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RESUMO

Aperfeicoamentos na Metodologia de Titulagdes Potenciométricas de Polie-
letrélitos com Enfase a Protefnas Nativas e Desnaturadas

Autor: Jorge Cesar Masini
Orientador: Prof.Dr. Oswaldo E.S. Godinho

Um método linear baseado em rigorosos balangos de massa & carga para sistemas
&cido-base tem sido aplicado a dadoa de titulagbes potenciométricas de proteinas para determinar
e caracterizar grupos tituldveis presentes nestes materiais, Neste trabalho de tese estudou-ge tal
* metodologia visando-se otimiz4-1a ou aperfeigod-la nos seguintes pontos:

1. Avaliou-ge criticamente os efeitos quali e quantitativos noa resultados obtidos
em fungdo de se tratar os grupos tituliveis da proteina como uma mistura de dcidos fracos
monopréticos, ignorando-se o termo de variagio de energia livre eletrostdtica que a::ompa.nha a

a  dissociagio de grupos presentes em poheieﬁrohtos,

2. Avaliou-se o método quan_dn aplicado a proteinas desnaturadas em solugdes de
cloridrato de guanidina, GuH Cl, 6 M, condigBes nas quais todos os segmentos da cadeia siio
expoatos ao solvente e em que os efexm eletrostiticos sobre a dissociagdo dos grupos sio mini-
mizados.

3. Estudou-se a possibilidade de determinagio do ponto iaoelétrico, pJ, das proteinas
- a partir dos resultados obtidos por titulacio, bem como seu uso no anxilio da atribuigio da
natureza quimica dos grupos determinados.

4. Investigou-se a quantidade mfnima de protefna que pode ser estudada pelo
método, :




ABSTRACT

Improvements on Potentiometric Titrations Methodology of Pclyeletrolytes
with Emphasis to Native and Denaturated Proteins

Author: Jorge Cesar Masini
Supervisor: Prof.Dr. Oswaldo E.S. Godinho

A linear method based on a rigorous charge and mass balance for acid-base equili-

brium have been applied {o potentiometric titration data for determination and characterization

-of titratable groups of protein molecules. In the present thesis the method was studied in the
following points:

1. The titratable groups of polyeletralytes or proteins are treated as a mixture of
weak monoprotic acids, neglecting the free eletrostatic energy which accompanies the dissocia-
- tion of these groups. In this work, the qualitative and quanutata.ve consequences on the results
cansed by this treatment were cmically studied,

2. The method was a.vaii&teci when applied to proteins denaturated in solutions of
guanidine hydrochloride, GuHCl, 6.0 M. In this media, all segments of polypeptide chain are

- ~exposed to the solvent and the eletrostatic effects on the dissociation are minimized.

3. The possibility of determination of iscelectric point from results of stoichiometry
and pKa's obtained from titration was studied. The pJ determined by this method can be useful
in the attribution of chemical identity of titrated groups.

4. The minima amount of protein which can be used for application of the metho-
dology was investigated.
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1 Introducéo

Em titulacdes potenciométricas de neutralizagio de sistemas simples o volume de
equivaléncia é determinado pelos métodos da primeira e segunda derivadas. Segundo Meites e,
all. [1), a aplicagio destes métodos cléssicos a dados teéricos de titulagdio permite a obtengio
de resultados com grande precisiic ¢ exatidio para dcidos bastante diluidos (3 z 10~5M } ou
béstaate fracos (pKa ~ 6) quaﬁdo titulados com base forte 0,1 M [2]. Entretanto, observa-se
: ‘que em titulagdes experimentais o anmento da dﬁzugio ou do pKa do Acido titulado diminui a
inflexiio da curva de titulagio na regi-éo do volume de equivaléncia, com uma perda paralela de
exatidio e precisio em sua determinagio pelos métodos derivadas. O mesmo se observa quando
8¢ trata de titulagGes de misturas de dcidos fracos cujo ApKa nio é superior a 4 [8] Neste

caso, as inflexdes das curvas de titulagio tendem a se sobrepor, impossibilitando a aplicagio dos

métodoa cldssicos ou derivados [5,6,7,8].

Diferentea métodoa de cdlculo foram desenvalvidos no sentido de aumentar a exatidio
e a precisio da determinagio do valume de equivaléncia de 4cidosa mais fracos ou dilufdes, ou
ainda, quando presentes em ‘misturas. Tais métodos sfio ger&mente agrupados em dois tipos, os
que utilizam ajuste de curvas por regressio nio linear [1,2,3,4] e 0s que utilizam linearizagio da

curva de titulagio, onde as retas sfio ajustadas por regressio linear [7,9]. Apesar dos métodos

© - - niio lineares serem considerados mais exatos e precisos, os métodos lineares sio mais simples

- do ponto de vista matemitico, permitindo uma visualizagio grifica sobre o sistema em estudo

' e consegiientemente uma maior facilidade na caracterizagio das espécies presentes [7). Aldm
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disso, nio necessitam de estimativas iniciais dos parimetros a serem ajustados tio préximos do

valor real quanto nos métodos nio lineares [0].

Dentro dos métodos de linearizagio destacam-se inicialmente os trabalhos de Gran
[9,10,11]. Na realidade, Gran propés o uso de duas fungBes, uma antes e outra depois do volume
de equivaléncia. No gréfico, estas fungBes tomadas contra o volume de titulante interceptam-se
sobre este eixo no vaiumg de equivaléncia. Eéaa.a fungbes ddo excelentes resultados em titulagdes

de écidos moderadamente fracos com base forte. Porém, deixam de ser lineares quando usadas

em titulacOes de dcidos com constantes de dissociagio inferiores a 1077, ou entfio, mesmo para.
4cidos moderadamente fracos em concentragdes inferiores a 10~*M, aumentando a imprecisio
na determinagio do volume de equivaléncia [6]. Estudos recentes tém procurado otimizar as

condigbes de aplicagio do método de Gran, aumentando seu campo de aplicagio [12,13].

O método de Gran aplicado a dados de titulagBes de misturas de dcidos fortes e
fracos permite a diferenciagio entre a chamada acidez livre, ou o volume de equivaléncia para
o acido forte, e a acidez total [14]. Porém, ndo permite a caracterizagio dos 4cidos fracos que

sdo titulados. Este método tem sido aplicado na determinagio da acidez livre e acidez total em

estudos ambientais sobre chuva écida [15,16).

Hofstee [17] e posteriormente Ingman e Still [18], baseados em equagdes rigorosas
' de balasigo de":'n'::éﬂsa ecargapa:ra.htulagén de um dcido fraco com base forte, desenvolveram
programas capazes de detemii:xim; o volume de equivaléncia de titulagtes de. dcidos muito fracos
como a f-alanina (pKa 10,21) ou NH,NO, (pKa 9,32) com NaOH 0,1 M com erros de —2,4
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- & —0,9%, respectivamente [18]. Com o mesmo método foi possivel a determinagio de 4cido
cloroacético (pKa 2,8) na presenga de 4cido acético (pKa 4,7), ou seja, ApKa 1,9 com erro de

apenas 0,6% [18].

Posteriormente, Ivaska e Wanninem {19}, baseados na equagio de Ingman e Still, pro-
puseram um rearranjo nesta equagio de modo que além das vantagens obtidas na determinagio
do volume de equivaléncia, foi posafvel a caracterizagio da espécie titulada pela determinagio

simultinea de sua constante de dissociagéo.

Métodos grificos lineares, baseados em balangos de massa e carga para o sistema

dcido-base estudado foram desenvolvidos por Ivaska [20,21] permitindo a determinagio indi-

~ vidual dek dcidos monobésicos presentes em misturas bindrias. Como exemplo pode-se citar a
- determinagio dos componentes de uma mistura de dcido acético e dcido ascérbico, ou, dcido
| hidroxilacético e dcido monocloroacético (ApKa entre 0,5 e 1,9) com erros variando entre 0,5 e
2,5%. Um trabalho posterior se refere & determinagio do volume de equivaléncia para as duas
eapécies presentes na titulagio de um dcido diprético com base forte. Trabalhando-se com dcido
tartérico (pKa; = 2,88 ¢ pKay = 4,01) e 4cido suceinico (pKa; = 4,08 ¢ pKa, = 5,34) obteve-se
resultado com erros entre 0,5 e 1,6% [20,21}. Baseados nestes métodos, Ivaska e Nagypal 8]
desenvolveram um programa computacional usando &lgebra-linear e ajuste de curvas para deter-
mmagén de mist-ax-gg_ -d.e Mdggpghpréhcos na presenga, ou néo, c_ig Acido fg_rte. Eate p_rograma'

tem sido splicada com sucesso na andlise de 4cidos presentes em antidcido [22), suco de uva [23]

o . e vinho [24]. Com estes métodos, porém, nio é possivel a determinacéo simultinea dos volumes




de equivaléncia e constantes de dissociagio das espécies envolvidas.

Baseados no uso de fungdes de Gran modificadas, fungfes lineares em relagio ao vo-
lume de titulante, deduzidas a partir de um rigoroso balango de carga e massa para titulagdes de
misturas de um 4cido forte e vérios 4cidos fracos m@nopréticm, Seymour et. all. [25] desenvolve-
ram uma metodalogia capaz dgz determinar e_:ciamcteriza.r as espécies presentes ual mistura. Estes

“autores aplicaram o método a c_gndéﬁaadpa .ﬁ.tmoaféricos, onde foi determinada a presenca de

HS07, H,CO5 e NH} [25). Godinho e Aleixo [26] desenvolveram esta metodologia aplicando-a

o . na determinagio e caracterizagio de es?‘écies envolvidas em titulagSes de dcidos po}iprétiws

. : como o 4cido cftrico [7). Porém, o principal desenvolvimento introduzido por estes autores foi a
~aplicagio destas funges de Gran madificadas na determinagio simultinea da estequiometria e

dos pKa’s de grupos ionizdveis presentes em protefnas [26,32,33).

A grande disponibilidade de computadores on microcomputadores nos diss atuais
tem facilitado grandemente o desenvalvimento de programas voltados para estudos de equilibrio
envolvendo 4cidos fracos, mono ou polipréticos, presentes em r#isturas complexas. Tais pro-
gramas podem ser aplicados tanto em daﬂas de titulagdes. potenciométricas {27,28] como a
métodos espectrofotométricos ou de ressondncia magnética nuclear [29). Todavia, a titulagso
potenciométrica é uma téenica que requer equipamentos de mais baixo custo e facilmente en-
o gqgtré‘yeia na .ma_ioria-_dos? _}a,bqr_:;{:;é:_ir;ag ge‘n;_dp: portanto sempre interessante buscar novos campos

ou mqtodologiaé para sua aplicagdo e desenvolvimento.
Neste trabalho de tese objetivou-se um aperfeigoamento, ou otimizagio , nas condigdes
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de aplicagdo do método linear desenvolvido por Godinho e Aleixo nas titulagdes de proteinas [26].
As protefnas s3o um material muito interessahte para ser estudado por titulagio potenciométrica,
uma vez que poasuem em suas moléculas grupos carboxilicos dos 4cidos aspértico e glutimico
de cadeia lateral, além dos grupos carboxflicos terminais. Poasﬁem também grupos imidazdis
da histidina, grupos fendlicos da tirosina, grupos sulfidrilicos da cisteina, grupos e-amino da
lisina ou grupos guanidinos da arginina, todos de cadeia lateral, além dos grupos o-amino
| terminais‘[?éo,'3l]. Todos estes grupos sdo tratados como uma complexa mistura de 4cidos fra-
o cos monoproticos, principal consideragio adotada pelo método de linearizacio de Godinho e

Aleixo [26].

Deve-se salientar que o comportamento dcido-base de protefnas é diretamente rela-
cionado com uma série de propriedades fisicas, quimicas ou bicldégicas de suas solugdes, Assim,
a solubilidade, a pressio osmética, a viscosidade, a estabilidade da forma nativa, a atividade
enzimdtica, as ligagdes de fons metélicos s3o propriedades diretamente influenciadas pelo pH do

meio em que se encontram as protefnas [30),

Além disso, 08 processos de separagio das proteinas de meios biclégices sio gran-
demente facilitadas pelo conhecimento das propriedades dcido-base da protefna estudada. As
proteinas apreéeutam um minimo de solubilidade na regido préximé. ao ponto 1soelétrico, on seja,
_d"o pH em que sa carga lf_q’t_z_id.a é zgxa,_:_s_endo uma _pr_op‘:ieciade muito uaa.d;x em processos de se- |
paxagéo ou puxiﬁéagﬁo [30] O ponto isoelétrico é.:e}a.cionado com o niimero de grupos ionizéveis

presentes na molécula que sdo expostos ao solvente, contribuindo com carga, cuja estequiometria




e pKa’s podem ser determinados a partir da curva de titnlaéio da proteina nativa [30].

A determinagio do némero de grupos ionizdvels localizados em regides hidrofébicas
da malécula é conseguida por comparagio das curvas de titulagio da protefna na.tiv:.a.. e da
protefna desnaturada ou dados da compém’ir;io de aminodcidos. Estes resultados podem tra-
ger importantes infoxm&céeé-sabre propriedades estruturais ou conformacionais da pmtefna; na-
twa [30]. Podem ser usadas também em estudos cinéticos ou termodindmicos dos processos de

 desnaturagéo [60).

Por outro lado, a interprdé.gio da curva de titulagdo de protefnas é complicada

deﬁda ao grande nimero de equilibrios envolvidos, assim como pela presenga de grupos de
~ diferentes naturezas quimicas ﬁga;das a uma cadeia polimérica. Neste sentido, vérios modelqs
" foram desenvolvidos para interpretagdo destas curvas de titulagio [30,31).

1.1 Modelos para Interpretagéio das Curvas de Titulagéo de Proteinas g

Um écido fraco H A dissocia-se em solugéio aquosa segundo a equagéo :

HA = H* 4+ A~ . (1)

A constante de dissociagfo termodinamica, K,, é expressa por:
aA™ -aH*

T 7 (2)

" ondedé aatividade dé"ea'ﬁécié'ém questio. Fr'equentemente, entretanto, define-se uma constante

de dissociagio estequiométrica para tal sistema, uma vez que nio se conhecem as atividades das

espécies HA e A, mas somente suas concentragdes em equilibrio. Deste modo, a constante de
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dissociacBo estequiométrica pode ser escrita como:

_ A7)EY
Ko= 74 | (8)
a equagio 3 pode ser reencrita como:
o

onde o é o grau de dissociagdo do 4cido H A. Trabalhando-se em condigBes apropriadas (solugges

dilufdas, meio iénico e temperatura constantes), ou seja, condigBes em que os coeficientes de
atividade das espécies aproximam-se da unidade e permanecem constantes, é possivel ignorar-se

as diferencas entre as equagies 2 e 3. Nestas condigBes, pK, pode ser relacionado com a variagio
de energia livre padrio do processo de dissociagio, AG® [34,35):
AG?

pK, = ~log K, = 0,434 y7d {5

Por outro lado, se HA é um grupo que se repete ao longo da cadeia de um polie-
letrdlito, a variagio de ‘energ’za livre que acom;.;sa.nha cada dissoclagdo em uma titulagio dcido-
base envolve t_iois termos. O primeiro descreve o trabalho intrinseco de ionizagdo do grupo HA e
depende exclusivamente da sua natureza quimica, sendo descrito apropriadamente pela eﬁuag?io
5. O segundo termo refere-se ao trabalho adicional necessirio para remover o préton de seu
sftio jonizado contra as forgas eletrostiticas exercidas pelas cargas presentes na macromolécula.
Com isso, a equagéio 4 é reescrita para o caso da titulagio de um polieletrélito [38):

e ' a - 0,4348F

pH = pKiusra = log i e o0 (6)

Na equago 6, pKin.ra refere-se A constante de dissociacio intrinseca do grupo H A4
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que e repete ao Jongo da cadeia, k 4 a conatante de Boltzmasin, que aparece na equagio devido
is consideracdes estatfaticas devido ao fato de vé.rma grupaos idénticoa serem titulados. Q termo
R %ﬁ'— Iepresenta a vgria_g-éia _é;e'.-.energia. livre eletzﬁstética com o grau de dissociagio do grupo HA.
A:e'qua,giin 6 pa.de aind__a*s.e'r. reescrita como:

o ¢ 0,43

pHr«-pK@'W -f_lqgl_._a+ kT €Ya S

onde € é a energia elétrica do pmtcm e 1,0. é o potencial elétrico na superficie da macro-

| molecula [30 31,36].

~ Assim, a equagiio 7 nada mais & que & equagio cldssica de Handerson-Hasselbalch

. acrescida de um termo de corregiio devido as interagbes eletrostiticas entre as cargas da ma-

" cromolécula [36,37,38,39].

~Em titulagBes de proteinas as dissociaches sucessivas estio sujeitas, de maneira

‘andloga, bs forgas eletrostéticas exercidas pe}as cargas presentes na molécula.

Ongmalmente Lmderstrowi;ang [40] aplicando a teoria de Debye- Huckel a proteinas,
- _assumm que o macrofon contendo numerosas ca.rgas podena ser tratado como os fons menores

“com baixa carga. Sabe-se que a carga do macrafon varia continnamente ao longo da tihﬂa.gé.o

como consequéncia da retirada on da'.adig.;;ib de prétons. Com iss0, o coeficiente de atividade

o :do maczaion e a enargm. hvre eletmstatma variam ccmtmua.mente a0 lcmgo da t1tu}a.gaa, de

:' '_: -'moda que o coeﬁclente de atmdade do mar.rmun para, uma. da.da. dmsocxagac é determxnado pela

| ~ dissociagio anterior [30,31),




Em sua teoria, Lindérstramhmg assumin a molécula de protefna como uma es-
fera rfgida e impenetrdvel ao solvente, com as cargas distribu@aa uniformemente sobre a sua
superficie, Em fun¢io dessas consideragdes, a influéncia das interagﬁes eletrostiticas sobre a
constante de dissocigio do grupo HA pode ser escrita como [30,31):

KHA = Kmt.}m ' enwz (3)

onde Kinena é a constante de dissociago intrinseca do grupo em quest&o, on seja, a constante
‘de dissociacfio na auséncia das interagbes eletrostiticas, Z € a carga liquida da molécula da
" protefna e o parAmetro W é o chamado coeficiente de interagdo elefrostitica, podendo ser

caleulado teoricamente segundo a equagin:

W= D;zlfr (1 -3 ;fﬁ.ﬁ) ®)

" ondeeéacargadoelétron, Da cﬁnstante dielétrica para o solvente, k a constante de Boltzmanﬁ,
Ta tempefa,tura. absoluta, x é o parAmetro de Debye-Huckel proporcional & raiz quadrada da
forga ibnica, R o ralo da esfera que representa a molécula da protefna e ¢ € a distincia radial
de maior aproximagio entre o centro da esfera e o centro do fon do sal usado para manter o
meio idnico constante. Combinando as.equagées 8 e 9 com a equagdo de Handerﬁon—ﬁasselbalch

obtém-se [31]:

log =—— = pH ~ pKins 4 + 0, 868W 2 | (10)

s

“Deste modo, d:tr'ab'al'hﬁ""ﬁeﬁeﬁéérfio para retirar o préton ionizado da superficie da- *
malécula contra as forgas eletrostaticas exercidaa pelas cargas presentes na proteina é represen-
tada par 0,868 WZ. Cannan et. all.  [41,42] propuseram um rearranjo da equagio 10 que tornou

g




possivel a determinagio de W e pKinizr4 do grupo tituldvel a partir dos dados experimentais:

pH —log T%E = pKinna + 0, 868W 2 | (11)

Assim, um gréfico de pI —log t%- contra Z fornece uma reta cujo coeficiente linear
(carga zero) é o pHin 4 e o coeficiente angnlar é proporcional ao parimetro de interagio
eletrostitica, W [30,31,41,432].

Para aplicagio deste modelo na determinagho e caracterizagio dos grupos tituldveis

de uma proteia deve-se assumir inicialmente que os grupos quimicamente idénticos s3o titulados

SR em uma mesma regiio da curva de titnlagin com o mesmo pX intrinseco, aldm de um X

aparente que depende da carga da proteina segundo a equagio

pKupnrcntcH.fi = pKiM.HA + 8: SGSWHAZ (12)

Deste modo a regifio da curva de titulagio entre pH 2 e 6 pode ser atribuida aos
grupos c:a.tbm_a’lic:os. Na regiio de pH 6 a 8 pode-se atribuir ans grupos imidazdis e a-aminos.
Finalmente, de pH 8 a 12 sio ﬁtuladcs os grupos fendlicos, sﬁlﬁdn’licoa e e-aminos [30,31].
Nesta regifo, os grupos fendlicos padem ser determinados separadamente por titulagio espec-

trofotométrica [48].

Os resultados obtidos pela aplicagio do modelo de Linderstrom-Lang estdo sujeitos

" a erros, pois, muitas vezes a protefna estudada nio atende 3s consideracdes bsicas do mo-. .

* delo. ‘Assim, muitas vezes as protefnas nio sio globulares para serem tratadas como esféricas

e compactas, ou ainda, as interagbes entre os grupos podem nio ser de natureza puramente
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eletrostdtica [30,31].

Segundo Tanford [31}, a principal deficiéncia do modelo de Linderstrom-Lang est4 na
simplificagio que admite os grupos titulaveis como uniformemente distribuidos na superficie da

molécula. Tal simplificagio leva a erros no céleulo da energia livre de interagio eletrost4tica entre

i . os grupos carrregados. Na realidade, a constante de dissociagio de um grupo é mais fortemente

- -inﬁuén.ci.a;da por cargas mais préximas dc.qn_e- por cargas situadas em posigles mais distantes
na molécula [43]. Tanford e Kir’k.v;v.ocd. {43] desenvolveram um modelo assumindo que, como no
- modelo de Linderstrom-Lang, muitos g:uﬁos tém é mesmo pX inirinseco. Porém, considémm
o ..-.que tais g;rup‘oﬁ nﬁ;o"gﬁo titulades simultaneamente, permitindo variagSes que dependem de
interacdes eletrostiticas espeqfﬁcas-é#a aada'grupo. Assim, o valor da constante de dissociagio
= | de um dado grupo serd o prodl.lta'c:lo féﬁmo intrinseco, independente da configuracio e um termo

eletrostatico que depende da configuragio e é determinado por um cileulo estatistico apropriado

sobre todas as configuragdes possiveis [30,31,43,44,45,46,47),

A base para o caleulo do termo eletroatdtico, em uma dada configuragio , depende
~ do conhecimento exato da posicio de todas as cargas sobre ‘a molécula da protefna e também
do conhecimento da distincia de maior aproximagio entre o solvente e cada uma das cargas.

A poeigio das cargas e suas distincias relativas podem ser obtidas da estrutura tridimensional

damalécuia.atmvés .ﬂe dz&m&edﬁxw;iﬂda raio X nn_gatgﬁo nri_é_i:.a.iinq [44). A .diat-ﬁncia-de .

maior. aproximagio entre o solvente e o grupo é assumida, em principio, como 1,04 que é o

valor obtido para compostos modelo com as mesmas propriedades intrinsecas [43,44,45,46,47).
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Com essas consideragdes calcula-se um efeito eletroatitico da mesma ordem de gran-
deza que o calculado pelo modelo de Linderstrom-Lang, mas, por outra lado, prediz-se as va-

riages que ocorrem sempre que a distribuigio dos grupos carregados nio é regular [44].

A aplicagio deste modelo tem sido limitada por alguns fatores [45,46,47]). A estrutura
L tridix_nensiona} determinada para os cristais pode ndo ser a mesma em solugin, Além disso,
‘alguns grupos podem nio ter os valores de pK intrinseco esperados e podem ser identificados se a

- estrutura é perfeitamente conhecida (caso de parte dos grupos imidazéis da mioglobina [46,47] ou
hemoglobina). A disténcia de maior aproximagéo entre os grupos tituldveis e o solvente costuma

“ser ajustado & valores menores que 1,04 nio obedecendo um dos principios do modelo [44].

De modo geral, o modelo de Tanférd e Kirkwood tem pouco uso para finalidades
analiticas, uma vez que é necessdrio um nimero muito grande de informages sobre a molécula,
tornando-o invidvel. Além disso, os préprios autores admitem nio existir vantagens claras sobre
os {ratamentos mais simples [44]. Com isso a interpretagio das curvas de titulagio por esies
métodos restringe-se em ajustar uma série de pardmetros, muitas vezes discrepantes dos valores

esperados, visando sobrepor uma curva tedrica aoe dados experimentais [45,47).

Marini e Martin [51], por sua vez, demonstraram que o parimetro de interagio
eletroatéﬁica. obtido de curvas de titulagio de proteinas pode ser incorreto se o niimero de ZTupos
. que dxssoc;am-se com a ‘xnesiﬁé.- mmtaﬁte de‘_’fii'séocié.g'a’.o nio forem perfeitamente conhecidos,
bem como se a curva de titulagio néo for obtida com grémde precisfio e exatidio [5},53]. Mazini

e Martin sugerem que as curvas de titulacio podem ser representadas por modelos mais simples,
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como proposto criginalmente por Levy [49], que considerou que os grupos tituliveis poderiam
ser agrupados em séries de subgrupos com propriedades semelhantes. Deste modo, os grupos de
mesma natureza quimica nio s3o titulados necessariamente com o mesmo pK intrinseco, mas

sim divididos em subgrupos com pKa’s distintos, que sdo resultado das diversas forgas a que

- estdo sujeitas as propriedades i6nicas, refletindo o ambiente em que tais grupos se encontram na

i - molécula [52), Assim, o8 grupos com constantes de dissociagio similares podem ser englobados

~ em uma série de modo independente de sua natureza quimica.

