e 9546 0 22,
Esses resultados referem-se 3 média aritmética obtida para dife
rentes lotes de u?Eia; No entanto, ao-fazer as corregées'devido
a presencga dessas-impurezaSS levamos em conta os resultados
obtidos para cada 1ote; pela linearizagao da curva de titula-
¢ao de solucoes acidas contendo uréia.

S



TABELA 12 - Dados da titulacdc potenciometrica de 30,00 m¢ de solucao de
HCL na presenca de ureia 8,0Mcom solugao de NaOH 0,1092M. I

0, 10M; Eé = 147,3 m¥; J
a

Kw = 9,09 x 10°

14

H

= - 9.669,3 mV/M; J

OH .

i

{

4

L.

1.881
i

b

VL ME
0. L6
0. 300
0. 500
O30
0. 850
1000
Le 100
Lo 2Gs
L8301
1. 400
1500
16040
Led&i0
L 680G
1w 630
1 dudy
o650
Lo HG0
1.671
L. &80
Lo 90

‘in,Du

Jn; Q

La760
1770
1780
127948
W G0
L8820
o S50
B&EO

& FO0

B0
200
2.300

CALEO0

2. E500
& O
2 G500

LY
189 'y
ina 4
182 4
178 :Q
170,
L .9
L& .7
15404
j. w .;. W 5.3
12,3
vag. e
FA I
877
ThoY
HE. 1
Hi.2
gt 3
"ﬂﬁ'x
311G
-4, Jién it
R I
~L&E .G

~17%. B

~18a.4
-LEELE
=20, &
i

24705

- .i")t.’>x'..n (')

JERHWE
e ;}. i“{ E; # :i.
251 .8

AT

~a&l W0
~Bhé .
R I
AL LY I
—28H .8
1»‘.“‘5 %3
—AGa W

S BO8 |
3.866

"~y

Ly

L‘} H ]"5 E,:) S)
Mol
S - h
Haldy
D GHY
S9.721
RPRAT

wt

o}
bt
&

o
8. A585
8. 981
Pandl
IS
QL7748
G, pen
10
10
10
Lo

"

18
10,
10
10.
10

1i

GuWEL
Ha B9
4. 087
Y.t
4,25z

A

P

w BkEE

v
v

Q535

Val
w 3B
W A

WGP H
?35
‘)i..i
fiﬂ
PP E
071

féO
n“ 35
«WO7

‘Qéu

= 370,7 mV/M;



TABELA 13 ~ Resultados da linearizacao da curva de titulagdo potenciome-

trica de solucao de HCZ em ureia, com solugdo de NaOH.

res relacionados aos dados da tabela 12.

FUNCOLES DE GRAN NMODIF ICADAS

ParRA HECL

VOLUME pH FG  REFINADA FG  aJdusTapa
0. 100 3.808 1e6&7E~01 1.6B5E~01
0.300 3.864 1.4E¢1E-0L 1. 467E-01
0.B00 3.9%% 1.2 9E-01 1.248E~01,
0. 650 3.592 1.0 4E~Qf 1.088E-01 .

L 0.850 b.687 8.7 6E-02 B.661E-02
1.0060 W.181 7.0 35E-02 7. 023E-02
1.100 H.2852 6.0 13E-02 5.931E-02
1,200 Y, 34z Y. BRE-02 L. 839502
1.301 Y. U5G & THUE~Q2 Se73GE-02
1.400 - .12 2. 629C-02 2.665E-02
1.500 b, 354 1.B08E-02 1.563E-02
1.600 5.4zl Y. 026E~03 Y. 748E~03
1,610 5.549 3. 003E~03 3.621E-038
1.620 5721 1.990E~0% 2.529E-03
1.630 5. 95y L.108E-03 1.HB3E-05
1. 640 6,325 3.1326 -0y 3 HS0FE--0L

C1.450 7085 ~6.Z20RE-04 ~7 HPOE-OY

VOLUME DE EQUIVALENGIA PARA HOL= 1.64346

COEFICIENTE DE CORRELACAG=-.909904

- ParRa abind Has :

VOLUME pH FG  REFINADA FG  AJusTADG
1.650 7. 085 S.H07E~10 5.3316+-10
1.660 8,385 -1 EEGBE-10 ~3.577E-114

) 1.671 B.98: b, 1B2E~10 wé &LEE-10
~. LOEFICIENTE DE CORRELACAO=-.901404
. VOLUME DE EGUIVALENCIA PARA HAl= 1, 45937
CONSTANTE DE DISSOCIALAD P/HAl= §.6883%E-08
PARA aCIDD Haz
YOLUME pH FG  REFINADA FG AJUSTADA
1.690 § .85 7. 00812 7. ORPE~12
1,700 8,776 5.088BE~12 5.026E~12
1.710 990 2. BR2E-12 3., 019E~12

1780 10.171 2.568E~313 1.0L2E~17
1.730 10.330 -8, 708E~13 ~Q  GURE 1%

COEFICIENTE DE CORHELACAD=-.999191

VOLUNE DE ERUIVALENDIA PARA HA2=: 1, 72504

LONGTANTE DE DISSOCIACAD FARA HAZ: 2. 00ARUE-10
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FIGURA 10 - Curva linearizada de titulacao de 30,00 mf de so-

Tucdo de HCL na presenca de uréia, com solugao de
NaOH 0,1092 M. I = 0,10 M.
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As tabelas 12 e 13 mostram respectivamente os dados : €
0os resultados da aplicacao do metodo de .inearizacao para a ti-

tulagao de uma solugao de HCL em ureéia ccm NaOH. Na figura 10 &
apresentada a curva de titulacdo caracteristica dessa solugao
bem como os segmentos de reta obtidos pela linearizagao dessa
curva,

2.7 - Procedimento

Previamente foram feitas calibracoes do sistema de ele-
- trodos por titulagoes de solucoes de dcido cloridrico nas mes-

mas condicoes de temperatura, meio ionico e, conforme o  caso,
nas mesmas condigoes de meio desnaturante que as solugoes de me
dida. Em seguida; as solucoes contendo uma concentracao conheci
da de proteina ou amino@cido, excesso de acido forte, condigdes
de forga ionica constante em KCL, e em alguns casos, na presenca
de uréia 8,0 M, foram adicionadas.a um frasco de titulagao fe-
chado. A temperatura foi mantida constanﬂe a 259 % D,!OC por
circulagao de dgua termostatizada na parte externa do frasco de
| titulagao. Durante as titulacOes foi mantido um fluxo de Ny 11~

“vre de CO2 sobre as superf1c1es das solugoes tituladas. 0 fras-
ce «de titulagao permaneceu fechado durante as medidas, tendo
contato com a atmosfera apenas pelo or1f1c1o destinado ao esca-
pe de N2 As adigoes de NaOH usado com titulante foram feitas
atraves de uma microbureta e apos cada adicdo foram medidos os
”potanc1als

k]

e



3. MEtopo pE CALCULOD

0 método de c3lculo empregado nesse trabalho para a 1i-
nearizacao das curvas de titulacao, foi aquele descrito por Go-

dinho e A?eixo(gg) e baseja~se como ja foi mencionado, no meto-

do desenvolvido por Seymour et a}11(39). As curvas de titulacao

sao segmentadas e linearizadas possibilitando a determinacao da

estequiometria e das constantes de dissociacao de cada grupo ti

“tulavel.

_ Em solugoes de prote?nqs e aminoécidos estabelecem-se di
versos equilibrios devido a ionizagdo de seus varios grupos aci

" dos e basicos. Como esses grupos sao diferentes em sua nature-

za, suas ionizacoes podem ser parciais ou totais. Portanto, na
determinacado desses grupos titulaveis e muito importante a con-
sideracao do pH inicial da solugao a ser analisada. No metodo
desenvolvido em nosso laboratorio, esse problema ® experimental
mente contornado paor adigﬁés dé excesso de acido forte i solu-
cao de proté?na ou aminoacido. 0s grupos titulaveis sao  assim
photonadds e a solucao e tratada simpTesmente como uma mistura
de écidds, podendo entao sér titulada com base_forte. |

0 programa PROTE tem condicoes de separar uma mistura de
ate seis acidos, sendo um deles acido forte, HCL, e cinco aci-
dos fracos denominados HAT, HA o HA§ -HA+ e HA+ As equacoes
usadas nesse trabalho para o calculo das fungoes de Gran modifi
cadas em sistemas nao contendo urexa, foram aguelas usadas oraw
glnaTmente(SS 56)m Para a aplicacao desse metodo de calculo em
selugoes concentradas-de uré%a, consideramos alem dos equili-
br1os devido a Ion1zagao dos grupos ac1dos e basicos das prote1
nas ou am1neac1dos, aquele decorrente da protonagao da ureia.
Dessa maneira, as equagoes de balanceamento de carga e massa
usadas aﬂter1ormenfe(38 56), foram modificadas. Seguindo o mes-
mo procedwmento descrito na 11teratura(38) desenvolvemos as e-

quacgoes que permitem o calculo das funcoes de Gran modificadas.

Como ja foi exposto anteriormente, admitimos que a solu
¢ao analisada se constitui numa mistura de acidos monoproticos.
Seja por exemplo, a titulacao de uma so1ug50 contendo seis com-
ponentes acidos, HCE, HA}s HA, ., HA% , HAQ, HA% com uma solugao

de base forte, no presente caso, NaOH. Os volumes totais de ti-



tulante, adicionados no ponto de equivalencia da titulacgdo de
cada um desses acidos sdo designados respectivamente por V
v v v y , v

HCL?

+ HAZ e VHA% e portanto os volumes

HA * 'HAT® "HA2® 'HAZ
de solugao padrao de NaOH necessarios a neutralizacdo de cada
acido sao respectivamenﬁe:VVHCE,‘(VHAi- VHCﬁ)’ (v

( naz™ Yuarls
(v v

iats © Vuaz)ls (Vgata = Vgats) @ (Vgpats = Vyate)-

As seguint es equacoes de balanceamento de massa expres

sam as concentracoes analiticas em moles/1 de cada um desses
acidos:
Yuee Up ) ,
Chee = T [ce7) | (24)
| o Uhar = Viee) G
Cyp. = (HAL] + [A1 ] = (25)
1 v o+ ¥
0
g s ) Vhn, ™ Yhee) G
S Cua o= [HALT ¢ (A7) = (26)
HAZ 2 L 2 . V. o+ ¥
0
: [~ n ) (Vyat - Yia,) Ca o)
+ = [HA + {A,] = 27
HAS 3 RGK PV, )
0
e r “+] (] S THR TSRS (28)
' C,,.+ = [|HA + 1A = : 28
0
. o o | ]' Uit - Vuat)Cs
oo v [AL] = ' (29)
HA5 s 5 5 R
e 0 :
Para a neutralizagao dos grupos acidos HAE, HAZ e HAE,

admitimos a presenga em solugdo dos Tons X, Y e Z°. Desse
modo, as seguintes equagoes podem ser escritas:

CHAE = (x7] | (30)
CHAQ = (Y7 | | (31)
Chat = (27] (32)

i
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Pela comparagao da equacgdo 30 com a equagao 27, tem-se:

(Viyg+ -V )C
HA 4 HA,’ "B

1 o= - 33
[X J vV o+ ¥ . ’ _ (33)

Comparando-se a equagao 31 com a equagao 28:

(Voa+ = V., ,.+)C
HA4 HA3 B

Y7 = ” " 34
-( J v + ¥ (34)

A comparagdo da equacao 32 com a equacgiao 29 resulta em:
o U Y} s

(7] = (35)

] Vo + v

A concentracgao de Jons de sod1o em solugao e dada pela
seguinte re?agao

(a') = —e— __ (36)

e

A partir dos equilibrios que se estabelecem em solugao,
as- segu1ntes equacoes podem ser escritas:

. - IH+J[HI£:\§J -
“Way - [H11£§;] (40)
Kuay = [Hziigjj (41)

S,



A partir das equacoes acima, tem-se que:

L Ky LAy
EA]) - [H+] (42)
[A—j ] KHAE (HA,] - o
24 [H+] (
+
(rg) = " EHAB) (44)
: L
K HAT
(Ag) = i E : (45)
(] |
Kund (HAg]
Apl = 2 46
() s (46)
..... Das equacoes 8 e 17 pode-se escrever Que:
- uov. [nF
[UH+] ‘:: 0 0O [ ] (47)
(Vo + V) Kyt

RT—

.,

‘ Substituindo-se as expressoes de equilibrio nas equa-
‘coes de balanceamento de massa, para cada acido correspondente,

“tem-se:
: (VHA1 - Vuee) Cp
(HA1]= ” . S (48)
& HA, | .
(V0 + V) [H+] + 1

(v = Yya )C
HA, 7 VHA,'UB

(HA,) = (49)
- “ia, ]
+ V¥ +
0O [H+J
(Vyat = Vyp,) Cp
UM 3 z (50)
KHA+
3
(V0 + V) + 1
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\ hat = Viat) G
(HAg) = - (51)
(V_+ V) LN
° (H™)
(Vyat = Viat) Cg
(HAg) = —— | (52)
| Kuat |
(v +V) St 1
O [H+] :

Nas condigoes experimentais das .analises, a seguinte con
dicao de eletroneutralidade @ observada:

(1] : LR [?H*] + [HAg) + (HAy] + [WAT) = [ce7) + [oH7) +

(A7) ¢ () + XT) o+ [YT) o+ [27) (53)

Substituindo-se as equacgoes 24, 33-36, 42, 43, 47-52 na

equacao 53 e fazendo-se as devidas operacoes matematicas, tem-
se: ' '

| uov (i) (Vya, = Viee!
(0] - (on7)) (v + ) & =20 o gy 1 — | -
T e Kyt 1 Kyn + [H]
. UH : - HA,
~ ‘ ‘ . V
(v = Vi ) ' _
HAZ HA? (VHA+ VHA )
" Ky, O n - Kuat G ° +2 -
An KHAZ + 09 3 KHA% + [H7]
(VHA+ - VHA+) ‘ . (VHA+ - VHA+)
= Kyat G - ] Kt G P )
4 KHAZ + [H:]. v 5 - KHAE + (H']
= (Vyep - V)G | (54)
0s termos do 3adé esquerdo da equacao acima representam
a fun¢ao de Gran modificada para HCL e portanto:

Frce = (V

nee ~ V10 (55)



Um grafico  dessa funcao vs. V origina uma reta cuja
intercessdo com o eixo V corresponde ao volume de equivalencia
para HCZ,

Para o componente acido HA], a funcgao de Gran modifica-
da, FHA]ﬂ e obtida pela multip1icag§o dos termos da equagcao 54
pela expressao: (KHA1 O [HT (VY o+ Vo)/CB e 05 devidos rearran-
ios e operacoes matematicas simples. Desse modo obtemos a se-

guinte expressao:

ﬂ.([H+]~ [or7]) (v, + V) (KHA1 + (W ey + U v, (H*] (KHA1 .

0
~ [ a (i, = Vi, )
+H/CK+~K + [H7]) -
- THA o+
2\ Kyp, + v
Vuat = Vya,) 4. (Wt = Vyat)
3 2 4 3
K, ot : (K + [H Iy - K -
HA A HA
W | Kt ¢ (1) A AUTI (v
oo (VHA+ - VHA+) - "
| ' - : b 4 +
S Ky (h*)) - Kint T (Kyp * (H7]) +
- 5 KHA; + [H7) 1
o - ‘ : - |
F V- V) [ )= AT v) Kin, | (56)

A funcao Fun e entao dada pelos termos localizados a
1
esquerda na equagao acima e desse\modo:

s

Fup. = (Vya = V) Ky

57
: A (57)

HA1 HA

0 grafico dessa funcao vs. V d& uma reta cujo coeficiente angu-

lar e - KHA1 e 0o ponto de intercessao com o0 eixo V @ (VHA]’O)'

Desprezando-se a hidrolise de A{, a equacao 25 pode ser
assim escrita:

Oun. ~ Vhee) Cp

Cua, ~ (n) - — (58)




Substituindo-se as equacoes 24, 33-36, 43, 47, 49-52 e
58 na equacao 53, multiplicando-~se pelo termo (KHA [H})(V0+\H/CB
e operando-se matematicamente:

([H*] . [GH“])(V0 + V)(KHA? +~[H+])/CB + U, VO[H+]( A, +[H ]

Vat = Va0
3 2 N

18y Kyt = Kypt (Kyp. + LUE Kyt

3 KHA; + [H+] 2 4
(V. o+ = YV, %) (V, o+ - +)
HA4 ZA g+ (7]) - o HAL ~ HA4

KHAE + [H ] 2 5 Kyt o+ [HY)
'“~‘(KHA2 « [H']) + (v - VHA})[H+] = (gp, = V) Ky, (59)

Na equagao acima, os termos do lado esquerdo referem-se

a funcao de Gran modificada para FHAz' Assim:

Fup = (Y, - V) K , (60)
HA, g HA, |

W Plotando-se essa equacao emlfungﬁo de V, obtém-se  uma
reta de coeficiente angular correspondente a (“KHA Y. 0 ponto
. . , 5

-de intercessao dessa reta com o eixo V € (VHA W0).

A hidrolise da especie Aé também pode ser  desprezada
e nesse caso a equacio 26 torna-se:

ia, = Va0 Cp
Cup. = [A5] = - 2 1 | 3 (61}

Substituindo-se na equacao 53 as equacoes 24, 33-36, 47,
50-52, 58 e 61, multipliicando-se pelo terme (K, .+ +—[ﬁ+] (V +v)/
. HA3 . 0

A apos operacoes matemiticas, obtém-se a seguinte relagdo:



(- (H7)) (Vg + V) (gt + (307 + Uy Vo (H] (Rypt +[0])/¢q

(V - Vi .+)
P HA, HA4

Kyt (K, o+ + [H']) - Koo+
UH HA4 KHA+ + [ﬁ+], HAB [ J HAS
4

(Vo pt = Vypt)
HAS HA4

KHAE + (Y]

+ -y WY Ly e
(KHA§ + (W) + (v HAZ)[H ] (VHAE V)KHAZ

(62)

A funcio de Gran modificada para o acido HAg e entaoc:

Fooa o= (V0 = V) Kygt | (63)
Funt = Ul HAY

. Essa fungdo plotada vs. V da uma reta que intercepta o
eixo V no ponto (VHA+9 0) e que tem o coeficiente angular igual
3 . .

a (K, .+).

Para a dedugao da fungdo de Gran caracteristica do aci-
- do HA+, foi desprezada também a hidrdlise da especie Ay e assim
a equacao 27 torna-se:

o (Vygt = Vg )Cq i
oy o= (Agjvz HA3 HAp B (64), pois [HA%]”= 0 (65)

HAg v, o+ v

L]

Substituindo-se as equagbes 24, 33-36, 47, 61, 52, 58,
61, e 65 na equacac 53, multiplicando-se por(KHA+ + [H+](VG+V)/
/g € resolvendo-se matematicamente: 4

(")~ (oW (v, + N (Kt (1)) /cg + Uy Vo (1] (K «[H)) 7
(VHAE - VHAZ) (KHAE +.[H+]) + (V "VHAQ) [H+] =
ICy Kyut - Kua! ”

+
5 KHAE + [H ]

= (V

- V) Kyt (66)

HA4

E 3
HA4



0s termos do lado esquerdo da equacao 66 representam a
fungao de Gran modificada para o acido HAZ e portanto:

F = (Y

HAZ - V) Kypt : (67)

+
HA4 4

0 grafico dessa funcdo vs. V origina uma reta cuja in-
tercessao com o eixo V ocorre no ponto (VHA s 0} e cujo coefici
4
ente angular e (- KHA4)

Para a espécie HAZ a funcao de Gran e obtida consideran
_do-se tambem desprezivel a hidrolise da espécie Ay e desse modo:

Vot - C
= [a,] = Uiy~ Vuay)%

V0 + V

Cp ot .
HAy (68) pois [HA,] = 0 (69)

\ Substituindo-se na equagdo 53, as equacdes 24, 33-36,47,
52,.58, 61, 65 e 69, multiplicando-se por
(KHAE + [H* ])(V + V)/Cy e operando-se:

({Q+] - tOH"])(VQ + V)(KHAE% tHélzif + Q v, L ; + W]/
Fg Kyt + V= VHA4) CE (VHAE - v? KHAE | (70)
x Ou-seja:

FHAEW i (VHAE,W ) Kyat | : o ST

0 grafico dessa funcho vs. V ?ntercepta 0 eixo V no pon
to (VHAg’ 0) e tem como“inclinacao (- HAS)

Para sistemas nao contendo ureia, o$ calculos das fun-
¢oes de Gran modificadas, bem como dos volumes de equivaléncia
e constantes de dissociacdo foram efetuados através do programa
PROTE escrito em linguagem BASIC e cuja listagem original pode
ser encontrada na Eiteratura(Bg), Esse programa foi posterior-
mente adaptado para o calculo de seis espécies acidas, tendo si



do também introduzida uma andlise do coeficiente de correlagio
das retas obtidas pelo grafico das fungGes de Gran modificadas
Vs, V(Sﬁ), Novamente adaptado as nossas zondicbes experimentais,
esse programa foi denominado PROTE MODIF:CADO sendo utilizado
no calculo das funcoes de Gran modificadas, volumes de equiva-
1éncia e constantes de dissociagoes para sistemas contendo U=
reia. Esse programa & apresentado no apéndice e a figura abaixo
mostra sua representacao esquematica:

[ INTCIO |}

J}'

V - .
‘)// ENTRAR COM V. Cy, Uy Ny Ela, Ky dys oo Kyt -J//

@L

LER V (N}, E (N)
v

: CALCULAR FHCK’ FHA1* FHAZ’ FHA;’ FHAZ e FHA; APROXIMADAS

_ e o
' VARIAM g I NKO VARIAM

/// IMPRIMIR FHCK ...........