Pelo modelo proposto por Levy. e usado por Marini et. all. [50,51,53), a equagdo

- de Handerson-Hasselbach cléssica pode ser apropriada para representar a curva de titulagio,

bastando para isso, a escolha apropriada do niimero de subgrupos bem como de seus pKa’s. O

modelo matemdtico usado para ajustar a curva de titulagio ¢ [49,50,51,52,53]:

_ NiKgq,
F ‘“_C - Z 10728 + Ky, (3)

onde F ¢ o ndtmero médio de prétons ligados & moléeula de proteina, N; é o mimero de grupos
caracterizados como uma série HA; e Ky Ai é a constante de dissociagdo para cada grupo da
série H A; e, finalmente, ¢ reﬁresenta o nimero miximo de prétons dissocidveis que podem
‘estar ligados & proteina na regido de pH estudada. A determinagio do némero de grupos

e suas constantes de dissociagio sdo feitas usando-se um algoritmo néo linear que ajusta os

" _'_'-i:_pa.rﬁ.metms da_? eﬁuax;io_-12. demodn a.mxmnnzar a soma dos quadrados dos deavias entre os -

- pontos experimentais ¢ os calculados. As atribui¢Ses iniciais do ndmero de grupos sao feitas

com base na composigio de aminodcidos da protefna [50].

13




O método de linearizagio desenvolvido por Godinho e Aleixo [26,32,33] pode ser

- enquadrado nestes modelos, uma vez que o termo de variagio de energia eletroattica nao é

considerado e os grupos sfo tratados como uma mistura de dcidos fracos monopréticos. O
método faz emprego de equagdes lineares que segmentam a curva d.e titulagio, permitindo uma
muaior exatidio e precisio na determinagio do volume de equivaléncia dos grupos titu]éveig, bem
como dos respectivos pKa's. Por outro lado, a aplicagio deste método nio requer o conhecimento

~ da carga da protefna. Com isso, além da simplicidade do modelo matemdtico, o procedimento

- experimental é mais rdpido, nio requerendo a titulacio do branco paralela a da solugiio contendo

_ protefna [54].

| ‘1.2 Desnaturagio de Proteinas

A eatrutura tridimensional de uma protefna resulta do arranjo da cadeia polipeptidica e sua

estabilizagio em uma conformagio compacta, inica e perfeitamente definida [57].

As informagdes necessdrias ao conhecimento da conformagio estio inteiramente con-
tidas na sequéncia de aminodcidos. Os processos de antoorganizacio sio espontineos e ini-
ciados na biossintese pelo estabelecimento nio aleatério de ligacdes nio covalentes entre os

diversos segmentos da cadeia e, eventualmente pela formagio de pontes dissulfeto entre cisteinas,.

omlagﬁes, g:livagena_-pm_teolﬁicas, . ) podem em geguida

se'pr@duzir para que se‘ja' atingida a estabilidade conformacional da forma nativa. As condigdes

- fisicas externas (temperatura e pessiio) e as interagdes entre a cadeia e o ambiente formam
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um conjunto de condigdes determinantes para manutencio da estrutura tridimensional. A con-
formag8o nativa, termodinamicamente mais estdvel, é aquela para a qual a energia livre (AG)

do sistema protefna-solvente é minima.

AG = AH — T(ASyay. + ASeons) + PAV | (14)

Nessa expresaio, AH representa a variagio de entalpia resnltante das diversas in-

teragGes intramoleculares; AS,,,, e AS.ons. representam respectivamente as variacdes de en-
tropia de solvatacio e conformacional, Finalmente, AV ¢ a variagio de volume associada i

compactagio da cadeia polipeptidica [57,58,59].

A variagio da entropia conformacional, fortemente positiva, que predomina na tran-

i - si¢io do eatado nativo para o desnaturado é compensado pelo AH e pelo AS,,, , sendo o tltimo

minimizado pela redugio das zonas hidréfobas em contato com o solvente [57,58,53],

Deste modo, a desnaturagho é a passagem do estado native ordenado, de energia
livie minima, a um estado desordenado de energia superior, no qual a quase totalidade dos

segmentos da cadeia sdo solvatados [57,58,59].

A desnaturagio pode ser induzida, tando pelas condigBes fisicas do meio T, P,

S -"-'Campd"elétriéé). comapelasmudanqasde .}aﬂ";*fargé idnica ou constante dielétrica, provocada
pela introdugio de agentes desnaturantes. Estes agentes sdo suscetiveis de entrar em competigiio

com diferentes categorias de ligagSes intramoleculares, ou perturbar as interagdes entre a protefna
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nativa e o solvente [57,58,59].

Uma série de estudos de.talhadm sobre a termodinimica e a qinética do processo
estado nativo = estado desnaturado foi apresentada na década de 60. Tanford et. all. [60] por
aué.- vez dedicaram-se a estudar o produto da reagio de desnaturagio no sentido de responder
'parg'lzxx':itas mmb: Toda estrutura naﬁv; da proteina é quebrada ou apenas parte dela? As

_ paxtea que 830 quebradas podem se arranjar em outras conformagdes de estrutura rigida ou
'_ néio? Da,dos experimentais sugerem que as respostas a estas perguntas nio sdo nicas, uma

vez que se observou que diferenteés estados de desnaturagio sio atingidos por diferentes agentes

i E -d_é_snatnmn_’sﬁa [60].

l;’c)r outro lado, uma ihterpietag&o dos dados termodindmicos e cinéticos para a des-
ngturagio somente é possivel se o estado desnaturado é precisamente definido [60]. O mais
| | siniples estado conformacional de uma proteina desna,tm.;ada é caracterizado pelo chamado “en-

rolamento aleatdrio”, no qual todos os elementos da estrutura nativa sdo perdidos, ndo perma-
“necendo nenhuma interagéio niio covalente de importincia [60]. Neste sentido foram estudados
' 'solv'e_ntes que levassem a desnafuraf;é’.a} da proteina até este estado, uma vez que o enrolamento
“aleatdrio é caracterfstico para dissolugdes de palimeros em um solvente bom e indiferente, no
qual as interagdes entre as cadeias do polimero e o solvente sio mais fortes, ou pelo menos
1guma, &amterag&eaentre a8 cadexasdo _paiip;'erp. - Porém, _quﬁ_n_cl_q se trata cpm_p;atéfz__xas, a
'égmiha .aeaie- ﬁéifette tomanse com})liéadﬁ"deﬁdo a presenga de. grupos com diferentes nature-

zas quimicas na molécula. Assim, um bom solvente para um grupo peptidico ou amida é um
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~ solvente ruim para grupos hicixéf_gboé. e vice-versa, Um solvente com baixa constante dielétrica,

- -'pdr exemplo, é um solvente fraco para grupos iénicos [62].

"Enﬁre o8 meios--cemﬁm-en{::e:__efnpiegadoa para desnaturagiio de protefnas, sb!ﬁgﬁes

' .qqnce.n'imdm de cloridrato de gganidina-, Guff Cl, garﬂmé_nte 880 mals efetivas que ountros
melm ”deg_x.‘ia.t.ma;.ltes -(solugﬁas cgnc‘enir_a&gs de préia podem ser igual;}aente efetivas para mui-
e taspmteinas) Ngsté mem asﬁmcas hgaz;t‘ies intxl‘.amdeénllares que permanecem intactas sio as

~ pontes dissulfeto [58,59,60,61,62,63]

.. _'-Es'tuddé de Tanford et. all. [60] sobre as propriedades hidrodinimicas (viscbsidade

“intrinseca e coeficiente de sedimentagfio) de vérias protefnas em solugdes concentradas de GuH Gl

S ) mdmara.mque neét'e.meio-as’ proteinas campértamjse como tendo a estrutura molecular carac-
) tenzada. pelo enrolamento a]eatérié‘.: :Se as conclusdes destes autores sio validas, mesIo para
..cox'i"d'iqﬁes:naa quais aé-pentes diséﬁlfe_to (ligagdes cruzadas) perﬁmnecem intactas, as curvas de
o tltula.gé',a das pqux’_nas seriam f_ﬁbii@nteﬂiﬁférpretadaa.em solugdes concentradas de GuHC!

Efe:toa de '}i'gagaes-'hidrOgénio é-ligaﬁﬁe& hidridfébicas_ desapareceriam. Além do mais, sendo o

- GuHClum eletrdlito forte, as interagGes eletrostdticas também seriam grandemente diminufdas.
-~ As interagBes entre cargas préximas, separadas por distincias compardveis s dimensdes dos -
- fons GuH* e CI" niio seriam inteiramente eliminadas, mas a interagdes residuais seriam bem

" Para expressar esta pmdii:i’n'ma.tematicamente, todos os grupos quimicamente idén-
ticos teriam a niesx_:_'aa constante de dissociagio intrinseca (pKinena) € 0 grau de dissociagio, a,




para cada grupo seria dado pela cldssica equagio de Handerson-Hasselbalch:

log =pH — pKintna ‘ (15)

o

l—a
Por outro lado, estudos de Cha e Scheraga [64] com ribonuclease em GuHCI 5 M
e uréia 1,2 M indicaram que a curva de titulagio poderia ser representada pelo modelo de

Linderstrom-Lang, com valores surpreendentemente altos para o coeficiente de interagio ele-

trostdtica. Este resultado poderia ser uma forte indicagdo que a protefna nio teria atingido

T enrolamento sleatério apds a desnaturagio neste meio. Nozaki e Tanford [62] repetiram a

titulagio de ribonuclease e verificaram que realmente pode-se representar a curva de titulacio
. pela. equagio de Linderstrom-Lang, mas com valores do coeficiente de interagio eletrostitica
bem menores que os obtidos por Cha e Scheraga. O aparecimento deste coeficiente de interagio
eletrostitica foi atribufdo & ndo ideé.li‘dade da conformagio em enrolamento aleatério [62]. Por
 outro lado, Nozaki e Tanford encontraram um Stimo ajuste entre os dados tedricos e experi-
mentais usando a equagiio de Handeréon-Hésaeiba.lch cldssica e admitindo a divisio dos grupos

carboxflicos em duas subclasses com pKa'’s distintos. A estequiometira e oz pKa’s destas sub-

~ classes apresentaram hoa concordincia com a composigio dé aminedcidos do 4cido aspartico e

dcido glutdmico da ribonuclease. Observou-se também a divisio dos grupos fendlicos em duas

subclasses, o que foi atribuido a interagdes locais ou interagdes eletroataticas residuais devido a

e _:f: .' ‘néo idealidade do enrolamento aleatério [62]. -

Deste modo a conformagio de protefnas em solugdes de GuHC! 6 M parece ter

- sido bem caracterizada como assumindo o enrolamento aleatdrio, ou muito préximo a isso.
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Nestas condigdes de alta for¢a idnica tém sido adotados modelos que nio levam em consideragio
_' a influéncia da carga da macromolécula sobre as constantes de dissociagio dos grupos 4ci-

dos [61,62,63).
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2 Parte Experimental

o © 2.1 Reagentes e Solugdes

e Solugdo Concentrada de NaQH

Foram dissolvidos 50 g de NaOH {Reagente PA - Grupo Quimica) em 50 m! de 4gua destilada

" e'asolugio foi armazenada em frasco de polietileno, deixando-se em repouso por 24 horas antes

-  do uso [66].

¢ Solugdes Titulantes de NaOH

- A solugéo concentrada (50%) foi filtrada em funil de placa porosa sob pressio reduzida. Transfe-
.riufse um volume de 70,0; 7,0; 3,5; 1,8; ou 0,7 m! do filtirado para um balio volumétrico de 1,001
- para preparo das solugdes 1,0; 0,1; 0,05; 0,025 ou 0,01 M, reapecti%amente. Elevou-ge o volume
com 4gua destilada previamente fervida, resfriada em balio sem contato com a atmosfera. As
S solugdee foram preparadas em KC! (Reagente PA - Merck) 0,1 ou 1,0 M com exceciio da
solugio de NaOH 1,0 M, a qual nio se adit;ianoa sal. As solugBes foram armazenadas em

' ~ frascos de polietileno em cuja tampa adaptou-se dois tubos, também de polietileno, sendo um

- usado para transferdncia da sclugio diretamente para o interior da microbureta sem contato

comaatmoafem.No .oﬁ'i'.xd,'édép:tdﬁ#ée um tubo de vidro contendo cal sodada ou aacérité, para

Y . impedir a entrada de CO, no frasco [54,55,56).
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A padronizagio das solugdes foi feita com biftalato de potdasio padrio acidimétrico

- : ~da Fisher, seco em eatufa por 1 hora a 115°C. As solugdes 0,1 ou 1,0 M foram padronizadas

por titulagio usando-se fenclftaleina como indicador [65). As solugdes 0,01, 0,025 ¢ 0,05 M

- foram padronizadas por titulagio potenciométrica usando-se o método da segunda derivada

o - para determinagio do volume de equivaléncia.

e 30321(;6@3 de Acido Cloridrico

Foram preparadas em concentragdes 0,1 M por diluigio de 8,3 mi do reagente concentrado grau
" analitico Merck até 1,00 I. O meio idnico nestas solugdes foi K'C1 0,10 ou 1,0 M ou GuHCI 8,0
M. Quando necessério foi realizada a padronizagio com carbonato de sédio padrio acidimétrico

da Fisher seco em eatufa a 270« T «300°C [65).
¢ Solugdes de Lisozima

As solugBes de lisozima foram preparadas a partir do reagente da Aldrich Chemical Co. lote

12567 por pesagem e diluigdes apropriadas.

¢ Solugdes de Ovalbumina

o Assoluqﬁesdeovalbununafora.m prepaxadasa parti artic -dz'.c').rea.'gént'e grau V da.ngma Chemical

Co., livre de sal, lote 1980—8135. Dévido a bfoblema.s de solubilidade da ovalbumina, usou-

“se o procedimento proposto por Silva [56], preparando-se uma solugio mais concentrada que

21



S _. .ﬁ"rieéesﬂéﬁa, filtrando-se em cadinho de vid'ro sinterizado e usando-ge o filtrado como solucgio

o '_estoque A concentragﬂﬂ dessa Sollit;ao foi determmada a partir do peso seco de uma aliquota,

. "obtxdo por aecagem em estufa a 105—110"0 até massa constante [56).

' :é_"Piii*iﬁcag'a’n do Clcsricir#é de _Gnanidina

i 'Q.-_sé;..dﬁﬁdr&;g de guanidina, GuH Cl, grau ultrapuro Schuarz/Mann Inc. lote JB 10541, foi

S pliriﬁcado por fé'crist'aliéagﬁﬁe;’iﬁlizando-se o sistema etanol/benzeno seguida por outra recrista-

hzagﬁoa 'pax.tir de dgua [61] Para.-iééﬁ, irﬂcialmente saturou-se cerca de 250-300 m! de eta;xol
&Egaiﬂtm‘ graﬁ"agalfticn Merck em 'eh.u'l.igio, por aquecimento em banho-maria com o GuHCl.
Pz%ré-iéan-'féi }iti}izaado um -er_leﬁme'j?éf;de_soo ml, Adicionou-se benzeno a quente, gota a gota,
B até o apaiecirhénto de uma leve turvagiiana solugio . Retirou-se o aquecimento e deixo'u;-se em

. repouso até atingir a temperatira ambiente, colocando-se em seguida em banho de gelo.

Filtrou-se a solugio recolhendo os cristais em um funil de placa porosa. Lavou-se os
cristais com uma solugio 50% {volume/volume) de etancl/benzenc e secou-se em estufa a 100°C

) até eliminagio dos solventes otganicos.

03 cristais foram dissolvidoa em 'uina pequena quantidade de 4gua destilada aquecida
| ein banho-mana até sa.turax;ac da. solugm. Fxltmu-se a quente para um erlenmeyer de 250 ml
.e; dmx&u—ae # salug.ac.) .e.esfna.r. a.te .a iézﬁperéﬁﬁra a.mb;ente Levo.u-se. ) erlenmeyer A um b&nhoz
de gélb'por' apro;amaciméﬁte.l hufa.gém"se;guida-ﬁltmwse os cristais sob pressio reduzida
- -l_xfgco.ll.;éndo—_m e'x:;‘;' um fuml de placa porma .O_s éfiétais fcr&m'_lava.dos com pequenas ciuantidades
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i de dgua g_elada',.sec_bs em um dessecador a vécuo (com H;S0,) por uma noite e em estufa a

| i -10050 - pér 2 horas,

A pureza do material recmtahzado fol verificada por titulagio potenmcmétnca de

. .:.j _330 00 ml de uma soiugao 7,803 X 10"3M da EG’I e 6,00° M de GuHC'l com NaOH 1 085 M
'usaado—se o metoda de Gra.n para determmax o volume de eqmvalencm para o acido forte e a

i concentraégb_' d e impurezas rema‘,néfgc;entéa,: conforme p!QPaSto por.Rnssotti.e Rassotti _[-14].
2.2 s Ingt rumental

o pH-metro e E'lét'ro'd:oai :

o '_Utﬂizﬁaﬁ«se nm pH-’—metw Micronal B~3’§'5 com precisio de 0,1 mV ou 0,001 unidades de pH. O

:f'-'eletrodas empregados foram o mdxca,dor de pH de Ross Orion 810100 e o de referéncia Ag/AgCl

S de dupla. Jungao Ormn 90-02 Nas tztulagoeg de pequenas qua.nnda,des de solugio de protefna

S (4 0 ml) empregonnse 0 m:cmeletrodo combmado de vzdm Metrohm EA-125.

| [y -l\ﬁ_t;x_ubureta _

e --Utlhzou-se a mlcmbureta. Metrohm E—--‘iS’? com capamclade de 5,0 m! e precisio de 2 pl ou,

.' '__:":_':ﬁ;ca.pamdade c!e {} 5 ml e Pmﬁﬁm de 0 2 ”l
L o Celas de Titu]a.gﬁq |
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Foram utilizadas as celas Metrochm EA 880-T.50 com capacidade de 50,0 m! ou EA 876-5 com

= capacidade de 5,0 ml. Ambas podem ser acopladas a uma tampa.contendo aberturas apropriadas

para adaptagio de eletrodos, microbureta e tubo para circulagio de Nj livre de CO, no interior

~ dacela. Estas celas possuem ainda uma jaqueta externa em cujo interior faz-se circular 4gua

| .térmustaﬁzada. a 25,0+0,1°C durante o transcorrer das titulagdes .

& Microcomputador

~ Foram utilizados no tratamento dos dados os microcomputadores CP-500 da Proldgica e Nexus

- 2600 PC da Scopus acoplados respectivamente as impressoras P-700 e P-720 XT ambas da

Prolégica.

2.5 Cahbragaa dos Eletrodos - Medida da Cancentragao Hidro-
~ genidnica -

A calibrago dos eletrodos foi feita em termos de concentragio e nio de atividades conforme

. .proﬁosta por Pehrson et. all. [67].

Pela teoria de Debye-Huckel, mantendo-se constante a temperatura e o meio iénico,

o8 coeficientes de atividade do fon H+ mantém-se constantes durante a titulagio. Com isso, a

E = B +59,18loglH*]+ E;  (25,0°C) - (16)
e ‘onde E ¢ o potencial medido, EJ é um térmo que engloba o potencial padrio do eletrodo e o
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_coeﬁéiente de #ﬁivi;iade .do fon hidrcgféﬁip. E;éo p':)f;e;iciél de jungio lquida e é represent’a,do
e SR - . . | : .' -

=  By= JalE*)+ Jox[OH] )
- on_de__-'f__ﬁ_'?'.{réé-::éaﬂ:c'a.ra.cteriati'c‘,b.s do 'meio._ié'nico. | |

o Assim, a partir de uma titf;lagﬁb-putéﬁciumétﬁta{ de um écido forte de concentragfio

. conhecida com base forte padrio, a femperatura (25°C) e meio idnico constantes & possivel

" determinar os valores de E?2, Jiz e Joy além do produto idnico da 4gua, Kw. Com isso, torna-se

- poasivel relacionar o potencial medido com a concentragio hidrogenidnica nsande-se a equagio

16 para titulagio de uma.a.m_éétra desconhecida, realizada nas mesmas condigdes de forga ibnica

e temperatura.
7 Na regifio dcida da titulagio de calibragdo, a equagio 16 pode ser escrita como:

E = E> 4 59, 16log[H*] + Ju[H*] S (18)
L uma vez que o _f_érmo Jou|OH=] pode ser desprezado pelo fato da [OH~] ser muito peqneha’
L nestaregiﬁnA éq.uagﬁozlg- pode ser réa.rran}ada como:

a

E - 59,16log[H*] = Ju[H*]+ B2 (19)

e | C@i@cés_}d?ﬁsﬂ em gréfico o termo E - 59, 16log[7+] contra [H+] obtém-se uma reta

" eujo coeficiente angular fornece o valor de Jy e o coeficiente linear fornece E°.

B A._n.a'.ldga.méa'te, na zeg_i‘ﬁda.lca_ﬁna da titulagio de calibragio, a equagio 16 pode set
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. escrita como:

E = EZ ~59,1610g]0H"] + Jos[OH"] (20)

uma vez que Jg}[ﬂ *] pode ser desprezado. O termo E? engloba o potencial padrio de eletrodo,
L o coeficiente de atividade do fon OH~ e produto idnico da 4dgua, Rearranjando-se a equaciio 20
' obtémeser

E+59,1610g[0H"] = Jou[OH) + EY (21)

| Coibi:a‘_aidp«-se em gréfico o _texmo E+ 59,16log[0 A~ em funcio de [0 H) obtém-se

uma reta cujo coeficiente angular fornece Jog e o coeficiente linear fornece EZ.

Finalmente, a constante de lonizagio da dgua, no meio idnico e temperatura usados,

o - é determinada pela expressio:

E° E;

log Kw = 59 T

(22)

Experimentalmente, a titulagio de calibragio foi feita adicionando-se um volume

e conhecido (Va) de solugio de 4cido cloridrico por volta de 1 x 10™*M em forga idnica

- ~apropriada na cela de titulagio. Em seguida, a cela é fechada, acoplando-se os eletrodos, a

e microbureta e tubo de Ny, Inicia-se a termostatizagio a 25,00,1°C e abre-se o fluxo de N; no

5 'intei"i.ér da Ceiaa Apés a eat'abiliimjﬁ.o do potencial inicial, inicia-se a titulagio por incrementos

develume (V) do ntuiante, soiugao padrao de ludréxldo de sédm, anotando-se o patenma.‘t (E)

S :apaa a sua establhzagm Em tnd&s as cahbraqoes foram tamados cerca de 20 pontos na regxm

mda“e 20 ._pontoa na reglﬁo -b’és:c'a-'da tlt_ulaz;é'.o. A for¢a ibnica foi mantida constante pelo
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= o emprego das aol'uc'&as. em KCl1 0,1 ou 1,0 M, ou ainda, GuHC1 6,0 M.

" ”"Iniciﬂlmente' -detefminbu-se 0 volunié de aqlﬁ%}émj&ﬁ& titulagdo, V., pelo mét“’d" de
E '_Gra,n Deste modoV, foi determma.do pela mteraecqao das fungdes Fy = (V, + V)IOW (regidio
e éclda) e Fy -g_u-_-_(Vo'_p V) 1074 (reg__iﬁo alca.lina) com o eixo do volume de titulante adicionado, V,

. conforme #-ﬁguﬁ& 1.
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Flgum 1 Aphcm;an do metodo de Gran pa.ra. determma,gaa do volume de equivaléncia da ti-
tulax;z‘:’o da cahbragao o .
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Apés a determmagan do V,, a cancentragac hldmgemomca para os pontos da regido

. _.‘:'wda. é calculada pela equa.gao'

(V V)

[H+] RRNTATaT

Cs )

"Sn_'bst'i{uindé-sé [H*] na equagio 19 db{éxﬁée os valores de E e Jy conforme a figura 2.

613,0 |
612,0 e o Uy W L W PN o Y WY o M o Yo M

611,0

i

A | i |
0 2,0 4,0 8,0 8,0 10,0

[ H*] x10® (moles. 177)

'- E""59}16 log [H*] (mv)

- Figura 2: Determinagio dos pardmetros ES e Jy

N a regza.o alca.hna a cancentragae hxdmxtlmmca, ¢ dada pela expressio:

v-v)
Vo+V

[Oﬂj CB ()

Substltmndo-se [OE "] na equaqao 21 detemnnaf-se o8 pa.tametros Joy e EZ, con-

i :fmme . ﬁgum 3

A htlﬂagﬁudecahbragéaésempre realizada um pouco antes, cu imediatamei;té.apés .

o "'_";'a' mula.giode uma a.most_ra desconhecida.
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Figura 3: Deter.minax;éo dos pardmetros Ef e Joy

2.4 Titulégéas de Protefnas

L As titulagdes de solugBes de protefuas foram feitas seguindo o procedimento: transfere-se para

o a cela de_titlﬂa,géx) um volume conhecido de solugio de protefna com a forga iénica apropriada.