FIGURA 11 - Representacdao Esquematica do programa PROTE MODIFI-
CADO.




W

Bs funcoes de Gran sao calculadas em.dvas etapas, sendo
primeiramente feito um calculo aproximado e depois entao sao cal
cuiadas as funcoes refinadas. O calculo de FHCﬂ aproximada e
feito com os primeiros valores de (h*]e Vv usando-se apenas  os
dois primeiros termos do lado direito da equacao 54. A  inter-
cessio com o eixo x do grafico dessa funcdao vs. YV corresponde a
VHCﬁ aproximado. Para 0 calculo de FHA aproximada sao usados

apenas os primeiros valores de V e [W+] situados na regido da
curva de fitulacdo correspondentes & V > VHCE aproximado e ape-
_ nas os trés primeiros termos do lads direito da equacdo 56 sao
‘usados. Nesse calculo, o termo KHA~1 pode ser desprezado pois

nessa regido da curva de titulacao tem um valor menor que {H ]
0 grafico da fungao FHA aproximaca vs. V intercepta o eixo X

_ 1
no ponto (\!HA 0). 0 coeficiente angular dessa reta corres-
laproX. : ~
ponde a (- KHAQaprox ) Para se determinar FHAz sao usados’vaion

res de V > Vi aproximados e apenas oS tres pr1me3ros termos

do lado direito da equacio 59 sao utilizados. Nesse caso, obtém
se uma reta pelo grafico de FHA aproximada em funcgao de V. Es-
2

sa reta %ntertepta o eixe X em (VHA aprox ,0) e tem coeficiente
. . 2 .

anggiar jgual a (“KHAZaprox.

. QU€da para a determinacgao das fungoes aproximadas dos demais
«acidos. 0 grafico dessas funcoes aproximédas vs. ¥ possibilita
o calculo dds volumes de equ%va]éncia e das constantes de dis-
‘sociacao desses acidos fracos. Dessa maneira, a curva de titula
cic pode ser segmentada em seis” regioes e a partir'dos segmen-
tos de reta obtidos € possivel déterminar~se véTores aproxima-
dos de Vycp> Yy, o Vuats Viads Vapo fuape f

HA& e KHA . Esses parémetros sao entao usados nos calculos
4 E”

). Essa sistematica de calculo e se

v 3 s
HA, HA, HAB

das funcgoes refinadas.

0 calculo da FHCﬂ ref&nada & feito através do usoc de to
dos os termos da equacgao 54 na regiao da curva de titulagaoc com
preendida entre 0 <V < VHCE Uma reta & obtida pelo grafico de
FHCE refinada vs., V. A 1ntercessao com o eixo ¥V corresponde a
um v&?or mais exate de VHCﬁ‘ Esse valor e entao usado na equa-

cic 56 para o calculo de Fun refinada na regiao  entre
\ _



VHC£'< ¥ < VHA » juntamente com os valores dos outros termos

1 :
calcutados aproximadamente na primeira etipa.

Um grafico de FHA refinada vs. V or1gina uma reta com
1
1ntercessao no eixo X no ponto (v » 0) e com dinclinacgao
HA]ref.
correspondente a {-K ).
_ | HA}ref. |
Fsses valores mais exatos e os outros termos calculados

aproximadamente, sao usados na equacao 59 na regiao da curva de
titulacao compreendida entre VHA <V < V A, para o calculo
1

e FHAZ ref1nada YValores mais exatos de \J’m2 e KHA2 $30 encon-

trados pelo graftcm de FHA vs. V. Esses valores sao entio usa-
2

dos no refinamento de Fun, € Fuat atraves das equacgoes 60 e 62,
4 3 _
Seguindo o procedimento ja descrito, FHA e refinada atraves da
3

equacao 62 e na regiao de V <V <V . Yalores mais exatos
HA» HA3

de VHA? e KHAE sio obtidos e usados no refinamento de FHA3 e

F A4 . Na regiac de VHA§<\!< VHAZ s FHAZ & ref1ﬂada atraves Qa

~ equagao 66 e assim valores mais exatos de VHA+ e Kypt sao encon
& 4

' contvadosﬁ Na regiéo de V .+ < ¥ < V,,+ & feito o refinamento
, HA4 HA5

de Fi,,+ pelo uso da equagao 70 e valores mais exatos de V e
WHAg HA5
K nt sae encontrados.
HA5

A

Os valores mais exatos de V v

s Vo s Vin s Vinas Voat, 4y
HCE HA] HA, HAB HA4 HA5

KﬁAl HA2° ﬁA+"KHAz e KHAZ possibi]itam refinamentos sucessi
vos com tantas interacgoes quantas necessarias para atingir-seum
Timite imposto para a variagac dos valores determinados em dois
calculos consecutivos. 0 ajuste desse sistema de equacfes atra-
ves do metodo de aproximactes sucessivas, e feito ate que a di-
ferenga entre os valores dos parametros encontrados em dois cal
culos consecutivos, seja menor ou igual a 1x10"b.

K,

Nesse trabalho, esse sistema de equacoes foi resolvido
como ja mencionado, atraves de programas em linguagem BASIC,
denominados PROTE e PROTE MOGDIFICADO usando-se um microcomputa-
dor CP-500 da PROLUGICA e¢ eventualmente um computador digital
PDP-10 do Centro de Computacao da UNICAMP. Esses programas sele
cionam a meihor reta cerrespondente a cada fungao de Gran modi-~
ficada,através do metode dos minimos quadrados. |



]

Nas curvas de titulacao 3inearizada$, a fungao Fou refe
re-se a funcao de Gran classica aplicada ao excesso de “base.
Desse modo, determinamos por um metodo independente, o ponto fi
nal de titulacao. | -

g,



4, TITULAGAO POTENCIOMETRICA DA OVALBUMINA

4,1 - Consideracoes Gerais

s BT

Dentre as proteinas encontradas na clara do ovo, a oval
bumina & o componente mais abundante, representando cerca de

65% do total dessas especies. E uma proteina globular, comple-
xa, e de massa molecular moderada. Diferentes massas molecula-
“res tem sido consideradas (37;000 a 46.000) sendo o valor de
-. 45.000 o mais aaeita; Porém recentemente, Nisbet e co]aborad0~
res constideraram a massa mo]écuiar da cadeia de polipeptideos
como sendo 42;699(153)‘ Foi uma das primeiras proteinas a ser
obtida no estado puro e diversas investigacoes sobre aspectos
guimicas e biologicos de sua estrutura tem sido publucadas(153"

‘_}66). Foi sugerido que essa preteana pode agir como inibidora

_de prote1nasa e se for o caso, 4 ovalbumina & uma das poucas pro

teTnas cuja funcdo foi estabelecida a partir de estudos de de-
3
terminacao da seqliéncia de amwnoac1dos(] !,

_ ‘Sua molecula € constituida de uma so cadeia de polipep-
tideos e a complexidade de sua eétrutura se deve a presenca de

. uma cade?& 1atera! de carbo1drato composto de manose e glucosa-

mina e localizada no res;duo Asn- 292, duas ser1nas fasforiﬁadaq
11gadas aos res1duos 68 e 344 e de um N- term%na? b10queado por
Jmegrupo acetil. Contdm ainda uma ponte dissulfeto envo]vendd
0S res Tduos-Cys~73 e Cys- 12{)(1 3). A completa sequehcia de ami-
noacados dessa prﬂte1na, foi determinada recentemente, tendo
sido encontrades 385 resadues(1a3 134). Cerca da metade desses
pes?duos encqntrammse mascarados na prete?ﬁa nativa incluindo 9
grupos fenolicos, ceféa de 20 c-amines e possivelmente alguns re
siduos contendo QPUQOs imidazois e cadeias 1aterais de grupos
carboxilicos. Parte da molecula e helicoidal e uma fragdo desco
nhecida est: provaveimente enrolada numa estrutura t1p0~8(?q5)

Contem tambEm no estado natavo, grupos SH 1ocaiizados enaregnws
hadrefebwcas(?dﬁ)

Comparacoes estruturais entre a ovalbumina de nove espe

cies indicam a GXTSTQHC16 de dois grupos estruturalmente dife-
rentes: a ovalbumina de anserinos apresenta-se o1etrof0ret1ca~
mente homogeénea, enquanto que .a ovalbumina de ga?qnaceos e he-

i



terogenea com relacdo a carga 17quida, provavelmente devido a
diferengas no teor de fosfato Porém as ovalbuminas das diferen
tes especies tem o mesmo nimero de residuos de am1noacwdos(]5?),
Uma dade preparacao dessa proteina pode resultar num produto
consistindo de tres campeﬁehtes eletroforeticamente separaveis,
denominados A], % gggt?gg? respectivamente 2, 1 ou nenhum
grupos fosfor¢3ados . Provavelmente, a presenca ou

auseéncia desses grupos, nao afeta suas propriedades hidrodanami
(160)
cas , .

Essa proteina apresenta um poliforfismo genetico devido
a mutacao de Asn-311 » Asp-311, A_diferenga entre as duas for-
‘mas de ovalbumina & apenas nesse res?duo e essas fTormas podem
ser distinguidas ¥muﬂ0qufm?aamente por ensaios de precipitacao

qu1m1ca('53 ter),

Os primeiros estudos de curvas de titulacao de prote?-
nas foram realizados com a ovalbumina e dentre esses :trabalhos
destacam-se agqueles desenvolvidos por Kekwick e Cannan(S 20) e
Cannan e co1aboradarés( ). As curvas de titulacao dessa proted-
na, representam equilibrios reversiveis na faixa de pH de 2 a
11. Alem desses limites de pH, h3d indicios da participacao de
}rea§5es irreversfveis(ﬁ). Cs grupos jonizaveis dessa proteina
S sd0 0% carbox1]1cos de acido g%utam1co e aspartico, imidazois
da histidina, e-aminos da lisina, feno1jces da tirosina e guani
dina~da arginina, sendo que contém ainda dois PeSTdUOS de acido
fesfﬁrico por cada mol de proteina. Porem alguns grupos fenoli-
cbs nao sao acessiveis & titulacio da proteina nativa e portan-
to nao poden ser estimados a partir da curva de titulagao. 0s
grupos guanad1na por serem bases suf1c1entemente fortes, sO sao
convertados quantztaﬁ1vamente a uma forma nao 1on12ada, a valo-
res de pH supetTGFes a 12, regiao onde ndo & possivel obter-se
medidas precisas. ‘

4.2 - Titulacao Potencicmétrica da'Ova1bumina‘Desnatuﬁada

Quando a ovalbumina sofre désnaturagﬁo desenrola-se com
pletamente e irreversivelmente quaisquer que sejam as condicoes
ou agentes de%nattram?@a usados(]BB). E uma proie%na bastante
sensivel a desnaLuvanLes de natureza hidrofobica em virtude de




conter em sua estrutura grupos amides e grupos hidrofﬁbicos

Foi sugerido por Kauzmann que a agao desnaturanie da ureéia se

(77)

deve &s suas propriedades hidrofobicas , e portanto esse rea

gente e bastante efetivo na desnaturacao da ovalbumina. Essa.des.

naturacdo e bastante lenta e um dos primeiros estudos sobre o
processo foi feito por Hopkins em 1930 0 qual. observou que o-
corre mais rapidamente em maivres concontragoes de ure1a(12])

Posteriormente, a cindtica dessa desnituragaoc foi acompanhada
atraves de medidas de rotagio otica, Sendo sido observado que o©
simpies contato da pro%e?na com solucaes de ureia, mesmo a al-
. tas concentragaes, nEo ¢ suficiente ara inf?denciar as medi-
das. A variagdo de rotacao Otica & iidiscutivelmente resultan-
te da desnaturagao que parece ocorrir em dois estagios distin-

tos e depende consideravelmente do tempo. Para solucoes de
ureia 8,01 M, o tempo requerwdo para desnaturagao e cerca de

-'-}80 m1ﬂut0$(9 ). Essa depeﬂdencqa do desenrolamento da ovalbumi

na em ure1a com o tempo, foi conf1rmada pe]os experimentos de
Warren & Gordon a7} '

No estado nativo a molécula de ovalbumina e compacta e
qTebui&r, 9arem no estado desnaturado em ureqa 10 M e caracter1
zada por uma estrutura totalmente desenrolada permanecende no
entanto, intactas, as pontes diSSU]fetO(}GO 162)

.

- ~ Como a curva de titulacao dessa proteTna nao apresenta
pohtas de inflexao discretos, Godinheo e Aleixo apiicaram'um me -
todo de linearizacdo a essa referida curva com o proposito de
determinar e caracterizar os seus grupos titulaveis. Entretan-
to, essa prote?na possui no estado nativo varios grupos inaces~
siveis a titulacao por estarem proteg1dos numa reg1ao hidrofobi

ca, € assim nao foi possivel a titulacao desses grupos(SS). Des

se.modo, achamos gue seria de interesse aplicarmos o metodo de-
senvolvido pelos autores acima citados, para a curva de titula-
cao da ovalbumina desnaturada em solugoes de uréid 8,0 M, com o
propos1to de verificar se realmente com a desnaturagae esses gru
pos tornam-se acessiveis a titulagao.

k&.Z.? - Resultados

As solucoes de ovalbumina foram tituladas em condigoes
de forca ionica 0,10 M em KC£, apos desnaturacao por 2 horas em

(120).



ou

ureia 8,0 M. Essas solucoes foram tratadas com excesso de HCZ e
tituladas com NaOH. A figura 12 mostra una curva de titulacao
dessa proteina obtida pelo grafico de pH vs. volume de NaOH adi
cionado. Nessa figura podemoé observar tanbém, a segmentacio e
linearizagdo dessa curva, onde os segmentos de reta representam
as regioes nas quais a referida curva foi dividida. Esses seg-
mentos foram obtidos pelo grafico das fungoes de Gran modifica-
das em funcao do volume de NaOH adicionado. |

Nas tabelas 14, 16 e 18 sao mostrados os dados das titu
facoes de diferentes solucoes de ova]bumind em uréia e em exces
g0 de HCL, Os resu?ﬁados das 11near1zwgoes das curvas de titula
ﬁ~gao dessas soTugGes 580 apresentados nas tabelas 15 17 ¢ 19. A

estequiometria e os valores de pK dos grupos titulaveis sao da
dos respect1vamente nas tabelas 20 e 21. Para efeito de compara
cao apresentamos nessas tabelas os resultados obtidos por ou-

“tros pésquisadores. 0Os resultados referentes a esse trabalho
aﬁ?ésentados naltaEQTa 20, foram obiidos levando~se em céﬂta as
co?%egﬁes necessarias devido a presenca de impurezas titul@veis
em solugbes de urgia e correspondem a mEdia aritmética de 3 ti-
tulagoes diferentes. Nessa tabela sio mostrados tamb@m o nimero
de grupos dados pela seq&éncia de aminodcidos. Na ~determinacao

- do nﬁmere de grupos titu?gvéis consideramos a massa  molecular
degsa proteina como sendo 42.699, va?o% tambem considerade num
recente estudot!o3) S -

~



TABELA 14 - Dados da titulacdo potenciometrica de 40,00 m{ de solugao con
tendo 0,14932 g de ovalbumina em ureia 8,0M na presenca de
HCE, com NaOH O,1159 M, 1 = 0,10 M; Eéaz 177,4 mV; JH =

-~ 6.204,9 MU/M; g, = 4255 mV/M; K, = 9,89 x 107"
VOLUME £ /My pH
0.200 212.6 3.94%
0400 209.5 3.996
0.500 207.8 4. 025
0.6 00 206.0 4.055
0,700 204.0 y. 088
0. 800 201.9 1.123
Q.90 19%.6 bh.162°
1,000 19,3 4.200
1.100 19 .8 Lo 242
1.200 19 .0 gL 289
1.300 187.0 4, 3%%
1.400 15,8 4. 393
1.500 1 2.3 W, 452
1.602 183 H.B1S
1,600 CFEL B Y. HH7
1. 700 FAHLD Ly 8587
11800 1257 H: 647
1.8%0 167.9 Y.693
1.900 165.1 Y, 7HO
1,950 162.8 B.P7Y
2.000 160.0 W.BEé
2.0%0 1871 . 874
2.100 158, 9 Y.LEOR
2.160 S 1yP.e Y, PP7
2.200 1u7. 0 &L 0uY
Z.250 1WE.0 S. 111
2. 300 139,0 5178
2.u00 129.8 5,853

.. 2. uho 124.7 S.419
2.500 119,75 5. 510
2.550 113%.2 5,613
2. 600 106.9 5,725
2. A64B 100.0 5.LBES
2,660 G7 . b 8,075
2L6T5 9% .2 5,914
7. 690 2.7 5,798
2.705 0.1 . &.002

e BL720 LY &, Gu7
2.760 79.7 6L.LE?
?.ELH &7 4 &. 58
2.860 56.5 6. 568
2,946 E1.6 6. 988
2.95 21,9 7L 1BD
2.7985 8. 7,216
%, 000 12,0 F.BLY
3,015 5.5 TOHAD
3,025 0,5 T.508
B, 055 4,3 7. 554
El 045 -8,9 7L HR9
A.085 ~185.7 7L EBT
B 085 ~22 .3 7,898
AL 0FD -ty @ an




Continuacao da Tabela 14

L O
B, 1014
B.L1G

£

L R R e

O

iy
O

(&3

. M
AP LA

R DR R T

n

=0 BN
[ R ]

i
ol
1

w
(e RSt

o
it

NN

1.
LIRS

o
2

S RN
. ks
HEY

275

[EH RS 1
* z
B G
O
<

4
(3]

£ £t
;
=03

ffr

+
Bt
o
[ - M o T ]

£ g
P :
£ 5250 MO0 -
g
i

g
Lo
T3 4E N of

L
bt Bed
Lo

A

ks
3

[
1As
e

& e :\Q 4’%

W, JEG
chp, BG0
LR 5G
L, uoo
HoH80
e,

K oy
.

M. 600
Y. 700
W ABG

b BOU

- B, F
~P 08 O
=L &h, &
~L 60w
o Y
=171y
N A S
-, ’?{5‘ .
O RN
-~ IEL. 5
- LEE, &
~L8A B
18, 5
~190.]

~195.5

w195y
- L@ K .v Lé
v 1 t}‘g.\:} F] 6‘
R
~RO7 &

“ROF. 7

RO
=215 .4
”"Zi%a ‘:.?
A A &)
~22%, &
~228, 4
‘“‘2‘5&4 ft“
- ‘;;Lf . 4

2u5.7
TEdT ey

8,172
®. 280
H.o418
B, 61%
H.720
8. 839
.0y
B.¥47
T,058 .
'?m O?S
g, 104
7,589
GLHLG
9837
9,650
G.766
G, B52
9,946
10,087
LRI B
10, 204
10, 754
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TABELA 15 - Resultados da linearizacdo da curva de titulacdo de ovalbumi-
na em ureia. Yalores relacionados aos -dados da tabela 14.

FUWGHER DE GRAN MODIFICADRAS
Pk HEL

pely! Fi OREFINADS F
FLOHE LaBasE-01
A998 1. AUSBE-~01
B, 025 1. 924BE-01
L0500 ol v iBlE~ 0L
b, 08 1. 049E~01
H.1238 e LuRHE-OR
L Buﬂéﬂﬁwﬂﬁ i
W, 200 7LBI7E-0R
H,2ug Ha DHME -~
L, 2ue 5.5%1E~02
U, A5% G.Ba7E-02
B, A%3 BLRPLHE-OE
WL S 2. 581E-02
g, %1% L.B3795-02
4. nhY 1. LOME-O
b, 05E2 B.98AE-03

VOLUME
0.200
G HOD
0.500

0. A0
0700
G.B00
V.90
L.000
L1000
1.200
1500
1L U0
1500
1et0?

C e 650
1.700

A IUSTADA
1o GREE-0L
1 UBFE-01
1 BBEE-01
1. 2R2E-0
1. LOGE-01
9 BYBE -0
£ . 72BE~03

VL BEOE-DT

HLUALE~QR
5. RORE-02
4. LOBRE-02
2 PHUE 02
1o VHSE-G2
6. ORYE~03
Mo bbb ~04
=B BRFE~0F

VOLUME DE BEOUIVALENDTA PARA HOL= 1.86540G2

COEFTUIENTE DE CORRELAGAUS-, 999992
Fais anIng Hal
VOLUNME o Fii REFINAD®A FG
2,140 L :
L BLAGO 5 g
ARG 5,11l
2. BO0 5.178
2000 5L AEE
2L UB0 SRR
2LEO0 5510
2550 N PR EE -0 6
. 2400 B TR 1o GUEE-064
~. B BUHE 5L BES 1. 283504
P AH0 L 1. LALE~06&
PLGTE B.914 1. QUVE {8
P AR B L PER W BB
2LFON &, 002 B.aLRE-07
2720 &L Ou? 7 W LOBE-(
2L THO Lo 177 4. BUBE 07
2815 6. BBy L PEAE -0
2,840 H.568 ~E L BOOE OV
COEFIDIENTE DE CORRELACAU=-.999122
VOLUME DE EQUIVALENCIA FARSA HAl= 2.B1D2%4
CONSTANTE DE DISS0CIADAD F/HAL= V. 98R15F
FARG ACIDO HAR
VOLUKE wH Fii REFINADA Fi§ A
F.000 LB o BLAUYE-DY
F.015 e 7. OBAE-09
BL08% 7.508 & OUOGE (Y
H. 055 . BRY 5L OOBE 08
B QLS 7. 689 B PHREE (Y
FL 055 7787 RGBT EE~O0
Ba 065 F.098 1a SUSE-O
BL07H 8,004 LwOBLE~Q8
H. 090 B.172 “BLBLYE~10 -
DEFIDIENTE DE CORRELACAD=-.999438
DLUME DE EQUIVALENCIA PARA HaRs 3, 08523
DHESTANTE DF DISGACTIARAD PaRA HAZ= 1,004

B EPOE-06
2.9B0E-08
ALRLYE-08

G
%
£

ASLIBT ADA
e dllE-O4
UL 8YEE~04
. U49RE~Cah
W O93E 046
] 1
2895804
L UHOHE-06
2.096E~06
La69OE-06
L BBTE-06
Le217E~06
LORP7E-04
B LTVBE~O7F
B B76E~0V
7w B7HE-07
B L83E-07
2. L07E-08
~ 5. BOBE~07

- (s

SUBTADA

L SBYE O
72 QRHE~-0Y
6 OUYE 09
B QUHE QY
Y. GHOE-OY
4, 036E-09
2.032E-0%
1. 027808
W 792E-10

AHE-07
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TABELA 16 - Dados da titulagdo potenciométrica de 40,00 ml de solugao con
tendo 0,13952g de ovalbumina em ureia 8,0M na presenca d;
HCE com NaOH 0,1159 M. I = 0,10M; Eg, = 181.,8 mV; jH =
=-10.891,0 m¥/M; g, = 415,5nv/M; K, = 9,08 x 107"

-

Vul e 7TV PH

QL1006 , 21344 3,997
Gud Q0 212.0 WL 024
0.500 210.2 4. QB4
Guli0 208.3 4. 084
0,500 LRA04LE L, 120
0. H00 204 2 Ha136
0.700 201.8 [*
0.750 20044 u,.217
0,800 199.2 L, il
GaBEE 197.8 - L, 2ok
0.900 1964.7 L, 285
G900 - 1952 b, 3t
1,005 ' 193,50 Yo dd7
1. 060 192.3 W, 357
1100 1907 W, S8

1.200 187 .14 b, L O
1.30% 1835, 1 L H1R
L. 400 L7 PNV
1,500 1751 Y !
1. 605 169.8 : W77
1,700 AT W, BEL

1. 860 _ 158.6 L.L9an
1.961 181.6 Se UG
1.930 B 1 Y . 5.110

2,000 . tus.? OBLAY6
8,100 o LABB.2 5L BB
2200 : T e SeD1Y
2250 147.2 Baebd
2.300 L0%.9 HaFHE
2. B0 : 102.3 3.873
G Y 8.0 B 59U
2. 400 a0 G.021
2815 PO.0 &.0U7E
2.031 7.5 G125
R 3% 1 . BH.M Ga 175
2440 €@L.0 : hat 32
P e _ P75 H. 888
2,504 FL.Y HL 089
2.51% G779 P b
F.030 NI ) el
2 BME DY.7 S DY
2.561 55 .1 b hdY
RS g e e e “5gﬁg,.”,“m.m.“é5?35qw
2,590 Wha? ’ G.HL1

5. 605 1.6 b 597
9 G0 56,2 6. 9BE
D LES 30,9 7 077
D650 95 .0 7177
oL 6% 13“3 gnggQ
9. 600 N 396
£-008 Go G oBp0
a0 ol ) Y,




Continuacao da Tabela 16
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TABELA 17 ~ Resultados da linearizacdo da curva de titulacao potenciome-

trica de solugdo de ovalbumina em ureia, com NaOH.

relacionados aos dados da tabela 16.

Valores

FURGOES DR OHAN MODTFICEIES
FARA HEL

VOLUME
£.100
D.200
0.500
3. 400
0500
0.600

G700
0.730
0. 000
0. 855
0900

{}: (.50 )

:I- an {}G ?’3
1. 080
14400
1.200
1,505

L300

VOLUME DE EQUIVALENCIA FARA MHCL= 1. 38179

CLGHOU T

nH

S ER L

F
Fa 9y
t, 02k
b, 05ty
., 086
. 1350
. 154
.19y
Y, 21y
b, 2L
W, 2k
ML 2uE
W 308
M BB
M B
i B
Y. UL
W51

!“{‘ ® (”ﬁ }“" t’?

fwwmwgzﬁﬁgﬁxﬁgwmwmwmgxI{ﬁwaﬁgww”,

REFINADA
LuSYEE-GL
1. 28801
LudT7E-01
1.OFRE-~04

Pud BE-(2

& VE-DP
7ath SHE-O2
Pl PRE-OR
b MEE-02
5., 755E 03
5. aN2E~-0p
B.46BAE-0OR
B BO%E-Q2
G.0238~-02
2.BPEE-0R
1L PBRHE-0R

~ L. BEEE-0F

COEFTCIENTE DE DORRELACAD=-. 999944
' FaRa atTDN Hal

VI UME

1201
he508
2,100
2,200
& B8O
2. 500
2. 850
LG VAN
2,400
Z2uM1E
24451
2. s
240
2.UuTs
2,501
2515

1t

F G
B 043
R:198
3,836
Gauly
Sehae
P P
I
ERR A F A
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G175
G232
GwpBé
&« BHY
I 5L

Lan
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b, 6S9E 06
o go0E-88
3. 251E-04
2L BV LE-D4
LaW72HE-0Q6
18529506
1w AMBE-04
9 B00E~0W
7w b7OE~07
b BELE -G
BuUB7HE-0OF
Y. UBHE -G
S u BEVE O
2uB72E~07
64 25UE-08

= LOEUE -0

COEFTCTENTE DE CORRELACAD=-, 990ua7

VOLUME DE EGUIVALENCIA FARA HALs

g
2t

FG

Fi

Y0163

GJUSTADA
1. HB4E-01
1o B70E 11
L. 284E-OL
L LEBE-01
L. 022E~01
Yu061E~07

7 FORE~0R

VW BRZE-0P
b 7UEE-0R
b LOAKE~02
dw GHUE 02
5 OOME 02
b B6TE~0R
FuBUSE~02
F e REGE~0D
2L LOVE-DR
8. 900E~073

LW BZQE-0%

AJUSTADA
U PUBE 04
3:928E 88
B L7HE-06
2. BEFE 06
1. 9BBE-06
1. B9BE-06
1w LOBE~04
1. QOOE~04
B.029E~07
b« BULE -0
B BY9E-07
Y MPEE 07
B ABHE-0Y
2. LOBE-07
b D PE -9
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Continuacao da Tabela 17.
e FARA AUTUU HAZ
Fi  REFINADA
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FG  REFINADA
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7077
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P lBS
i? L !'&‘?é’
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Y
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G HLE
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10,078
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TABELA 18 ~ Dados da titulacdo potenciométrica de 40,00 m¢ de solugao con
tendo 0,14133g de oyaibumina em ureia 8,0M na presenca de
HCZ com NaOH 0,1159M; I = 0,10M; Eo‘ax 166,1 mV; jH = -8.460,1

VM gy = 415,5 mVM; K = 9,07 x 10714,

VHLLNE E/MY vH
0,100 . CRO0.LT 3,985
0. 208 198.6 DL GBY
0. H00 1970 Y. O1b
0. 1400 195. % . OUS
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Continuacao da tabela 18
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TABELA 19 - Resultados da linearizacao da curva de titulacdo de ovalbumi-
na em ureia. Valores relacionados aos dados da tabela 18.
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Continuacdo da tabela 19
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FIGURA 12 ~ Curva linearizada de titulacao de 40,00 mé de solu-
¢ao contendo 0,14932¢ de ovalbumina em uréia 8,0 M e
na presenca de HCE, com solugdo de NaOH 0,115% M.
I =0,10 M,
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4.2.2 - Discussao

Podemos observar que a partir do metodo de Tinearizagao
caracterizou-se dois tapos de grupos carbaxni1ces 0 que nao foi
possivel através do método.-convencional de titulacao usado por
Cannan et a¥11(6), nem atraves do metodo de titulacao termomé-
trica usado por Jespersen(zz), Cannan e colaboradores estudando
a ovalbumina em diversas forgas ionicas, interpretaram os resul
dados atraves do modelo de L1nd9rstr¢m Lang. 0s resultados obti

dos por Aieixo e Godinho(38)

diferem dagueles encontrados por
"L BSSEes pefqu1sadoreag sobretudo guanto ao nimero de grupos carbo
) xilicos e aminos. A discrepanc1a entre esses resultados foi a-
tribuida & diferenca dos metodos e-mpregados(?’g), Cannan e cola-

botadares determinaram apenas um valor de pKa para o0s grupos
carboxilicos aplicando a equacado baseada no modelo de Linders-
‘trdmmLang para o ponto medico da curva de titulag3o entre pH 2 e
_6; Caractariiaram 51 moles de carboxilicos/mol de ovalbumina,
cqm pKa inér?néeco de 4,29. Através do método de  Tlinearizacio
da curva de titulacao, foram obtidos 2 segmentos de reta para
a reglao acida, atrzbu1dos a presenca de carboxwiicos proveni-
entes de resTduos de acido avpart1co e g?uiamwco, tendo sido
caracterizados por mol de protemas 27,3 moles de grupos com
pK 3,48 e 15,9 moles de grupos com pk 5,15, perfazendo um to-
ta1 de 43,2 grupov carb@x;!dcos por moT de ova]bum1na(38). Esse
Va?ar e bastante concordante com 0 va]or determ1nado termometr1
tamente por Jespersen e Jordan 22)

Pela sequenc1a de amfnoac1dos, o numero total de resi-
duos aspart?cos e glutanwcos g 47 grupos por mol de ovalbumina,
sendo que o va}or por nos encontrado para a soma do n® de moles
desses grupos carbax311cos foi de (46,94 To s271/mol de protei~
na. CﬁmparandOMQe esse resultado com aquele obtido para a pro-
telna nativa pelo meswmo metodo(3 . observamos que alguns gru-
pos catboxﬁiicos tornaram-se acessiveis 3 titulacao apos desna-
tubagﬁo em urefa. Ahmad e Salabruddin observaram que 2 grupos
carboxiiicos tornaram-se acessiveis a titu?agﬁa apos desnatura-
cao em ciﬁridrato de guanidina., Obviamente esses grupos tém um
menor pK. na proteina nativa, o que pode ser devido a presenga
de cargas positivas proximas ou @ localizacdo desses grupos em
regioes inacessiveis & titulacdo. Como a maioria dos resTduos
de tirosina encontram-se nessas regices, acreditam esses auto-



res que os 2 grupes carboxilicos devem formar ligacoes de hidro

génio com esses residuos no interior da proteina nativall2®),

A estequiometria encontrada para os grupos imidazois foi
muito discordante dos‘va10res encontrados na Titeratura(6’ 22,
38 ¢ 153) Rasper e Kauzmaﬁ estudando as variagﬁeé'de volume
gue ocorrem em reagﬁes de proteinas, verificaram que na faixa
de pH 5,3 a 6,8 essas variacgoes para a ovalbumina refletem um
estado andomalo que em parte pode ser explicado pela presenca de
fosfatos na prote?na(ZT). A influencia dessas espécies sobre a
curva de titulacdo, foi também observada por Cannan e colabora-
-. dores qué sugeriram uma contribuigﬁo de 2 equivaientes desses
grupos para a curva de titulacao, sendo um desses grupos titula

‘dos na faixa de pH 2 e o outro na regiao de imidazo1(®),

Com rergéo ao numero de grupos aminos observamos = que
para a proteina nativa, Aleixo e Godinho(ga) eacontfaram cerca
de 7 grupos a menos que aqueles dados pela seqﬁéncié de amiﬁOM
récﬁdas(igg). Steven e Tristam estudaram a reatividade desses gru
pos 5 f?uord%n%%roMHmeﬁé tanto para a'oyalbumina nativa guanto

desnaturadé(1d4). 0s resultados obtidos pelos referidos autores
sugerem a existéncia de 3 tipos de resTduos de lisina quanto a

reatividade:
a) 3 residuos muito reativos;

b} 9 residuos que reagem apenas apos desnaturagao par-
cial; ‘ 2

¢) 8 residuos que sO reagem apos a desnaturagao ter a-
tingido um estado definitivo.

.

Fsses fatos, segunde Steven e Tristam sugerem que a pro
teina no estado nativo encontra-se numa forma enrolada e guando
ocorre a desnaturacdo, a molécula desenrola-se, tornando-se 0s
gra?ds aminos prdgressivamente acessiveis a reag§0(}24).

Estudos de espéetroscopia.de ressondncia magnetica nu-
clear revelaram gue na lisozima, 2 reéTduos"de Tisina interagem
com grupos carbox¥licos formando pares ionicos, enquanto que oy
tros desses residuos formam ligagoes de hidrogénio com  outros

residucs de amincacidos dessa prote?na(iﬁﬁ).

faso esses tipos
de interacOes ocorram entre os grupos aminos da ovalbumina, &
provavel que o nimero desses grupos titulados nao  corresponda

ao numero de grupos esperados pela seqliéncia de aminoacides o



- nativa

que talvez explique o valor obtido por God1nh0 e Aleixo para a
(38}

proteina nativa

Quanto aos grupos fendlicos da tirosina, sabe-se que
para a ovalbumina nativa esses grupos s30 estericamente inaces-
siveis @ titulagdo. Katz e Miller estudaram a variagao de volu-
me produzida pela reacdo da proteina com algumas bases, verifi-
cande que em ureia 8,0 M essa'var%agao e muito reduzida em rela
¢ao aquela observada para a proteiﬂa nativa. Us autores atri-
buem essa reducdo, gue © de 15 a 20%, a tizulacio de residuos
de tirosina, anteriormente localizados no interior da proteina
(2&)’ A investigacao espectrofatométrica'da ionizacao des
ses grupos foi feita por Cannan e'Neubergers que observaram 0
efeito da desnaturacao sobre essa reacao, verificando gue o de-

senrolamento da proteina provoca uma variacao nos seus valores
de ﬁKa. As variagoes que ocorrem no espectro de absorgao, indi-
- cam que com a desnaturacao a 1on1za¢ao desses grupos pode ocorrer
em valores de pH menores que 12( ). E provaveT que em so?ugoes
concentradas de ur8ia, esses grupos sejam titulados na mesma re
giﬁb dp'pH que osrqrupes am%nos o que explica o eleyado valdr
obtido nesse trabalho para o numero de moles de grupos amings

titulados por moi de ovalbumina (27,59 f 1,18).

Comparando-se o nﬁmero total de moles de grupos titula-
dos encontradés nesse trabalho aqueles re%uitados determinados
par Godinho e Aleixo para a protewna nativa pelo mesmo metodo
Jde 11neaw1zagao da curva de titulacaoc, observamos que para a
proteina desnaturada em uréia, os resultados obtidos estao me-
_Tﬁﬂras cotreiac%bnados a éeqﬁ@ncia.de aminoacidos.

0 nlmero total de mcleste grupos titulados encontrados
nesse trabalh0 excede aquele dado pefa seqiiencia de aminoacidos
num valor de aproximadamente 5. Dois desses_grupos excedentes
podem prdvave?ménte ser atribuidos a titulacdo de residuos  de
~acido fosforico prese entes na proteana. Os 3 grupos restantes
podem ser devido a presenca de impurezas titulaveis nas solu~
coes de éva1bumiﬂa qae foran preparédas a partir do produto co-
mercial. Alem do mais, amajor discrepancia ohservada & quanto
ao numero de grupos imidazois, Esses grupos sao titulados na
mesma régiéc de pH que a fimpureza encontrada em maior concentra
cao nas solucoes de ureia. Poss1ve1mento, as cerregoes de volu-
me de titulante feitas nessa regiao da curva, nao correspondem



ao verdadeiro volume de titulante gasto na titulacao dos grupos
imidazois. Esse fato poderia ser confirmado airaves de titula-
¢oes da proteina em solucoes puras de urdia. Poreém como ja foi
comentado, solucoes desse agente desnatu1ante mesmo apos recris
talizagoes, possuem ainda 1mpurezas que podem ser detectadas pe
1o metodo de ]lnearizacao

Talvez esses resultados confirmmnas observagﬁos feitas
por outros auteres de que solugdes concentradas de urewa expoen
certos grupos localizados em regioes h1drofob1cas da proteina,
tornando-os acessiveis & reacdes, cemprovando portanto o desen-

roiamanto da ovalbumina em solucbes desse agente desnaturante

Podemos obs servar na tabela 21 que os valores de pKa
dos grupos titulaveis @ﬁcentrados em solugoes de ureia, $a0

maaar@s que 0S va?ores thqdas para a proteina nativa.

Levy, iitu?ando acido acetico em ure1ag dctermtnou oS
‘vaTGres de pK desse Gcido nesse meio e os va1ores encontrados

152 '
.ppdem sepr observados na tabela dbd]XO( )

TABELA 22 - Valores de pK, de Kcido AcBtico em Urdia.

Ureia (moles/1) i 0 ‘3,5 7,0
Pk 4,78 4,97 5,28

o Us resultados obtidos no nosso trabd]ho, comprovam a my
danca do comportamento acido-base dos grupos titulaveis em solu
goes de ureaa Entretanto, e dificil fazer-se uma comparacao,
'p01srod numercs de grupos titulaveis na pEote?na hativa e desna
turada sdo diferentes Outro ponto .a considerar e que a desnatu
ragaa a?tera a posicao dos grupos na moTecuTag podendo causar
mudancas no valor de pK No entanto, as varxagoes dos va%ores
de P, observgdaa nos casos dos aminoacidos sdo consistentes com
as conclusdes de Levy(102) '



5. TITULACRO POTENCIOMETRICA DA INSULINA

5.1 - Consideragoes Gerais

A insulina e uma proteina bastante estudada devido a0
interesse que se tem em suas propriedades fisiologicas. E um
dos hormonios segregados pelos pancreas que funciona como regu-
lador do metabolismo dos carboidratos. Facilita a transfereéncia
de glicose do 1iguido extracelular para o interior das celulas
~e aumenta a taxa de transfer@nc1a de aminoacwdos e acidos gra-
X0S atraves da membrana celular. E um poderoso agente anabdlico

promevendo a sintese de g]wcegenzo no figado e muscultos, a in-

corporacao de aminoacidos em peptideos e proteinas e a sintese
de acidos graxos -e trigliicerideos. Em suma, a insulina promove
o armazenamento enerdético #egu?ande a concentragﬁa de glicose
no sangue, sendo o unico horﬁon1o que tende a diminuir essa con

certraga0(167),

A cristalizacao dessa protefna & va]ores de pH aproxima
damente 6 sO ocorre na presenca de certos Jons metilicos diva-
lentes. Como ha sufwcneﬂte an no pancreas, essa cristalizacao
~ocorre normalmente em acmbxnagao cowr tracos desse jon  metali-
cé&j68). Ha diferengas entre o comportamento da insulina conten
do- ou nao zinco. Por exemplo3 a molecula dessa protezna pode
pol1mer12ar 5e em ¢01ugao aquosa e essa p011mer1zagae depende
da presenca de Jons metalicos sobretudo Zinco. Marcker demons -
trou que na faixa de pH 2,1 a 9,?, a massa mo]efuIar da protei-
na livre de zinco ndo €& homogenea dependendo do pH e da concen-
tracac em solugdao. A massa molecular minima encontrada na re-
giao acida foi de 12.000 indicando gue nessa regfﬁe de pH a mo-
lecu'ta apresenta-se como dimero, enguanto que'na regiéo alcali-

na a molecula existe como monomero com uma massa molecular de
6.000(169)

Para a proteina contendo zinco, Fredericg evidenciou na
regiao acida, a existéncia do mondmero em solucoes muito dilui-
{170}

das e Marcker observou que essa proteina e monodispersa em

sotucoes hasicas e neutvaq, tendo uma massa mo?ecuTar de 36.000
7

o que corresponde a 6 unidades de moﬂem&ro(? 3)

da proteina contendo ou ndo zinco, foi estudada por Marcker e

A dimer1zagao



i

Graae que chegaram a conclusao de que o mecanismo de reagao en-

volve as pontes dissu?feto(z72). Porem, a menor massa moTecu?ar

observada em solucao aquosa foi de 12. 000(173)

A formacao do hexamero & resu?tante da ligagao de tres
dimeros a dois Fons de zinco'cuja'coordenagﬁo altera a densida-
de das cadeias de palipeptidens no hexamero de tal modo que ha
uma intergeminacao. 0 tamanho dos agregadoc aumenta com o0 aumen
to da concentracao de ptote1na e de Jons Zn2+(174)

A natureza da ligacio de zinco com a insulina tem sido

(26,171 e 175)

Cinvestigada Estudos d 1nﬁeraga0 de serQaTbuména

com e¢sse Jon indicam que os principais sitios de ligacdo sao 0s

grupos iméda2515(176’171)g Tanford (bservou que para a insulina

a combinacao desse Ton metalico se da tambew com esses residucs

de aminoacidos, porem nesse caso dois grupos imidazois estao en

2+(26)

volvidos para cada Ton Zn No entanto, Gurd e Wilcox acre

(175)

s POS
sibilidade tambem aceita por Marcker que a partir de dados expe

ditam na participagao de grupos o-aminos nessa 11gagao

rimentais concluiu que os grupos N-amino terminais sao essen-
ciais nessa ligacao e provavelmente o zinco estd ligado ao N-
- terminal da fenala?aﬂaﬁa(171) ‘

‘ A estrutura do mondmero € relativamente simples, consti
Lusdﬁ de duas cadeias distintas designadas por A e B e interli-
gada@ covalentemente por duas pontes dissulfeto. Ha ainda uma
ierce1ra ponte dissulfeto intracadeia entre os resaduos & e 11
da cadoTa A. As pontes dissulfeto intercadeias estao localiza-
das nos resxduos /-7 e 20-19 das cadeias A e B respect%vamehte
Em 1249 Sanger separou as duas cadeias de polipeptideos quebran
do as pontes 3-S5 por oxxdaqao(]78). E possivel que essas pontes
estejam envo?vwdaﬁ na atividade bqoiogica dessa protezna, pois
guando sofrem redugaoﬁ ha um grande decréscimo nessa atividade.
A.semelhanca entre o anel 6-11 da insulina e os hormonios oxito

cina e vasopressina s ugerem gque possaveimente essa regiao da mo

lecula esta intimamente relacionada a essa atwv1cade(173) A

presenca dessas 3 pontes dissulfeto confere consaderdve1 restr1
2

¢ao a configuracdo espacial da melecu]a( 8 .