_-:_"A’capl‘&ti;-—sé-bﬁ:eletrod’és, a microbureta e o tubo de N;. De uma bureta adiciona-se solugio de

- acido cloridrico 0,1 M, de meama {orga idnica que a solugio de protefna, até o pH ficar préximo a

" 2. A soma dos volumes de solugdo de protefna e de 4cido dlordrico é o volume inicial da titulagdo,

; V.. Inicia-se a termostatizagio e abre-se o fluxo de N, no interior da cela. Apés a estabilizagio
do :po't'enci'agl inicial (aproximadamente 15 minutos), inicia-se a titulagio com incrementos (V) da

mlugia titulante, anotando-se 0p9tenma] establhz acia apds cada incremento, O pwcedzmnto

T e r'ép'eté';'::tlix'iﬁnlﬁndd-se os incrementos de titulante quando a variagio de potencial aumenta,

até .&t_iﬂg'x'-se pH 11 a 11,5 Nestas titulagdes sio tamados cerca de 120 a 150 pontos (volume,

- _...-29_




A concentragio hidrogenidnica ao longo da titulagio de proteina é calculada substitnindo
. © . se o8 valores de potencial medido, E, na equagio 16 e usando-se os valores de EJ, Jy, Joyu e

__ Kw determinados na titulagio dé calibraqa'ic..
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3 Metodos de Calculo

__.3 1 Obtengao de Curvas de Txtulagao Tedricas de Misturas de Acidos =

- Fracos na Presenga da um Acido Forte com N aOH

i A equa_.g&d.'da curva de titulé;«;ép de uma mistura de N 4cidos fracos, H4;, HA; ... HAy na

8 _isgése:ﬁsj'a;_. de vm éci_dd.- forte H 4, pode ser de'ﬂuzi'cia a partir de um rigosoro balango de massas

L ecaxga,s para o sistema [68,69]. Considerando-se que a titulagiio é realizada usando-se solugio

'.-:defﬁaOH :dé 'cbncenttagﬁu Cy como -fitu]a_nte, o balango de massa pode ser escrito como: .

Cra, = [HAu +[4]) = ( “V — {j“-‘)ca (25)

L " onde Oy, éa congent;:agéo molar total 'c.l'o deido HA,; [HA,] e [A7] sio as concentragdes no

: eﬁﬁﬂfbﬁbda& efspééieé HA, e A7 Viga, ¢ o volume total de titulante necessdrio para neutralizar
o odeido H A,,§ Via, ~ Via,., é o volume de titulante necessdrio para neutralizar apenas o 4cido

HA,; V, representa o volume inicial da solugdo da mistura de 4cidos e V o volume de titulante

= adicionado.

A partir da lei de agio das massas pode-se escrever

[F]47)

K = 28
#4r = T 4] (26)
" onde Kit, é a constante de dissociasio estequiométrica do dcido H 4.,
0 ba!ango de carga para o matema pode ser esmto como: | |
W)+ B = 4] 4 0B+ A (2

n=l
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. expresso poi:

Os termos {Nat]-e [A;] sdo reescritos comeo:

: -_ '[NQ.F].:'VYfBV (28)
BT o)

-0 termo {A;], a partit de rearranjos apropriados das equagdes 25 e 26, pode ser

o Vaa = Vi) (K,
4= =y (o) o 0

"
HAn

Finalmente, substituindo-se as equagdes 28, 29 e 30 na equagho 27 obtém-se a ex-

 pressio: |
Ve ey Vi Cs & KVHA ~Via,. ) ( Kya ) ] '
) g+ weimmritime == O H S n kot . n (8 a1
N ]"’__'-If:,+v PE+ g7 + ) Vo+V Komn +187) 77 @Y

que representa a equagio da curva de titulagio do sistema descrito.

Para o cdlculo de [H*] em fungiio de V usou-se o método iterativo de Newton-
Raphson, definindo-se a fungio f(H *) por um rearranjo da equagio 31 e sua derivada f'(H*).

Esaas fﬁn;&es 8o representadas pelas equagdes 32 e 33 respectivamente,

&= Ha. +[H*)]

f{-?f_f_f_-;_:_.f;j;_fﬁ..}(zf+) .(v vﬂﬂ,)c:w([ﬂﬂ ) +Vj > [(vm,mvm-,)('-—-—f"ﬁmw) ci|
S e - i
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(Via, — Vian,) (m) CB] (83)

n=zl

L f(EY = (1+ [K""i )(v +V)+2

Se [H*]g é o valor real da concentragio hidrogenidnica para um dado V, substituindo-
s¢ um valor aproximado [H*]; nas equagdes 32 e 33 encontra-se um valor maia préximo de [H+]5

definido como [H*]; pela expressio [68):

(k= [ - S5 (30

- Apés 1 aproximaces , o valor da expressio

[[E' *]@{};Eﬁ "‘}e-—x]

(35)

" tende a zero [68]. Estabeleceu-se como critério para determinagio de [H+]5 o valor de [H*];

~ para o qual o valor absoluto da equagio 35 nao seja maior que 0,00001.

Foi elaborado um programa computacional para obténgé'm das curvas de titulacio
_ .teéricas. 0 pmgra.ma;x, escrito em lignagem Basic para o microcomputador CP-500 da Prolégica,
necessita como dados on valores de V, V,, Cg, Kya,, Vaa, e Kw. O valor de Ky fol cansidérado
1 x 10~ e o coeficiente de atividade dos fons H* como unitdrio. A listagem do programa,

denominado TEQRICO, encontra-se no apendice 1.

8.2 Método de Linearizagéo de Curvas de Titulagdo

O método linear se baseia no emprego de fungdes de Gran modificadas como proposto por

~ Seymour et. all. [25] para determinagio de icidos em condensados atmosféricos. Godinho e
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'. Aleixo usaram essas fungdes na determinagio e cai‘ax:terizagé’o de grupos tituldveis de proteinas,
- aplicando-as a ovalbumina [26,54), lisozima [32], S-lactoglobulina [33], mioglobina [55], insu-

lina [55] e 'élgumas imunoglobulinas [55,56]. Como a dedugio destas funcdes se encontra de

* " forma detalhada em algumas destas referéncias, seriio apresentadas aqui apenas as formas ge-

_ neraﬁz'a&ns.'das fungdes.

" Assim, para uma titulagio potenciométrica de uma mistura de dcidos fracos HA,,

sendo que n pode variar de 0 a N, na presenca de excesso de dcido forte H A, a funcio de Gran

S Imodiﬁ_b,ada- péx'a. o acido forte, Fiy4,, é representada pela equagio 36. Deve-se lembrar que estas -
S - fungBes sio deduzidas a partir do balango de massa e de carga para a mistura de dcidos de modo

: :. | ~ semelhante aos dados pelas equagdes 25 e 27 do item anterior

B _ _ N
Fra, = Vya,Cp—Vop = ((HY}~ [OE "NV, + V) = 3 (Vira, — Vaa,., )CpA, (36)

n=1

As funcdes de Gran modificadas para o8 N acidos fracos H A, sio dadas pela equagio

..37‘. .

" Fra, = Vya,Kya,— VEKua, = ((BY] = [OH"N(Vo = V)(Kna, + [H*))/Cs +
| AV = Ve )HEY + (Vﬁxn-; ~ Vua, ) Kna, ~

n—1 ‘ g’ N
L;ﬂ(‘fm; = Viagn)Ai + ,Z;I(VHAJ =~ ViagJAi| (Kua, +[HY]))  (37)
=lmn : Jje=n

S Nas equacdes 36 e 3703term05 Vi 4, € Vi, representam o volume de base padrio ne-
B cessé:i:o'p'a,r;netiﬁrali'zar*c&da; E:dm;ioniante é.r.:xdo presente. Assim, os valumes de base necessdrios
- para neutralizar cada Acido individulamente 830 dados por Vaa,, Via, = Viras, Vaa, = Vaa,,
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ey Viay = Vgay,. Ostermos V, eV representam respectivamente o volume inicial da salugio

" aser titulada e V o volume de base adicionada. As constantes de dissociagio do 4cido fraco

" HA, é dada por Kya, e o termo A, & expresso por:

(38)

Colocando-se em grafico os valores numéricos de Fy,, em fungio do valume de

- "_titﬁln;.ﬁ{e-, V, obtém-se retas cujos coeficientes a.hgulaxea 830 o negativo das constantes de disso-

o _cmgao K HAn: A,mda, quando FHA, ou Fg A, assumem o valor zero, ou seja, quando interceptam

A a.bsmssa, determma—se o va.lar de me, ou Vya,.

._P'a:a aplicagio do conjunto de eqﬁa.;ﬁes sA0 necessdrias duas etapas de calculo. A

e :':pﬁmeira, env&ve o cé}culo aproximado de Vi, e Vg, a partir de Ky estimados e dos dados
..'.ejfperimen'taia obtidos na titulagio V,V,, Cpe[H*]. Asegundaetapa envolve o cdlculo refinado

' '__dé_ng,.;,, e Kga, a partir dos valores aprdximadqﬁ destes pardmetros, obtidos na primeira etapa

" doa caleulos.

‘Para o célculo aproximado de Via,, toma-se os dois ou trés primeiros pontos da
titulagio e o primeiro termo da equagﬁ.q 36, ([H*] ~ [OH-)(V, + V), que sio os pardmetros

r : .-';_':"canhecxdaa neata fase do célcula Coloca.ndo—ae o8 vaiorea de FH 4, calculados em Iunga,a de V,

) d s um vﬂot ap:cmm&do de VHAQ qua.ndo Fg," = G A seguir, para o calculo de Vi a,

ek 3‘4,,_escoihe-ae-alguns pontaa da titulagio em que V > Vg,, e usam-se os dois primeiros
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 termos da equagio 37. No primeiro termo o valor de K4, ¢ estimado e no segundo termo
_ int-rbdﬁz«-se o valor de V4, apmximédo. Colocando-se os valores de Fy 4, calculados deste
. ﬁoda-em-_fimgiin de V, determina-se os valores aproximades de Vi 4,, quando F Ha, = 0e Kga,
como o ne"ga,iiﬁlo do coeﬁde#te aﬁgula.r c.ia'reta. De maneira andloga, prossegue-se o célculo

- dos valores aproximados de Vy,, e Ky,4,, tomando-se pontos onde V > Vi a,., € usando-se os

- termos da equagfio 37, cujas vaaiévais:sﬁn conhecidas, ou cujo valor aproximado j4 foi calculado.

Os valores aproximados Vy,,, Vya, € Kga, sfo usados como valores iniciais na
etaps de célculos refinados dos valores de Fya,. Naregifio da curva em que 0 < V < Vy,, 5o

E calculados os valores de F HA, DBIB cad_a valor de V com a equagio 36. A reta definida pcﬁ‘ Fya,

: em_'_funqio de V fornece o valor refinado de Vi, quando Fy,, = 0.

Na regifio da curva em que Vy,, < V < Vg, o célculo refinado é feito para Fya,,
substituindo-se na equagio 37 o Vg4, refinado e os demais parametros obtidos no célculo apro- |
ximada. Qs valores cie Fya, em fungio de V fornecem agora valores refinades de Vy ae Kya
B ‘.Saguindws.e esta sequéncia, valores refinados de Fy 4, sio calculados na regido da curva em que
Vidp., < V< Vira,. Os valores que.s.'é'.o obtidos vio sendo substituidos na equagdo 37 e novos

_ c’éltuins 820 feitoa. O processo € iterativo e se mantém aié que a diferenga entre os valores de
o '-Vg,,,, entre um célculo e o anterior ndo exceda 0,01%, quando entdo o8 valores reﬁnados de

e FHA Y Vg,;,, @ I&' Hg,‘ o 1mpnm1dos [54 55 56]
_08 valq:*es:de'ﬁ'hi'tivos destes parz‘u.net:“m sao calculados adotando-se como critério a
L E .'tama.'d'a' de ‘pontos na regi-é".o de 60—-70'%.-antes do Vya, e até 5% apés Vy,,.
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Baseado neste processo de cdlculo existe um programa em linguagem Basic para

o8 mictocomputadores CP-500 da Prolégica ou Nexus 2600 PC da Scopus. No programa sio

L - necessérios as dados V (1), V,,, Cp e pH(I), onde I € o nimero de pontos (V, pH) e a estimativa

de Kya,. Asretas, Fy,(V), 880 ajustadas por uma sub-rotina de mfnimos quadrados, acoplada
'-a.d"pmgra.ma principal. Uma descricdo mais detalhada sobre o funcionamento do programa é

i encont-rada nas referéncias 7, 26 ou 72. Sua listagem é encontrada no Apéndice 2.

| 3.3 - Obtencao de Curvas de Titulagao Tedricas Segundo o Modelo

 de Linderstrom-Lang

Para gerar as curvas de titulagio tedricas de proteinas segundo o modelo de Linderstrom-Lang,
admitin-se que todos os grupos de mesma natureza quimica sio titulados com um mesmo pkK
. intrfnsam e um termo de corregdo devido as interagbes eletrostaticas. Como as constantes de
dissociagdo dos grupos sio dependentes da carga da protefna, conforme equacio 12 do capitulo 1,
calculou-se inicialmente a variagio da carga com o pH da solugio. Para isso foi desenvolvido um

Pequeno programa em linguagem Basic para o microcomputador CP-500 da Prolégica, baseado

na equagio : R
— Vo Y Ks'MHAn - 100888 Wara 2, CHAu
Z=T P {fg ( (H+]+ KineH A ' (39)

. onde 7 = carga lquida da molécula de protefna; T' = carga da proteina quando todos os grupos
e est%o .ﬁ'r'otoﬁ'adbé;"ﬂ = vol_ﬁié)e da soluq:’in de ;Srotefné; P= niimero de moles de proteina; N =

~ ndmero de classes de grupos com mesma natureza quimica; K, H A, = constante de dissociagio

* intrinseca da classe de grixpos HA,; Wga, = coeficiente de interagao eletrostitica da classe de
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A grupos HA,; Cya, = concentragio molar total da classe de grupos HA,; [H*] = concentragio

hidrogenidnica.

A deducin da equagio 28 é baseada nos métados graficos do tipe ~logC x pH em
que 28 concentragdes das formas protonada e desprotonada de um 4cido fraco sio determinadas

ao longo da titulagio [68,69,70]. Porém, ao contririo do que ocorre na aplicagio dos métodos

s - grificos, a dedugio da equagio 28 nio envolve aproximagOes nos balangos de massa e carga.

O programa desenvolvido utiliza um método iterativo para caleular a carga a partir

- de um valor inicial estimado, que ¢ fornecido como dado. As cargas foram calculadas em uma

L ~ regido de pH entre 2 e 12, com intervalos de 0,1 unidades de pH. Em seguida, o programa

calcula o volume de titulante, V, necessdrio para se atingir os pH’s pré-estabelecidos, onde

Ea {aram calculadas as cargas. Para isso usa a equagio :

[([H*] = [0 DVo = Viaa,Cp = Taws(Viia, = Virt,1)CAn)

- I+ 0F]- G "

" onde _
e e s e
Uma ﬁstagem deste programa, denominado PROCARGA, é encontrada no apéndice
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o 3 4 Célculo do Ponto Isoelétrico a Partir da Estequiometria e pKa’s

dos Grupas Iomzavels das Proteinas

Cdnﬁiderénda-se 08 grupos tituldveis das p_rqtel’;xas como uma mistura de 4cidos fracos mo-
S _.:ﬁopréticos, o ponto iméét’rico ¢ determinado quando a soma das concentragdes dos grupos
'cé.x;reéadog. positivamente._ig_na}aﬂse 4.soma das concentragdes dos grupos carregados negativa-
: .: - xﬁéﬁte. '_Aslsim., opl é deteﬁniﬁadé no pH em que vale a expressio:

YA = TIEAY @)

! : 1

Na equagio 42 i refere-se a classes de grupos que contribuem com carga negativa,

 tais como os grupos carboxilicos, fendlicos, sulfidrilicos e fosfato. De maneira semelhante, j

- representa os grupos que contribuem com carga positiva, ou seja, grupos imidazélicos, e- ou

-aminos, e guanidinos. Deve-se lembrar que os grupos guanidinos nfo sio tituldveis em meio
aquoso e, para fins de célculo, sua estequiometria deve ser obtida de dados sobre a composigio
. de aminoacidos da proteina estudada. Os termos [A7] e [HA}] representam respectivamente as

concentragbes no equilfbrio das espécies A;” e H Al

A equagio 42 pode ser reescrita em termos das concentracdes molares totais dos

o prupos Cgy, e Cy 4} 8uas constantes de dissociagio , Ky, e Ky At além da concentragio

° GHA‘“.KHA‘ | .
E[M] ._5,3 )

3.4'9' [H]
.H-‘. ”{”KHA#

Para determinagio da.coﬁcentzagio hidrogeniénica na qual é vilida a equagio 43,
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 desenvalveu-se um programa computacional para o microcomputador CP-500, usando-se o

- método iterativo de Newton-Raphson [68].

Para o cdleulo do pf deve-se fornecer ao programa os valores de Cyy,, Cyy o Kaa,

e K Hays além de um valor de pJ aproxxma,da para inicio do processo iterativo, O valor de pf

8 1mpr1m1cio quando a dxfemnga relativa entre a concentragio hidrogenidnica calculada entre

 duas 'Iter'agoes na&o exceder 0,01%. A lista.gem do programa, denominado PI, é encontrada no

- apéndice 4.
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-4 Avaliagiao dos Efeitos de Intera¢ées Eletrostdticas na
. Caracterizagic e Determinagio dos Grupos Tituldveis
~de Proteinas pelo Método de Linearizagao

4.1 Consideragdes Gerais

. ~ Embora o método de linearizacio de curvas de titulagdo j& tenha sido aplicado com sucesso a

algumas protefnas, um estudo mais sistemdtico sobre sua aplicagio se faz necessdrio. Assim,

o efeitos qua..h e quantitaﬁves de se considé’fa.r o8 grupos tituldveis de uma cadeia polimérica
' ~como uma mistura de icidcs deve ser criticamente estudada. Isto se deve ao fato que nas

'- _ proteinas, ou cadeias poliméricas, as dissocia.gﬁes ndo s80 independentes umas das outras, como
ocorre em uma mistura de dcidos fracos propriamente dita. Na realidade os grupos presentes em
‘proteinas obedecem posigdes fixas na estrutura da cadeia polimérica e, com isso, suas constantes
de diagocim;ﬁa ficam sujeitas a uma série de forgas que ndo ocorrem em misturas, tais como
forgas eletrostdticas exercidas pelas cargas presentes na macromolécula, efeitos de conformacio,

" ressonéncia, pontes de hidrogénio, etc.

Como foi visto no capitulo 1, o modelo classicamente empregado na interpretacio das
curvas de titulagio de protefnas é aquele propéato por Linderstrom-Lang, no qual considera-se

que a princ;ipa} influéncia recebida pelas constantes de dissociagdo sio de natureza eletrostatica, ‘

cunfarme :iﬁdi'ﬁ.aab-pélé equa,géo 1'-2'-.5*'?&:&-2%]53: os efeitos quali e quantitativos de se conside-
. _ra;? os grupos tituldveis como umia mistura de. dcidos, ignorando-se a variagio de energia livre

. eletrostética que acompanha a dissociagio dos grupos, inicialmente foram geradas curvas de
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titulagdn tedricas para uma proteina de composigio bem conhecida e obedecendo a teoria de

L | Linderstrom-Lang, Em seguida os dados destas curvas tedricas foram tratados pelo método de

':"linearizagﬁo e oa resultados avaliados.

As curvas foram geradas pelo método deacrito no capitulo 3.3, simulando titulagdes
: 'reali'z'a;da.s em golugbes com diferentes valores de forga idnica. Esta situagio pode ser conseguida
o @tribuindd»s;e- diferentes valores ao pardmetro W, ou o coeficiente de interagio eletrostatica,

uma vez que sua relagio com a forga idnica é inversamente proporcional, conforme mostrado na

" “equagio 9.

Primeiramente, as curvas de titulagio foram geradas para um polieletrélito composto
por uma cadeia palicarboxilica, contendo 51 grupos idénticos com pKa intrinseco 4,30 e massa

“molecular 45600 g.mol~!. Foram adotados os seguintes valores para o coeficiente de interacio

a 'eleérostética: 0; 0,01; 0,02 e 0,03,

Um outro tipo de polieletrélito estudado assemelhou-se mais a uma proteina e sua
'éompoaigﬁo é mostrada na Tabela 1. Como no caso anterior, foram adotados os valores 0; 0,01;

0,02 e 0,03 para o coeficiente de interagfio eletrostdtica e massa molecular 45000 g.mol~!.

Com referéncia & Tabela 1, deve-se salientar que em uma titulagio real os grupos

e '_guamdlnas naa san t:tuladcm em meza aquoso per serem um émdc: muito fra::a, pm:ém, devem ser

o _consxderados por. possmrem ca.rga, que é fnndamental na teoria de Lsnde:stmm—Lang, mesmo

que esta carga se mantenha constante durante a titulaggo.
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Tabela 1: Composigio e pKa’s dos grupos de um polieletrdlito com M.M. 45000 g.mol~?

Série - Natureza Quimica Nimero de grupos  pK,n
ou Acido  dos Grupes . por mol (N.G.mol™})

HA, - carboxilicos 51,0 4,30
HAy imidazdis. 5,0 6,70
HAs aminos 22,0 10,00

HA, guanidinos 14,0 12,50

. 4,2 Resultados e D_iscusséo

~ Inicialmente foi tratado o caso das curvas de titulagio obtidas para o polieletrdlito contendo

i . apenss um tipo de grupo titulivel na moléeula {51,0 grupos carbaxilicos com pKa 4,30). Como j&

{ol visto, segnindo-se a teoria de Linderstrom-Lang deve-se considerar que os grupos apresentam

A um pKa aparente que depende da carga da macromolécula, ou do pH da salugdo, conforme

‘mostrado na equagio 12:

pKaparméaHA = pK;,,,;,HA + 0, SGS.WHAZ N & (12)

A variagio do pKparente com o pH da solugio para os diferentes valores do coeficiente

de interagio eletrostitica atribuidos é mostrada na Figura 4. A variagio da carga com pE e

o - curvaa de extulaqm 830 maatradas nas F:guraa Seb, respec:txvamente Os dadcs da curva de

tatulagaa obtxda. para W_g An = 0 03 sao mustra,dos na Ta.bela. 2 e as fungdes de Gran modxﬁca.daa

S para eata' curva na Tabela 3. Na Figura 7 € mostrada a curva de titulagio dada na Tabela 2

_ ﬁégmentééa ¢ lineatizada pelas fungdes de Gran modificadas da Tabela 3.
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Figura 5: Variagio da carga do poheletrohto com o pH da solugdo calculada pela Equagio 39,
pam diferentes valores de Wya,

45



i i i ! ! 1 ! ] f
.8 2,0 22 24 2,6 28 30 32 3,4

VOLUME DE NaOH {(ml )

_. Figura 6: Curvas de titulagio para o polieletrélito (51 grupos COOH com pKims. 4,30), obtidas
.. para diferentes valores de Wy, -
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'I‘a.bela 2% Da.doa de volume x pH para a curva de titulagio tedrica do polieletrdlito, com 51
‘grupos OOOH e met 4,30, segundo o modelo de Linderstrom-Lang, com Wy, = 0,03

_ Pontq Voiume( ml) _ Pc_nto Volume(m!) pH
0 0,000 0009 33 2.115 5.700
1 0,072 2500] 34 2.158 5.800

2 0.268  2.600} 35 2.199 5.900

3 0428 2700] 36 2.237 6.000

4 0.559  2.800] 3T 2.273 6.100
5 0.667 . 2.900| 38 2,306 6.200
6 0757  3.000] 38 2.336 6.300
7 0833  3.100] 40 2364  6.400

8 0,899 3.2001 41 2.389 6.500

9 0.958 3.300] 42 2.411 6.600

10 1.011 3.400 | 43 2.431 6.700

11 1.060 3.500 | 44 2.447 6.800

12 1.107 3,600 ] 45 2.462 6.900

13 1.153 37001 48 2474 7.000
14 1,198 3.800 | 47 2.484 7.100

15 1,243 3.000| 48 2.493 7.200

16 1.288 4000 49 2.500 7.300

17 1.335 4.100] 50 2.506 7.400

18 1.382 4,200 51 2.511 7.500

19 1.429 4.300 | 52 2.514 7.600

20 1.477 44001 53 2.518 7.700

21 1.527 4,500 54 2,520 7.800

22 1.577 4.600 | 55 2.522 7.900

23 1.627 4700} 56 2.524 8.000

24 1.679 4.800 | 57 2.525 8.100
25 1.728 4.900] 58 2.526 8.200

26 L1779 - 5.000] 59 2.527 8.300
27 1.831 5.100{ 860 2,528 8.400
.28 1.879  5.200| 61 2.529 8.500
9919300 5300 62 . 2530 8.600
80 1979 5400 63 2531 8.800
31 2,026 5.500 | 64 2.532 8.900
32 2.071 5600| 65 = 2533 9.000
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Tabela. 2

Tabela. 3 Fungoes de Gran modxﬁcadas calcnladas pelas Equa.goea 36 e 37 para o8 dados da

Paa‘a. F{Ci'

Volume pﬁ e

TG.MODIT.

FGATOST

Desvio

L0072

oum
o 0.559
0667
TET

~o1e

. LOo6o

P 8 111
. VHCL
1 0232

0268

2,600
2700
2800

S 2900 -

. 3.000 _;:. ..: :
83000

3400

- 3;‘;5'.(_]4)
- $.600°

-CHCL:

3 uosms

T 8.34T2E-02
- 7.3998E-02

“B.8175E-02

o C4.5972E-02

- 3.4678E-02
U 2.5888E-02
18479802 -
‘1.2104E-02
BATESE-03
- 71,3502E-03
-3/4364E-03
. -8.0577E-08

9.3156E-02

7.3961E-02
5.8292E-02 -

4.5463E-02
3.4886E-02
2.6072E-02

1,8630E-02

1.2166E-02
6.3882E-03

1,1978E-03
-3.6009E-03

-8.2037E-0%
R

09999852

3.3807E-01

- 5.0197E-02

-2.0040E-01"
-4.2042E-01
-5.9639E-01
~T.0817E-01
-8,0909E-01
-5.0754E-01
1.3829E4-00
1.3483E+01
-4.5690E+00

-1.7804E+00

INCL.FHCL
9.7932E-02 -

: _'-.‘-Nl ST NI = 9
~Volame  pf

Para HA 1

;J ‘PGMODIF

FGAJUST

Desvio

1,335
1,382
1,429
1477

S 1T
BT

- 1.827.

".VHA

- TTaas
1288

CU1eT9

3.900
40000
1100
100
4300
4400
4.500
- 4.600
- 4.700

4800_'

CHA

" 2.8706E-05
2.4265E-08
-1.9966E-05

-1.5609E-05

1.1226E-05

- 6.8734E-06

. 2.5541E-06
- ~1,8277E-086

- -6.2748E-06
-LO7T57TE-05.

PKA

" Z.8296 E-05
 24234E-05
1.9992E-05 -

“1.5750E-05

1.1507E-05

7.1747E-06
2.6616E-06

~1.8515E-06
56,3646 E-06
-1.1058E-05

KHA

1.4493E4-00
1.2894E-01
-1.2864E-01 -
-8.9518E-01
-2.4402E400
-4,1992E+400

-4.0378E+00 .

-1.2852E400 -

-1:4103E+00
S2.1253E400

R

-0.99985093

| 053326 17?5}:-03

40045.0. -

9.0262E-05

_continma



Para HAZ

N1=27TN2=10

Volame pH FG.MODIF FG.AJUST Desvio
- 1.831 - 5.100 2.4426E-06 2.4118E-06 1.2784E+00
1879 5200 2.0637E-06 2.0758E-06 -5.8117E-01
1.930  5.300 1.7166E-06 1.7188E-08  -1.2522E-01
1.979 ~ 5.400 1.3725E-06 1.3758E-06  -2.3951E-01
2.026  5.500 1.0377E-06  1.0468E-06  -8.6455E-01
2071 5.600 7.1574E-07 7.3177E-07 -2,1904E+00
C2.115 5700 4.0998E-07 4.237TE-07 -3.2543E+00
2158 5.800 1.1861E-07  1.2276E-07 -2.5683E+00
2.199  5.800 -15728E-07 -1.6425E-07 -4.2427TE-+00
2237 6.000 -4.2112E-07 -4.3025E-07 -2.1242E-+-00
2273 6.100 - -6.6968E-07 -6.8226E-07 -1.8445E-+00
- VHA- CHA  PKA KHA R
- _0.61905 2.0635E-03 5.16488  7.0002E-06 -0.99990940
: _ e ‘Para HA 3
N1 =40 N2 =15
Volume pH - FG.MODIF FG.AJUST Desvio
2364 | 6400 1.1382E-07 1.1318E-0T  5.TO86E-01
2,388  6.500 . 9.6283E-08  9.6009E-08  2.8537E-01
2411  6.600 . B.0696E-08 8.0902E-08  -2.5505E-01
© 2431 6700 - 6.7247TE-08  6.7T168E-08  1.1645E-01
2447 6.800 ~'5.5409E-08  5.6181E-08 -1.3738E-+00
2462 6.800 7 4.5852F-08  4.5881E-08  -7.1784E-01
C2474 7,000 3.7155E-08  3.7641E-08 -1.2801E+00
2484 7.100 3.0157E-08  3.07T4E-08 -2.0062E+00
2493 7.200 2.4418E-08  2.4584E-08  -7.1235E-01
2.500  7.300 1.9672E-08 1.9787E-08 -5.8117E-01
2.506  7.400 * 1.5805E-08  1.5667E-08  8.8640E-01
2511 7.500 -1.2661E-08 . 1.2233E-08  3.4961E+00
L2514 1.600 1.0082E-08 1.0173B-08  -8.9793E-01
. 2518 T.700 - 8.0342E-09 7.4264E-09 8.1855E+00
2.520  7.800 6.3523E-00 6.0529E-00 4.9453E+00
2.522  7.900  4.9982E-09 4.6796E-09  6.8085E+00
VHA  CHA PKA KBA R
0.35328 1.1776E-03 " 8.16324 6.8669E-07  -0.99992400

-  Niimero de iteragbes = 113
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L i L

FUNCOES DE GRAN MODIFICADAS

H H

0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

VOLUME DE NaOH (ml )

fnngoes cie Gra.n mcdlﬁc:adas da Tabeia. 3 (W 9 03)
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-"._T:'abela_ 4: Resultados obtidos pelo método de linearizagio aplicado as curvas de titulagio
* - tedricas; geradas segundo o modelo de Linderstrom-Lang

B Coeficiente de interagdo eletrostatica

0 001 ] 6,02 5,08

_ Séne-- ‘N.Gmeol™! pK N G.mol-1 pKa | N.Gmol™! pKa | N.G.nol™' pKa
g : HA;" 51,0 4,30 20,2 4,011 16,2 3,93 17,8 4,00

o HAy Sl 28,2 47T 22,5 4,84 20,6 5,15
L HAs | | | 45 535 | 12,0 5,70 11,8 6,16
oo Total| 51,0 50,3 50,7 50,2

A Figura 4 mostra que a variagio do pKyparente com o pH da solugdo ou a carga
~ . do polieletrdlito é maior quanto maior for o coeficiente de interagdo eletrostdtica. Um reflexo

o "d_esta -v&;riai;ﬁo do pKoparents nos resultados obtidos pela aplicagio do método de linearizagao

. éa divisio dos grupos nas séries HA4,, HA; e HA, com pKa's distintos, conforme mostrado

- na Tabela 4. Por outro lado, admitindo-se o coeficiente de interagdo eletrostética zero, néo se
observa a divisio em subséries de grupos, sendo que este calculo tem sido usado para checar o

- programa que gera a curva de titulacio tedrica.

~ Quanto a curvas geradas admitindo-se o coeficiente de interagdo eletrostatica 0,01;
0,02.¢ 0,03 observou-se um aumento no nimero de grupos e no pKa da série H A, paralelo com

- é'a.uménto do valor de W_'HA,. Este fato pode indicar, no caso de uma titulagio experimental de

| ; protema, a pms:bﬂldade de smbmpaw;ao entre o8 gmpos tituldveis na sene H A;, com pK a 6,16

o (W = 0 {33) e g]:upos mm:lazé:s da. hzst:cima que apresentam pKa 6,15-7,20 [31] Porém deve—se

: ' }emb;a.r que.a. variagio da. carga em titulagdes de protefnas contendo diferentes tipos de grupos
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tstulavam r.h{ere mgmﬁcahvamente dax:;ue}a obuervada. em polieletrdliton com apenas um tipo de

- -gmpn tltulé,vel de moda que a va.rmgao do pK apsrente €I protefnas também deve ser diferente.

Pm: autm lado, a soma cios grupoe pertencentes as séries HA;, HA; e HA;, dada
.  : na Tabela 4,4 bem concerda.nte com o. numero com o qual as curvaa foram geradas, indicando

- : 'a axigquabl_lx_da;;de' analftica do-métodd -'de:hnea.maga,o para determinar a estequiometria e carac-

=i tenzacﬁn dé_'.gxupda tituldveis de uma cadeia palicarboxflica, Deste modo, a divisio dos grupos

- caxbcxﬂmaa, {:aﬁ:-’pi_'bpriedadéé'.iht-:f{nﬁ_aeé.as semelhasnites, parece ser uma conseqaéhcia da nﬁb."wn-'
mderagﬁo 3§3j:£ér#uo-de wmagﬁn déi__éné_fgia..livié'éléirostétic’a que acompanha a dissociaciic dos
. grupas _pr&s;efntéél'na cadeia;-'imiixﬁéz‘icé;':Este -'resuitado & coerente com a proposta de Levy [49],
eposteriormente de Marini et. all. [50],de dividir os grupos de mesma natureza quimica em um
nﬁmem aﬁ:apria;do dé aér'iea-.c_ie sgb»gfupo's para rep_re‘sen{:_a,r a curva de titulagio sem considerar

S am iﬁtgraﬂ;éeq eletrostdticas.

' 'U_ru_'a' analogia ultra simplificada pode ser feita com relagio & dissoclagio dos prétons

o -':'ﬁ:tﬁléﬁeis:élo dcido citrico cuja molécula é representada:

o  OH
Ny ] #°
HO I ™ OH

o ' : 2N

Em uma htulaga.o, a pnmeua. dxaaacxagao ocorre no proton 1 devido & mﬁuem:la

: do gmpo h:dm:nla hgada 80 ca.rbuno a, qne esta.bxhza. o anion carboxilato. A préxima dis-
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el - sociagRo pode ocorrer com igual probabilidade nos prétona 2 ou 3, uma ver que estio em

g ambientes idénticos, sujeitos exatamente s mesmas forgas. Apés a titulagio de qualquer um

~dos dois prétons, haverd a contribuigio de mais uma carga iquela jd existente e, com isso, a

o influéncia destas cargas sobre a dissociagio do terceiro préton diferencia-o com um pKa mais

. alto. Tratando-se a titulagio de 4cido citrico pela teoria Linderstrom-Lang, os prétons 2 e 3
. seriam ci-eterminédas como um tnico tipo de grupo com um pK intrinseco e os desvios da lei
" de acio das massas seriam corrigidos pelo c’e'egﬁciant'e de interagho eletrostitica. Obviamente a

| tstulagﬁo de um polieletrdlito é um sistema muito mais complexo que a titulagio de acido citrico,

o - mas pode-se supor que a divisio de um tipo de grupo com propriedades intrinsecas semelhantes

em séries de grupos com pKa's distiﬁias é um reflexo das diversas forgas a que estio sujeitas
.' a8 disso.c':iw;&m destea prétons ao longo da titulagio [52). B claro também que néo existe um
) iné'to.db 'aé calculo aplicade a dados de titul;agfies potenciométricas capaz de caracterizar cada
.u'ma das 51 dissociagdes envolvidas no sistema .eatudado. Porém, segundo estudos em and_af
: méﬁta:[’?ﬂ'}, o métoda de 'ﬁneaxizaggo_'-pode car@terizar 4cidos com diferenga de pK na faixa de
S (}’5 a. 1 unidade, o que pode se a.p‘li_ca.t & caracterizagio dos grupos tituldveis de proteinas como

" 'um limite em sua capaciade de distingiiir entre uma série de grupos e outra.

Dando«-s'e prosseguim‘ént:o- a eat'e estudo foram geradas curvas de titulagio tedricas,

gegtm c'la 5 mca delo de Lmderstram*-Lang, para. a protema. cuja compomgao foi dada. na Tabela. 1

G As cuma fm:a.m geradas adxmtmdc—xe a.s mtmar;oes eletwatahcas atuando mbre todos os grupoa.

- A vamu;ae da ca.rga da ma.cramalecula. comopH da aolugao éilustrada na Figura 8 e as diferentes



30
20

10 -

CARGA
O

-0}

20}

1 1 ] L - L ! 1 |
30 40 50 60 70 80 80 10,0 1,012,0

pH

'- '_:--.Fxgura. 8: Vanm;a.o da. carga da proteina com o pH da solugdo, calculada pela Equaga,o 39,
adn:utmd&seW—-O 0,01; 00290&3 i

o 'cux'va.ﬁ- de tltulacaaa na Fxgura 9, A va.nax;&a 40 pKaparents com o pH da solugio para os grupos
é&boﬁﬂicaﬁ_, imidazdis e mninas aioimostrados,'respec%iva.mente, nas Figuras 10, 11 e 12, Os

o ____;:’dados da curva de tztulagw, gemda admltmdo-se W = 0,03, séo mostrados na Tabela b e as

::' 'de'ti’tﬁﬁlagﬁo pa._m_-W = 0,03, segmenta_.da e linearizada, é mostrada na Figura 13.

Iungoes de Gra.n mocixﬁcadas, resuitantes destes dados, estao na Tabela 6. Fmalmente, acurva



1 - !
2,0 - 3,0 4,0 5,0
VOLUME DE NaOH (ml )

: Figura 9: _Cufm._de titulagio teéricas da proteina, segundo o modelo de Linderstrom-Lang,
© calculadas pelas Equactes 40 ¢ 41
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Tabela 5: Dados da curva de titulagio da protefna, admitindo-se W = 0,03

Ponio Volume(mi) pH-

Ponto Volume(ml) pH

Ponto  Volume{ml) pH

B3 DD RO BD et bk bk bk bk Gk bk bwh ek Sk )
S RS 2 D D OO Y D T e G0 B b L DO T O AN e S BD

B b B B DO B
00 ~F O O e

fes
ol

Lo

0.201
0.594
0.919
1.180
1.416
1.606
1.767
1.906
2.027
2.132
2.228
2.315
2.394
2.466
2.536
2.603
2.665
2.726
2.785
2.840
2.894
2.347
2.008
3.047
3.094
3.139
3.182
3.222
3.260

3.205
. 3.328-

2.3
2.3

24
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
3.0
3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
38
3.9
4.0
4.1
4.2
4.3
44

45|

4.6
4.7
4.8
4.9
5.0

54

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
40
47
48
49
50
51

52

53
54
55
56
67
58
59
60

61
82

3.357
3.384
3.405
3.430
3.449
3.466
3.482
3.405
3.508
3.518
3.528
3.540
3.540
3.559
3.569
3.578
1.588
3.587
3.607
3.615
3.624
3.632
3.639

3.646

3.652
3.657
3.662
3.666
3.670

3.674

3677

5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
6.0
8.1
6.2
6.3
6.4
8.5
6.6
6.7
6.8
6.9
7.0
7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6

(N

7.8
7.9
8.0
8.1
8.2

83|

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

80

81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

92

3.680
3.684
3.687
3.691
3.685
3.700
3.706
3.713
3.721
3.731
3.743
3.757
3.773
3.792
3.813
3.838
3.866
3.898
3.933
3973
4.018
4.067
4,124
4.188
4.261
4.346
4445
4.562
4.871

5.07¢

8.4
8.5
8.6
8.7
8.8
8.9 -
8.0
2.1
9.2
8.3
9.4
9.5
8.6
8.7
9.8
9.9
16.0
101
10.2
103
10.4
10.5
10.6
10.7
10.8
10.9
11.0
11.1
11.2

114

52

59



Tabela 6: Fungdes de Gran modificadas caleuladas pelas Equacdes 36 e 37 para os dados da

Para HCI
Volume pH FG.MODIF FG.AJUST Desvio
0201 2.200 1.8733E-01 1.8618E-01  6.1607E-01
0594 2,300 1.49328-01  1.4925E-01  4.4039E-02
0919 2400 1.1809E-01 1.1871E-01 -5.1510E-01
- L1800 2.500 9.2433E-02 9.3235E-02  -8.5996E-01
1416 2.600 7.1253E-02  7.1995E-02 -1.0305E-+(0
- 1.606 2,700 5.3634E-02 5.4137E-02  -9.3018E-01
1767 2.800 3.8802E-02  3.9006E-02 -5.2180E-01
1.908  2.900 2.6116E-02  2.5942E-02  6.7102E-01
2.027  3.000 1.5046E-02  1.4570E-02  3.2684E+00
2.132 3.100 5.1681’E~03 4.T011E-03 9.8353E4-00
2.228  3.200 -3.8408E-03 -4.3215E-03 -1.1123E+01
2.315  3.300 -1.2224E-02  -1.2498E-02 -2.1927E+00
2,394  3.400 -2.01461-02 -1.9923E-02  1.1171E-+00
VHCL CHCL R INCL.FHCL
2.1820  7.2734E-03 -0.9999605  9.3985E-02
Para HA 1
N1=15N2=10
Volume pH FG.MODIF FGAJUST Desvio
2.536  3.600 1.1709E-04 1.147TE-04 2.0259E+00
2,603 3.700 9.8895E-05 9.7816E-05  1.1038E+400
2.665 3.800 8.1460E-05  8.2126E-05  -8.1124E-01
2725  3.800 6.5326E-05  6.6943E-05 -2.4168E--00
2.785  4.000 5.0514E-05 5.1760E-05 -2.4080E+00
2.840 4100 3.6335E-05  3.7843E-05 -3.9831E+4-00
2.804 4,200 2.3051F-05 2.4178E-05 -4.8635E+00
2.947  4.300 1.0449E-056  1.0766F-05 -2.9483E+00
2998  4.400 -1.6811E-06 -2.1391E-06 -2,1411E-+00
3.047  4.500 -1.3445E-05 -1.4539E-05 -7.5220E-+00
3,094 4800 -2.4906E-05 -2.6432E-05 -5.7736E+00
.. VHA CHA  PKA KHA R
.. 080753 " 2.6018E-03 3.59679. . . 2.5305E-04 -0.99957532
SR o © contings
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Para HA2

NI=30N2=12
~ FG.MODIF

61

Volume pH FG.AJUST Desvio
3.295  5.100 - 2.9482E-06 . 2.9014E-06  1.6128E-+00
3.328  5.200 2.5019E-06 2.4798E-06  8.9256E-01
3.357 5300 2.0935E-06  2.1092E-06  -7.4710E-01
3.384 5.400 1.7351E-06  1.7642E-06 -1.6509E-+.00
3.409  5.500 1.4223E-06  1.4448FE-08 -1.557T4E+00
3430  5.600 © L1449E-08  1.1765E-06 -2.6789E400

3449 5.700 9.0481E-07 9.3369E-07 -3.0927E+00
3.466  5.800 6.9587E-07 7.1647E-07 -2.8760E+400
3.482  5.900 5.1362E-07  5.1203E-07  3.0942E-0%
3.405  6.000 -3.4990E-07  3.4593E-07  1.1468E+00
3.508 6.100 L 2.02008-07  1.7982E-07  1.2834E+01
3.519 6.200 ~6.5891E-08 3.9265E-08 6.7812E+01
3.529 6.300 «§.4350E-08 -8.8508E-08 -2.7205E+01
VHA CHA PKA KHA R

0.53253 1.7751E-03 4.89355 1.2777E-05  -0.99962622

N Para HA 3

Ni=4T K2 =15 -

Volume pH FG.MODIF FG.AJUST Desvio
3.578 - 6.800 1.0683E-08 1.0408E-08 2.6431E-+00
3.588  6.900 9.5478E-09  9.3479E-09  2.1387E+400
3.597  7.000 8.3504E-09  8.3936E-09  -5.1435E-01
3.607  7.100 7.3324E-09  7.3333E-09  -1.2402E-02
3.615  7.200 6.2565E-09 6.4851E-09 -3.5241E-+00
3.624  7.300  5.3589E-09  5.5308E-09 -3.0892E400
3.832 7400 - 4.5192B-08  4.6826E-09 -3.4879E400
3.630  7.300 3.7528E-09 . 3.9404E-09 -4.7588E+00
3.646  T.600 3.0026E-09  3.1982E-09 -3.3019E+00
3.652  7.700 2.5016E-08  2.5620E-09 -2.3552E-+00
3.657  7.800 - 1.9773E-09  2.0318E-09 -2.6844F+400
3.662  7.900 1.52518-09  1.5017E-09  1.5605E+400
3.666  8.000 1.1181E-08 1.0776E-09  3.7665E-++00
3.670  8.100 7.5505E-10  6.5342E-10 1.5555E+401
3.674  8.200 - 4.2044E-10  2.2931E-10  8.3354E4.01
3677  8.300 © 9.4T15E-11  -8.8789E-11 -2.066TE+02
VHA CHA PKA KHA R

015409 5,1363E-04 . 6.97457 . 1.0603E-07  -0.99895078

. continus



Para HA4

Nimero de iteragoes = 79

N1=T72N2=10
Volime pH FG.MODIF FGAJUST Desvio
3.731 9300 1.4453E-11  1.4238E-11  1.5100E+00
3743 9400 1.2765E-11  1.2630E-11  1.0663E+00
3.787  9.500 1.0802E-11 1.0754E-11  4.4347E-01
3.773 9600 - 8.4864E-12  8.6099E-12 -1.4352E+00
3.792  9.700 © 5.9828E-12  6.0638E-12 -1.3347E-+00
3.813  9.800. 2.9937E-12  3.2496E-12 -7.8758E+00
3.838  9.900 -2.1755E-13 -1.0084E-13  1.1616E-+02
3.866  10.000 -3.9080E-12 -3.8520E-12  1.4314E+00
3.898  10.100 -8.0462E-12 -8.1412E-12 -1.1667TE+00
3.933 102000  -1.2792E-11 -1.2832E-11  -3.0716E-01
- 3.973 10300 -1.8081E-11 -1.8192E-11  -5.5475E-01
~ VHA CHA PKA - KHA R
- 0.16100 5.3695E-04 9.87287 1.J401E-10  -0.99991781
o Para HAS
Nl1=8IN2=6
Volume pH FG.MODIF TFG.AJUST Dasvio
4018 10400  4.4135E-12 4.3628E-12  1.1604E-+00
4067 10500 3.4813E-12  3.5014E-12  -5.7609E-01
4124 10,600 2.4906E-12  2.4994E-12  -3.5064E-01
4188  10.700 1.3532E-12  1,3742E-12 -1.5330E400
4261  10.800 6.1229E-14  9.0893E-14 -3.2636E-01
4348  10.900 - -1.4065E-12 -1.4034E-12  2.2101E-01
4445 11,000 -3.1117E-12  -3.1438E-12 -1.0222E400
~~ VHA  CHA PKA KHA R
- 0.42892 1.4297E-03  10.75498 1.7580E-11  -0.99993801
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G50 1,00 0,50 2,00 2,50 3,00 350 4,00
| VOLUME DE NaOH (ml)

S Flgm:a 13: Curvn-_&é titulagio da Tabela 5, segmentada e linearizada pelas fungdes de Gran
- modificadas da Tabela 6 (W =0,03) |
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g T&bela T Reaultadas cbtxdo& pela. apllcaga.a do metado de linearizag8o s curvas de titulagio
" tedricas, gerada.s para a protelna. com composlgao dada na Tabela 1, segundo a teoria de Lin-

e derstwm—Lang

Coeﬁcmnte de interagio eletmﬁtatxca

Séne o ';

0

0,01

6,02

0,03

N G mol“1

pi&’a

O

pka

.N(}mol !

pHa

N.G.mol™!

pKa

THA

_HAQ: . k

513

_430__

19,8

4,70

- 29,0
194

3,87

4,81

96,9
177

3.60
4,89

HA1+H’A2

510

..:_':501_1. L

484

44,6

 HAs

TE0

670

1.0,00. |

S50

681

9,81
10,38

e 6,9 :
14,0

6,94

10,63

5,1
5,4
14,3

6,97
9,87
10,75

22,0

317

20,9

19,7

“HA+H Ay

. Novamente se observou que, quanto mais intensas forem as interagdes eletrostaticas,

s ‘maior é a.vamax;iia do pK“w,m;;&da grupos estudados, conforme as Figuras 16, 11 ¢ 12, Os

. grupos carboxilicos 8o os que sofrem maior influéncia da carga e do coeficiente de interacio

- eletrostdtica, pois sio titulados em uma regizo de pH em que a carga varia mais bruscamente,

- conforme indicado pela Pigura 8. O PKaparente dos grupos aminos sofre uma variagio menos

 intensa com a mudanga do pH (Figura 12) em consequéncia de uma menor variagio da carga na

raglz'io de pH em que 830 titulados estes grupc&g {(Figura 8). A Figura 11 mostra que a variagio

o do pK aparente doa grupos imidazdis é bem pouco significativa, uma vez que na regio de pH entre

2 '___'ﬁ:--g_ 8 a carga ves_,_r_i_a.-'_-.;nuit__q POucCo, como pode ser visto na Figura 8.