A molecula de insulina € originalmente sintetizada na
célula sob a forma de um precursor constituido por uma $o cadeia
e denominado proinsulina. A cadeia B da insulina @ a porcao ami
no ernquanto que a cadeia A B a porcao carboxilica desse precur~



SOY‘(]yg)

. A conversao de procinsulina a insulina ocorre em granuy
los formados por vesiculagao do aparelho de Golgi e 0 processo
completo para a biossintese da insulina ocorre em aproximadamen
te 6 a 8 horas(]gﬁ). A proinsulina contem 81 resTduos de amino-

acidos, enquanto que a insulina tem apenas 51 resYduos.

A seqliencia de aminoadcidos para as insulinas de diver-
sas especies difere em algumas regiﬁés da estrutura. Devido a
essas variacoes, Blundell et alii aciam conveniente considerar-
se a seqliencia de aminodcidos em 4 c¢rupos. Essas insulinas tem
gera1meﬂfe 21 residuos de aminoacidis na cadeia A e 30 na ca-
~deija B( ), sendo que cerca de 30 yrupos sao titulaveis.

5.2 - Titulacdo Potenciométrica da Insulina Nativa

. As curvas de titulacao dessa proteina tem sido estuda-
'da$(7? 25729) ypservando-se que diferem para a insulina contendo
ou ndo ions de zinco na eﬁtrutura(zs’ZB). Seus grupos ioniza-
veis sao os g-carboxilicos, carboxTlicos de acido glutamico,
imidaz0is da histidina, c-aminos, e-aminos da lisina, fenolicos
da tirosina e guanidina da arginina. X valores de pH 9,9  todos
1 0S grupos imidaz0is e a maioria dos w-aminos dessa proteina de-
vém\estar fonizados, enquantc que muitos c-aminos e todos 0%
;grupos guanidinos retém ainda suas cargas positivas. Os grupos
~fenolicos dissociam-se a maiores valores de pH e a pH 13,0 suas

fonizagoes nao devem sey ainda compietas(7)

. Fredericg estudou a curva de titulagac da insulina cris
tatina em KCZ 0,1 M no intervalo de pH 2 a 11 e observou que na
faixa aica?;na de pH a t1tu1aga0 nao e reverS?vei Considerou
3 PG§1OES a} regiac onde a curva @ homogenea na faixa de pH 2
a 3,6; b) na faixa de pH 3,6 a 7 onde ha um desdobramento da
curva; ¢} meio alcalino onde a curva & mais compieia e a pH 9 a
ptote?na e insollivel, porem se for dissolvida anteriormente em
alcali ou acido, sua solubilidade entre pH 7 e 9 aumenta consi-
deravelmente. 0 referido autor separou a porgao insolivel em
frégﬁ&s de acordo com a fraca solubilidade e observou que a fra
g§0 mais soltuvel apresentdva uma curva reversivel, enquanfo que
a menos sollivel dissociava-se em niimero menor de jons H' em so-
Tugoes afcalinas, mas esse nUmero aumentava acima de pH 10,5.
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Essas variagoes dos grupos dissociaveis foram interpretadas co-
mo sendo devido a presenga de ligagoes especiais envolvendo gru
pos fendlicos e imidazois ).

Tanford e Epstein estudaram a curva de dissociacido da
insulina contendo zinco e da insulina livre deste elemento, ob-
servando que no primeiro caso a proteina ndo se comporta rever-
sivelmente. 0 numero de grupos titulados para a insulina conten
do zinco @ maior que o nUmero de gruros titulados para essa pro
teina Tivre de zinco e a diferenca & de 2 grupos por  monomero
e, segundo esses autores, esses resvitados correspondem possi-
“wvelmente d dissociacdo de Tons H' di esfera de hidratacao de
Tons de zincol2D ® 26)

Nesse nosso trabalho o com ortamento acido-base da pro-
teina contende zinco foi investigado em 2 condicbes de forga io
- nica e na presenca de ureia. Observamos a formacac de um preci-
pitado para as solucBes tituladas na auséncia de urBia. Tanford
e Epstein sugerem que esse precipitado & altamente hidratado e
portanto ndo afeta a reprodutibilidade dos resuTtados(ZG).

5,2.1 - Resultados

o

As solucoes de insulina cons1derada nativa foram titula
das em condigoes de forca iconica 0,10 M e 1,0 M em KC£&. EFssas
so]ugocs foram tratadas com excesso de HCZ e tituladas com NaOH.
As curvas de titulacaoc dessa proteina em KCE& 0,10 M e 1,0 M po-
dem ser observadas nas figuras‘?g e 14 respectivamente, onde
tambem sao apresentados 0s segmentas de reta obtidos pela linea
rwzagaa das curvas segmentadas em 5 rcg;oos Esses segmentos
foram obtidos, como ja foi citade, atraves do grafico das fun-
¢oes de Gran modificadas vs. volume de base adicionada. As ‘de~
t@rminagéés dos volumes de equivaléncia e constantes de dissocia
¢ao foram feitas conforme procediménto ja descrito. As tabelas
23 e 25 apresentam os dados das titulacoes de diferentes sotu-
¢oes de insulina em KCL 0,10 M, enqguanto que as tabelas 27, 29
e 31 mostram os dados das titulacoes dessa proteina em KCL 1,0
M. Os resultados da linearizagao dessas curvas sio apresentadoes
nas tabelas 24, 26, 28,'30 e 32. A estequidmetria e os valores
de pK, dos grupos titulaveis sao dados Pespect?vamente has tabe
tas 33 e 34 e referem-se a média aritmética de titulacbes dife-



rentes. Na determinacdao do numero de grupos titulaveis conside-
ramos a massa molecular como sendo 11.466 valor também conside-
rado no trabalho de Tanford e Epstein(25 € 26), Nas tabelas 33
e 34 sao apresentados também os resultados obtidos em outros
trabalhos. Convem salientar que os valores de pK_ obtidos nos

a
trabalhos citados na tabela 34(26 e 27) sao valores de pKa in-
trinsecos.

g
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TABELA 23 - Dados da titulacao potenciomgtrica de 30,00 m¢ de solug@o con

tendo 0,0189 ¢ de insulina na presenca de HCE, com
254,17 wVy 3,=0,0mV/M; Jo, = 376,4

0,1369 M. I = 0,10M; Eoy =

mv/M; K, = 1,81 x
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trica de solucdo de insulina, com NaGH.

aos dados da Tabela 23.

Valores

TABELA 24 - Resultados da Tinearizacao da curva de titulagao potenciome-
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TABELA 25 - Dados da titulacao potenciométrica de 30,00 ml de
contendo 90,0270y de insulina na presenca de HCZ, com
0,1369 M. I = 0,10 My E5 = 2562,8 mV; jH = 0,0 mV/M;

= 376,4 my/M; K,

=1
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TABELA 26

- Resultados da linearizacdo da curva de titulacao de

solucao

de insulina. Valores relacionados aos dados da Tabela 25.
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FIGURA 13 - Curva linearizada de titulagao de 30,00 mé de solu-
cdo contendo 0,018% g de insulina na presenca de
HCE, com solucdo de NaOH 0,1369 M. I= 0,10 M.



TABELA 27 - Dados da titulacao potenciométrica de 30,00 m€ de solucao con
tende 0,0127g de insulina na presenca de HCL, com Nadﬁ
0,1150 M, 1 = 1,0M; E5a= 246,6 mV; jH = (J,0mV/M;
= 370,1 mV/M; K, = 1,74 x 10777,
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TABELA 28 - Resultados da linearizac@o da curva de titulacao
trica de solucao de insulina, com NaOH. Valores
aos dados da Tabela 27.
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Continuacdo da Tabela 28.
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TABELA 29 ~ Dados da titulacao potenciométrica de 30,00 mf de solugdo con
tendo 0,01881 g de insulina na presenca de HCE, com NaOH
0,7160 M; T = 1,0M; ° Edaﬂ 246,6 my; sz;0,0 mv/M;

S an~ 14

= 370,71 mV/M; K o= 1,74 x 107,

Jon

T e E /MY o pH 1
O, 100 : 258 D REG
Ou 200 290, 0 : CELAS
W BOO 288.,0 7. 500
S o L - T
0. 500 REE, Y y A
. 600 ABL LG YA T B
G700 SEEL G B
O B0 S5 .6

A 0ES

S.B10
0. G B H ) Py
1. 0010 248 56
11108 geli: a: 955
~Eﬂ:§:}{} "uh }‘ﬁ(} 25‘}{ 0

T LEO0 23204 YA A
! i () {} Al . 087
Lo ZHG G.l06
LA £08.0 S luB
L b0 ARG A 10%
P800 iR Y ' Be HES
AP B Ad0. 5 DB
e B30 2884k AeB1E
iuu‘?l%f} ' ’1‘):5-’.“3 \’;|a|:'1j/’
LoS60 pRR.6 B 04
Lo Sy : S18.5 I
LutQ {} . 2136 D NHE
Lal 09,5 Baba?
i ahd‘(‘! AV

B2 701
. b G5 1997 BLAYE
o 1,660 1955 a8
1675 ' 186,y 4L 01
Le&%0 1786 \ YO AL
) Lol 1781 LWL, EEY
R RN Lan.0 Lo BAD
e 780 S 1B1.0 B.flé
AT R e B O YLt
1.761 1.3 5. 067
P W RS £y 5. B9
’ Lo 790 B < T B.8544
1.EOL B, 3 5, UG
1.B1e R R b iih
10RO LM G liaT
L.Bus - LELE & B
10860 S 1 I Fw BEA
1 mun =50, & £, 001
L. 900 w836 6 aggsa
P9l - L0, 7 CL0uh
iwfﬁ@ =187 Q.H1Y
LSS LTI G, 5L
1. 940 RS 9. 7Pn
bawey ~LBY A CI T
L5990 L5, G G, 969

PRSI N NL 0 S S 121




Continuacao da Tabela 29.

2,015
H. 050
2.0ME
2. G40
2075
£ u ol (}0

o LU
z“HQQ
&L BHWE
24300
LGS )
2:-% L3 L‘} {.:a :L
aLHHE
AL
Enwuw
da
& T
@ aa0
CdLR00

o e (D

R A S
L7864
-1 88U
=185 .8
'”‘1 O, Y
LG
iﬁv"/
~204. 1
R SN
~215.2
S LE. 4
I g
”"H 7
)
*:»fu,: iy

WKV I
=286
Y
~ENEL G
AT

oLl

Lo 1By

L0283
L. 311

10,361
A0 Bu

10.457
10,784
Lo.8L3
10,868
iﬁnwﬁ{

LO.997

LL.oay

Li.068
Piaaoz
1. 176

1 nas

AL 2RE

»L }. # .C:"?i}

11857




TABELA 30 - Resultados da linearizacao da curva de titulagace potenciome-
trica de solugio de insulina, com NaOH. Valores relacionados
aos dados da Tabela 29.
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Continuacao da Tabela 30.

Faka aliba Has
VOLUME pH FG REFINAGA
1860 7 BEE WL, 7HEE-10
1.880 G004 P 7BLE-10
L FO0 8. 650 SRV IE~LL
F A Y083 -~ Beti-11
COEFICIENTE DE CORRELACAQ=-, 998208Y

CONSTANTE DE DIGSOLIACAD PARA Heds
Foaka ADIDO HAaM
VOLUME ph Fii REFINaDA
IR9UG ERR = T Y
Lo @60 QPR Ga LMLE~LZ
Y ?.8462 1a9ULE-L2
Y Fa 94y PLOFVE-LS
2.001 10,640 B LONE-TY
2,010 L0 1an . FLOE-LE
2,080 10,189 ] G EE L2
COEFIDIENTE DE CORRELACAQ-, 9299639

DE DESHSDCTALAD PARA HAl=

COMBTANTL

VOLUKME DE EQUIVALENCTA FARA HAD= L.

YOLUKE DE BEOUIVALERDTA FARG Ak 2.

FG AJUSTADA
M, Z18E~10
2o 7 FHELO
B.50E-11

R TR A el Y

G086
Y. 707HGE-0Y

Fii AJUBTADA
W 2l RE-~ L2
BalBbHE-12
2. 080814
B AMOE-~13
1 lBiE~15

G AROE 1S

i o GRBE -1

L ODEGS

P a7 ELEE-L]




TABELA 31 -

Dados da titulacao potenciometrica de 30,00 m& de solTucdo con
tendo 0,01881 ¢ de insulina na presenca de HCL, com
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= 370,1 mV/M; k
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TARBELA 32 - Resultados da linearizacdo da curva de titulagdo potenciome-
trica de solucdo de insulina, com NaOH. Valores vrelacionados
aos dados da Tabela 31.
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Continuacao da Tabela 32.
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FIGURA 14 - Curva Tinearizada de titulagao de 30,00 me

solugcao contendo 0,0127 g de insulina na presen

cao de HCE, com soTucao de NaOH 0,1150 M.
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5.3 - Titulacao Potenciométrica da Insulina Desnaturada

Como as propriedades hidrodinamicas de macromoléculas
em solugoes sao sensiveis a mudancas conformacionais, Tanford
mediu a viscosidade da insulina em cloridrato de guanidina, ob-
servandoc gue o desenrolamento dessa proteina & uma reacao. 1ins-

(126)

tantanea Determinactes de dispersao otico rotatoria podem

ser corretacionadas & estrutura de macromoleculas. A elevada
constante de dispersao (267 mu) da insulina nativa diminui quan
do desnaturada em uréia (226 mp). Medidas desse parametro foram
~feitas para diversas proteinas globulares tendo sido observado
que ha uma convergencia dos valores dessas medidas para a faixa
de 210 - 220 my quando as proteinas sao desnaturadas. Isso su-

gere gue o estado desnaturado dessas proteinas caracteriza-se

_ 182
por ume conformacaoc desordenada comum a todas elas( ).

Shrake e Rupley desenvolveram um programa computacional
para investigar o envolvimento e a exposicio de proteinas a sg]
ventes, apresentando resultados para a iisozima e insu]ina(igsr
Esses resultados sugerem que os contatos dos cristais dessas
proteinas sdo caracterizades por um menor envolvimento dos gru-
pos Tlaterais nao polares enguanto que o5 grupos ionizaveis das cadeias
laterais estdo muito mais envolvidos.

1\. Com o proposito de investigar a influéncia da ureia so-
‘bre os grupos ionfzaveis da insulina, nesse nosso trabalho essa
“proteina foi tambem estudada nesse meio desnaturante.

5.3.1 - Resultados

As solucdes de insulina apds contato de duas horas com
solucoes de ureia foram tratadas com excesso de HCE e tituladas
nas condic¢oes de forca ionica 0,10 M em KCE. Na figura 15  sao
mostrados a curva de titulacao dessa proteina nessas condigoes,
bem como 08 segmentos de reta obtidos pela linearizacgao dessa
curva apos segmentacio em 5 regioes. As determinacgbes dos volu-
mes de equivalencia e constantes de dissociacao dos acidos fra-
cos foram feitas usando-se o programa PROTE MODIFICADO de acor-
do com o procedimento ja citado. As tabelas 35, 37 e 39 mostram
os dados resultantes das titulacoes de diferentes solugoes de



TABELA 35 - Dados da titulagao potenciometrica de 40,00 m€ de solucao con
tendo 0,02561 g de insulina em uréia 8,0 M na presenca cic;
HCE, com NaOH G,1092 M. I = 0,10 M; Eg,= 147,3 mV;
= ~9.669,3 mV/M; jOH = 370,7 mV/M; Ky = 9,09 x 10
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Continuagao da Tabela 35.
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TABELA 36 - Resultados da linearizacao da curva de titulacdo potenciome-
trica de insulina em uréia, com NaOH. Valores relacionados

aos dados da Tabela 35,
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Continuacao da Tabela 36.
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TABELA 37 - Dados da titulagao potenciometrica de 37,00 m€ de solugdo con
tendo 0,02305 g de insulina em uréia 8,0 M na presenca dg
HCZ, com NaOH 0,1092 M. T = 0,10 M; Eg = 147,1 mV; Jy

= 12.166,9 m/M; §g = 723,3 m¥/ K, = 9,31 x 10718,
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Continuacao da Tabela 37.
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TARELA 38 - Resultados da linearizaciao da curva de titulacao potenciome-

trica de insuline em ureia, com NaOH.
aons dados da Tabela 37.
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Continuacao da Tabela 38.
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TARELA 39 - Dados da titulacdo potenciométrica de 40,00 m¢ de solugao con
tendo 0,02561 g de insulina em ureia 8,0 M na presenca de

HCE, com NaDH 0,71092 M; 1 = 0,10 M. Egam 149,5 mV;
13.538,3 mV/M; jGH = 4445 mV/b; KW' = 9,34 x 107

14 Iy

WL LR - TSN X3!
. 100 1£1n? : CH L EOS
O B00 PO Ga BHY
0 BOD 1UénH AL 0P
- (.7050 KR VIgN S AL BAG
Lo GO0 A B GUE
LaaGl L7d.9
§ow W0 a7 LA
LW BG0 Lék, 0 =N
1w &G0 LH0Wh ko, u‘h“.»
L. 700 PHELE Wokad
L. B00 _ 1502 Y.01é
j. i f‘ i\? 51} }‘ ]%C\J " L‘E i{ f1 \t;“‘:: i:‘
2000 184, Y b, 776
HL 000 L1295 L, E16Ed
2L 100 La235.0 SRR A
£ LD Lis.o RO B
?u{ﬁ& R R Y X Gu UG
LTG0 Lil.2 . I
« 180 1091 ' Seald
w b W0 107.¢ A

¢ B0 oMLY B 28y

A
2l LOE. 8 H.828
B RaE0 o PELH 8875
R ' Yéa.8 T2
P 0.9 5. 80
o PO 5 Sann?
. ; HBY L H S.5E0
5.7 G b
PGLT S5.710
AP BalUh
Q.0 ' PRV
’ Ol ¥ R Y
&Gy 2l b, GEY

T . BH.u G L5k
I S AW [ & a2 7Y
350 WL G GUH

2360 s 61160
S.A70 L 2B G BT 5
S BEG 2l Ha. P00
2.0 14.58 G2l
2H00 el 6. 95
S0 ; - 7095

YA RN R T Ve dBH
a0 =198 el

oy E oy g oy g
f-) o b i% 3 - LW Y ekl
2L W0 -G8 . & A

Ea%$ﬂ =00 b 7. 967
Ay Qa7 £, 04l
auHJO ~7h. 0 uuﬂ&i

). “ L\[t ‘}‘50 "i;;.. w 63‘ i.} 1.3\
ﬁ?»%}i)é) % \‘> & \:-Gz

St U (0 ;
Fyrn im\ il J SS) § } 8 {ii




£,

Continuacao da Tabela 39,
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TABELA 40 - Resultades da Tinearizagdo da curva de titulagao potenciome-

trica de insulina em ureia, com NaOH.
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FIGURA 15 - Curva Tinearizada de titulacao de 40,00 mf de
solucao contendo 0,02561 g de insulina
uréia 8,0 M e na presenca de HCZ, com

0,1092 M. I = 0,10 M,

em
NaOH



insulina nas condigbes acima mencionadas. Os resultados obtidos
pela linearizagdo dessas curvas sao aprerentados nas tabelas
36, 38 e 40. A estequiometria e os valores de pKa dos grupos
jonizaveis sdo dados na tabela 47. Salientamos que na determina
¢io do numero de grupes tituliveis foram feitas as devidas cor-
recoes de volumes de titulente gastos wa titulacac das impure-
zas presentes no soivente.