:';ff'_::f Oﬁfnr.é_stiltac.ieia'.tsbtidpa{.p_ieii:.a.plit_:ii'g'ia_ do métado de linearizagio aos dades das curvas

o de ﬁtﬁla&'ﬁn tedrican 880 -ma‘a‘t'r:édaa na Tabela 7. Pode-se observar, neste caso, que existe uma
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? '_:fofté influéncia do aumento do coeficiente de interagio eletrostdtica na determinagio quantitativa.
~ dos grupos carboxilicos e aminos. ‘Assim; a soma dos grupos pertencentes as séries HA, e
: 3..'.H Az, ou seja, grupos carbo:a’licos, deveria éorresponder a 51,0 grupos.mol™!, que é o ndmero

~ com o qual as curvas for‘a.m"'gera,daé,' _iudép_endéntemente do valor do coeficiente de interagio

S ‘eletrostética. Da mesma maneira, a soma dos grupos pertencentes As séries H A, e H A, (grupos

S ‘aminos) deveria corresponder a 22 grupos.mol™!. Os grupos pertencentes 4 série H A,, referentes

‘aos grupos imidazdis, foram determinados quantitativamente, apenas com pKa acima do valor
' com o qual as curvas foram geradas, em razéo da influéncia das interacdes eletrostéticas.

‘ Pei_as resultados obtidos ..pzade-s‘s supor que o coeficiente de interagio eletrosttica,
- ai_ia.'do_ a uma cé:ga altamente positiva, qua.n‘dﬁ todos os grupos da protefna estio protonados,

L favorece {qrtémente a dissociagio de grupos carboxilicos, diminuindo seus pK a’s, de modo que
'p'#.r-te .'_d.eaies grupos podem ser titul‘a@bs juntamente com o excesso de dcido forte, Essa possi-

3 bii.'i.dsz.a:cjl:g__pode ser verificada _-pe}a fo_rté_ variagio do pK,parenie dos grupos carboxdlicos dada na
: Fxgﬁm 10 -é-peics dados da TahglaiSI,- onde é mostrado um erro sistematico positivo, crescente

~ com o aumento do coeficiente de interagio eletrostatica, no volume de equivaléncia do cido

= forte.

Na Ta.bela.. 8 ta.mbém é mostrado que o nimero de grupos carboxilicos envolvidos

:_-na. dxferenga de volumes de aquxvalencxa esperado e obtldns para o dcido farte eqmvale a0 erro

. 'nbggrvado na detenmnagao qua.nt;ta.hva destes gmpas, soma de H Ar e HA,.

i -Com'feia.c;ﬁo acs grupos amincd, representados nas séries § Ay e HA, da Tabela 7,



: _-_'."-_':_:-Tabela 8: leeranga entre Vit 4o eﬁperado e obtido pa.ra curvas de titulagdo tedricas. Nimero de
gmpos envo!v:dos nesta dxfexenga |

Cocficiente de interagio eletrostética

ST 001 002 003
. Vaay esperado (ml) 2,000 2,000 2,000 2,000
 Vag, obtido (ml) 2,000 2,027 2,080 = 2,182
Vg (ml) 0,000 0,027 0080 . 0,182

b %(gmp«m mol"") 00, o 27T 6l

S :bﬁséti'rafée nm-fenﬁmeno semeihmi_-ﬁe ga.b"_Que oéarre com o8 grupos carboxilicos. Assim, na regifo

:-"de pH em que sdo tltuladas, a ca.rga.né.ga.tiva da i‘noiecula. e o coeficiente de interagio eletrostitica
.-::.':_' ';aunientam c.;.pff'ﬁm,.m.e dos grupo@ aminos, de modo que parte deste grupos comportam-se como
- 'é.mdné m_mtn -fra_cm,_ pgrmamcemia protonados em pH’s acima de 11. Observa-se que quanto
e 3_"-'_xi’xaig__.intéhg.ajs'.fc;rérﬁ a8 iqﬁemft‘;éea-'el‘ét’r.bistéticés1.mai'or ¢ o niimero de grupos aminos que .t-.éndem

E i ;bré_séﬁt.éx. tal comportamento, nio sendo determinados pelo método de linearizacio.

Deste modo, Be A pnncapa.i mﬁuenma sofrxda pelas constantes de dissocxaqa.o dos

L gxupaa far de natumza puxamente eletrmtatma, como previsto pela. teoria de Lmderstmrwla.ng,

a a.phcagao da metado de: hneanmga.o é.s curvas de tltu]a,ga.o de protefnas seria, lm;utada na

: ‘determmagm qaan{uta,twa. dos. grupoa carbom‘hcoa e aminos, principalmente se a protema fosse

txtu!ada em solugaes de baixa forga mmca. (lnteragoes eietxosteitlcas mais mtensas)

Um eatude teanco pmtanor fol a retu‘ada da. {ungao de Gran mochﬁcada pa.ra, o amdo

_j'i_._:' fnrte do programa msan&o—se ehmmax o pwblema de sua sohrepOBIQM com ngOS carbo)a’hcos
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Deste modo os grupos tituldveis da protefna continuariam sendo tratados como uma mistura de

e .'.'écidos_.fracas monéprétiﬁes, mas agora ndo se consideraria a presenga do excesso de dcido forte.
| - Cﬁrm tedricas foram geradas admitﬁzdo—se esta considerago para a proteina com composigo
o éaﬂ_a'_i;a'TaEela 1. O tratamento dos dadcs destas curvas pelo método de linearizacfio permitin a
| :'.ﬁi_)tengio dos resultados mostrados a Tabela 9. De acordo com estes resultados, pode-se observar
q’s;z_e os grupos carboxflicos foram determinados quantitativamente em excelente concordincia

- com'o mimero usado para gerar as curvas. Observa-se também que o pKa da série H Al diminui

. drasticamente com o aumento das interagdes eletrostaticas, o que pode realmente indicar que

alguns grupos carboxflicos 8o titulados como acido forte quando este est4 presente.

Tabela 9: Estequiometria e pKa’s dos grupos determinados sem a presenga de excesso de dcido

2o forte
 Coeficiente de interagio eletrostatica
001 0,02 0,03
Série N:Gmol™! pKa | N.Gmol™? pKa | NGmol™! pKa
HA, 25,8 3,72 26,8 3,44 20,6 3,01
- HA, 25,1 4,62 24,0 4,71 21,3 4,24
. HA, R 5 9,2 5,23
HA,+HA2+HA3 51,0 - 50,8 51,1
HA, 50 6,82 51 - 691 4,7 7,06
HA, 91 9,89 6,8 9,88 5,1 9,88
HAq b 128 1045 14,2 10,63 14,3 10,73
H A+ H Aq - 21,9 21,0 19,4

Por outm lado, adetermmagm doe grupos aminos continua sendo afetada, observando-

“8e um aumenta do pKa da série H A, (Tabela 9) ou HA, (Tabela 8) com o aumento do coeficiente

de mtera.gm eletrostdtica.
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_- --Sggundn este itimo estudo, uma técnicﬁ experimental adequada para determinagio
- quantitativa dos grupos 'caxbcxxﬂicos g_earia titular a proteina totalmente protonada, mas sem o
excesso de s’mido. forte. Isto poderia ser conseguido pelo uso de resinas trocadoras fortemente
- Acidas, ou por é,digﬁn de excesso de dcido seguida de didlise contra dgua. Tentativas neste

sentido, porém, nio se mostraram eficientes,

. Paralelamente aos estudos tedricos, fez-se um levantamento dos resultados obtidos
= _ptﬂé aplicacdo do método de lineaxizaéﬁ.a a titulagﬁes experimentais de proteinas em solugdes de
| :_-'If' 0‘2 6,10 e 1,0 M, que reﬂetiriam a influéncia das interagdes elestrostaticas sobre os resultados,
Na’. Tabela 10 530 mostrados os valores da estequiometria dos grupos carboxflicos determinados
pa.r'a.,‘--lisozima,, ovalbumina e ﬂ-la&tq'globu}ina em forga ibnica 0,1 e 1,0. Na Tabels 11 sio
| __ mogtra&as as eatequiometrias para o total de grupos titulados na regifo alcalina das titulagdes

©_para as mesmas proteinas.

[ .Ta,bela 10+ Numero de grupos carboxilicos por mol de proteina determinada pelo método de
" linearizacio .

- Meio [énico

“Protelna___KCI010 M KOl L0 M el

Lisozima. 10T £03 11,1 £0,1 32
Ovalbumina* 392£04 46203 -

ﬁ-f'Lactoglobuhna 462 £ 1,6 51,7 & 0,7 33
* Rcsult:adoe obtldos neste trabalho

05 resultados das Tabelas 10 e 11 indicam que a influéncia da variagdo de energia

e hvre eletxosta.txca que acompa.nha a dxssoc:agao é bem maior para os grupos carboxilicos do
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Ta.bela 11: Nfimero de grupos por moi de protema. titnlados na regifo alcalina determinados
~pelo metado de linearizacao :

Meio Ionico

“Proteina KCI010 M KOT1,0 M Rel,
Lisozima 3,2x0,2 3,290,001 32
Ovalbumina® = 257+ 14 260403 -

p-Lactoglobulina 34,5+ 1,7 34,70 £ 0,02 33
* Resultados obtidos neste trabalho

e .cil.le"p.ara.é_s- grﬁpos amiﬁoé. Deste m:o.cio-a:"determ.inagéo qua.ntitativa dos grupos carboxilicos
.: em tituiagﬁéé experimentais pelo mé£§dc de linearizagio em diferentes condigdes de forca 1dnica
- '.p;a.fecém_segui.:.ekat-émenté’e_ciue_i'oi-bi)servadd ;nas estudos tedricos. Por outro lado, o nimero
- .'cie grupos &ét’efmjna;dos na regifio altaliné. da; titulagio baxece néo ser afetade pela forga iGnica

" da solugio, ao contririo-do que foi observado nos estudos tedricos.

Uma obser.vagﬁa mais aﬁeﬁta do comportamento das fun¢des de Gran modificadas
E .ﬁam o é.cido forte, fm,,- 8. para m':;:laése.s de grupos carboxilicos, Fya, e Fu4,, mostra um
o péqué'n'és_ desvio &a linearidade deétas_fupg&es, principalmente nas titulagbes realizadas em KCI
-_._5.0,.10 M . Esﬁé.:}:‘o.mportamenta_';_:.&c's.dé'z;':.in.dica.r. uma escolha n3o apropriada de pontos palra. ca-

. racterizar tais fungBes [12,13,72). Por outro lado, como o nimero de pontos tomados neste

experi_x’xientoa néo permitiam mais é..ltéragé'é:s,' optou-se pela realizagio de novas titulagdes na

:_fpreaen;a de um mmor excesso de amdo foxte, 1mmando-se & txtu}aqao em pH 2,0 e tama.ndo—se
um: gra.nde nimiero de: pnntes em toda cuwa de titulagdo, particularmente na regifio entre pH

3e 5.'_ D_aﬁte-mbdo,-’na regaiodé pH f entre 2 e 11 foram tomados cerca de 150 pontc‘xs,- o que

©




- permitiv uma definigio mais adequada do némero de séries de grupos presentes, bem como de

*suas respectivas fungSes lineares.

Escolhieu-ge a lisozima e 2 ovalbumina para realizagio destas titulagdes por serem

- proteinas muito estéveis conformacionalmente em toda regido de pH estudada, bem como por

N "terem a composigio de aminoécidoa*[’?.’i,ﬁ] e o comportamento dcido-base muito bem estudado.

A& titulagdes foram reahzadas em tnphca.ta. em solugdes de KCI1 0,10 M e 1,0 M.

Os dados de uma curva de txtulaga.m de hsamma em KCI 0,10 M sio dados na Tabela 12 ¢ as

- _ _fungﬁes de Gran modificadas para esta titulaglo aparecem na Tabela 13. A curva de titulacio
: seg‘h’ie‘htada e linearizada é mostrada na Figura 14, Quanto &s titulacSes em K'C! 1,0 M foram

- 'usﬁdo_s dados obtidos por Hora Alves [75] e sio mostrados da Tabela 14. As funcdes de Gran

- ~modificadas sio mostradas na Tabela 15 ¢ a curva de titulagio segmentada e linearizada aparece

na _-Figura- 5.

Quanto & ovalbumina os dados das curvas de titulagio em KC1.0,10 e 1,0 M sdo

- ~ mostrados nas Tabela 16 e 18, As fungdes de Gran modificadas para estas titulagfes sio dadas

" nas Tabelas 17 e 19 e as curvas de titulagio segmentadas e linearizadas aparecem nas Figuras

16 e 17, respectivamente.

OB resultados da a.plxcagao de metodo de hneamagao a-estas curvas de t:tulagau B30
_ 'mostradm ‘nas Ta.bela.a 20 e 2} respectwamente para hsomma, e ova]bumma, juntamente com

i 'g-mmpoggg'a.o de a.m%noamcios. A Tabela. 22 mostra os resultados obtidos para S-lactoglobulina
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cujos dados obtidos por Hora Alves [75] foram recalculados.

2 Tabela 12: Dadoes da curva de titulagio de 4,007 ml de soluga.,o de lisozima 1,607 x 10~* com
soiucao de’ N aOH 0,01293 M em K€10,10 M Pardmetros obtidos da calibracio de eletrodos:
E" - 223,0 mV; Jy = 0mV MY Jog = 550,8 mV.M™ e Kw = 2,101 x 10~

Ponto Vvlume(nd) pH 1 Peite  Volumelml)  pi | Ponto Volomolral) pi
<1 0.000 _ ‘331 1 1.900 4,845 Tt 2300 8172
;] 0.060 2351 | 3% 1.830 4714 72 2.210 5,284
3 0.100 23711 8 1.940 4.793 73 2.215 8.372
4 0.200 Tad10] 3 1.960 4876 7 2.220 8.473
R T 0.300 2.482 40 1.870 §.384 75 2.225 8.573
L. 30 0400 24688 | 41 2.000 5.084 78 2.230 8,658
7 0.500 2544 | 42 2,010 5118 17 2235 8.740
8 0.600 2593 | 43 - 2.020 5.185 78 2.240 8.811
8 0.700 2447 44 2.030 5.224 73 2.250 8.945
10 - 0800 2708 {45 2.040 5,300 a0 2.280 80350
i - 9.900 29 48 - 2,050 5.358 81 2.270 B.148
12 1.000 2841 17 2,060 3.437 82 2,380 8.339
13 1,100 2.80¢ 48 2.070 5.503 83 2.280 8.307
14 1,300 3.020 | 48 2,080 5,503 84 2,300 2.380
15 1,250 3.013 50 - B.080 E.686 &5 2,310 B.441
18 1.300 3.132 51 2,100 5.801 o6 2.350 0.407
1Y 1,350 33188 ) 2 2110 5818 | 81 2.340 $.802
15 1.400 3273 53 2115 5977 88 2.360 9.695
bic) 1.480 33831 54 2,120 6.045 &89 2.380 8.774
20 1.500 3448 [ B5 2.125 &.1% 90 2400 9.848
21 1.525 3.468 ] 58 2.130 8.200 81 2,420 8.810
22 1.550 3.656 | bV 2,135 8,299 92 2.440 9.964
23 1.57% 3814 | 8 2,140 6.358 23 2.480 10.010
.4 1.600 3880 | 58 2.148 6.528 94 2.480 10.056
25 1.650 3.822°[ €0 2.150 6.624 95 2.500 10.102
26 1.878 3.8%a | 61 2,185 6.758 38 2.520 10,153
a7 1.700 3.0%7 €2 2160 6.80% 87 . 2.550 10.301
7 I W 1 4.053 63 2.185 r.038 08 2.800 10,284
20 1.750 4.138 64 2.170 7.184 o) 2.850 10.350
30 1778 4217 a5 2178 7.334 100 2.700 10.422
3 1.800 4302 | €6 2.180 T.474 101 2.800 10.529
az 1.830 4382 | 67 2,185 7.611 102 2.900 10.815
33 1.840 4.437 -] 2.180 7787 | 103 1.000 10.687
34 1.860 4501 | es 2,198 7802 | 104 3.100 in.rie
35 1.880 4.568 1 70 2,200 8.044 | 105 3,200 10.803

n



'I‘abela 13: thgaes de Gran modxﬁca,daa para os dados da curva de titulagio da Tabela 12

_ __Pars HCI
: ._anume - pH _ _FGMODIF_FG.ATUST Desvia
0,000 2331 . :13550_5_:-02_---1-.&5_935-02 . 5.6233E-06
0.050 _' 2351 U 1,8028E-02 1.BOLTE-02  1.1344E:0%
- 0100 2371 0 LT4ME02  17440E-02  -1.5832E-05
0200 24100 1.6306E-02  1.6287E-02°  1.9316F.05
0300 2482 15144E-02 LBIB4E-02  1.0182E-05
0400 2.406 - 1.3989E-02 - 1.3980E-02  9.0487E-06
0500 2544 - L27T84E-02  1.2826E-02  .3.3073E-05
© 0600 2,503  11665E-02  1.1874E-02  .9,3393E-06
0.700 - 2.647 - LOS02E-02  1.0521F-02  .1.8762F-05
- 0.800 2,706 © 9.3348E-03  9.3675E-03  -3.2601E-05
0.800 2770 - 8.1836E-03 - 8.2143F-03  -2.5697E-05
- LO0D 2841 . T.9595E-03  7.0610E-03  -1.9565F-05
L1000 2,924 - B.BTBAE-03  5.9078E-03  .2.9434E-05
L200 3,020 4ATI83E-03 4754603  -3.6982E-05
1250  3.073 ©4.1677E-03  4.1780E-08  .2.0277E-05
L300 3132 “8:5906E-08  3.6013E.03  .1.0706E.05
L850 3198 - 3.0201E-03 © 3.0247E-03  -4.8401E-08
1400 3272 ‘24502E-03  2.4481E.03  2.0992E.06
1.450 3.352 - 1.9050E-03  1.8715E-03  3.3536E-05
. LB00 3448 -~ 1.3268E-03  1,2040B-03  3.1801E-05
STLE2 3400 LOA76E-03  1.0066E-03  4,0998E-05
- 1§60 3.556 7.5339E-04 7.1827E-04  3.5121FE-05
1576 3614 - 4.T063E-04 - 4,2996E-04  4.0873E-05
- 1600 3680 - 1.6421E-04  1.4165E-04  2.2561E.05
1.650 3822 “4.5644E-04 -4,3496E-04  -2.1476E.05
1675 3.806 -T.6T44E-04 -7.2327E-04  -4.4170E-05
. VHCL CHCL. = R INCL.FHCL
- 18123 . -5,2013E-03 -0.9999307  1.1532E-02
- . ' continga
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TN =3 NI= 15

Para HA 1

_FG.AJUST

2,000

3

Volume pH - FGMODIF Desvio
LAY 4217 T1208TE-08 1LT049E-DE . 1.a7716E-07
CLB00 - 4.302 ~10784E-05  1.0815E-05 -3.1077E-08
1.820 4362 1,0006E-05  9.8072E-06  0.9132E.08
1,840 4432 8.0835E-06  8.9996E-06 -1.6025E-08
1,860 - 4.501 8.0374E-06 - B.O919E-06 -5.4406E-08
1,880 4,569 . 7.0604E-06 . 7.1843E-06. -2.3934E-08
1900 4.645 - G.178BE-06 - 6.2767E-06 -9.8222E-08
1920 - 4714 5.3B42E-06 5.3690E-06  1.5191F-08
1,940 - 4793 44810E-06  4.4614F-06  1.9588E-08
1.960 . 4876 . 3.5920E-06 - 3,5538E-06  3.9123E-08
1,970 © 4,964 . 2.60B1E-08 - 3.1000BE-06 -4.9182E-07
5.064 - 1.7904E-06 = 1.7385F-06 . 5.1876E-08
<3010 V5116 LB434F.08  1.2847E-08 - 5.8672B-08
o020 5,165 - DATHBE-07  8.3089E-07  1.1710E-07
o A030 6224 48442E-07 - 3TT08E-0T  1.0T34EA0T
VHA. CHA - PKA KHA R
042603 0.1374E.02  4.34312 . 0.4538E.04  -0.59930447
e Para HA2
CONU=48NZ =13 . o
. Volume pH - FG.MODIF  FG.AJUST * Desvio
2070 5.508 - 2.8085E-07 - 2.8201B-07  7.8442E.09
2,080 5503  2.4658B-07 24520807  1.3820E-00
2090 5680 ‘2.0662E-07  2.0839E-07 -1.7633E-09
200 5,801 1.6524E-07  1.,7158E-07 -6.3394E-09
M0 5818 - L3010E-07. 1.3477E-07 -4.6755F-09
2115 5977 CLI359E-07  1.1837E-07 -2.7781E-09
L2120 8,043 - 9.6979E-08  9.7963E-08 -9.8339E-10
L2135 0 [ 8.120 - T.8868E-08  7.9558B-08 .-6.9042E-10
2130 - 6.200 - 6.1895E-08  6.1154E-08  7.4192E-10
2135 62060 - 4.3131E-08  4.2750B-08 3.3108E-10
2140 - 6308 - 25162E-08 2.4344E-.08 8.1718E-10
2,146 6528 . - 4.3516E-09 . 2.2601E-09  2.0015E-00
2150 . 6624 -1.0054E-08 -1.2464E-08  2.4099E-09
2185 6758 . .2,9311E-08 -3.0867E-08  1.5566F-09
‘'VHA = CHA - . PKA KHA" ' R '
0:10830  0.3494E-03 - 543406  0.3681E-05  -0.94938273
- ST B contings



-Para HA 3

Ni=4T NZ=15

FG,MODIF

VYolume pH FG.AJUST Desvio
2160  6.808 2.42080K-00" 0.387BE-00 -  B5.5463En11
2.165 7039 1.9455E-00  1.9431E-09  2,3661E-12
2.170 7.184 1.4863E-08  1L.BI18TE-09  -3.3438E-11
2175 T.334 1.0344F-09  1.0943BE-09  .-5.9991E-11
2,180  7.474 6.4447E-10  6.699TE-10  -2.5501E-11
2,185  7.611 2.6725E-10. 2.4561E-10  2,1647F-11
2,190 7057 -1.5032E-10 -1.7877TE-10  2.8457E-11
2,195  7.502 -5.8208E-10 -6.0314E-10  2.0158E-11
22000 B.044 -1LO36TE-09  -1.0275E-09  -0.1944F-12
VHA  CHA PKA KHA R
0:.04128 0.1332E-03  7.07122 0.8487E-07  -0.99952734
R ' Para HA
Nli=70N2=9 _
 Volume pH . FG.MODIF FG,AJUST Desvio
2,200 6,800 D.547T8E-00 - 9.3479R-090  2.1387E+00
2,205 7.000 B.3504E-09  8.3936E-09  -5.1435E-01
2210 7.100 7.3324E-09  7.3333E-09  -1.2402B.02
2215 1.200 6.2565E-00  6.4851E-09 -3.5241E+00
2,290 7.300 5.3500E-00  5.5308E-09 -3.0892E+00
2235  7.400 4.5192E-08  4.6826E-00 -3.4879E+400
2,230 7.500 3.7528E-09  3.9404E-09 -4.7588E-400
2,235 7.600 3.0926E-09 - 3.1982E-09 -3.3019E+00
. 2340 7.700 2.5016E-09  2.5620E-09 -2.3552E+00
- 2,250 7.800 1.9773E-09  2.0318E-09 -2.6844E-+00
VHA  CHA PKA KHA R
0.04608 0.1487E-03  8.45917 0.3474E-08  -0.99907267
Para HA 5
Ni =85 N2 = 10 _
Volume pH -~ = FG.MODIF FGAJUST Desvio
2310 0.441  L645BE-11  1.6007E-11  4.487-E-13
2320  9.407 ©OL547IEA11 1.4972E-11  4.9857E.13
L2340 9.602 1.3087E~11  1.2904E-11  1.6281E-13
2.360 = 9.965 © 10590E-11  1.0835E-11  -2,4543E-13
2380 .74 C84120E-12  8.7667TE-12  .3.5479F.13
2400 9.849 - 5.O4B3E.12  6.6983E-12  .7.5293E-13
2420  9.010 4,0208E-12  4.6297E-12  -5.9983E-13
‘2440 9.964 2.2376E-12  2.5611E-12  -3.2357E-13
2.460 10010 . TJ643E-13 . 4.9255E-13  2.2388E-13
2480 10,056 -LOPETE-12  -1.BTBOE-12  4.7932E-13
2,500 10,102 -3.1817E-12° -3.6445E-12  4.6286E-13
. VHA CHA . PKA . KHA R
©0.23079 . 0.7445E-03 9,98538 - 0.1034E-09