CTABELA 41 - Valores obtidos para a estequiometria e pK, dos gru
pos titulivels da insulina em uvréia 8,0 M. I = 0,104

Nimevo de moles dos grupes titulados

por mol de insulina Valores de pKa

. Carboxilicos

I+

1,27 h 6,03

HA 9,16 * 0,34
W, 3,38 L 0,54 7,86 ¥ 0,39
Tmidazois |
A, 5,07 £ 0,77 o 9,65 ¥ 0,13
' Amiﬁ0$
. EN o ‘ - + o
" HA4 . i 10;6& = 0,43 . . ‘1152\3 e 05-}‘}

5.4 - Discussao

Para fins comparativos, os resultados da estequiometria
e valores de pK obtides para a insulina nas 3 condi¢oes estuda
das sao apresentados respectivamente nas tabelas 42 e 43, junta
mente com os valores encontrados em outros trabalhos.
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Examinando-se a tahela 42 pode ser observado que a in-
terpretacdo dos resultados nao & tao simples. Por esse motivo,
procuramos associar nossos resultados aqueles obtidos por ou-

tros auteres(7”25"29)u

Tanford ¢ Epstein estudando as curvas de titulagao da
insulina livre e contendo zinco, observaram que nesse ultimo ca
so dois novos grupos sao titulades para cada atomo de zinco pre
sente na molecula. Um desses grupos € titulado proximo a pH 8 e
o outro a pH 12. Uma outra observaca feita por esses autores,
€ que na presenca de zinco, dois gruyos imidaz0is sao titulados

“na regiao de carboxTiicos (29260

Estudos termodinamicos da iinizacao dos grupos e-amino
da insulina indicam que eles interigem com outros grupos na pro
teTna. A interacdo com grupos fenolicos e de tal modo que podem
ser titulados coﬂjumtamente. Interagem tamb&m com grupos de me-

. . 28,29
nores valores de pKa, provavelmente a»am1nos( ! ).

Alem das observacoes acima referidas, para uma melhor
interpretacao dos resultados & importante considerar-se as dife
rencas de solubilidade da proteina nas 3 condicoes  estudadas:
em forca ionica 0,10 M as solucOes mostraram-se menos soluveis
~ entre pH 4 e 7 e em forca idnica 1,0 M a fraca solubilidade foi
‘observada antes do infcic da titulagao, ao adicionar-se KCE,
at& pH aproximadamente 6. Nas solugbes contendo ureia nao houve
turvagao da sotucao. Fredericqg admite que Tigacgoes especiais
éntre grupos imidazdis e fenblicos devem contribuir para a fra-
ca solubilidade aumentando a cristalizacao e éonseqﬁentemente di
minuindo a solubilidade. Os grupos dissociaveis sao alterados
pela presenca dessas Tigagﬁes(27).

Analisando os dados das tabelas 42 e 43 chegamos as se-
guintes conclusoes:

1. 0 numero total de grupos carboxiiicos titulados 3
maiot para a praté?na nativa qde desnaturada. Em solucoes de
uréia onde os valores sdao concordantes com a seqilencia de aming
acidos, todos os grupos a-carboxilicos e residuos de glutamico
~devem provavelmente ter sido titulados. Nas condigoes de forga
ionica 0,70 M e 1,0 M, na regiao de pH onde sao titulades carbo
xilicos ¢ imidazois, a insulina apresenta fraca solubilidade,
podendo haver alteracdes dos grupos fonizaveis. 0Os resultados
sugerem que dutwos‘grupos devem também ter sido titulados junta
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mente com carboxTlicos. Esses grupos devem ser imidazois, dois
dos quais de acordo com Tanford e Epste1n(25 26) sao titulados
nessa regiao para a insulina contendo zinco que foi a proteina
utilizada. Comparando-se os valores de pKa(ggcgg§rados para HA2
N4

na proteina nativa, aqueles da "literatura , . observamos
gue 0s valores obtidos nesse trabalho sao mais elevados, refor-
gando talvez & hipdtese de que grupos imidazois com pKa anor-

mais tenham sido titulados numa regidc de menor pH.

2. Na regiae de titulacao dos grupos imidazois, os re-
sultades indicam que em ureia todos esses grupos foram titula-
dos juntamente com um grupo Zn(H20)2+. Na proteina nativa @ pro
vavel que grupos c-aminos tenham sido titulados nessa regiao de

ol 0 que pode ser confirmado pelo alto valor de pk, mais carac-

teristico desses grupos que de imidazdis.

_ 3. Tanto para a proteina nativa quanto desnaturada e
possivel que alguns grupos fenolicos tenham sido titulados anor
malmente na vregide de titulacao de grupos aminos, o que & con-
(28, 29)
Os
eievades valores de pK encontrados para HA4 na proteina nativa
sa0 cond;zentes com essa conclusao.

cordante com as observacles feitas por Gruen et alii

_ 4, Como a insulina @ uma preteina de estrutura relativa
mente simples com cadeias polipeptidicas praticamente "abertas",
a d?feanga do ntmero total de grupos titulados para a proteina
gnaTasada na ausencia e na presenca de ureia & muito pequena,
indicando gque a proteina no estado nativo possui praticamente
todos os grupos acessiveis ao solvente.

5. Fazendo-se uma cemparégﬁo entre os resultados obti-
dos em forga_éﬁnica 0,10 M e 156 M, observamos‘que exceto para
HA,, 03 valores de pK, diferem de aproximadamente 0,3 unidades
sendo logicamente maiores para as condicoes de forca jonica,
1,0 M. ; |

6. Como € de se esperar, 0S valores de BKa dos grupos
titulaveis em ureia sio muito maiores que nas solugdes naoc con-
tendo essa base,

Quanto aos 7ions an+ uma conclusao so poderia ser feita
apos titulagoes de solugoes de insulina livres desses Tons, 0
gque nao foi possivel por falta do produto comercial em nosso 1a
boratorio. Atraves de dialise poderiamos separar os ons wetdali
cos e obter-se a proteina livre. No entanto, peor motivos de or-
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dem pratica fomos impossibilitados de fazer esse estudo que pro
vavelmente nos levaria a concluir se os “ons de zinco estdo 1i-
(26) oy

. Acreditamos que atra-

gados a grupos imidazois como sugerem Tanford e Epstein
a grupos aminos como supoe Marcker(]71)
ves do método de linearizacBo essas conclusoes possam ser fed-
tas e portanto sugerimos futuros trabalhos com essa proteina,
a fim de investigar-se a natureza das ligagcoes de seus residuos

de amincacidos com esses Jons metalicos.
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6, Tituracso PorenciomETRICA DA MIosLOBINA

6.1 -~ Consideragoes Gerais

A mioglobina & uma proteina globular encontrada nos wis
culos de mamiferos vertebrados e invertebrados. Combina-se re-
versivelmente com oxigénio tendo com funcdo armazena-lo tempora

‘piamente nas células, papel particularmente importante para os
mamiferos mergulhadores cujo conteldo muscular dessa. proteina
& muito elevado. Nas aves, os miculos das asas sdo ricos em mio
globina enquanto que no corpo humano essa proteina @ apenas a-

hundante no musculo card?ace(184).

Sua molecula € constituida por uma porgao peptidica, a
globina, e por uma porgao nao peptidica aque consiste de um com-
plexo Fe2+mprotoporf%rina, conhecido como grupo heme,
que & o grupo que realmente se combina com oxigenio. Nesse que-
tato o atomo de ferro ocupa posicao central e possui quatro 1i-
gacoes no plano do anel de porfirina dirigidas a atomos de ni-
trogénio pirrclicos. Possui ainda duas Tigacoes perpendiculares
a;esse plano sendo uma d?}zg)dirigidas a atomos de  nitrogenio

2

de residuos de histidina . A sexta posicao esta disponivel

. e N
para a combinacao rapida com ox1gem1o( 84).

A Ha interacoes altamente hidrofObicas entre a globina e
0 grupo heme resultantes da localizacao de cadeéds de aminoaci-
dos aromaticos ao redor desse grupo. Essas finteracgoes parecem
desempenhar importante fungao na§1iga§50 reversivel entre oxige

nioc e o grupqsheme(}85). -

A funcao da estrutura da micglobina @ acomodar a molée-
cula de oxigenio no sTtio heme e permitir sua saida sem inter-

ferir no processo de Qxidag£o~redUQ§ou 0s processos reativos
gue podem ocorrer sao: '
HomeFe ! + 0, w2 HemeFelt Og = HemeFe® . 0, = HemeFe™* + 0, (186)

Apesar da hemoglobina e mioglobina apresentarem algumas
semelhancas tais cowo absorcao de luz na regiao visivel e pre-
senca de ferro em suas mmTEcuTas, aigumas diferencas ocorrem
entre essas proteinas. Estudos de Covyell e Pauling sugerem que



ha dois grupos ionizaveis Tigados ao grupo heme da hemoglobina

(]87). Theorell e

Fhrenberg propuseram que a mioglobina tambem possui dois grupos

sendo um desses grupos um residuo de histidina

jonizaveis Tigados a esse grupo. Porém como o efeito Bohr apre-
sentado por essa proteina e muito menor que aquele apresentado
pela hemoglobina, esses autores sugerem que o atomo de ferro es
ta tigado a um grupo muito mais negativo que a histidina(SG).
Evidencias experimentais de estudos e equilibrio e cinetica
sugerem a presenca de apenas um grupr ionizavel 3igad0\a0 grupo

heme da mingiobima(188).

w A mioglobina & uma proteina globular pequena com uma
massa molecular de aproximadamente ~7.000 e constituida de 153
residuos de aminoacidos todos arranjados em ume unica cadeia po
lipeptidica. Para a mioglobina de cachalote, que €& um grande
cetdceon, a massa molecular foi determinada como sendo ?7.8%5189X
A compieta seqiencia de aminoacidos, dessa proteina ja foi bem
estabelecida(}ggyzgg)« Nao possui pontes dissulfeto e caracte-
rizZa-se por um elevado conteudo heliceidal que compreende cerca
de 75-80% da moléculall?0)
ceidal ® perdido por remogao do grupo heme prostetico

e cerca de 20% desse conteUdo heli-
(191)

As mioglobinas de diferentes especies tem  composicoes
de aminodcidos muito semelhantes, diferindo apenas em certos de
talhes. A composigao da mioglobina de focas foi determinada por
Rum&n(}gz)& e Hapner e colaboradores, compararam os resultados
thidos pela caracterizacao da composicao de aminocacidos desta
miogiobina e da mioglobina de marsopa com a composigao encontra
da para a mioglebina de cachalote. Essas composicoes de amino-
acidos indicam semethancas muito’ grandes entre os tres tipos de
mioglobina, havendo apenas a]gumas.diferengas no tipo ou posi-

cao de alguns amincacidos na estrutura primﬁria(iggl.

0 modelo tridimensional da molécula de mioglobina de
cachalote foi obtida por Kendrew e colaboradores através da ana
Tise de raios X que permitiu a elucidacao da estrutura tercia-

ria dessa mo1§cu1a(194)e Esse foi o primeiro estudo bem sucedi-
do de conformacao de proteinas. Atassi e Shinghal atraveés de
~estudos conformacionais obtidos pela clivagem da mioglobina,

mostraram que os peptideos apresentam no estado Tivre uma forma
helicoidal menor gue aquela apresentada pela proteina nativa.
Do mesmo modo, dois fragmentos separados de helice apresentam



menor carater he?icoidai(195).

As regides nao helicoidais 520
estabilizadas por varias interactes como pontes de  hidregenio
com os grupos OH da freonina e ligacoes hidrofobicas entre dois

(184)

aneis avomaticos paralelos Em seu estudo inicial, Kendrew

e colaboradores apresentaram duvidas quanto a identificacao das

cadeias 1aterais(194)w

Num estudo posterior, determinaram algu-
mas caracteristicas da estrutura, incluindo as cadeias late-
rais. A molécula contém oito regides nao heliceidais complexas
e ha tendencia dos grupos polares de cadeias laterais projeta-
rem-se para o exterior, enguanto que ©s grupos nao polares sao
mantidos no interior; cerca de 30% dos grupoes polares e 45% dos
“nzo polares localizam-se no interior da molecula. Essa tenden-
cia & mais acentuada para certas cadeias laterais, sobretudo as

maiores. Todos os residuos de fenilalanina e metionina sao in-

ternos e a maioria dos residuos de lisina, arginina e acido glu
tamico sdo externcs. A maioria das alaninas nao polares proje-

tam-se para o exterior da mo?écu%a(}gﬁ),

A partir de medidas de dispersao otico rotatoria, foi
estabelecido que & mioglobina de cachalotes no estado cristali-
no € estruturalmente semelhante a proteina em selugéo(397). Fe-
tudos deta]hados sobre a reatividade de seus grupos acidos e

bﬁsicaq em solucao aguosa e em solugao de agentes desnaturantes
“tem sido discutidos na ?wieratura‘”*gg 34,127,137,188,198 6199)

e

6.2 - Titulacio Potenciométrica da Mioglobina Nativa

) A mioglabiwa de cachalote possui 43 grupos ionizaveis,
tende %res regioes tipicamente basicas, duas acidas e um sitio
contende tanto grupos acidos quanto b551cos(209); Sua curva de
titulagdo foi analisada por Breslow e Gurd tanto para a protei-
na nativa quanto desnaturada éna?gumas diferencas féram encon-
tradas sobretudo quanto ao numero de grupos imidazbis  titula-
dos. Foi observado que o fator de interagdo eletrostatica, W,
para a proteina desnaturdda e muito menor que para a nativa,
indicando que com a desna%uragao ha um desenroiamento(3]).

Um grupo gue tem sido estudado detalhadamente @ o heme
- * . L. ) g ¢
acidico carvacteristico da fﬁrrimiog30b1ﬂa(30’31ﬁ33388ﬂj8 6199),
onde ¢ atomo de ferro no estado de oxidacao (III)} tem uma carga
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formal +1 e estd ligado a 4 atomos de nitrogenio do anel de por
firina e a um nitrogenio da histidina. A sexta posicao de coor-
denacdo & ocupada por uma molecula de agua. A ionizacdo desse
grupo que ocorre aproximadamente a pH 9 god@ ser representada

simplesmente por ?Q+H2 <> feof + HHU199)

. S8 & possivel medir
se essa constante de ifonizacao dentro da faixa de pH 7,8 -9,2,
nois fora desses Timites ocorrvem outros tipos de ionizacgao na

mo?@cu1a{198).

A termodinamica dessa ionizagao @ influenciada
por fatores como a carga do metal, ervolvimentos eletrostaticos
da molecula e o modo pelo qual a mol cula de agua estd envolvi-
da na ligacac de hidrogenio com o at)mo de nitrogenio da histi-

snw(ng)

Alem dos grupos imidazois e do grupo heme acidico  ou-
tros grupos titulaveis investigadoc foram os grupos  fenolicos
da tiresina. 0s resultados obtidos por Hermans indicam que abai
X0 de pH 13 apenaé dois desses grupos saoc titu]ad&s(g). -

6.2.7 - Resultados

Nesse trabalho foram feitas titu?&gEes de solugotes de
mioglobina tipo II, extraida de cachalote e contendo ferro pri-
mariamente no estado ferrico. As solugtes dessa proteina Toram
tétﬁiadas em condicoes de forca icnica 0,70 M em KCL e durante
as titulagoes foi observada uma turvégéo na faixa de pH 6,5 &
11. Brestow e Gurd acreditam que acima de pH 6 deve ccorrer al-
guma alteracao na curva de titulacdo como conseqliencia da forma
cao desse precipitad0(31).

A figura 16 mostra a curva de titulacao convencional des
sa proteina referente ao gréficd de pH em fungao do volume  de
NaOH adicionado. Nessa mesma figura podem ser tambem observadas
as retas obtidas pela sggmentagao e linearizagao da curva de ti
tulagao. 0s segmentos de reta mostrados néssa figura cdrrespon~
dem as funcoes de Gran modificadas para cada grupo acido em fun
cao do volume de titulante. Atraves do programa PROTE foram de-
terminados os volumes de equivé?@ncia e constantes de dissoc¢ia~-
cao dos acidos fracos. Nas tabelas 44, 46 e 48 sdao mostrados os
dados resultantes das titulagdes de diferentes solugoes de mio-
globina em KCL 0,10 M. 0s resultados obtides pela Tlinearizacao
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das curvas de titulacao dessas solugoes sao mostrados nas tabe-
Tas 45, 47 e 49. Na tabela 50 sdo apresentados os resultados ob
tidos para a'estequiometria_e 0s valores de pKa dos grupos titu
laveis. Esses resultados correspondem a media aritmetica das
titulacGes realizadas. Salientamos gue na determinacac do nime-
ro de grupos titulaveis, consideramos a massa molecular  dessa
proteina como sendo 17.000. “

Para efeito de comparacao, na tabela 50 sac mostrados

tambeém os resultados enconirados por Breslow e Gurd‘Bq), bem co

mo o numero de grupos dados pela seqUencia de aminoacidos dessa
« (i79

pvotewna(i7 ),

e —
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TABELA 44 - Dados da titulacao potenciométrice de 30,00 m¢ de solugdo con
tendo 0,05623 g de mioglobina na presenca de HCZ, com NaOH
0,1369 My 1T = 0,10 M; Edam 256,2 mV; jH = 0,0 mV/M;

Jou
~14
= 376,4 mV/M; Kw = 1,81 x 10 "7,

MDLUME . CE/MY “ FH
0. 200 BL1 .4 2067
G400 S08H.4 2118
D600 3051 HeLFE
(. BO0 S0i.4 deBB6
1000 2971 2,809
1.101 294 . 6 R . i
1200 2FED 2395
L B0OG 289& 1 2444
L4008 285.8 2,800
1.3500 S82,.3 2.559
1.600 27841 2,630

\. 1 ?Q{; ’ 275+3 Ef :Hi
1800 267.7 2808
1 P00 260.9 2920
;\20{){3’{} 2%:&*@ 3&(}6}1
24100 249,13 F. 238
24150 285.8 3,345
2,200 228.7 & G405
L2300 223.9 .54
2+260 218.9 Feall.
2.300 : 211,55 SV TG
2330 205.3 B.860
2#36&@ * .{99\‘@ :%0(}663-32
20400 o 190.2 40116
2820 185, 7 4192
2440 180.86 4,278

. 2460 175.3 4,367
L 2,480 © o 169.6 . 4,464
2500 C 163,33 4,570
2.930 154.9 : 4,467¢
2o H40 149, CALTRY
£.060 142.4 qA.924
2o SE0 153.7 HelAH
2,390 FiR9L2 S.147
24601 124, 3% S3.250
2:6G10 119.7 G367
24620 114.7 5,392
20630 109.8 5 AFG
Ze64a1 164.2 5549
265G Q7.5 Geé4v
?@{}éﬁﬂ ?4&3 tfie ?:5?
2620 BY,3 G521
2 B8O 84,0 5.911
févé}(’}'{) ?8!8 5‘50(})9%?
S 00 ARG &. 080
?C*’}(} 'ﬁ?é? . ﬁalf'};g
::Eﬁ?f:;){:) 6.’:?953 6‘&2?’&
?‘2«?3)’@ t}tﬁé?’ {'“9.3.?2
2w P40 . 51.0 by 4G
m LTy 45,1 he D6E
2 A5G L7 S 676
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TABELA

45 - Resultades da linearizagzo da curva de titulacao potenciome~
trica de mioglobina, com NaGH. Valores relacionados aos dados

da Tabela 44,
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TABELA 46 - Dados da titulacio potenciometrica de 30,00 wmf de solugao con
tendo 0,05623 g de mioglobina na presenca de HCL, com  NaOH
0,1369 M; 1 = 0,10 M; Eg = 258,4 w3 j, = 0,0 mV/M; Joy =
~14
= 376,4 mV/M; Kw = 1,81 x 10 .

11

UCH. LUME : /My FH
q.o00 F13%.9 ‘ 2.062
0,400 Zi1.0 2.111
0,600 307 .8 2165
(e BOO 204,32 _ 2,226
1.000 3060 2. 297
1.200 TOE, 2 | 2. 378
1400 289 .5 % 2.478
4 G00 282.0 ; 2,601
1. 8O0 PP B : D 74D
1.900 2661 D R0
2000 O 258A.é 2997
2,080 2541 3,073
2160 249, 2 2,156
Si»iﬁ”:s() N 2‘3‘%5}‘{:&1 g*?fﬁ»ﬁ
DTS 240, 4 3.304
2,200 2BV 2 Z.BER
2,025 DERT X418
2,240 2%1.5 _ 3,455
2260 226.4 B 50T
2.280 2E% .2 B 564
2. B00 ‘ 221.7 3,620
2B10 2201 By bAT
FRNCEEY 216.5 . _ B, 678
2, 33540 O R16.5 ' B8
20340 - 214.5 Pt
DLRE0 210.7 3,806
. 2. 380 RO0L b B ET 6
' ? e A00 20708 BFak
’ T.420 197.9 4.023
2o 440 193.3 4,100
2460 , 1895 C 4,185
7480 18%.4 4,273
2500 L77.5 4,367
25200 L 17L.6 4487
2. 540 16%.2 4.575
2560 1569 4,682
2.570 155,46 4,738
2.580 1521 4,797
2890 148, 4 4,659
PG00 144 .7 4.922
Zab10 1AG . 6 4.991
2%‘5‘:2@ ' i ’E.uf'&o:.g) 3&(}(5@‘@
2630 1%1.9 5,158
2,640 127.3 B.214
2. 650 122.5 5.297
da 660 117.8 STy
2»&‘3%@ i(}ga@ {595&2
2 700 RE 3 5,706
2720 08.5 5872
2,740 788 &, 036
DL GF 9 & P03




Continuacao da Tabela 46.

i 70 Ghels Gea?
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TABELA 47 - Resultados da Tinearizagdo da curva de titulago
tria de mioglobina, com NaCH. Valores relacionados aos

da Tabela 46.

potenciome-
dados

FURCTES D GHAN MODLFIOADAS
Fara HOL
UL UME pH FO OREFFINADRE FOoadusTaby
0,700 2.062 2.606E~-01 2.6618-01
0,400 2. 141 2.340E-21 2.588E~01
0.4600 2185 20786801 2.01wE-01
0,800 2.R06 1,.812E~01 i .BYOE-01
1.000 22y 1.5428-G1 L.B5és0~-01
1.200 2,578 1. 2R0E~01 1.292¢F -0l
1. 400 2.4¥8 1,012€-014 1.01%9E-01
1.600 2. 601 7 W E 02 L Hu8E-62
1.800 2.765 4, BH2E-O7 Yy, 7L0E-02
1..500 2.870 5.5%6E-02 FoBIE- 02
2.000 2.997 2.2%QE-07 1.972-02
2.0%0 2,073 L.S70E-Q2 1.287e-02
2. 300 3,196 g, LuHE 07 6026603
2.150 S50 2. e8Pt -0 -8, 184~ 0y
2,175 2,304 ~1,242F-03 -4, PHiE~03
2200 L350 —L, 688E 03 ~7 GEWE 03
UOLUME OE FQUIVALENCGTIA PARA HCOL=s 2. 14u402
COEFTICLENTE DE CORRELACAD=-. 999997
Fals allno Hetl
YOLUME pH F3 REFINADA EFG aJUSTabA
2 . 350 3,708 5. 361E-05 FL0EE-0T
2,360 3.R806 Yo S7DE-05 H.YZ26E~05
4000 BLIYE 3.85918~0% L EDBRE-05
Z2.120 4,025 B ANTE~08 BL267E-DD
2 N0 b,loa 2.720E-05 T.BIE-05
2. H60 L,18% 2 BORE~0% 2. 4ORE-0S
2. 480 Y.273 1.9230-0% Z2LL0BE-0 5
2500 Y,547 1.852E~05 1.721E-08
N 2.500 Yolg? 1.208E-05 1.B3E5E~-05
2.540 M.575% 8.750E~06 QL LESE~(4
2,560 4,682 5.839E-06 B.E2AE~04
2 570 4.739 Y. HOsE~D4 B3,689E-06
2880 .77 2.933B8-06 1.7D7E 04
&.070 Y.559 1.018E~0s ~1 . 7SR0GE 07
2L a0 4,922 -6 FR2E -08 ~2 107 ~08
COEFIDIENTE DE CORRFLACAHQ=-~, FOHPET
VOULUME DE EQUTUALENGIA PARA Hpl= 2.58909
CONSTANTE DE DISSOCIACAC FAHALR L.93202F-04
e PaRf Aal1ng HaZ .
VO UME pH EG REFINADA FG alusTabg
2,680 5.5172 2.588E-07 2 HHAE-07
2,700 5706 2.1B38E-07 2.09BE~0
2.720 5.872 1.695F~07 L.7HBE~OF
2. 740 6. 036 1.304E-07 1.396E-07
2760 6. 7203 G .560F-08 1. O0HBE~O7
2.770 & 291 7LE2PE-08 B.7B5E~08
2,780 &, 581 &6.586E-08 LOPREE-0Y
2,790 6.y b.ghiykb-08 5.251E-08
2.800 & 567 .5 5LE-08 3.509E ~-08
2.810 oGO8 2. 1HuE-08 L.76VE-QOB
£.821 G6.785 6. 127009 w1 HETE-0F
&. 530 6.68%4 -7 UEGE-0Y 4 TABE ~08
GOFFICTENTE DE CORRELACADw— . 99507
VOLUME DF ESUIVALENCIA PaAbRG Hpe= 2.82014Yy
DO ERSETse  DTSC A0 Per gt Spbe e L0 By




Continuacao da Tabela 47,
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#, 080 C10.0%5 S FUME~12 6. UOBE-17
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F.140 L0847 1,185 ~12 1, LB2E 40
3,140 10.305 ~% O3QE -3 5L EERE-1F
3,180 LO.357 ~4 L TEYE~12 2L EGGE 12
COEFICIENTE DE CORRELACAD=-.996547
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GOMSTanTE BE GTSonae s aran Dans doun 87020711
g
£




TRBELA 48 - Dados da titulacio potenciometrica de 30,00 mf de solugao

tendo 0,06623 g de micglobina na presencga de HCE, com
0,1369 M. I = 0,10 M; Ey= 257,9 m\; jH =00 mV/M;
= 376,4 my/H: K = 1,81 x 107",

con-
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Eﬁgﬁﬁ
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ca de mioglobina,

Tabela 48,

valores relacionades aos dados

TABELA 49 - Resultados da linearizagdo da curva de titulagao potenciometri-
com NaOH.
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Continuacao da Tabela 49.
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FIGURA 16 - Curva linearizada de titulacio de 30,00 mf de so-
tucao contendo 0,05623 g de micglobina na presen-
ca de HCE, com solugdo de NaOH 0,1369 M. I=0,10M.
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6.3 - Titulacdo Potenciemetrica da Micoglobina Desnaturada

Un dos interesses gue se tem em estudar o fenomeno de
desnaturagao, € que atraves do seu conhecimento detalhado & pos
sivel investigar-se a respeito da natureza e magnitude das for-
cas que contribuem parva a estabilizacio de proteinas globulares
como a mioglebina. Apesar dessa prote1na seyr uma das poucas cu-
ja estrutura tridimensional @ conhec"da, segundo opiniac de
Acampora e Hermans nenhuma descricao detalhada de sua desnatura
cao tem sido publicada. Esses autore, estudaram esse processo
como fungao do pH e temperatura, verificando que na faixa de pH
&5,5 a 9,0 ocorre precipitacac da prcteina desnaturada. Alem des
ses Timites de pH a desnaturacdo irreversivel & muito rapida e

abaixo de pH 4,0 as transicoes de ~.emperatura decrescem rapida-
mente atribuindo-se essas mudancas de estabilidade a presenca
de 6 resTduos de histidina Tocalizados no interior da proteina

nativa(127).

Estudos da desnaturacao em Ureia e cloridrato de guani-
dina foram realizadas com o intuito de verificar-se o efeito
do grupo heme na conformacac dessa proteina. Foi observado que
a velocidade de desnaturacao e dependente da concentracao do

~desnaturante Pm3r@gad0 Em solucao de ureia 10 M a mioglcbina
de cach&iote apresenta 15% do seu carater de helice, significan

do qu@ a desnaturacaoc provoca um decresc1mo das caracteristicas
he]1co1dais(?28)

- .
A desnaturacao desta mioglobina por alcoois apresenta
efeitos semelhantes a desnaturacao por uréia. Fatores hidrofo-
bicos aumentam a eficieéncia do processo com aumento da substi-
tuigao de grupos alquila na uréia(]zg’TBO). 0 aumento do cara-
ter hidrofBhico com a substituicdo alquila na molécula de uréia,
e relacionado a alteragbes na estrutura da agua. As tendeéncias
de urEiag substituidas de agirem como formadoras ou quebradoras
da estrutura da agua, devem contr1bu1r para suas ef1cwenc1a% co
mo desnaturantes(136)

A cinetica das mudancas conformacionais dessa proteina
- foi investigada atraves de variacoes de pH na faixa de 3,0 a
4,5. A pH 4,25 o processo ocorre em uma unica etapa, porem a pH
abaixo de 3,8 a desnaturagao ocorre em duas etapas. Essa cineti
ca ¢ governada pelas interacgoes entre o grupo heme e a globina



e portanto as propriedades desse grupo podem descrever a comple
xidade do processo. (Quando a ligacao entre a mioglobina e esse

grupo @ destruida, a proteina desenrola-se mais rapidamente“BBX

Puett analisou os efeitos de solucbes de ureia e clori-
drato de guanidina sobre esse desenrolamento, observando que ©

equilibrio so €& atingido apos diversas hcra% (13 7). Nesse 1nosso
trabalho, as solucgoes dessa proteina foram tituladas apos 2 ho-

ras de contato com as solugdes de ureia 8,0 M.

6.3.1 - Resultados

As solucoes de mioglobina desnaturada foram tituladasem

condicoes de forga ionica 0,10 M em KCL. Essas sotucoes  foram
“tratadas com excesso de acido cloridrico e tituladas com hidro-
xido de sbdio. Ma Tigura 17 & mostrada uma curva de titulacao
dessa proteina desnaturada (pH vs. volume de titulante adiciona
do); Nessa figura pode ser tambem observado o resultado da seg-
mentacio e linearizacao dessa curva, sendo que os segmenios ae
reta representam as regiﬁes nas quais essa curva Toi dividida
e foram cbtides pelo graf1co das funcoes de Gran modificadas vs.
‘vo1ume de titulante.

[E——

- Nas tabelas 51,53 e 55 sdo apresentados os dados resul-
tantes das titulacoes das solucoes de mioglobina desnaturada em
uréia 8,0 M, com hidroxido de sodio. 0s resultados das Tineari-
zacbes dessas curvas de titulagio sio dados nas tabelas 52,54
e 56. A esteqviom@tria e os valores de pKa dos grupoes titula-
veis sao mostrados na tabela 57. Nos resultados da estequiome-
Lr1a foram 1evados em consideracao as corregaes necessarias de-
V1da a preseﬂga de impurezas titulaveis nas Soiugoes de ureia.
Esses resultados correspondem a media aritmética de trés titula
coes de solugoes difér@ﬂtes de miﬁgiobiha Nessa tabela apresen
tamos tambem para fins de comparagao 0 numero de grupos dados

pela seqiiencia de aminmac1dos( 79)



TABELA 51 - Dados da titulac@o potenciometrica de 30,00 mf de solugdao con-
tendo 0,09118 g de mioglobina em ureia 8,0 M na presenca de
HCE, com NaOH 0,1280 M. T = 0,10 M Eg, = 163,1 mV;
= - 7,059,5 mV/M; jOH = 521,8 mV/M; Kw = 10,75 x 10
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Continuacao da Tabela 51.
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TABELA 52 - Resultados da linearizagic da curva de titulagao
ca de mioglebina em ureia, com NaOH. Valores rel
dados da Tabela 51.
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Continuacao da Tabela 52.
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TABELA 53 - Dados da titulacdo potenciométrica de 30,00 mf de solugao con-
tendo 0,12624 ¢ de mioglobina em ureia 8,0 M na presenca de HCL
com NaCH 0,1290 M, T = 0,10 M; Eaam 164,2 mV; . jy = - 4.794,0

Li = . - ~14

mV/M; Joy = 510,2 mV/M; Kw = 10,14 x 10 " ",

VHTORE E A BH
QL 200 - LY. a0 a1l
(. B 60 187 .7 ST A
0.500 1865 b, L0
0. 560 LEMLE U, 200
0L ROD LHS L b, Bl
0. G0 1810 b, PEG
0500 LAYLE U, @ EY
G.5AL 176 .8 Ly, Hay
G, A00 1R LE i, B
0,620 L PG
O, &80 LPELG W, BEE
Q. 660 L. b, 598
{704 170.8 g, 42e
0L TG 168.Y oML MG
Ga 7 G0 167 W, M E
0.0 LéE L B HLE
O BaE 1EH. 6 b, 50
0a 00 Lel.E W GO5
PRVE R 5. . 7R
1. 056 LRGP Tl
1. L00 . 8 W, 5L
(R ARG LHE LB L, B4E
L. h 60 LU W, W07
L LML L0 WL REG

1. 494 LEvLE W, YRy
L 200 g CooLEe.y L. oM
LW EMG L Ewew. L Bl 08
- 1. 500 Lag.7 Gadit
) B Bl Lk, B.801

Lite o Ha 000
il : S HON
LoW. 7 S 059
1O Y SL.07E
Q0.8 GGG

L 98.8 AT
G5,y 5, GRY
G5, 5 v

VLo SIS Y
89,5 Y PN
87 .0 G036
R 5,077
Bl.Y GuHae
et AR DeTH3
Lab%3 S RaLY G B7
LW 7LS 7O0.3 G d2k
b 7HE GH 0 & 807
1.6l Gty & Sy
L ?70 0.8 b
L. 000 Bhad ba G0
Lo B Wg. Y G ol
L. 900 nY.8 b O35
I Biae 2 toa 54

S, ] oy
PR ALY ) &, WP




Continuacao da

Tabela 53.

d..ugiil:)

oA B it
2. 130
PR
20060
A
20090
Z’.,t’(h.

2L.als

2a2i0
AP R
2. 260
Eal?b

L
uQL

P
RO

M?ﬁ;*
2 £

BN
A5G
BaG
235
2400
2418
P it
2L
ALl
-‘ @ Y\‘(}

P oRTOMY
i 3

CA LG

2L.500
2wBL0
2amals
RO
EAENY
Euﬁ?ﬁ

2P0
2 H00
2l
ALY )

o
B AR 1

2670
2,700

-
HLFEG

.L " ;{E,ﬁ(}
’)" ‘)4}{)

2. 8RO
AL E0E
oWl
H.000
SaGLE
Ha100
G lUE
D000
e BUG
P L)
G800

borp

LBl
G. a0
PR YA
dali7a
S B00
a0
G d G0

I o
ey
R
R A T
-2 0. 2
""4“\3 n ‘.‘“'
~G0. 8
3.3
=l
~U9 ., P
~Hba
~&l QO
~F1.5
=7 e s
w8l
a7
Cm PR
=108, 8
=3ha. %
~117.0

=185 1
~h@7né
S A NS
S I
“138»1
- L0,
a E‘I_% '{} o
”i%ﬁu“
—-LuE.Y
Rl % YN

T RS W

R TR I
w357 .1
T N
~LéHl.d
L i

=1 ASL M

Y
R A )
o R
~177 .8
=B L
~L18E. 6
- 187 .4
R T ¢
e hi«} ‘,;
A v I
A I
AL
=215 6
~218. L
R ARG
- ’)"H{" L
“BEhu O
o
—a B .
BB
“EHONO
..’:li‘% "
”%hz

A,

Ve S4E
Fatl
7. 484
7uGhe
P
VL
7810
70948
. 007
8.180
B By

8.780
507
B.hel
4. 708
L0650
f. w7y
B UG
Yo

?"§?l
YLAFE
G . HAED
Wnnnm
9. A0
{} n :; ‘f ‘E

W 7ol
?U”QG

-

Gt
G R0
“ ()I,»'L%

HLH

lﬁuﬁu?

L0, 0%0

iﬁnlyﬁ

0. L84

KRR I

Ly, 2%y

FOL. 85T

LG, a3%5

GG

10. 508

J0.602

1o, GRA

180. 74

10851

1G.900

1. 974

11,085




 TABELA 54 - Resultados da linearizagao da curva de titulacdo potenciometri-

ca de mioglobina em uréia com NaOH. Valores relacionados

dados da Tabela 53.
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TABELA 55 - Dados da titulagdo potenciom@trica de 30,00 mf de solucdo con-
tendo 0,11760 g de mioglebina em ureia 8,0 M na presenca de HCL
com NaOH 0,1280 M; T = 0,10 My By = 164,2 mV;  jy = - 4.794,0;

. . P . _ ,,,.lf,'} . N
JOH = 510,272 mV/M; }%\1 = 10,14 x 10 .
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dos da Tabela 55,

TABELA 56 - Resultados da linearizacdo da curva de titulagao potenciometri-
ca de mioglobina em uréia com NaOH. Valores relacionados aos da
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6.4 - Discussao

0s resultados da estequiometria e dos valores de p&ldos
grupos titulaveis da mioglobina encontrados nas duas .condicgoes
estudadas sao mostrados na tabela 58.

Una analise dessa tabela nos leva as seguintes conclu-
50e8:

1. 0 nimero total de grupos carboxilicos titulados, &
maior para a proteina nativa que desnaturada. Esse nimero nos
dois casos estudados, e maior que aquele correspondente a soma
de residuos de aspartico e glutidmico dados pela seqliéncia de
caminoacidos.

2, 0 ntmero de residuos de histidina encontratos tanto

para a proteina nativa quanto desnaturada, @ menor que o nimero
desses residuos dado pela seqiiéncia de aminodcidos. E fato co-
nhecido que a mioglobina possui seis grupos imidazois anormais.
Breslow e Gurd estudando a curva de titulacao da mioglobina -de
cachalote, observaram que na regiao de pH entre 5 e 6, os gru-
pos carboxilicos e seis grupos imidazois sao titulados conjunta
m@nte.'Os_outros seis grupos imidazois restantes estio situados
‘numa regido inacessTvel ao solvente nuina forma nao ionizada. Um
desses grupos deve ser certamente aguele Iigado a0 grupo heme
(3?)¢ Puett encontrou que esses grﬂ?%g'imidazﬁis anormais, tem

um pk, aparente bastante baixo e igual a 3,0 para a proteina na

e
tiva e 5,9 para a proteina desnaturada. Fazendo correcoes do va
Tor desse parametro, levando em conta fatores eletrostatices, en
centrou o vaior de 6,6 para o pKa intrinseco desses grupos na

{137y

proteina desnaturada Analisando a estrutura dessa protei-

na por raios X, Kendrew e colaboradores detectaram residuos de

histidina localizados no interior da mo1§cu13(396) e Acampora e
Hermans estudando a desnaturagdoc dessa proteina atribuiram  as
variagoes bruscas de temperatura que ocorvem a valeores de pH

baixos, a presenca de 6 residuos de histidina inacessiveis ao
W (127) |
solvente .

Examinando os resultados encontrados nesse trabatho, ob
servamos que alguns grupoes imidazois foram titulados na regiao
de'tituiagaa dos grupos carboxTlicos tantoc para a proteina nati
va quanto desnaturada, eﬂquanto que um nﬁmevo'muéto pequenc des
ses grupos fof ti%u?&éo na regidao apropriada de pH comumente
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atribuida a sua titulacao. A soma do nUmero total de grupos car

T 0,58)

g bastante concordante com a soma desses grupos dada pela s@-

boxilicos e grupos imidazois para a proteina nativa, (31,81

qliencia de aminoacidos (32), o que possivelmente confirme a
conclusao acima exposta.

Breslow e Gurd observaram que com a desnaturacao acida,
6 residuos de histidina tornam~-se acessiveis ao solvente e sio
portanto titulados na regiado apropriada de pH. No nosso - .caso
particular, onde a desnaturacao ocorreu em uréia, observamos
~que alguns desses grupos foram tambem titulados juntamente com
grupos aminos, razao pela qual a soma do nlmero total de grupos
CcarboxTlicos e imidazois encontrades, (27,73 < 0,69), & menor
- que aguela dada pela seqléncia de aminodcidos.