-0.99757916

7 Nimero de iteracses = 170
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pH

i
LN

FHCl x 102

FHA, x 107

1. I

Figura 14: Curva de titulagio da lisozima em KC! 0,10 M dada na Tabela 12, segmentada e

 lineorizada

0,50 1,00 1,50 2,00
VOLUME DE NaOH (ml )

pelas fungdes de Granmadxﬁcadas da Tabela 13
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T&beln 14: Curva. de titulagio de 30,00 ml de salugio 3,200 x 10~*M de lisozima com solucio
oo de NaOH 0,1203 M em KCI 1,0 M. Parimetros obtidas da calibragdo de eletrodes: E2 = 411;
5 mV; J;{ = 0 mV.M™Y; Ja;; = 3723 mV.M™ e Kw = 1,738 x 10-14

o Fonta annme(ml) Ponto - Volume(ml) pH | Fonto Volume(ml)  pH
0 0.000 -n eoo 1 55 1,340 4014 70 1.865 6.852
| 0.100 24191 388 1.360 s072] T 1.870 8.972
2 0.150 2.441 | 87 1,380 41261 79 1,875 7.102
-8 0,200 2464 38 1.400 4188 | 713 1.880 7.944
4 0.950 2401 | 89 1.420 4946 | 74 1.885 7.300
5 0.300 2817 | 40 1,440 4303 7% 1,880 7.532
-6 0.351 258451 41 1.465 43761 76 1.805 7.6745
7 0,400 D474 49 _ 1.480 4,450 ' 1,604 T.828
8 0.450 2,606 | 48 1,500 44701 78 1.910 8,052
9 0.500 2638 {44 1.520 4540 | 70 1,920 R.948
10 0.550 28761 45 1.540 46017 80 1,930 8,445
11 0,600 2714 | 46 1.566 4,682 | a1 1,940 8,573
12 0.650 2765 | 47 1,680 4,728 | 82 1,652 8.761
13 0.700 2.801 | 48 1,600 4,795 | 83 1,960 8.884
14 0.750 2850 | 49 1.620 4,868 | 84 1.970 8,012
16 0.800 2.904 | 50 1.642 4.951 { 85 1.981 9,136
16 0,900 3.027 { 51 1.662 5030 | 36 1,990 9.230
17 0,550 310t | 52 1.680 5110 | 87 © 2,000 £.323
18 1.000 3184 | 53 1.700 5206 | 88 2,010 9.404
19 1.020 3.22_{_} it 1.7%0 b.3168 &b 2.020 8477
20 1.040 8,255 | 55 1.740 5437 | 80 2,030 9.545
21 1.060 3.206 | 56 1.761 5.585 | 91 2.040 9,605
22 1.080 3338 | 57 1.780 5730 | 92 2.050 9.665
23 1.101 3.383 58 1.800 5,911 83 2.060 9.720
24 1.120 3424 | 59 1.810 6.012] 94 2.070 9.767
2% 1,140 3.470 | 60 1,818 6.066 | o8 2.080 0.813
2 1.160 3519 | 61 1.820 6.122 L 96 2,000 0.859
a7 1,180 3568 | 62 1.895 6181 | 97 2.100 9.603
28 1,200 36201 63 1.830 8245 1 98 2110 0,945
29 1,920 3.674 | 64 1885 6313 ] 99 2,120 9,083
a0 1,240 37901 6% 1.840 6382 | 100 2.130 10,021
M 1.961 3788 | 66 1.848 6.460 | 101 2,140 10.058
32 1,280 asq0| 67 1,850 6641 1 102 2,150 10,090
33 1300 38981 68 1855 6634 103 2,160 10.123
84 . 1820 - 39671 .69 L38O0 6739 104 2,170 10,164 . .
T U e . 106 2,180 10,182
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Tabela 15: Funcdes de Gran modificadas para os dados da Tabela 14

_ o PargHCL '_
Volume  pH . FGMODIF FG.AJUST Desvio
0.050 2.397 T LATBYE-01 1.1778E-01  0.3389F-00
01000 2419 1.1201E-01  1.1201E-01  -1.4834F-03
0.150  2.441 1.0639E-01  1.0623E-01  1,4685E-01
0.200  2.464 1.0079E-01  1.0046E-01  3.2277E-01
0.250 2.481 5.4516E-02 9.4688E-02  -1.8137E-01
0.300 2517 8.8814E-02  8.89158-02  -1.1345E-01
6,351 2.545 8.3003E-02  8,3026E-02  -2.7944E-02
- D400 2574 T.7322E-02  7.7369E-02  -6.0428E-02
0.450 - 2,606 7.1427E-02  T.1596E-02  -2.3584E-01
0.500  2.638 6.5007E-02  6.5822E-02  1,2821E-01
0.550 2.7 5.9035E-02  6.0049E-02  -1.8313E-01
0.600 2714 5.4106E-02 5.4276E-02  -3.1393E.02
0.650 2,755 4.8434E.02  4.8503E-02 -1.4310E-01
0,700 2.801 4.2572E-02  4.2730E-02  .3.6917E-Q1
0.750  2.850 3.6857E-02  3.6957E-02  -2.6970E-01
0.800 . 2.904 3.1115E-02  3.1184E.02  -2.2196E-01
0,900 30027 1.9837E-02  1.9638E-02  1.0121E-+00
© 0,850 3101 1.4018E-02  1.3865E-02  1.1025E400
S L000 3184 8.1609E-03  8.0916E-03  8.5717E-01
1.020  3.220 5.8047E-03 - 5.7824E-03  3.8629E-01
1.040  3.225 3.6069E-03 3.4731E-03  3.8512E-+00
1060 3.296 1.1350E-03  1.1639E-03 -2.4827TE+00
1,080 - 3.336 LIT8SE-03 -1.1454E-03  2.9232E--00
VHCL CHCL : R INCL,FHCL
1.0701 _ 4.2910E-03 _ -0.9999843  1.1546E-01
L . Para HA 1
NI =25 N2 = 14
Volume pH . FGMODIF FPG,AJUST Desvio
1120 3.424 6.6659E-05  6.6531E-05  1.9224E-0]
1.140  3.470 8.1032E-05  6.0755B-05  4,5686E-01
1160 3.519 | 5.5046E-05  5.4978E-05  1.2366E-01
1.180 ~ 3.568. 4,9444E-05  4.9201E-05  4,9350E-01
1200  3.620 4.3511E-05  4.3424E-05  1.9898E-01
1,220  3.674 3.7495E-05  3.7647E-05  -4.0464F-01
1.240  3.729 "3.1674E-05  3.1871E-05  -9.3230E-01
1.261  3.788 2.5388E-05  2,5805E-05 -1.6162E+00
1.280  3.840 2.0172E-05  2.0317E-05  -7.1338E-01
1.300  3.808 L4313E-05  1.4540E-05 -1.5627E400
1320 3.957 . 84319E-06  8.7636E.06 -3.7853E+400
o L340 4014 0 2,8000E-06 . 2.9868E-06 < -2.9405E+00
L3600 4072 T LOT24TE-06. S2.7900E-06  -2.3401E400
SL380 0 4129 -8.2027F-06 -8.5667E-06 -4.2402E400
T L4000 4,188 -1,3917E-05 -1.4343E-05 -2.9734E400
VHA' CHA  PKA KHA R
- 0,28026 1,1238E-03- 3.53034 2.8584E-04  -0.99004850
S : continta
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" Para HAD

NI= 80N =11

18

Volume pH . FGMODIF FG.AJUST Desvio
1820 4888 4.1617B-08  4.070BE-08 - 2.0130E-+00
© 1642 0 4951 - 3.6098E-06  3.5835E-06  7.3206E-01
L1662 5030 0 30457E-06 3.1326E-06 4.1822E-01
1.680  5.110 2.7063E-06  2.7268E-06 - .7.5030E-01
1700 5.206 12.2331E-06  2.2759E-06  -1.8804E-+00
L7200 . 5316 - L7540E-06 - 1.8250E-06 -3.8877E+400
1740 5437 7 1.3040B-06  1.3740E-06  -5.0971E400
 L761 5585 8.4019E-07  9.0068E-07. -6,7057E+00
CLT80 0 B730 . 46069E-07  4.7221E-07 . -2.4381E+400
S0 1800 - B.91Y - B4868E-08  2.1289E-08  1.5772E-+02
L8100 6,012 0 -14B24E-07  -2.0417E-07 -2.7305E4.01

S L81E 6086 _'.-2'.‘5_11?35-07 -3.1690E-07 -2.0566E+01
" VHA CHA "PKA KHA R

.45060 180695-95 4'646_93_. _ 2,2546E.05  -0,99936932
L oot Para HA R

RI=HANI=S R

_Volime pH -FG.MODIF FG.AJUST Desvio

1.885  6.852 . 0.47375-8  B.2387E-09  2.5435E+00
1870 69720 T.0672E-00 - 7.0006E-09  -3.3029E-01

1.875 7102 4.7988E-09  4.5425E-09 .2.9089E400

1.880  7.244 2.0643E-08 .~ 2.7944E-09 -6.8024E+00

1885 7.390 - 53538E-10  6.4625E-10 -1.7158E+01

L L8%0.  7.532 - -1.4277E-09 - -1.5019E-09 -4.9411E--00
11885 - .87 _'-3.4_910}3’-09 -8.6500E-09  -4.3552E400
. VHA ~ CHA PKA . KHA R :
.-_-'_'0 oasse 34310&04 6.36691 4.2062E.07  .0.90933835
: Para HA4
NI = 7 N2 =7

Volume pH - FG MODIF FG.AJUST  Desvio
- T18160 8082 1.0802E-10  1.0867E-10  7.4800E-01
1920 - 8248 . 1.6036E<10 - 1.5881E-10  9.7706E.01
© L9300 3445 L1239E-10 - 12105E-10 .7.1475E400

L840 UBBTE T 88863E-11  8.3285E.11  6.697TE400

T L8538761 . 40186E-11  3.7972E-11  5.8301E+00

1,960 . 8884 - B5.O552E-12  7.7631E-12  .2.3288E+01

S LeT0. 9012 -31043E-11 -2.9998E-11  3.3834E400

oo LesL 8136 -T.0826E-11 -7.1534E-11 = -D.8956E-01
.- -VHA" ~ CHA. PKA “KHA R

- 0.07565 3.02962-04 8.42296 3.T761E-09  -0.99901956

' continua



Para HAB

RIS W N =T

Volume: - »H .~ FGMODIF FGAJUST Desvio
2070 9.767 . 1.07B0E-11. 1.2568E-11 . 1.6867E+00
2,080 9813 - L2128E-11 LIBO1E-11  1.9984E+400
2080 8859 0 LI352F-11  LI1213E<11 1.2407E-4-00
C 21000 8902 . 1.0615E.11 . LO585E-11  7.5729E-01
U100 9945 L 9T8TTE:12 T 9.8579E-12  LT.1184F-01
23200 09883 G.1128B-12  9.1803E-12  -T.3B50E-01
S 2130 - 10,021 - B.3855E-12  8,5028E-12 -1.6145E+00
2140 10,056 7.6809E-12  7.8252E-12 -1,7290E+00
2,150 10,090 - T.0002E-12  T4TTE-12  -2.0633E400
.. 2160 10123 . 6.3012E-12  6.4701E-12 -2.6099E-+00
2170 1054 5.6416E-12 = 5.7925E-12  -2.6054E--00
280 10182 . B.O6YIE-12  B.150E-12 . -8.9697TE-01
2200 10240 . 8.7085E-12° 3.7598E-12  .1.4181E+00
2251 10871 0 - 80484B-13 3.0433E-13  3.3002E400
23000 1047 OTITSE-12 -3.0157E-12  -D.8898E400
"VHA  CHA = PKA KHA R
020344 L17TBYE-08 10.18905 - 6.7756E-11  .0.09934947

_Nimero de iteractes = 79
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; _‘.Figma. 15: Curva de.titulagio da lisozima em KC! 1,0 M dada na Tabela 14, segmentada e



Tabela 18 Curva de titulagio de 23,00 ml de solugio 7,903 x 1073, de ovalbumina com solugio
de NaOH o, 1104 M em KC1 0,10 M. Parimetros obtidos da calibragio de eletrodos; E? =
6120 mV JH =0 mVM “1 JQH

-DmVM leKW::IWBXIO“I*

' Fonm Volnme(mi) Ptmto Volome(ml) pH “Ponto Yolume(mi) pH
R -0.000 1956: R X T 4586 1 77 3.110 8,986
S22 0,200 1998 40 1 2.800 4.682 | 78 3.115 9,025
B 0,400 2045 | 41 2,820 47821 79 3.120 8.072
4 0.600 20081 42 2.840 4582 | &0 3,125 9,118
5 - 0.800 2158 | 43 2.860 50131 &1 3.130 0.156
6 1,000 2,817 | 44 2.880 5.140 | 82 3.135 9.109
ki 1200 2902 45 2.000 5303 | 83 3.140 9.236
8 1.400 2878 | 48" 2:020 5478 | 84 3,180 9,318
9 1600 2481 47 0040 5605 | 8 3160 0.383
10 1,800 2611 | 48 2,080 5825 | &6 3,170 0,451
11 2,000 2.781 | 40 2,060 5960 | &7 3.180 9,519
12 2.100 2889 | B0 2,965 6,036 | &8 3.190 9.584
13 2,200 3.016 | B1 2,970 6,117 | 89 3.200 9.647
14 2.240 3,075 | b2 2,976 6,200 | 90 3.210 9,704
16 2.280 3139 | 53 2,080 62931 91 3.220 9,768
18 2,300 31731 B4 2,085 6.388 | 92 3,230 9,812
17 2.340 3.244 1 55 2,990 6487 | 93 3.240 9,860
18 2,360 3.284.| b6 2,095 8589 1 94 3.260 9.614
19 2,380 3327, 57 3.000 6.707 ] 95 - 3.260 5,859
20 2.400 3.365 | &8 3.005 6.827 | 96 3.270 10.003
21 2.420 3413 | 89 3,010 8.947 | 97 - 3,280 10.044
22 2.440 3.460 | 60 3.015 7.084 | 68 8,250 10,084
23 2,480 3509 | 61 3.020 7324 | 9% 3,300 10.123
24 2.480 3.686 | 62 - 3,046 7.377F 100 3.320 10.181
2% 2.500 3.611 | 63 /3.030 7.530 | 101 3,341 10.260
26 2.520 3655 | 84 3.035 7.701 | 102 3.360 10.316
27 2.540 37201 85 3,040 7.860 | 103 3.380 10.369
28 2660 3778 66 3080 8131 | 104 3.400 10.419
o9 2.580 38301 67T 3.085 8245 | 105 3495 10.473
a0 2.600 3008 | 68 3,060 8345 | 108 3,460 10,628
3 2.620 3.066 ) 69 - 3.08% 8433 | 107 3475 10,573
32 2.640 40361 70 3.070 8519 | 108 3,500 10.618
33 2860 4108 | 71 3.075 8592 | 109 3.595 10.658
- 34 2880 4178 | 72 3.080 8.668 | 110 3,650 10697
.86 2700 . 432641 T3 . 3,086 87241 111 3.575 10,731
86 2720. .0 4330 74 0 3006 8839 112 36000 10,784
SR SRR % T RN 13 P e 3100 88891 113 3650 - 10823
76 3106 8.836 | '

2,780

4,498,

81



Tabela 17: Fun;oes de Gra:n mcdaﬁca.das calculadas para os dados da Tabela 16
| | “Para HOL.

o B Vclnme

pH

" FG.MODIF

FG. AJUST

De_gno

0.000 -
0,200
0.400 -
0.600°

 pat0

S 11 B
12000
1400
L1800
SRR 2_503

9,900

S B.940
L2280
S2.300

VHCL

99779

2,096,
A LR
2218
2,292
2878
‘2481
2811
8L
9889
3015
Csoms
3,139
3AT73
'GRCL :
1. 08?713—02

1955._;.

19987

2.045:

- 2.53T0E-01
O 2.3194E-01
L 2.0033E-01
U 18TR1E-01.

- 1.6498E-01
0 1.4246E-01

1.1991E-01

- 9T644B-02
L T.5489E-02
| sausko
- 8.0867E-02
o 1972TER02
. B.8ETSE.03
43366808
. 2,0876E-04
CULSIITER04

" 2.5396E-01
“2.3186E-01
- 2.0936E-01
1.8706E-01

1,6477E-01
1.4247E-01
1.2017E-01

- 9.7875E-02
T55T8E-07

5.3281E-02

. 3.0983E-02
1,9835E-02
8.6850B-03 -
42265808

£2.3999E-04
~2.4697E-03

-2.5320E-04
2.8153E-04
-2, 7969E-05
2,4584E-04
2.0005E-04
-1.3999E-05
-2.61835-04

- <2.3139E-04

-8,9109E-05
-1.6197E-04
-1.1618E-04
= 1067345}'04
1.8186E.04
L1012E.04
4.3675E-04
© 2,6539E-03
INCL.FHCL
1.1148E-01

S .0,9998979
:_Pm-n.a-x o L

: 'lelﬁma—m
' -.._Volume pH

" FG.MODIF

\FG.AJUST .

Desvio

2280 -

2300

R340

2360

3380

2400
2.430

2440

2460
2,480

U500

L2530,
2540
- 2.560

i
Cae00

N

e

VHA

--3139‘-"
3373

3.244

3,284 - -

a8
13369
3413
3460

3,500

3856 .
3.655
870
3778
3.803 o
3966 .
408
CHA

o & _."0.33054 emsmz

5.0376E:04
© 19117E-04
© 1669TE-04
© 1.6366B-04

- 1.3963E-04
-1.2732E-04

1.1497E.04

1.0223E-04

. 8,9602E-05
7.8495E-05 -
© 8.5379E-05
. B.6382E-05
© 4.1742E-05
o 2.0859E-05
 LYTT4E-05
' 5.5041E-06
7 8.0811E-06
-~ -1.87T42E-05
~ :3.1366B-05
PKA-

-3, 21089 .

B934 E-04
1.9002E-04 -
1.6538E-04

1.5306E-04
14074E-04
1.2842E-04

1.1610E.04

1.0377E-04
-9.1454E-05
T.8133E-05

6.6812E-05.
5.4491E-05 -
4.2170F-05

2.9849E-05

1.7528E.05
5.2068E-06 -
STI41B06
<LO435E-05
-3.1756B-05
"KHA

-0, 6160E—03

-1.4164E-06
1.1473E-06
1.5945E-06
5.0165E-07

-1,1121E-06

-1.0980E-06

-L1212E-08

-1.5446E-06

-1.8512E-08

- «8.3750E.07

-1.43945-06
1:8916E-06
4,9783E-07
1.0608E-08
2.4607E-07
2.0734E-07
1.0331E-06
6.9355E-07
_3.8989E07
R .
-0,89087113

S -

- eontinpa



. ﬁar_a. HA2

Ni = 35N2"“i}.

83

_l’glume pH - _FG.MODIF_FG.AJUST Desvio
2.720 4.331 T.8642E-06  7.7763E-08- &.7041E-08
27407 4.414 6.9568E-08  6.9507E-06  6.0036E-09
2.760 . 4,498 6.1161E-08  6.1252F.08 -9.0340E-09
2,780 4,586 5.2830E-06  5.2006E.06 -1.5731E-08
2,800 4.682 4.4224F-06  4.4741E-06  -5,1666E-08
2,820 - 4.782 3.6078E-06 . 3.6486E-06 -4.1076E-08
2840 4,802 -27860E-06 2.8230E-06 -3.7031E-08
2,860 B6.013 LYT50E-06 ~ 1.9975E-06 -2.2459E-08
2880 . 5149 LI661E-06  L.1T19E-06 -5.871TE-09
- 2900 - 5.303 -3.6264F-07  3.4839E-07  1.6247E-08
L2920 bATE - -43203E-07 -4.T914E-07  4.7112E-08
G840 5695 9,0481E-07 -1,3047E-06  2.5476E-08
VHA -~ CHA PKA - KHA R
' 0 29994 G 14322&02 4.38429 0.4128E-04  .0.99991035
- Para HA 3
: N_i:'éSN?:? -
. ~Volume  pH FG.MODIF FG,AJUST Desvio
L 2980 L.ERE D4098E-08-  9.4039E-08  5.9345E-11
2960 5.960 7.0738E-08 7.0422E-08  3.1605E-10
2.965  6.038 5.8560E-08  5.8613E-08 -5.3433E-11
2970 6117 -4.6454E-08  4.6804E-08 -3.5038E-10
2975 6,200 3.5005E-08 = 3.4996E-08  8.7539E-12
© 2,980 6.203 2.2854E-08  2.3187E-08 -3.3356E-10
-~ 2.985 6.388 1.1323E-08  1.1379E-08 .5.5365E-11
2,990 B.487 -2.0464E-11 -4.3019E.10  4.0973E-10
VHA CHA PKA KHA R
0.08143 03888E—03 5.62677 0.2362E-05  -0.99906328
‘Para HA4
Ni =88 N2 = s -
- Volume pH FPG.MODIF FG.AJUST Desvio
2. 3.008  6.827 3.6048E-08  B.5607E~09  B5.5058B-11
80100 6.947 3.0616E-08 3.0099E-09  5.1742E-11
3.015 7.084 2.4324E-09  2.4500E-09 -1,7636E-11
3.020  7.2%4 1.85868E-00 1.8002E.09 -3.1619E-11
3025 7.377 - 1.2786E-09  1.3304E.09 .5.1806E-11
3.030  7.530 T.5408E-10  T.7054E-10 -1.6456E-11
3.085 01 . 1.B209E-10  2.106%E-10 -2.85%9E-11
3.040  7.860 -3.5207E-10  -3.4910E-10 -2.9630F-12
3.050 8131 ~-1.4066E-09 -1.4688E-09  6.2215E-11
VHA  CHA PKA KHA R
- .0.04708  0.2247E-03 _ 6.95091 0.1120E-06  -0.99970198

continua



Pars HAD

Ni= N2 =7

Nimero de iteracdes = 120

Volumie  pH - FGMODIF FG.AJUST Desvio
3100  8.880 1.8346E-11  1.8486B-11 . -1,40115-13
3.105 8.037" 1.3060E-11  L.2958E-11  1.1113E.13
3.110 8.986 7.0864E-12 7.4303E-12 -3.4384E-13
3.1158 9.029 2.9884E.12  1,9023E-12  1.8618F-13
3.120 8.072 -3:.2706E-12 -3.6253E-12  3.5483E-13
3.12% 8.116 «9.164113—12 -$,1531E-12  -1.0991F-14
3.130 9.158 -1.4434E-11  -1.4681E-11  2.4691E-13
3.135 8,199 -2,0612E-11 -2,0209E-11 -4.0368E-13
VHA CHA - PKA KHA R
0.079084 0.3812E-03 8.95642 0.1106E-08  -0.99375174
- T Para HAG
Ni=8sNz=71 _
Volume pH - FG.MODIF FG.AJUST Desvio
3170 94561 1.5301E-11  1.6116E-11  1.8507E-13
3180 9.520 LISIZE1  LISSIE-1L -5.0004E-14
3.190 9.584 8.5818E-12 8.6502F-12 -5.8300E-14
3,200 9.647 5.1974E-12  5.4173F-12 -2.1991F-13
3.210 0.704 2.1272E-12  2.1845E-12 -5.7232E-14
3.220 8.758 -0.0408E-13  -1.0484E-12  1.4430E-13
3.230 5.812 -4,1644E-12  .4.2812F-12  1.1680E-13
3.240 9.865 -T1.56338-12  -7.5141E-12 -4.9155E-14
VHA CHA PKA KHA R
0.10004 0.4777E-03  9.495041 0.3233E-09  -0.99985200
_ Para HAT
NI =9 N2 =11 _
Volume pH FGMODIF PG AJUST Desvio
3.270 10.003 3.2193E-12 3.2194E-12 -1.6853E-16
3.280 10.004 3.0279E-12  3.0052E-12  2.2678FE-14
3,200 10.085 4790TE-12  2,7010BE-12  -2.4080E-16
3.300 10,123 2.5611F-12 2.5767TE-12 .1.5626E-14
3.320 10.191 2.1907E-12  2.1483E.12 4.2378E-14
3.341 10.280 1.6775E-12  1.6984E.12 -2.0858E-14
- 3.360 10.316 1.2628E-.12  1.2914E-12 .2.8533E-14
3.380 10.369 8.4734E-13  8.6200E-13 .1.5557E-14
3400 10.419 40231513 4.3444F.13 .3.2131E-14
3,425 10.473 -6,81564E-14 -1.0113E-13  3.2074E-14
3.450 10,526 -8.3100E-13 -6.3670E-13  5.7038E-15
3.476 10,573 -1,16209E-12 -1.1723E-12  9.4161E-15
VHA CHA PKA KHA R
0.20352 0.97T18E-03 10.66912 0.2142E-10 -0.99886935
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Tn.bela 18 Curvade t;tulax;;a.o de 23,00 ml de solugio 7,903 x 1073 M de ovalbumina com solugio
de NaOH 01037 M em K €1 1,0 M. Pardmetros obtidos da calibragio de eletrodos: E° = 6151
mV ngﬂmVMj Jag OmVM"eKW—IB-‘-LleO““