3. De acordo com a seqliencia de aminodcidos, a protefna
possui 19 residuos de lisina. Observando os resultados obtidos
para o acido HAE tanto para a proteina nativa quanto desnatura-
da, concluimos que alguns desses grupos nido foram titulados,pro
vavelmente por encontrarem-se em regides hidrofobicas da proted
na. Ao contrario das outras proteinas estudadas nesse trabalho,
0s grupos fenolicos da tfrosina parecem nao ter sido ti%ulados}
k-HermdﬂS estudou a ionizagéo dessesrgrupos, tendo encontrado que
apenas um deles tem um pKy normal e iguaT a 10,3, Gscnmfos dois
residuos de tirosina tem valores anormais de pK, sendo que  um
desies grupos abaixo de pH 11,6 $0 estda parcialmente ionizado
tendo um pKa igual a 11,5, 0 tétceiro res?duo nao se ioniza a-
baixo de pH 12,8 e B altamente anormal(g). Esses fatos justifi-
cam, porque através do método de W{nearizagﬁo nao foi possivel
caracterizar-se os grupos fendolicos daKmiog1obina.

4. Quanto ao numeroc total de moles de grupocs titulados
tanto para a'brote?ma nat{va quanto desnaturada; encontramos
um va?or'meﬂor que aquele esperado, baseando-se na seqﬂéncfa de
amincacidos. Para os sistemas contendo ureia, esses resultados
podem ser atribuidos & incompleta desnaturacdo da prcte?na. As
sotugoes analisadas foram tituladas apos duas horas de contato
com as solugoes do agente desnaturante e talvez esse intervalo
de tempo ndo tenha sido suficiente para um completo desenrola-
mento da cadeia polipeptidica da proté?na estudada. 0s resulta-
dos encontrados por Puett indicam gue o equilibrio do éompleto
desenrolamento dessa proteina s6 & atingido apds diversas ho -

ras (1970



7, TiTuLAchko POTENCIOMETRICA DE AMINOACIDOS EM SOLUGOES
pe UrEra

7.1 - Consideragoes Gerais

Com o intuito de entender-se o comportamento e proprie-
dades de proteinas, bewm como elucidar-se suas estruturas, & co-
mum analisar-se especies estruturalmente menores e menos comple
xas como & ¢ caso de aminoacidos.

0s métodos antigos de analise dessas espécies componen-
tes das proteinas eram baseados em principios gravimetricos e o
isglamento de um determinado constituinte era feito num  tempo
relativamente grande. Com o advento de novos metodos como ele-
trodialise, mEtodos enzimiticos e cromatografia, essa analise
passou a ser um procedimento de rotina forﬂecendo importantes
informagﬁes-sobre'a estrutura e composicido das proteinas.

Recentemente, Mackenzie apresentou uma revisiao biblio-
grifica a respeito dos modernos desenvolvimentos de analise de

P - - . . - . 20
amingacidos atraves do metodo de cromatografia gaSm1%qu1do( 1

Segundo o autor, esse método © equivalente em precisao e exabi-
dio & cromatografia de troca ionica, sendo no entanto mais sen-
sivel e mais rapido, além de se constituir na melhor tecnica
para a resolugdo de isOmeros Gticos de aminoacidos. Uma combina
A\N e Lol

¢ao do cromatografo a um espectrometro de massa confere uma fle
xibilidade muito maior a essa teécnica.

Nesse trabalhe, estudamos potenciometricamente a histi-
dina e o 3cido glut@amico que sao respectivamente um aminoacido
essencial e ndo essencial. Estudamos ainda uma mistura desses
dois aminoacidos.

0 grupo imidazol da histidina apresenta uma capacidade
tamponante muite grande em pH neutro e portanto tewm uma impor-
tancia fisiologica como grupo tampao de proteinas e tecidos.
De uma maneira geral, os aminoacidos tém poder tamponante maxi-
mo nas regices de pH proximos aos seus valores de Py - Como ele
trolitos polivalentes podem exercer suas capacidades tamponan-
tes pelo menos em duas regides de pH. No caso especifico da his



tidina e acido glutamico hd trés grupos ionizdveis com 0S Se-
guintes valores de pKa:

TABELA 59 - Valores de pK, de Acido Glutamico e Histidina.

.§"
pK?(COGH) pK2 : pKB(NHB)

Ref. 151 Ret. 184 Ref. 151  Ref. 184 Ref. 151  Ref. 184

Rcido . N .
Glutdmico 12,18 % 0,1 2,16 14,20 T 0,05 4,25 (CooH) 19,59 ¥ 0,09 9,67
Histidina [1,7 T 0,1 1,82 16,02% 0,04 6,00(imidazol)o.08 ¥ 0,00 9,17

Estudamos esses aminoacidos em solucgdes de uréia com a
finalidade de buscar esclarecimentos acerca de alguns resulta-
dos encontrados em certas regices de pH das curvas de titulacdo
das proteinas analisadas. Litley e Scott, com o objetivo de ob-
ter informagoes a respeito do mecanismo de desnaturacaoc de pro-
teinas, analisaram o comportamento de alguns aminoacidos em so-
Tugbes de uréia. Nos trés sistemas de aminodcidos estudados, as
SinteracBes soluto-soluto foram as mesmas nio tendo sido obser-
vado nenhum efeito sobre as cadeias laterais. Devido a constan-
cia dos resultados os autores sugerem que ha uma interacio pre-

- . - — I 138
dominante da ureia com o grupo principal do am1noac1do( ).

Verificamos gue em solugoes de uréia, o numero de al-
.guns grupos titulados das prote?gas analisadas, ultrapassou
aquele esperado pela composicdo de aminoacides, como foi, por
exemplo, o caso dos grupos carboxilices da mioglobina e os gru-
pos imidazois da ovalbumina. Desse modo, achamos que seria de
interesse analisarmos sistemas de composicdo bem conhecida como
e o caso de aminodcidos, nas mesmas condicGes de forca idonica e
meio desnaturante que as brote?nas, com o propﬁsito'de examinar
mos a exatidao dos nessos calculos. |



?,2 - Resultados

As solugoes dos amincacidos em ureia 8,0 M foram trata-
das com excesso de HCL e tituladas nas condigoes de forga ioni
ca 0,10 M em KCE&. Usamos como titulante solugoes de NaOH e as
‘titulagoes foram efetuadas. duas horas apos a adicao de uréia
as solucoes dos aminoicidos. [ obvio que para essas gspecies
que tem estruturas relativamente simples, ndo faz sentido falar
se em desnaturacac. Mas como as solucdes de proteinas -foram ti-
tuladas somente apGs duas horas de contato com o agente desna-
turante, estabelecemos tambem esse nasmo intervalo de tempo pa-
- ra iniciarmos as titulacoes dos amiioacidos. Desse modo, procu-
ramos mahter nessas titulactes as me2smas condigoes usadas nos
outros sistemas estudados.

Nas figuras 18, 19 ¢ 20 sao mosirados as curvas de titu
lagae e o0s segmeﬁtes de reta obtidos pela linearizagao dessas.
”curvag para histidina, acido glut@mico e a mistura desses ami-
noacwdoss res spectivamente. Nas tabelas 60 e 62 sao apresentados
os dados obtidos em 2 ti itultacoes de histidina e nas tabelas 61
e 63 sao wostrados os resultados encontrados pela Tlinearizacdo
das curvas de titulacdo desse amincacido. Para o acido glutami-
co, 0s dados das titulacdes séd mostrados nas tabelas 64 ¢ 66
-eﬁquanto gue os dados resultantes da linearizacao das curvas de
titulacdo sio apresentados nas tabelas 65 ¢ 67. 0s dados das ti
t&?agﬁes de misturas de solucgoes de acido glutamico e histidina
.5a0 apresentados nas tabelas 68 e 70 e os requ?tado encontra-

dos pela E:near1zagao gas curvas de twtu1agae 540 mnvtrades nas
tabelas 69 e 71,

&

As determ inagoes dos vo%umes de equivaléncia e constan-
tes de daqsocwagao Foram efetuadas atrave' do programa PROTE MO
DIFTCABO conforme preaedwmento ja mencionado. As estequiome-
trias dos qrupos ionizaveis nos trés sistemas estudados, Sao
mostradas na tabela 72. Na determinacdo do nlUmero de moles de
grupos titulaveis foram feitas as correcoes de Voiumes de  NaOH
gastos na titulacdo das impurezas prescntes na ureia.

| 0s va?oras de p&a dos grupos ionizaveis dos trés siste-

mas analisados sao apresentados na tabela 73. 0s resultados des
sas tahelas acima referidas representam a média aritmética de
2 titulacoes diferentes. o



TABELA 60 - Dados da titulacio potenciométrica de 30,00 ml de solugcao con~
tendo 0,03543 g de histidina em ureia 8,0 M na presenca de HCL,
com NaOH 0,1482 M; 1 = 0,10 M; Eéam 168,4 w¥;  jy-= ~ 8.847,8

mU/M; gy = 436,8 mV/M; K = 10,55 x 1074,

T EATY BH
0100 228.1 %,552
0,200 - 2ERLE E.573
0,300 2225 8. 597
G MO0 LEL.2 B 620
0.560 R, 7 o BLbUb
0,600 218.1 o 367U
0,700 216,14 A, 703
0600 244,56 B 7oy
O 900 212,77 3. 767
1,000 C210.5 3008
$.101 208, 1 L. 846
1.2600 205.8 Ba.0%91
§ 300 . 20%. 6 KPR AR!
1,400 1699 2 34909
1500 195. 2 W, 067
L=600 190.6 U, ius
1,700 164.9 L, 2U%
1800 - 1¥77.6 L2687
5. G000 167 .4 U HYO
2. 000 : 1522 U790
2.100 L2e.7 S.178
H.i80 1i8.¥ : S5.564
2,200 109.% ‘ Senih
2500 oy, 7 FeA6H
F LMD N . BRLD H5.956
LLEBO0 ' VAL ' Hell9
LA T 65,0 b. 266
Za s 00 " BALH H,u0%
2.800 L7.8 ' 6. 555
2,502 7.7 b 74N
3,000 : : 2643 b 7LG
3,400 © o 10.H VAR
L6350 -0 370
B 200 -1 6. & AN T
R 2RO ~Bh o H 7972
393?’& N "’“L‘fﬁw% 8&3?}1
HL. 00 -84, 2 8,277
BLAZH ~& k0 8. 367
F.350 " —b66.7 &.UBE
Eouod . —~Fho 7 Ho 43
B 500 ""9@»1 8«8?‘7
DL E0Q 106, 8 .006
2.700 ~116.0 g.211
XL, EED ~311U.3 YLLBD
AL BG0 ’ ~-118.95 8,353
B BEO ~12Z2.6 I Y
B.500 —128&.7 gLHuE0
3.950 ~-130.9 ' 9,561
L 000 ~135.3 9,435
W OS50 139, 7 v, 708
hoto0o 7 —ihy LS G.7EY
Y. 130 ~142.7 Q874




Continuagio da Tabela 60,

L, 200 =155, i G YT
Y. 250 ~3.64 .8 10,080
Y.300 - =149 .4 10.208 -
U.BE0 178 .5 10.356
Y.375 ~18%.3 10,0442
iy, Ho0 ~18% .1 10.540Q
YL UEE ~19% .1 10,644
Y. 45g ~201.4 10.7uB
U, 475 ~207 . & 10. 853
U, 508 -248.5 10,958
W.525 =216, 8 i1i.042
4,550 -2 7%, 5 14,422
Y. 600 SV-R Y ) 14,253
Y. 650 g i b 131.358
B.700 ~5 1R 441,443
b, 750 -7 b o b 11,5158
W, 800 - 50,1 11575
b, 850 - BE.2 11,628
4,900 ~ 354640 11,676
5,060 ~260,7 11.754
iﬁ*io{} Zéz'gwé 11%&?2%
5200 ~P4T . 15,6881
5,300 2T 8 14,084




TABELA 61 - Resultados da linearizacao da curva de titulacio potenciometri-
ca de histidina em uréia, com NaOH. Valores relacionados aos da

dos da Tabela &0,

FUNGUES DE GRAN MUDIFY
PaRs HOL

LREAS

VOLUME PH FB  REFINaDA FGoAMSTADA
0.3100 5.35% 5.010E-04 2. 993 -0L
0.200 5.575 2 h 704 2. BUSE~-0L
0.3500 3.597 2.742E-01 2 6FEE -G
0. HO0 5620 ﬁ,ﬁ?ﬁﬁmﬁ& 2. 548E~08
QL5040 5. 646 2 .HZDE~04 S 200801
0.600 BebiY £ 275E-04 2.E252E~0)
P.700 Z,705 2, 125801 2.104E-01
0. 800 5.7384 1.978E-01 1.95856-01
0.900 B.76Y 1.834E~014 1.807E-01
L. 000 2.805 1.6808~-01 L.689E-01
.10 S.8M6 1 B27E-01 1.5098-01
L1200 3.891 CALATVE~OL 1.83685~04
1.308 B, 20 1.226E~01 L.214E-08
1.400 3.999 1.071E-01 1., 066801
1.500 e 067 9. 127E-02 §.1B80E-02
1.600 Waells 7. 50802 7 E9BE~02
1,700 ERLE 6, 085E~02 b 2L 6E-GE
3800 Y367 Y, LAYVE-0Z Y. 7RUE~02
15900 HeBHO 2.862E-02 E.ZBEE Q2
2,000 H.798 1. 289E~-02 1. 770802
2100 5,178 ~2 OBYE-0F 2. 883803
2150 5. 56U ~G L GS0E~08 i BRAYE 03

VOLUME DE EQUIVALENTIA Pﬁﬁh HOL= 2.11@0y
CORFICIENTE DE tﬁ@&iﬁﬁ” - GFPBEFY
PaRs ﬁ?lﬁm Hacy

VOLUME PH FZ  REFINADA FOO O 8JUSTADA
ﬁnéﬁﬁ n.mé‘f} 2&&3‘; {: {5? ?};:\@;Q& @r?
2.700 4409 mm*fﬁa&mﬂx 2. 2858~ 0?
72,800 6,555 $ L BRTE- 1. 839E
2.902 6.7 24 1nwﬁﬂ§ma? 1“M$&£wﬁ?
B 000 G919 1. QUAE~D7 1.ODSE-0O7
3,100 T.LH3 &, 0FPE~08 5L GRLE-08
3,156 7L B0 F.P06E-08 3.894E-08
B, 200 7 6ER 1 HRIE~08 L IPTE~(GR
3,250 7972 -8, FREE~09 ~ %, OQUE-~OP

B, RTH 2,131 “t L GRAE-08 -] EEOE-O8

GOEFICTENTE DE ﬁQRRKLﬁQM”«“ Gzl .

VHLUME DE EQUIVALENCIA PARA HAl= 3.24277

CONBTANTE DE DkSSQUl@Qﬁﬁ FARAL= WL LEW2YE-OT
PARA ACIDY WAZ

VOLUME oH FG  REFINADA FG AJUSTADA
4. 100 G THY 1.ARGHE~10 1 BEME-10
Y. 150 9,876 1477510 L AFBE 10
HL 200 9.9 g, BEYE~11 g, 85Y4E~ i?
b, 250 10.080 7. PRBE-14 P FELE -

W, 300 10,208 6, 00811 5”0&?£w11
L B50 10,556 Yo lB32E~11 Yol 7HE- 14
e BT 10 442 B A97E-11 0P T7E~11
W00 10,540 2258814 e 2ulk-11

425 10.641 L h26E~11 1. BBUE~11
mmuﬁa 10,718 Y, 200E-1% 5, 87 1E~ 12

WHTE 10,853 LML bueE-12 B BQAE-17
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ST ANTE
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EQUIVALERG
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TABELA 62 - Dados da titulacio potenciométrica de 30,00 mi de solugao con-
tendo 0,03178 g de histidina em ureia 8,0 M na presenca de HCL,

com NaOH 0,1482 M. T = 0,10 M; ﬁil= 168,%4mV;
mv/Ms Joy 436,8 wV/M; K = 10,55 x 10707,

jy = - 8.843,8
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Continuacao da Tabela 62.
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TABELA 63 - Resultados da linearizacao da curva de titulagdo potenciometri-
ca de histidina em uréia, com NaCH. Valores relacionados aos da
dos da Tabela 62.

FUNTTTS UL GRAN RODLF LOADAE
PaRa HOL
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FIGURA 18 - Curva Tinearizada de titulagdo de 30,00 mf de solug
contendo 0,03543 g de histidina em uréia 8,0 M e
presenca de HCL, com NaOH 0,7482 M. I = 0,70 M.
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TABELA 64 - Dados da titulagao potenciometrica de 30,00 mé de solucio con-
tendo 0,01181 g de acido glutamico em ureia 8,0M na presenca de
HCZ, com NaOH 0,1251T M, I = 0,10M; Eo'awng,B mvs; jH = - 9,356,2
mY/M; jOH = 448,72 mV/M; Kw = 10,70 x 10 "7,
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TABELA 65 - Resultados da linearizacao da curva de titul
ca de acido glutamico em uréia, com NaOH. Va
aos dados da Tabela 64.
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TABELA 66 - Dados da titulacao potenciometrica de 30,00 mé de solucio con-
tendo 0,07181 g de acido glutamico em uréia 8,0 M na  presenca

de HCE, com NaOH 0,1251M. 1 = 0,10 M: Ega: 175,8 mV;

=-+9.356,2 mV/M5 Jo = 448,2 mV/M; K = 10,70 x 1071
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ca de Bcido glutamico em urgia, com NaOH.
aos dados da Tabela 66.

CTABELA 67 ~ Resultados da linearizacio da curva de titulacdo potenciométri-
relacionados
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TABELA 68 ~ Dados da titulagao potenciometrica de 30,00 mf de solucio con-
tendo 0,01181 ¢ de acido glutamico e 0,00416 g de histidina em
ureia 8,0 M na presenga de HCE, com NaOH 0,1251T M. 1 = 0,10M;
Eéaz 175,8 mV; jH =.8.847,8 mV/M; jOH = 463,0 mV/M; Kw = 10,80x
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Continuacao da Tabela 68.
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TARELA 69 - Resultados
ca de acido glutamico e histidine em uréia, com NaOH.
retacionados aos dados da Tabela 68.

da 1inearizacao da curva de titulagao potenciomdtri-
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TABELA 70 -

1o/

Dados da titulagao potenciometrica de 30,00 mf de solugac con-
tendo G,01181 g de acido glutamico e 0,00416 g de histidina
em uréia 8,0 M na presenca de HCL, com NaOH 0,1251 M; 1 = 0,10M;
Eo= 175,8 1il; §y,= - 8.807,8 mV/i; 463,0 mV/M; K = 10,80x
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Continuacao da Tabela 70.
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TABELA 71 - Resultados da linearizacao da curva de titulagao potenciometri-

ca de acido glutamico e histidina em ureia, com NaOH. Valores
relacionados aos dados da Tabela 70,
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FIGURA 20 - Curva linearizada de titulacio de 30,00 mf de
solucao contendo 0,00416 g de histidina e
0,01181 g de acido glutamico em uréia 8,0 M e
na presenca de HCL, com NaOH 0,1251 M.
I =0,10 M.
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7.3 - Discussao

Analtisando os resultados das tabelas 72 e 73 observamos
que:

I. Para a histidina foram encontrados cerca de dois gru
pos, um com pKa 6,39 A 6,01 e outro com pKa 9.43 A 0,01, Esse
aminoacido possuil um grupo carboxilico que so & titulado a vaio
res de pH muito baixos, um grupo imidazol e um grupo amino. Por
tanto, esses resultados indicam a titulacaoc do grupo imidazol
e amino. Um exame comparative entre os valores de pKa encontra-
- dos e aqueles dados na tabela 59, conduz & observacao de que em
uréia o grupo imidazol e o grupo amino apresentam respectivamen

te valores de pKa cerca de 0,4 e 0,3 unidades maiores.

2. Foram encontrados para o acido glutamico cerca de

. . + .,
dois grupos, um com pK, 5,02 0,01 e outro com pK_ 9,89 T o,01.
‘Esse amincacide contém trés grupos ionizaveis, 2 carboxilicos e

um amino, sendo que um dos grupos carboxilicos so & titulado
en %egi%es de pH muito baixos. Nesse caso, foram titulados URl
grupo carboxilico e um grupo amino. Comparando-se os valores de
pKa encontrados com aqueles dados na tabela 59, concluimos que
0 grupo carboxilico em uréia apresenta aproximadam@nte um pKa
0,8 unidades maior, enquanto que c-grupo amino apresenta uma di

ferenca de cerca de 0,3 unidades.

3. Compafandawse 0s valores de pKa dados na tabela 59
para os grupos amino do acido glutamico e da histidina, observa
mos que ha uma diferenca de aproximadamente 0,5 unidades, en-
qhanto que ©s valerés de pKa des§es grupos encontrados nesse
trabalho apresentam uma diferenca de 0,46 unidades. Essas dife-
rencas sac fazoave1m&nte conéordantes.

4. 0s resultados obtidos na titulagao da mistura dos
dois aminoacidos indicam a titulacao de cerca de 4 grubos,Esses
grupos correspondem a um carboxitico e a um amino de acido glu-
timico e um imidazol e outro amino da histidina. 0 valor de
pKa encontrado para o gtapd carboxilico do acido glutamico nes-
sa mistura foi 5,006 L 0,04, um resultado bastante concordante
com aquele obtido na analise desse aminoacido isoladamente
(5,02 b 0.01), enquanto que o valor de pK§ para os dois grupos
aminos apresentou um valor intermediario entre os resultados en
contrados nas titulacces das solugdes de histidina e acido glu-
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tamico separadamente. Porém, o valor de pKa para o grupo imida-
201 nesse caso foi 0,36 unidades maior que aquele encontrado na
titulacac da solucao de histidina.

0 fato dos valores de pK, dos aminoacidos obtidos em
uréia serem ligeiramente maiores que aqueles valores encontra-
dos em agua, € concordante ccm as conclusoes de Levy(?ﬁz). Este
autor encontrou em uréia 7,0 M, um valor de pK_  do acido aceti~
co 0,5 unidades maior que aquele obt do em agua. "

|



8, CoNCLUSAD

No primeiro trabalho desenvolvido no nosso Tlaboratorio
referente ao método de tinearizag3o de curvas de titulagio po-
tenciometrica, foi sugerido que esse método poderia ser bastan-
te promissor se aplicado ao estudo de titulagoes de proteinas,
tanto sob o ponto de vista analitico quanto sob o ponto de vis-
ta de estudos de interacoes e estruturas dessas macromoléculas
(38). Godinho e Hora Alves num estudo posterior, propuseram co-
mo perspectiva nova, o© emprego desse metodc na titulacéo de pro

teinas em solugbes concentradas de ure1a(56)

Nesse trabatho de tese prosseguimos os estudos  feitos
pelos referidos autores, aplicando o método de linearizacao a
titu1a§5@ de proteinas nativas e desnaturadas com o intuito de
observar possiveis mudancas estruturais das proteinas em solu-
coes concentradas de ureia. | |

0s resultados encontrados mostram que o metodo se cons-
titui num excelente meic de pesquisa a respeito das var‘agﬁes
interativas e estruturais sofr1dds por prote1ﬂas quando submeti
das a d?ferenteq candwgoes

As determinagoes da estequiometria dos grupos  titula-
veiz‘apresentaramwsé mais concordantes Com o numero de - moles
dos grupos dados peta segliencia  de amincacidos no caso das pro
tefnas analisadas em solugBes de uréia, indicando que o metodo
e util na investigacae da influéncia de desnaturantes sobre
altguns grupos lTocalizados em reg%ﬁes hidrofobicas das prote-
nas. | |

Uma grande vantagem e a posswb11zdade de caracter17agao
ée dois tipos de grupos carboxT1icos que possuem d1ferentes va-
Totes de pKa, o que nao e possivel por eutros metodos potencio-
méttiaos que identificam apenas um mesmo tipo de grupo carboxi-
lico com um mesmo valor de pK,- Para todas as proté?nas analisa
das, tdentificamos dois tipos de grupos carboxilicos com dife-
rentes vaTotes de pKam Contudo, a separagac desses grupos nao
correspondeu em nenhum caso analisado aos residucs de asparti-
ca; glutamico ou o-C00M, indicados pela seqliéncia de aminodci-
dos das protefnas. Para as trés proteinas estudadas, o valor



do numero de moles do acido HA, por mol de proteina encontrado
foi maior que o esperado, baseando-se na estequiometria de resi
duos de Acido aspartico ou a-carboxilicos, enquanto que o nume-
ro de moles do acido HAZ por mol de proteina foi sempre menoy
que aquele esperado tomando-se como base o numero de residuos
de dcido glutamico. Isso poderia ser atribuido a erros do méto-
do, uma vez que uma determinacio incorreta do volume de equiva-
Tencia do acido forte teria uma influencia direta e mais acen-
tuada sobre o acido HA1. No entante, os resultados obtidos 1o
estudo dos aminoacidos & perfeitamente concordante com os valo-
res esperados, descartando essa possibilidade. No caso das pro-
teinas, e possivel que os resultados sejam resultantes da titula

cao de grupos carboxilices com pK, menores que aqueles normal-

mente esgarados,~éevido a interacoes locais. Apenas para a mio~
globina € que o numero total de moles de grupos -~ carbox7licos
titulados por mol de proteina ndo correspondeu ao numero total
-de§$95 grupos indicados pela segléncia de amincacidos. Porem,
no caso particular dessa proteina, isso pode ser explicado pela
presenca de grupos imidazois anormais, fato amplamente conheci-
do e comentado na literatura. |

Apesar de n&o ter sido possivel a caracterizagdo indivi
“dual de grupos fenclicos, observamos que com a desnaturagao e o
céﬁsequente desenvolamento das proteinas, esses grupos normal-
mente situados em regioes hidrofdbicas tornaram-se acessiveis
‘20 solvente éendo entio titulados Juntamente com grupos aminos.
Desse modo, o metodo & capaz de predizer se um determinado tipo
de grupe encontra-se localizado ou nio na superficie da molécu-
Ja de proteina. “

Resultados bastante significativos foram aqueles —obti-
dos para o ovalbumina em solucio de urdia. Essa proteina contem
uma grande variedade de grupos hidrofohicos e comﬁarand0mse 0s
resultados com aqueles encontrados'para a proteina hativa (38),
observamos que a ureia tem inf?uéntia sobre esses grupos, tor-
nando-0s passiveis a titulacdo. No trabalho de Godinho e Aleixo
foram titulados uma grande pavte dos grupos carboxilicos e ape-
nas cerca da metade de residuos de histidina e uma quantidade
minima de grupos amiﬂas(gg), Nesse nosso trabalho @ possivel
gue tenham sido titutados todos os grupos éarbox?%icos; 0s gru-
pos imidazois juntamente com alguns aminos e‘grupos fendlicos



com grupos aminos. O que & surpreendente, & a comprovacio do de
senrolamento da proteina possibilitando a titulacao de grupos
fenolicos reconhecidamente hidrofobicos. 0s elevados valores pa
ra o numerc de moles de imidazOis e aminos encontrados na titu-
Tagao dessa proteina sao provavelmente devido a variacles estru
turais e ndo a erros do método, pois o estudo dos aminoacidos
apresentou resultados concordantes com aqueles esperados para a
titulacao desses grupos.

Para a insulina, nao verific mos grandes diferencas nos
numeros totais de moles dos grupos titulados por.mol de proted-
- na encontrados no esiado native e desnaturado, talvez por ter
uma estrutura relativamente simples nao ocorrendo grandes ~va-

riagoes estruturais em uréia.

No entanto, para a mioglobina parece nao ter havido uma
completa desnaturacdo, o que nio invalida as conclusbes a res-
peito da influéncia da uréia sobre grupos hidrofobicos dessa
prote?na, sobretudo alguns aminos. Apesar desses grupos terem
sido titulados apenas parcialmente tanto para a proteina nativa
quanto desnaturada, nesse Ultimo caso um numero maior desses
grupos tornou~-se ecessivel ao solvente.

Como perspectiva para trabalhos futuros, acreditamos que
‘a aplicagao do metodo de linearizacao de curvas de titulagao po
tenciometrica ao estude de outras prote?ﬂas'mais complexas con-
tendo muitos grupo$ hidrofobicos possa fornecer importantes in-
formacoes sobre seus comportamentos no estado nativo e desnatu-
rado. Sugerimos que nesses trabalhos um estudo mais detalhado
seja dirigido ao fato da ex1sienc1a de 1mpurezas titulaveis . em
solugdes de uréia. Talvez a maior fonte de erros nesse estudo
pessa ser atribuida a presenca dessas impurezés, apesar de te-
rem sido feitas as correcoes de volumes de‘tituiante gastos em
suas titulacgoes. |

Analisando e comparando os resultados encontrados nesse
trabalhe e naqueles que tambeém aplicam o metodo de 11near§zagao
éesenv01v1do nNo N0ss0 Taberator%o(38 JC), conciuimos qgue esse
método apds aprimoramentos adyindos de mais resuttados experi-
mentais, podera se constituir num meio bastante pratico e sim-
ples para a carvacterizagiao e determinacdo de grupés titulaveis
de aminodcidos, peptideos e prote?nas.
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IF D20 G070 841
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LET Z7=Yakux
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IF Ry<H0 GOTO 9%0
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LET Fé(I}“{K?“Kﬁ}NQH(E}%(”NX+H2{I})
IF K80 GOTO 980

LET F7¢Xy=0

GOTo 8%

LET F?(I)m{ﬂlhﬁ?)%&%41}%(wﬂﬁ+ﬁ2(1)>
IF D2<-0 607D 984

LET £9¢31=0 :

BT 989 )
LET F?(I)“(DEMQI}%QB(1)%(WKB+RE(I))

F@(I)mFﬁ{I)+Fﬁ(1)“Fﬁ(l)”Fé(l)*??(l}"F?(I}

LET T¢ly=Fic¢1 :
NEXT 1

LET J=N3

LET Ji=pNy

LOsun 2200

LET K2=X1/Y1

LET Ki=Y-Raxx

LEYT KE=sKZ/A(-KP)
LET R2=R

REM CALOULD DA F GRAN REFINADA PARA HAR

IF KU=0 G070 $1u0
FOR I=NS TO (NSM4)

Vﬁ(i)m(ﬂl(l)%vzcl}@(<HH(I)%U%$)/On23)}N(wKN+H2{E}}/B

LET FN{I)*(UI(I}HKﬁ)NHH{I)
IF RACHG GOTD 1080

LET Fo(ly=0

LET F2¢XIy=0

GOTH 1090

LET Fﬁ(i)m(ﬁ?mﬁﬁ)ﬁﬁﬁiigM(MEH+HB(I))

i

‘

[y



1081 IF KRB0 6OTH i@

1082 LETYT F7¢Iy=0

108Y GOYD 10%0

1085 LET F2¢(i=(Di~KP 1M i) ®(~KU+H2 (1))
FO90 IF D2 <0 p07T0 1095

1091 LET FO(Iy=0

L1092 GOTO 1094

1093 LET Focly=(Da-DLysasS¢iys{-Ky+H2¢I 1)
1094 LET F@LISFECI+FU Ly ~Fa&(Ili-F7¢ 1) F?(I)
1300 LEY Ti{h=F8(1)

LL0E MEXRT I

AIQ7 CLET. JeNE

1108 LET Ji=H4

1110 805U 2200

LIS LET Ku=¥%i/Y31

FE20 LET KS=Y-Kigxx

1825 LET KS=KS/(~KW)

1183 LEY Rﬁmﬁ

Liwe BREM £Calcu SR ' AN O SE
10 REM Ca O(EE?@D? FOGRAN MOD.REFINADA F /F LH
180 FOR I=N7 TO cNJ+NH)

e may

1R85 FO(Ly=(HICIy sV« ((HR (T uU%UY /0. 25y - ~K&+H2 ¢ 4
1190 LET Fu(D=(VI(Ey-KS)®H2¢1) PRGN /B
91 IF R0 GOTH 1ivs

1192 LET Faely=0

LIRS GOTH 1200 ‘ .

1195 LEYT FECDy=(DI-K71ua0 (1) 5 (~RK&+HR (1))

1200 IF D20 60TO 1203

1201 LET Fo(3ly=0¢

1202 6OTO 1204

YE0E LET FOI)=(08-DLy w80 ) s (~K&rH2(Tyy

1204 LET FBCII=F3¢TIs+F el Fh(i)»f?(i}

210 LET T2(ILy=FB(Xy

1212 NEXT I

1214 LEY J=N7?

1217 LET J1=HNB

1820 GOSUER 2200

1225 LET Ré=X1sY1

RS0 LET KV=y-RéexX

L1235 LET K7 =RK7?/(-Ké&)

JABAY LET RusR ) )

1aa REM CalCul.d DA F. DE GRAN HOD. REFINADA FPARA B2H
1387 IF K8 =0 8070 1ubl '

1388 FOR I=N%® TO IN®+834) . . ) ' ’ :
90 FA(I = (HICI VAL (H2 T 8UBVY /0. 23y Y s ~KB+H2 ¢ Ly )y /B
TEP2 LEYT FulysUL{I=R7ysH2h) :

TIRYE IF D200 GOTO L1394

1354 LET F9(li=0

LARE GOT0O 1597

13986 LET FRCEys=(DIE-DLyuaB(Tyn{~KB8+H2{I)

1B%7 LET F?(J) FFCTIHFU(Ty~FPLLy
CARRE LET Ta(Ey=sF8C

1599 HEXT ¥

In00 LET =N

1401 LEY Ji=B&

1802 005U 2200

IHOE LET KB=X1/Y1

IHoH LET DIl=y-KfxX

HOB LET DBi=Di/(~RKi®

110 LET RB=R :

INAZ REM CalCULD DA F GRAN MOD.REFINADA P/HAD

MU ITF DR=0 GOTO Ly :

ula FOR =67 T0 (874803

LG PO = (HICDRVZ (I (H2 (T wUsUy F0 025 yu(~-DRaHR ¢T3 3 /R
FH20 LET FU(I)s(Vi(Iy~DlysHR¢Yy

AL LET FO(Ly=FaclyrFuely

Fush LET TueLi=F8(1)

1HZ26 MERT I

LH2B LET J=G7

IHE0 LET Ji=068

AMEE GOSUE 2ROO

A LEY Xis/Y1

iuBs LET Y[Ry

MEE LET R3=DE/(~DE)

L]
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LET Ré6=R j

GOTO 14u2

LET Embad

FoanE0, 00001 BOTO 6BO

1F 8~Z74=AES (0. 00001 BOTO LUS2

FRINT §»27

BOTH 680

GOTH 1525 .

FRINT TAE(9)3"FUNCOES DE GRAN MODIFICADASY

FRINT . N
FRINToOOBGABY 7" PARGUHEL ™ we prrinapa FG AJUSTADA
A=Y R, HNH Wi R Wit HURECEE B HBELLEE"
FRINT

FOR I=N1 TO (N1+NZ)

LET FB(L)=Z78E-U1(T)KE

FRINT USING A$;VL¢I).F L) ZUTy,FBCL)

NEYT 1

FRINT

FRINT “VOLUME DE EQUIVALENCIA PARA HEC. =977

PRINT “"COEFICIENTE DE CORRELACAD="RL

IF K220 BOTO 1547

FRINT TAR(L7):"FARA AGIDO HAL®

FRINTYWOLUHE pH FG  REFTIADA FG o AJUSETADAY
A HHLHRE WAL B HHL ST OE i REHEC L
PRINT

FOR TeNZ TO (NToNU)

LET £8¢1)eKB8(~K2) =1 (1] %¢-~K2)

FRINT USING A%sVi¢L) F(I),T(E)FECD)

NEXT . I

FRINT “COEFICTENTE DE CORRELACAD="R2

FRINT "WOLUME DE COUIVALENGIA FARA HAL="K3

FRINT "CONSTANTE DE DISSOCIACAD P/HAL=";-K2

IF Ku=0 GOTD 1u93

FRINT

FRINT TABC17)3"FARA ACIDD Haze

FRINT o g :
FRINTUOLUKE nH FG  REFINAGDA  FGB AJUBTADA'
AeE" HE, WY Hit, RBE HHLBBEUDCLE Wi, HUHLLLEY
FRINT . ' -
FOR I=NS TO (NS+N&) . g

LET FR{T)s=KSu(~Ru) =V {I)5¢(~Ku)

FRINT USING AGeVI(Iy-FLIys Ti{l):?ﬂ(l)

HEXT 1

PRINT “QUOEFICTENTE DE CORRELAUAD=YRE

FRINT "VOLUHE DE EQUIVALENGYA FARA HAR="KS
FRINT “CONSTANTE DE DISSOCIACAUO Fﬁﬁﬂ HAd="y Ky

IF Résh GUTO 1542

FRINT

PRINT TaB(L7) 3 FaRA ACIDD HABY ®

FRINT . ’

PRINTTUOLUBE pH FG  REFINADA FG AJUBTADAY
adey By Hul i, HHE BH.BUHBLLLL, B HuNCELDY
PRINT

FOR [=N7 TO (N7+88)

LET FBLy=R7P8{-Réy~-Vi¢lis(~Ka)
FRINT USIHG A%V -P(D)-TR¢IFBLL)

NEXT I

FRINTUCOEFICIENTE DE CORRELACAG="RY

FRINT "VOLUME DE EQUIVALERCIA FARA HAZ=UKY
PRINT “CONSTANTE DE DISSUCIACAD FARA HAB=";-Ké
IF K8=0 GOTO 15uz

FRINT

FRINT TABCL? p"PARA ALIDD Hauv
FRINT
PRINTHVOLUNE phH F3 REFINADA FG aJusTabar
AR HEY . b Hit BBRLOLE RO SR TN R
PRINT

FOR T=N® TO (W24

LET. FOLL =Dl e (KB -1 Ty 8¢ ~Rih

PRINT UGIHG AsyVl ) Poly T8I -FB¢D)

HEXT I

PRINT “"CROEFICTENTE DE CORRELACAD=VRY

FRINT "VOLUME DE EQUIVALENCIA FARA HAWs'DI



1520 PRINT ”LJN&TQNT& DE DISBDEIALAD PORA HALu='Y~KB
IB21 PRINY ’
1522 IF L2=D GOTD 15uz

1523 PRINT TAR(L7):"FARA ADIDD Hﬁ"“

1528 FRINT ‘
1825 FRINTVOLUME pH Fii REFINADA Fiu JH ATAGA"
1526 Au="_ Bl §HE Hit, g4 i PR L AN (R L N

1597 PRINT
1528 FOR T=G7 TD (G74G8)
1529 LET FBCI)=DB®(-D2)~VL(I)%(-DR)
1550 PRINT USING A$3VLLT3.P(Ty, THCT)FB(T)
1551 NEXT I '
1S32 PRINT "COEFICTENTE DE CORRELALEAD ="Ré
1534 PRINT "VOLUME DE EQUIVALENCTA FARA MAS="D3
1556 PRINT "COMBTANTE DE DIGSOCIAGAOD PARA HAS='s-~D2
1538 PRINT
1539 PRINTUCONCENTRACAD DA BASE="y-E1
1540 PRINT .
154% PRINT "NO. DE INTERALOEG="E
154L FOR T=N7 TO (N7+NG)
1545 PRINT TIMES
IS4G STOP
1548 NEXT I
1636 HEXT T
2000 LET ¥=0
20460 LET X=0
2070 FOR T=l TOCL+LZ)
2080 LET Y=Y+F2(1)
2090 LET X=X+V1(I)
2100 NEXT I
9110 LET X=X/ (L241)
2190 LET Y=Y/ (L2+1)
2150 LET ¥i=0
2100 LET ¥1=0
2180 FOR T=L TO (L+L2)
2160 LET ¥1=RL+(V1(I)~X)%F2(T)
2170 LET Yi=Y1+(UL(T)-X)E2
2180 HEXT 1
2190 RETURN
2200 LET Y=0
5210 LET X=0 : : ‘ o
2220 FOR ¥=d TO(JI+IIDYy .,
2230 LET Y=Y+F@(1) -
2240 LET X=X4V1(D)
2RO NEXT T
PR60 LET X=X/ (Jit1)
2970 LET Y=Y/ (Ji+1)
2280 LET Xi=0
FR90 LET Y1=0
9297 LET X2=0 i
2297 LET Ya=0 B
2290 LET YA=0 :
2300 FOR T=d TO (J+J1)
2310 LET X1=X14 (VD=8 ¢EBL)~Y)
2200 LET Yi=Yi+(Vd(iy-X3Ls
P52) LET XEX21(VI(1) X)Lz
2572 LET YZ=Yat(FB(1)-Y)L2
PHAE LET YomULT) ~%) ke (FE (1) +5
RAH0 NEXT 1
PAEBL LET YU=X2eyp
2552 LET R=YA/SOROMU)
SEUO RETURM .
PELN REH SUEROUTINE GUE FAZ & SEGMENTACAQ DA CURVA
2AG0 FOR =1 T0 N -
PREG LET LT+l
2360 IF VI¢I)RC GOTH 2370
BA6S NEXT 1
2366 PRINT'VOLUNE DE ENUTUALENCIA HATOR GUE VOL. DE TITULACAQ™
2300 BETRM0,0.1159. 8, 100, 450 LE~6y LE~0y 1E-100+0, 4
PHON DATA 2,4
2EGO DATH 166 1e 1661y ¥ uOTE~1ly~HBotb0h s 0. 155, 0
ZUOO DATA 0u2r 21806y 0uty 20905, 0uSe 007, 8r0ubr 206+ 070 20U, 0.8, 2019
2H0L DATA 0,904, 1996y 1, 407 Bl Lo 10U B a2y 192, 503, L9, L4, 105, 8
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2410
2u1 8
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SHLE
2hlh
U5
2ui4
2417
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2419
2Heh
2ur
auae
2HRE
242
JLO0

DATH
DaTa
GaTa
DATA
DATH
DatTa
DATH
BATH
DOTH
DaTa
DaTa
DaTa
DAaTA
BaTa
DATA
DATA
DATH
DATH
DATA
DATA
DATA
DATH
BAThH
EXG
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