Ponto- Voinme{ml} Ponto  Volume(ml)  pH | Ponto. Volume{mi) pH
2 0,200 -1989 45 2.780 475771 88 3.325 7.385
-8 0,400 2.032 | 48 . 2800 - 3964 | 8p 3.330 7.532
4 0,600 0 2.079| 47 . 2820 4016 { 90 3.335 7.696
5 0.700 2.104 | 48 . 2840 4074 | 91 3.340 7.858
8 - 0.800 2132 49 2850 4102 82 3.345 8.026
T 0.600 2158 | 50 2.870 - 4.157| 83 3.850 8.152
8 1.000 - 2187 | 51 2.880 4,185 | o4 3.355 8278
o . 1400 22101 52 2,900 4,244 | 08 3,360 8,308
10 © 200 2.053 53 20000 - 4,302 96 3365  R.M409
1t 1,300 2,887 | 54 2,030 4331 | 47 3370 8,575
12 1,400 2328 | 5h 2,040 43631 98 3375 8.644
13 1,500 2368 | 56 2,050 4361 | 0o 3.380 8,720
14 1,600 2418 | 5T 2,060 4421 1 100 3.335 8,701
18 1.700 2464 1 b8 2,970 4454 | 101 3.390 8,862
16 1.800 2520 | 59 2.980 4,486 | 102 3.398 8,909
17 LBO0 . 2583 | 60 2,990 4519 | 108 3.400 8,960
18 2,000 2684 61 3.000 4,564 | 104 3.410 9,060
19 2,100 2737 | 82 3.010 4,684 | 106 3,420 9,134
20 2,180 2.782°| 63 3.020 4,620 [ 106 3.430 9,219
21 2.200 2830 | 64 3.031 4.658 | 107 3,440 9.260
22 2,260 2,880 ob 3,040 4691 1 108 3,450 9.359
23 2,300 2848 | 68 3.080 4.763 | 109 3.460 5.424
24 2.350 3.015 | 67 3.080 4.841 | 110 3.470 9,483
25 2,400 3.001:] 68 3.120 501470 111 3.480 0.540
26 2.420 3.122.1 69 3.140 51131 112 3.490 5,569
27 2.440 3,166 | 70 3.150 5.166 | 113 3.500 .652
28 2.460 31911 " 3,180 5219 | 114 3.510 9,700
© 29 2470 3.208 | 73 3.180 5.340 { 115 3.520 9.745
30 2,480 32271 73 3,200 5480 ] 116 3.540 9.844
81 2,500 3964 | 74 3,210 5BB3 | 117 3,560 0.931
32 2,520 3303 75 3,220 5637 | 118 3,580 10.008
33 2.540 3343 | 76 3,240 B.840 | 119 3.600 10,083
34 2,860 3384 1 17 3,250 5655 | 120 3.620 10.149
36 2,580 34261 78 3.260 6.082 | 121 3.640 10.211
36 2.600 3472 | 790 3.270 6.229 | 129 3.660 10.267
a7 2,690 3.516°| 80 3.280- 6986 | 123 3,880 10.321
38 2,640 3.562 81 3,280 656741 124 3,700 10,374
o380 680 36081 82+ - 3295 6673 125 3726 10.429
A0 2680 ATIO| 83 B3O 6776 126 3750 10,485
C 41 2000 - 3906 | 84 3306 . 6878 137 3776 - 10.634
42 2,720 3756 - 85 3310 . 6986 | 128 3.800 10.582
43 2,740 3.806 | 86 3.315 7.108 | 129 3.850 10.663
44 2.760° 3.857 | 87 3,320 7.231 ] 130 3.877 10.703
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' Tabela 19: Puncdes de Gran modificadas calculadas para os dados da Tabela 18

87

o __Para HCL .
Volame = pH - FGMODIF FGAJUST  Desvio
0.000 1.951 2.5793E-01  2.5784E-01  3.7917E-0%
0300 1990 2.3796E-01  2.3731E-01  6.5201E-04
0400 2,082 2174TE-01  2.167T7E-01  6.9635E-04
- 0.600 2,079 - 1.9663E-01  1.9624E-01  3.9089E-04
L0700 2,104 1.8630E-01  1.8597E-01  3.27D4E-04
0800 2132 17526E-01  1.7570E-01  -4.4064E-04
- 0,800 2.159 1.6644E-01  1.6543E-01  4.4852E-08
1000 2187 1.6542E-01  1.8517E-01  2,5176E-04
L1000 2218 14479E-01  14480E-01 -1.1070E-04
1200 2,253 1.3422E-01  1.3463E-01  -4,0869E-04
1300 2,287 1,2439E-01  1.2435B-01  2.9631E-05
1,400 2328 1.1335E-01  1.1410E-01  -7.4892E-04
LULB00 2368 " 1.0347E-01  1.0383E-01 -3.5661E-04
1.600  2.415 9.2819E-02  9.3560E-02 -7.4124E-04
1700  2.464 U82771E-02  8.3293E-02  .-5.2210E-04
1800 2,520 © 7.2439E-02  7.3025E-02 -5.8612E-04
1.800 2,583 - 6,2133B-02  6.2758E-02  .6.2443E-04
2000 2:654 5.1974E-02  5,2490E-02  -5.1568E-04
2100 2787 4.1751E02  4,2223E-02  .4.7203E-04
2150 2782 - 3.6847E-02  3.7089E-02  -2.41B84E-04
2,200 2830 - 3.2043E-02  3.1955E-02  8.8286E-05
2,250 2.889 2.8659E-02  2.6821E.02 .1.6177E-D4
2300 2,948 2.1787E-02  2.1687E-02  9.98533E-05
2.350  3.018 1.6733E-02  1.6554E-02  1.7954E-04
2.400  3.092 © LI584E-02  1.1420E-02  1.6409E-04
2420 3022 9.6666E-03  9.3663E-03  3.0028E-04
2.440  3.155 . T.6593E-03  T.3128E-03  3.4651F-04
2460 - 3.191 5.5502E-03  5.2593E-03  2.9088E-04
2470 3.308 4.5815E-03  4,2326E-03  3.4898E-04
2.480  3.227 3.5171E-03  3.2058E-03  3.1125E-04
2500 3.264 1.4971E-03  1.1523E-03  3.4479E-04
2520 3.303 -B.8529E-04 -9.0122E-04  3.3594E-04
2540  3.343 -2,6180E-03 .2.9547E-03  3.3671E-04
2,560 3,984 © - .4.6651E-03 - -5.0083E-03  3.4320E-04
. VHCL CHCL R INCL.FHCL
O ABLE . L1%8B02 0 <0.9999860  1.0268E-01
R S : S continng




Para HA 1

NI = 41 N2 = 16

FG.MODIF

88

Volume pH - 4! FG,AJUST Desvio
- TET0 o 5788 4.3064E-08  4.26535-056 . 4.11495-07
2.740 . 3.807 . 3.9200E-05  3.8079E-05  2.3058E.07
2760 3.857 - 3.5512E-05 3530405  2.0826E-07
2800 3.964 LTT53E-05 - 2.7056E-05 -2.0290E-07
2820 4016 2.4230E-06  2.4281E-05 -5.1217E-08
2840 4,074 2.9218E-05  2.0607E-05 -3.3898E-07
2850 4,102 1,8365E-05 1.8770E-05 -4.0475E-07
2870 4157 - 1.4837TE-05  1.5095E-05 -2.5838E.07
2880  4.185 1.3066E-05  1.3258E-05 -1.5178E-07
2.900  4.244 9.3563E-06 - 9.5839E-06 -2.2758E-07
2.920 . 4,302 . 5.8384E-06  5.9006E-06 -7.1219FE-08
2,930 4331 - 41155506 4.0724BE-06  4,3079E-08
2040 4.363 2.1955E-06  2.2353E-06 .3.9836E-08
2.950 - 4.391 5.9202B-07  3.9814B-07  1.9478E-07
3.960 4422 -1L1950E-06 -1.4391E-06  2.4410E-07
2870 4454 .8.0887B-06 -3.2769E-08  2.3748E-07
2980 4488 . .4.8472E-06 -5.1134B-08  2.6621E-07
~VHA  CHA PKA KHA R
.944094 01979&0" - 3.73585  0.1837E-03  -0.90988196
N Para HA 2
N = NI =TT o
Volime pH "FG.MODIF FG.AJUST Desvio
3.060  4.763 3.2340E-08 4.1789E-06  5.5661E-08
3.080 = 4,841  2.8972E.06 - 2.8588F-06  3.3370E-08
31200  5.014 2.2134F-06  2.2188E-06 -5.1850E-00
3.140 5113 1.8675E-06  1.8985E-06 .3.0058E-08
3,180 5166 - 1.6998E-06 1.7384E-06 -3.8635E-08
3.160  5.219 1.5422E-06 1.5784E-06 -3.6190E-08
8180 5340 1.2174E-06  1.2583E-06 -4.0919E-08
3.200  5.480 9.0121E-07  9.3817E-07 -3.6956E-08
- 3210 53553 7.6112E-07 7.7812F-07 -1.6008E-08
3,220  5.637 6.1434E-07  6.1806E-07 -3.7244E-00
3.240 5,840 - 3.1684E-07  2.9795E-07  1.8892E-08
3260 - 5.955 1.7646E-07 1.3789E-07  3.8565E-08
3.2600  6.082 3.5946E-08 -2.2163E-08 5.8109E-08
VHA CHA . .PKA KHA R
0.30645 013?5E~02 479573 0,1601E-04  -D.99931729
continta



Para HA3

NI“GENZ"I{}

8

‘Nimero de iteracdes = 61

. Volume pH ~ FGMODIF FG.AJUST Desvio
8308 6878 B.UABE-09  B.4690E-08 . A.6134E-10
3,310 - 6,986 . - 5.6852E:09 - 5.5271E-00  1.5804E-10
3315 . 106 C45431E-09  4.5910E-09 .4.7876E-11
© 033200 7281 . 3.5202B-09  3.6548E-08  -1.3456E-10
- 3325 - 7.385 . 24149E-09  2.7187E-09 -3.0371E-10
3330 7.532 C1.5421F-09  1.7826E-09 -2.4042E-10
3335 T.696 8.707T4E-10  8.4640E-10 -1.7566E-10
- 3340 - 7.858 -1.4323E-10 -B.9756E-11 -5.3475E-11
S 3345 B.028 -1.0319E-09 -1.0250E-09 -5.9401E-12
3350 8.152 -L,T7T4TE-09  -1.9620E-09  1.8730E-10
3.355 . 8.278  -2.6435E-09 -2,8082E-09  2,5469E-10
VHA  CHA -PKA KHA R _
008081 03530&03 _8.72783 0.1872E-06  .0.55762416
- - Pars HA4 -
m_ TN =1 R | R
Volame - pH FG.MODIF  PG.AJUST Desvio
8350  8.852 5.2262E-11 5.1398E-11  8.2812E-13
3.395  B8.810 ‘4,8538F-11  4.8578E-11 -3.9302E-14
3.400 . 8.960 4.5629E-11  4.5757E-11 -1.2879F-13
3410  9.050 4,0331E-11  4.0117E-11  2.1394E-13
3420 0134 34713E-11.  34477E-11  2.3637E-13
3430  9.219 © 27995E-11  2.8837E-11 -8.4155E-13
3.440  9.200 2.2707E-11  2.3197E-11  -4.9022FE-13
3.450  9.359 1.7090E-11  1,7557E-11 -4.67-TE-13
3460 9.424 1.1535E-11  1.1916E-11 .3.8097F-13
3.470 9.483 6.3915E-12  6.2763E-12  1.1519E-13
3480  9.540 L1126E-12  6.3616E-13  4.7640E-13
3.490 9.599 -4.8561E-12  -5,0040E-12  1.4788E-13
3500  9.652 -1.0318E-11 -1.0644E-11  3.2657E-13
VHA CHA PKA KHA R
0.14161 0.6354E-03 9.24871 0.5640E-09  -0.99976474
"N1'= 116 N2 = 10
Vohzme pH FG.MODIF ' FG.AJUST Desvio
3580 10.008 8.7667E-12 6.6706E-12 9.600BE-14
3.600  10.083 5.8072E-12°  5.9245E-12 -2,7325E-14
3.620 10,149 5.1587E-12 5.1784E-12 -1.9679E-14
3.640 - 10211 4.3961E-12  4.4323E-12 -3.6145E-14
3.660  10.267 3.6941E-12 3.6862E-12  7.9659E-15
3.680  10.321 2.9357E-12  2.9401E-12 -4,3229E-15
S 3700 10374 2,1019E-12  2.1940E-12 -9.2031E-14
S5 10409  19001E-12 0 1.9613E-12 2.8T6YE-14
3600 10,485 - 3.0950B-13 - 3.2868E-13 :1.9179E-14
10534 . <5.6224FE-13 - -6.0395E-13  4.1703E-14
8800 - 10,582 «1.5126E-12 - -1.5366E.12  2.4002E-14
VHA - CHA PKA KHA R
0.27768  0.1246B:02 10.42823 0.3731E-10  -0.99983770
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FHCI x10'

FHA, x 10°

FHA, x2x108

FHA; x 10°

FHAg x2x10"

1,50 2,00 | 2,50 3,00
VOLUME DE NaOH (mi )

- 'hnemzada pela.u fungoes de Graa mochﬁcadas da Tabeia 19
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FUNCOES DE GRAN MODIFICADAS

S Fxgum 17: Curva de txtulax;ao de ova}bumma. em KC! 1,0 M dada na Tabela 18, segmenta,da e



Tab'ela 20: Resumo dos resultados obficios para lisozima e sua composicio de aminoacidos. Os

~resultados correspondem & média de trés titulagdes em cada. forga iGnica. A massa molecular foi
X conslderada. 14.500 g.mol~! _

- Meto Idnico

- KCI010 M  KClioM Composigao de
. Bérie:  NG.mol™T pfi’ a. NG.mol™ pKa Aminodcidos (73]
: _' _' CHA 5,30,3  4,38+0,03 4440,1  3,55:0,01
~HA, _ 2,040,3  5.60X0,05  7,040,1 4642001 10-11 grapos COOH
HA; + HAy 113406 - 114402 - 1 grupo imidazol
“HAs . 00£0,1 7,330,080 1,440,  6,3220,08 1 grupo a-amino
. HAC 09401 873020 1,140,1 8413002 6 grupos ¢-amino
o HAs 42408 10,00+0,05 4,540,1  10,16+0,01 3 grapos fendlicos
HA+HAs 5004 56402 -
TOTAL 17,3%+1,1 - 17,4+0,5 21-22 grupos.mol™!

Tabela 21: Resumo dos resultados obtidos para ovalbumina e sua composicio de aminoécidos.
- Os resultados correspondem & média de trés titulagdes em cada forca idnica. A massa molecular
da ovalbunnna foi considerada 45 000 g mo! =1

Meio Ionico

L KOl 0,10 M- _ KCi10 M Composigao de
— 8ére . NG.umol-% pK'_a - NG.mol™! pKa Aminodcidos {74)
o HAY g 21,60, 1 -3,22#:3,01 - 27 40,1 3,73x20,02 47 grupos
. HAy - 1_9;4&0';3- -4,3840,01 - 18,620,1 4,7940,01  carboxflicos
 HAy 5340,1 5 58:!:0 05 _ 7 grupos imidazéis
HA; + HAQ +. HA:», 46,3%0,5. © 46,140,2 10 grupos fendlicos
T HAg - 82201 3 81:&:0 (}4- 4,9+0,1  6,7110,02 20 grupos e-amino
- HaAg - .8,020,8  8,96:£0,01  9,040,2 9,260,024 grupos
- HAg '_6,2:{‘0_,4 9,590,089 17,0401 10,43:£0,01  sulfidrilicos
___HA, _18,5:0,2 - 10,6940,02
HA;; *§~ ﬂAg “+ HA’( 25714 7 26,003
_ TOTAL 752420 _ 77,040,6 88 grupos.mol™"

'Oﬁ'tesuitaﬂoa indicam que é_.: tomada de um ndmero adequado de pontos para carac-
tefizar as fungdes de Gran modificadas do dcido forte, Fira, e das diferentes classes de grupos
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Tabela 22: Resultados obtidos para B-lactoglobulina e sua composicdo de aminodcidos. Os

 resultados correspondem & média de trés titulagdes em cada forca idnica. A massa molecular foi
conslderada, 35.500 g.mol™* "

Meio Ionico

v KC’I 0, 10 ' KCl10 M Composigao de
- Série NG.mol~Y  _ pKa _ NG.mol-T  pKa Aminodcidos [76]
“HAy 18,34:0,2 '3,-51&9,-’63 28,2:4:0,2  3,88+£0,02 2 grupos a — COOH
HA; 23,2406 4,680,001 24,2302  4,90£0,03 53 grupos 8~ COOH
. HAs 75401 - 5,954008 _ 4 gropos imidagdis
H'A; + HA,+ HAs 49 00,8 49,440,4 2 grupos a-amino
CHA, | 6,6%01 7,13%0,056  7.7%0,1  7,54%0,02 29 grupos ¢-amino
o HAg 35,1420  10,57£0,01  34,1:£1,4  10,76+0,01 8 grupos fendlicos
TOTAL - 80,7230 - - 91,7418 98 grupos.mol™

~ carboxilicos parece resolver o problema de sobreposigic entre estas espécies [13]. Com isso, a

o  soma dos grupos pertencentes as séries HA, e HA, da lisozima e HA,, HA; ¢ HA, da ovalbu-
- mina e S-lactoglobulina ge mostram independentes da forga idnica da solugio e bem concordantes

“com o contetido de residnos de grupos carboxflicos dado pela composigio de aminodcidos.

No caso das titulagdes de ovalbumina e S-lactoglobulina em forga iénica 0,1 os grupos
pertencentes a sénie HA, a.pres'enté.ra.m respectivamente pKa 3,22::0,01 e 3,5140,08, valores
abaixo do normalmente eﬁcont?a’do para gru;ﬁos carboxilicos presentes em protefnas quando se

* . adota o :mbdeio_ de Linderstrom-Lang [31]. Este fato vem comprovar a possibilidade de alguns

grupos carboxilicos serem determinados juntamente com o dcido forte se as fungdes de Gran

modxﬁcadas ‘para essas. espéc:es _x’iid’f_diém_-aéequadamenté- definidas, de acordo com resultados

" -doestudo tedrico e dos estudes experimentais anteriores.

92



- Na titulagio de ovalbumina em KCI 0,10 M os grupos titulados na regido alcalina
| també'm foram &ividitins ‘-em t'rés-séries_, HAB_, HAg e HA,, bu seja, uma & mais que em K'C! 1,0
M. Deste 'zhodp? o maior nimero de _c‘lhéses. caracterizados nas titulagbes em forga idnica 0,10
o parece ser jum'a.. ébn#equénciﬁ imediatg-das. interagfes eletrostiticas mais intensas neste meio que

o 'prdirdcaim'_.uma. mailor variacao do PKaparens: dos grupos, conforme mostrado nas Figuras 10, 11

T ‘e 12, Na regio de pH entre 8 e 11 sdo titulados em uma protefna grupos o-aminos terminais,

*além de grupos fendlicos, sul_ﬁdrﬂicos e ¢-aminos de cadeia lateral, de modo que a caracterizacio

e de vérias séries de grupos pode ser atribufda tanto ans efeitos eletrostaticos como a diversidade

o de espécies quimicas tituladas nesta regiio.

‘Quanto & titulagio da B-lactoglobulina, apesar da estequiometria dos grupos car-
boxilicos se .m_p'st_mr independente da forca ifmica, observou-se um nimero de grupos 6 unidades
abaixo dc__i i.nd:i.t.:.eindo pela acmpcaigé‘,o :de aﬁﬁnbécidns [76]). Por cutro lado, os valores. abtidos,
49,0#6,9_ grupos.mol™! e 49,4::0,4 grupos.mol~? em KCI 0,10 e 1,0 M, respectivamente, sio
basta.nte coerentes éom a estequibmetﬁa dos grupos carboxilicos d.eterminada por outros aﬁtaras
) ﬁtravés- de titulagbes [42,77). O total de grupes titulados na regiio alcalina também se mostron
* independente da forga idnica e coerénte com dados da compoesigio de aminodcidos e estudos de

titulagio [42,77).

" Este estudo permite concluir que a consequéncia de ndo se considerar o termo de
- varingiio de energia livre eletrostdtica que acompanha as dissociagSes ¢ a divisio dos grupos de

' ‘mesma natureza quimica em subgrupos com pKa’s distintes, de acordo com o que foi proposto
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originalmente por Levy [49]. Logicamente o modelo de Linderstrom-Lang [40] e o refinamento
o introduzido por Tanford e Kirkwood [43] apresentam um tratamento fisico-quimico mais com-
 pleto para o sisterna, uma vez que e inegavel a influéncia das cargas sobre as constantes de

dissociagio dos grupos tituliveis. Por outro lado, no tratamento de Tanford e Kirkwood &

. mecessdrio o conhecimento prévio da variagio de energia livre de interagio dos grupos idnicos,

| jnfurmagao gera]mente nio &lspamve} pa.ra. proteinas [44]. Quanto ao modelo de Linderstrom-

SR fng, Marini e Martin [51] dem{}nstraram que a curva de titulagio potenciométrica de uma

~ proteina muitas vazes nio contém as iﬁfcrmagf)ea suficientes para uma avaliagio segura do coe-

o -I_ﬁciente:de interagio eletrostatica, a menos que o niimero de grupos titulados com o mesmo pKa

‘intrinseco seja perfeitamene conhecido.

Além das interagdes puramente eletrostiticas uma série de outros fatores podem
. atuar sobi.:e as constantes de dissociagio. Assim, no estudo teérico_, em que foram considerados
apénas gfeitc;_s eletrostaticos, obsgrv_oﬁ-se uma impossgibilidade de se separar adequadamente a
| "_regiﬁo da curva de titulacio dé. excesso de acido forte e dos gfupos carboxilicos com f!f a’s

~mais baixos. Do mesmo modo foi im@ossﬁrel a localizag8o correta do ponto final da titulagio
dos grupos amino, quanto maior o valor de Wy, adotado. Por outro lado, trabalhando-se

cosﬁ dm:ias‘- experimentais foi possivel contornar o dois problemas, o que é uma forte indicacao

S que alem de mteragaea pura.mente eletmatatma.s, a confmmm;ao, a ludra.taga.a, o8 pontcs de

i ca.tga, a ressanancxa e hgagoes Indxogemo podem mﬂuencxar as aonata.ntes de dlssocmgao, sendo

o portante duvxdom mterpretar as curvas de ntulaga,o das proteinas com base apenas nos efeitos
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~de interagBes eletrostiticas [51].

‘Assim, o fato das curvas de_ titulagio das protefnas diferirem subsﬁancialmente da
. aobreposlgiio das titulagdes de seus cc'x_istituintea Acidos ou basicos de modo dependente da forga
iéﬂiéa-te‘mﬁi&d ¢ont_01nado pela divisio destes constifuintes em grupos com pKa’s distintes, ou
por tfﬁts;;ios como uma mistura de amdos cujos pKa’s refletem as diversas interagbes a que estéo
o | '.spjei..i;:as n&-.m@iﬁolécu}m Com iss; é_empmvwse s adequabilidade das consideragdes adotadas

- 'pelo método de lizie‘driz_aqio.

Finalizando, deve-se lembrar que além da simplicidade matematica envolvida nesta
metodologia, existe também uma maior simplicidade experimental, uma vez que a determinagéo

- da carga da proteina nio é necessiria."Com isso, a titulacio da proteina se faz de um extremo

- L de pH a outro sem necessidade da titulagio em branco paralela, facilitando a sua aplicagio em

" rotinas e também a automagio do processo.
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5 Tltulagoes de Ovalbumina e Lisozima Desnaturadas
em Solugoes de Clarxdrato de Guamdmo 6 M

| 5.‘.'1"_'_' Cdné-ideragéés Geféis _:.

: Como fqi {risfo ;-ﬁ_o 'Caéftulo-l, _éstudqé de Ténford et. all. [60] e Nozaki e -'I‘anfézd: [61,62] ca-
= rax:tenzarmn .o.'..es:té&b confarmactonal _ae um -'e'prola:rnento aleatério das proteinas em solucdes
de GUHCIG,OM . Nestascand:gﬁeswnformacmnms ¢ de alta {ﬂréa ién.iéa, a influéncia das
E viti‘&sf-ixi'tfe:tagéas', eiéf?mt'éticés_au néc:, sobreas constantes de dissociagio dos grupos tituldveis
' X aan n’umnuzad:;s. _Com lsaé, esperarae que a cﬁtva de titulagio da proteina possa ser Tepresen-
tada. adequad@ente, pela sobreéomqm das curvas de titulagio dos seus constituintes amdos ou

béSK.'c_m,' gem neceﬁmda.de de 'dezsa.o destes _c_anstltmnte&'em séries de grupos com pK a’s distintos,

- como foi obsetvado em estudos teéricos ou nas titulagdes em KC1 0,10 ou 1,0 M.

E mteress&nte tambem uma comparax;zm dos resuita,dns obtidos em GuHC!I 6,0 M
'_-'_'com a composzgao da azmnoa.czdos pa.ra venﬁca.r se a desnatura.gao foi realmente completa,

S expondo todos ‘o8 segmentos da. cadela. m salvenﬁe, tcma.ndc posswel a deiermmagan de todos

oa grupos tltuiaveis presentes Por autm }ado, a comparagio dos resultados obtidos em GuHC!

6‘0_ M com o8 _cb_tldos pma"a' prote‘ma. -natzva, Ipode trazer informacdes sobre o nﬁmero e a

|  ' natureza de grupos presentes em :egxoes hadmfobxcas da molecula, ou que cleudo a mtera,goes

ma&s:mtexxsas, sao ntlﬁadm"com p}'{' a anarmal [30]
= e Fmalmentesepederécomparar _téié_résult&dos com os obtidos por Silva [56], para



' "_iiaozima. e ovalbumina desna.ti_xradas- em solugdes de uréia 9,3 M.

Quanto i parte eXpérimeﬁta,l'deste estudo, cuidou-se inicialmente da purificagio

| d’o Gﬂﬂ@‘l uma vez que Hora Alve's' [75} determinon a presenga de impurezas tituldveis com

e -.pKa s 4 02 5 58 e 9,02, reapectwamente nas concentrax,‘oas 1,749 x 1074, 2,046 x 107 * ¢ 1,740 x

= 1{) ‘M ho reagenta u}trapam da Schuaxz Mann Inc. O procedimento usado na purificagio foi

o descnto em detaihes no ;tem 2 1, reduzmdo a concentra;;ao total de impurezas a (1,48:£0,04) x

: 10"*.&{ A estequzometna dos gru;)os titlﬂavezs das proteinas foram corrigidas desta quantidade

- _' 'd'e_-impu-rezas nas regibes de pKa e _ﬁrbpdfgﬁes determinadas por Hora Alves.

Qutro aspecto, eatﬁd.a_dcc:cb'm cuidado, fal a calibragio dos eletrodos para a medida

" da concentragio hidrogeni6nica nas solugdes de GuHCl 6,0 M.

5.2 'M-eé!_i'da.da COneénti*fagéb Hidrogeniénica em GuHCl 6,0 M

-0 GuHCl é um eletrélito forte e, portanto, dissocia-se completamente em dgua nos fons GuH+
e Cl=. O-ion GuHt 'com'por'taés'é. _cdmb' um acido fraco que, em solugbes alcalinas, pode ser

| - convertido na--b_'a.afe livre, guanidina, com remogao de OH ™ da solugdo. Deste modo, em principio,

~ aconcentragio de OH~ em sﬁlug‘ﬁnn&a pode ser calculada diretamente a partir do excesso de

S ) ba.se .a_d'ic‘i'o'nada..

Por outm lado, anakl e Tmford [61] deﬁeﬁmnaram a cansta,nte de dxssoczax;a,a dofon

:' _:3"_: S guamdomo, G’uH_ ", como 13 ?4 (25"0) em salu;oes de GuH Cl6,0 M. Este valor estd em Stima

o concordama ccm o va.lor 13 65 detemnnade em soluqnea diluidas de GuHCI. Tais reaa}tados

97



o ii_adiaé.’i_n que é possivel considerar a dissociagio do fon gnanidénio desprezivel na regido de pH

- em Que-nofmz{linente.séa realizadas astxtu]ax;ﬁes de proteinas.

:De's;i_;e mo:d_o, 'sdpgées' canﬁ:;én't“xaﬂaé de GuHC! comportam-se de m;,neira semelhante
o _a.-éal&g_a;e.s concentradasdesaxs de xﬁ;ai:ais 'Qcalinos, principalmente X C! ou CsCl, com excegio
: &asregn‘iesde pII | éciﬁui-de '1'.‘.1',. -dnd.é;,l aléﬁl'da disso'c'i.ag&d do fon guanidénio, pode ocoﬁ-ér
G uﬁra rzipxda decompomgw da gumdma [61] Desia manelra, para manutencio da forga mﬁica

-.const&.lite o longﬂ da txtnl&gﬂﬂ prepaxa;—se a solugan de hxdmxndo de sodio em KCl, NaCl ou

o _'.j_"}:'jN aN Oa Hora A}ves [75] pxepa.rou as solugoes titulantes 0,1 M em NaNO,; 5.6 M e determinon

S .os pa.rametms E" JH e Jog necessirios pa.ra calibragio dos eletrodos neste meio. Porém,

. devxc!o i alta concentrag,a,a salma, a pmeza destea reagentes torna-se muito importante, pois, a

'__Sp:esenga. de-snbs‘t’&nciﬁs-.tittﬂéve_is pbd‘e‘ acarretar erros significativos na estequiometria e pKa’s |

o _' 'déﬁ_;z-grzupbﬁ'ﬁﬁs prote_i’nas.

o "Ca_m este problema em mente, optou-se pelo procedimento proposto por Silva [58],

prepa:andmae as solugdes tiﬁul_és.x_;_.tes_ﬁéiﬁdiéxida de sédio em concentragdes préximas a 1,0 M

:_'.'_'_-_a'_'sem"a.- presenca de 'séiis".'.-_(_f.-}dm' isso, péde-se planejar a titilagio de modo que, em sen final,

L e a_'di_}uigﬁo_:d_a amostra na’io téﬁﬁa;ez_téédidol. a.2%. Adotando-se este procedimento eviia-se a

e 'ptes'eﬁga de .impurezas advinc'las do sa_.l nsado-no ajuste da forga idnica, bem como uma 'vax;iagao

::.f"'iszgmﬁcatwa do mem lomm, a.oloﬁgo da tltu}aaao Fmalmente, os valmes de E°’ JH e Jgg sio 5

:-_determmadna dueta.mente na solu;ao de GuHO! 6 0M, mnforme é mostrado nas Figuras: 19 e
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5.3 Resultados e Discussao

A calibragiio dos eletrodos foi feita em termos de concentragio, conforme descrito no item 2.3.

A curva de titulagio de uma solugio 6,0 M de GuHC! em HCI 7,803 x 107>}, linearizada

- pelo método de Gran cléssico, é mostrada na Figura 18. Os grificos E-59,16 log[H*] x [H +]
e EQ}-SQ,IG log[OH~] x [O0H~] para 'dhtermi_nagfio de E9, EY, Jy e Joy em GuHCI 6,0 M sio

= e maostrados, respectivamente, n@'Fig‘iffaﬁ- 19 € 20,

Os valores E¢ = 8317 mV--,-- Jy = 4,49 n*:V-M"fT E¢ = 1729 mV, Joy = 0 mV. M~}

e Ky = 2,510 x 10~ foram t{picos na maioria das calibrages, sempre realizadas momentos

S antes da titulagio de uma solugio de protefna.
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Fp=(Vo+v) 10 "398 = .
F,= (Vo+V) 10°/59,16

0 0,10 0,20 0,30 0,40
VOLUME DE NaOH {(ml)

Fxgura 18; Curva de tltula.qa.o de 30,00 m! de solugio de GuHC! 6,0 ‘d em H Cl7,803x107%M
 com N aOH 1, 085 M hneamada pelo metodo de Gran
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[H'Tx 10% (moles /L )

Figura 19: E-59,16 log[H*] x [H*] para determinagio de E° e Jy
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-175 L
-174 L

~173 O OOy OO e Oy O g5 ==l yemeyr e

172 -

E +59,16 log [OH™] (mV)

._]-7‘; I I L ] ! o] 1 I ! I |
0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

~[oHTx 10%(moles /L)

_ Figﬁra 20: E+59,16 log[OH~] x [0H "] para determinagio de Ef e Jop
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5.3.1 Titulagées de Lisozima

- A Tabela 23 refere-se aos dados de uma titulagio de lisozima desnaturada em GuH Cl 8,0 M. As
o fungdes de Gran modificadas para esta titulacio sdo mostradas na Tabela 24 e a representagio

" gréfica da curva segmentada e linearizada aparece na Figura 21.
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= : Tabela 23 Txtulagao de 30 00 ml. de solugao de lisozima 3, 444 x 10"*M em GuHC! 6, 0 M, na
o presenca de excesso de mdo forte com N aOH 1,085 M. ParAmetros obtidos da calibraciic de
_"__eletrodns em GuHCi 6, {) M E“’ = 631 5 mV; Jg = 43,50 mV.M™; Joy =95 mV.M™' e K
o _'-* 2, 509 x 1073 _
- Ponto Valnme(mi} pH Pomo Volﬂme{mf} pH | Ponto Volume(ml) pH
T - 00000 2025 | 34 08470 . B.A4%4 | o7 0.3040 6,230 .
2 0 00400 2102 35 . 03600 . 5494 | 68 . 03950  9.397
3 00800 2195 | 36 03525 5551 69 . 03960 . 9.405
S 04100 2281 | 87 - 03660 . 5.622.| TO 03070 - 9.476
%7 00300 2348 | 38 03575 5688 71 0.3980 9,537
7
8
g

o 0.1500- 24281 30 03600 5766 72 0.3690 0.594
- 01700 - - 25241 40 0 03625 5853 | T3 04000 9,643
00,1800 . 2581 1 41 03680 5.952 | T4 - 0.4020 9.736.
S8 00.20000 0 2,725 42 . 03675 - 6072 75 0.4040 9.817.
L1000 0,3200 0 2,598 43 0.3700 6.219 { 76 0.4060 - 9.887
S 023000 3074 44 03TI0 0 6283 77 0.4080 9.951
127 02350 8a61 | 48 08720 4ase’| 78 04100 10,007
13- 024000 3,963 | 46 03730 - 6449 1 79 0.4125 - . 10.068
14 09500 - 2400°| 47 0:3740. 6842 | B0 0.4150° 10,126
180 D600 37560 48. 03750  6.643 ] 31 0.4175 10176
180 02700 0 3006 | 40 03760 6788 | a2 0.4200 10,4993
X7 02800 4208 S0 0.3770 6883 | 83 0.4250 10,309
A8 L 0.3860 0 43051 B 0.8780 7.006 | A4 0.4300  10.386
© 190 0.9875 43531052 . 03790 T.143 | 85 0:4350 - 10.453.
U200 0800 43091 83 0.3800 7.287 | 88 04400 . 10,514
| 0:2925 2446 54 0.3810 7422 | 87 0.4450 - 10.568
2200 02080 44910 55 0.3820 7878 | 88 0.4500 10,619
23 03000 4577 |86 03830 77T | 89 0.4650 - 10.659
34 03050 4.665 | 57 0.3340 7876 | 60 0.4600 10,701
.26 03100 - 4749} B8 - 0.3850 - 8026 91 0.4650 10.744
©26 0 031500 4834 B9 03880 8160 | 92 0.4700. 10,781
2T 03200 0 4919 ) 80 0.3870 3319 | 93 04751 10.818
28 03250 5003 61 - 0:3880 - 8467 | 94 0.4801.  10.852
28 .0.3300 - 50931 62 0380 - 8819 | 95 0.4900. + 10.914
307 . 033500 5183 83-  0.3000 8768 | 06 0.5000  10.989
8L 03375  5.229.] .64 03910 8901 | o7 0.5100 ©  11.020
... 32 03400 . 5278 65 . 03020 8023| 98 . 05201 . 11068
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cadas referentes & titulacio dada na Tabela 23

Tabela 24: Funcdes de Gran modif

Para HCl
Volume pH FG.MODIF  FGAJUST  Desvio
06.0000 2.025 2.8208F-01 2.8163E-01 4, 8070F-01
0.0400  2.102 2.37T24E-01  2.3864E-01 2.5173E-01
0.0800 2,195 1.9164E-01  1.9166E-01 -8,3192E-03
0.1100 2.281 1.5723E-01  1.5702E-01  -4,3470E-01
0.1300 2.348 1.3471E-01  1.3542E.01 -5.2684E-01
0.1500 2.428 1.1194E-01  1.1283E-01 -8.7880E.01
0.1700  2.524 8.9534E-02  9.0438E-02 -1.0002E-+00
0.1800 2381 T.8352E-00  7.9199E.02 .1,0509E400
{2000 2,725 5.5710E-02  5.8899E.02 -1.7438E+00
0.2200 2.928 3.3803E-02  3.4208E.02 .1.17T3E400
0.2300 2074 2.2889E.02  2.2060E.02 .2.6697E-01
0.2350 3.161 1.7713E-02 1.7336E-02 2.17T31E400
0.2400  3.263 1.2539E-02  1.1713E-02  7.0521E400
0.2500  3.4890 2.5185E-03  4.6879E-04  5.9532E4+02
VHCL CHCL R INCL.FHCL
0.2504  9,0567E-03 -0.9999331 1.1246E400
Para HA 1
Ni=28N2= 14
Volurmne pH FGMODIF FG.AJUST Desvio
0.3380 b.183 4.20190E.07 4,16571-07 5. 60851E-01
0.3375 5.229 3.7149E-07  3.6943E-07 5.5922E-01
0.3400 5.278 3.2149E-07T  3.2228E-07  -2.4812E-01
0.3450 5,370 2.2641E-07  2,2799E-07  -6,9798E-01
0.3475 5.434 1.7848E-07  1.8D83E-07 -1.3204E-+00
0.3500  5.4%4 1.2007E-07  1.3370E-07 -3.4850E400
0.352%5 5.551 B.5061E-08  8.6559E-08  -6,9092FE-01
0.3552  5.622 3.5408E-08  3.5643E-08 .4.0544F.01
0.3575 5.688 ST.8775E-09  -T.7303E-09  .6.8203F.01
0.3600 5. 766 -5.4200E-08 -5.4875E-08 .1.2301E+400
0.3625 5.852 «1.0017E-07 -1.0202E-07 -1.8173E+400
0.3650 5.952 -1.4722E-07 -1.4916E-07 -1.3010E-+00
VHA CHA PEKA KHA R
0.10667 3.8581E-03 4.72451 1.8358E-05  -0.99502800
continua
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Pare A2

N1 =42N2=9
Volume pH . FGMODIF - FG.AJUST Desvio
0.3675  6.072 23071E-08  2.2026F-08  6.8400E-01
03700  6.219 1.6464E.08  1.6530E-08  .4.0011E-01
0.3710 6283 - 14056E-08 1.3971E-08  6.0629E-01
0.3720 6359 11435808  1.1413E-08  1.9051E-01
0.3730  6.448 8.6547E.09  8.8546E-09 .2,2578E+00
- D3TH0 8542 6.1365E-09  6.2961E-09 -2.5352E+00
03750 8.843° . 3.8012E-08  3.7378E-08  -1.2455R4.00
- 0.3760  6.756 - L2065E-09  1.1794E-09  2.2990E+00
0370 6.883 -1L3779E-09 .1.3751E-09  -5.0677E-02
0.8780 . 7.008 -3.7458E-09 -3.9374E.098  +4.8873E-+00
VHA. CHA  PKA KHA R
0.01937 7.0088E-04 . 5.50703 2.5584E-06  .0.99980723
o e Para HA 3
Nl=mB3N2=T 3
Nolume " pH ~  FGMODIF FG.AJUST Desvio
C0.3800 7087 - 2.0881E.10  2.06008E-10  8.8222E-01
- 038107 T.422 1.6862E-10  1.6463E-10 - 2.6011E400
D.3820 578 11874E-10  1.21T0B-10 -2.4302E4-00
0.3830 T.72T 7.5292E-11  T7.9059E-11 -4,7645E+00
0.3840  7.875 .~ 3.3882E-11  3.6415E-11 -6.95T3E+00
0.3850 8,026 - -T.7702E-12 -6.2279E-12  2.4785E-+01
0.3860  8.169. -4.6764E-11 -4.8871E-11 -4.3118E-+00
0.3870 . 8.320 -8:8921E-11  -9.1513E-11 -2.3321E400
VHA ~CHA PKA KHA R
- 0:00839  3.0355B-04  7.37015 4.26436-08  .0.99957800
N R . Para HA4
"NI=79N2=7
.- Volume ~pH  ~  FGMODIF FG.AJUST Deésvio
U 0.3880 0 8619 o T.OBT2E-12  T.8438E-12 1.5258K4.00
03900 8,768 O 48720E-12 5.0110E-12  :2.7798E4-00
08910 8901 2.0000E-12  2.1779E-12  .4,0373E4-00
0.3920 - 9.023°  -6.3449E.13 -6.5503F-13  .3.1358E4-00
©0.3930 9,138 - »3.4246E-12 .3.4881E-12  -1.8208E+00
- VHA ~ CHA PKA KHA R
0.00691 - 2.5000F<04  8.54775 2.8530E-00  -0.00067611
' e S - continga
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Pars HAG

NI = 76 N2 = 14

Volunie pH FG.MODIF FG.AJUST Desvio
0.4060 - 9.887 L.0693E-12  1.0487VE:12 . 1.0668E+00
0.4080 . 9.951 1.0088E-12  1.0030E-12  5.7636E-01
0.4100 10,007 9.5803E-13  9.5733E-13  7.2300E-02
0.4125 © 10.088 = 9.0527E-13  9.0024E-13  5.5901F.01
0.4150 . 10125~ 8.4338E-13  8.4315F-13  2.7055E-02
0.4175 10.178 7.8679E-13  7.8606E-13  9.3240E.02
0.4200 - 10,223 7.3016E-13  7.2897E-13  1.6420E.01
0.4250  10.309- 6.0950E-13  6.1478E-13  -8.5006E-01
0.4300  10.386 4.8401E-13  5.0080E-13 -3.3132E+00
0.4350 10.453 3,6856E-13  3.8641E-13 .4.6206E+00
D.4400  10.514 - 2.5197E-18  2.7228E-13  -7.4409E+400
0.4450  '10.568 1.4401E-13  1.5804E-13 .8.8786E+00
0.4500 10,819 - 2.9839E-14  4.3861E-14 -3.1968E401
0.4550 - 10,659 -4,8867E-14  -7,0324E-14 .3.0511E+01
0.4600 10,701 -L522ZE-13 -1LB451E-13  -1.7499E401
VHA.  CHA - PKA KHA R

0.06015 2.1765E-03 10.64136 2.2837E-11  -D.99927616

Nimero de:_iti"erax;ées = 236
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:' .'] 1
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-FHCI x 10!

FHA; {2 x107)

i 1

FHAz(4x10%)

|
.Y
FUNCOES DE GRAN MODIFICADAS

FHA, x 1012

030 0,35

- VOLUME DE NaOH (ml )

- Figura 21; Cu:va. de titulagdo da lisozima desnaturada em GuH ¢! 6 0 M, segmentada e linea-
nzada pelas {nnqoes de Gran modlﬁcadas da Tabela 24 |
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S Ta.bela 25: Resultados obtidos pelo. metado de hneanzagau aplicado a triplicata de titulagdes de
hsoz:ma. desnatumda em GuE C! 6,0 M A massa molecular foi conmderada 14.500 g.mol™!

o Sé_rié ~Nimero dé Gmpds;mol”‘  pKa Composicio de
R R L A Aminodcidos
- HA, 11,4 £03 -~ 473+£003 7-8ASP
. ..":.HAQ- 1,84+03 5,70 :i: 0,01 2GLU, 1a-CO0OH
L HAy 0,88 £ 0,01 7.43£002 1HIS

oo HAg BGT:E:OOS o 8564+ 0,02  l-g-amino
U HAs U 63F001 -___.;._10;'64-'_i-.'£),01 3 TYR

- TTotal 2,108 6 LIS

03 11 44+ 04 gmpos mal"1 com pf(' a 4,73 & 0,03, caracterizados na série HA;
poc!em ser atnbmdaa aos gtupua carbma’hcos Este resultade é coerente com a campmxgm
e mmnoémdoa detarmma,da por Canﬁe}cl [73], que indica a presenca de 8 residuos de 4ida

T '-_aspértzco, 2 res:duos de émdo glutamzco e 1 grupo carboxilico terminal, num total de 1

= '-:'gmpos mol*‘"1 Estudoa mais recentas [1_2], porem, indicam que um dos residuos atribuidos

(e ]_-m.éz:dc;.a'sfaértlco correspoude,'.n“a.' iealidade',”a um resfduo de asparagina, de modo qﬁe exis-

::aupmlqan, a pm:tlr dc:a resultades da txtula.qa.o de hsozlma em GuHCl 6,0 M,

Por outxo lado, os resultados da Tabela 25 mchca.m tambem a presenga dasérie HA,,
na qna.l foram determma&m 1 8 & U 3 grupos rrmf""1 com pRa 5 79 + ﬂ 11 Este pf{a po&e aer._-'.'_;'.f :_-
o .catactermtxco, ta.nta pa.ra gmpoa caxbaxﬂxcos como paxa. grupos mnda.zoxs Adnutmdo—se que os

"doxs gxupos caractenza.dos neata. sene podem ser a}.nbmdos como um gmpo caxbc:xﬂxco e um

tlna.m 10 e nao 11 grupos caxbom’hces na hsoz:ma Roxby e Tanford [63] ji haviam. fexto esta =



" grupo imidazol, estar-se-ia encontrando 12 grupos carhoxilicos para lisozima, ou seja, um a mais

L que o nimero encontrado por Canfield [73] e dois a mais que o indicado por Imoto et. all. [78].

- Outma trabalhos mostram. que Donovan et. all. [79] encontraram 12 grupos car-

o '-boxﬂmos na hsomma desnaturada em G’uB' €1 8,0 M, enquanto Tanford e Wagner {30] encon-

& :: -t:aram 14 gmpos na pmtei’na natlva. Sakakxbaxa e Hamaguchl (81], por sua vez, determinaram

. '."'_--11 gmpos ca.rbmcﬂxcos Asmm, o numem de grupos ca.rboxﬂlcos determinados por titulagio é

- a.mda- pulg_mm_cs- & parece dépénde_r da 'axﬂo‘stra estudada.

- Como, na maioria dos trabalhes, tem-se encontrado um niimero de grupos car-

boxﬂlcos maior que o indicado pela 't:_éiii‘.iﬁc’sigio de aminodcidos, sugeriu-se que 0 GuH Cl poderia

" reagir com ‘a protefna em solugbes 4cidas, produzindo noves grupos tituliveis. Esta possibili-

. dade deve ser descartada, uma vez que outras protefnas, como ovalbumina e ribonuclease, nio

;:-apresent'w:é.i:n comportamento -aﬂélogb'_ em GuHC! 6,0 M.

A presenga de impufezaé;ti-tuizi{feis na solugio de GuHCl 6,0 M, em niveis préximos

. al x .10"4M- enirél'veriam 'uﬁi_éffo de'ceréa- de 0,5 grupos.mol™! no nimero total de grupos

deterxmnados na hsazu:na., o que nio. explxcana a estequiometria encontrada, para os grupos

: carbnxﬂlcos

Sab&se que os. :es:duns de wdo glutamxco 7 e o grupo earboxﬂmu termxna} da

lenctm& 129 pa.rﬁmzpam da fnrm&gao de pa.res énicos com grupos ¢-amino. clas ilsmas 1 e 13 o

'."'re'apgtt_lwmentg-, -c';_ 'Qu_e'levan'a _este'a'_-g”r_u-pﬂs'& serem tituiadc‘:s.ct}m pK a's anormalmente baixos na



protefna nativa [82]. Em GuHC! estes pares idnicos sio destruidos e os dois grupos carboxilicos

titulados com pXa normal, de modo qﬁe seriam determinados de 12 a 13 grupos na regido acida.

. Esta explicagio seria légica para explicar a diferenga observada entre a estequiometria dos grupos

carboxilicos determinada na proteina nativa e desnaturada, porém, nio é concordante com os

‘dados da composi¢io de aminodcidos.

A divisio dos grupos carboxilicos em séries com pKa’s distintos parece ter sido di-

minuida, principalmente admitindo-se correta a composi¢io de aminodcidos determinada por

Canfield [73). Este resultado é coerente com o8 estudos anteriores sobre a influéncia das in-

. teragbes eletrostiticas nas constantes de dissociagiio, uma vez que em GuHCI 6,0 M tais in-

teragoes sdo minimizadas.

A presenga de um grupo imidazdlico, caracterizada na série H Ay, com pKa 5,70 +
~ 0,11, estaria coerente com a composigio de aminoacidos. O pKa também seria coerente com o
valor 6,12 determinado para histidina em GuHC! 6,0 M por Nozaki e Tanford [61], uma vez

que refletiria a média entre o pKa do grupo imidazol e de um grupo carboxlico.

Na série HA;, os 0,88 & 0,01 gru]ios_.mol“l com pKa 7,43 £ 0,06 podem ser
atribuidos ao grupo a-amino terminal, em boa concordincia com a composigio de aminoacidos

e com o pKa 7,6 determinado para este grupo em GuHC! 6,0 M por Roxby e Tanford [63).

R NassénesH Ao HA, fcramdetemnnados, respectivamente, 0,67 % 0,05 grupos.mol™!

com pK& '8,56'::1.::0;02 e 6,3+0,1 giﬁ?bé.mof‘l com pKa 10,64 + 0,01, que devem correspon-
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. - der & titulagdo de grupos fendlicos e e-aminos. Porém, a soma dos grupos pertencentes a H A,

e HA;, 7,0 £ 0,1 grupos.mol™, nao corresponde aos 9 grupos esperados pela composicio de
. y. 6y grup po B :

o _.&nﬁnoécidoa {3 TYR e 6 LIS). Os 6,3 + 0,1 grupos.mol™! caracterizadoa na série H A, éodem
ser atxibu;'doa aos 6 grupos e:amino da lisina, uma vez que, mesmo na protefna nativa, eles sio
- _ 'titu;éveis [6.3,80].

* Os grupos fendlicos, por mﬁm lado, nio sdo tituldveis na protefna nativa e os resulta-
.dds:ébt}idos iﬁdicam que .apengs um destes grupos foi titulado em GuHCI 6,0 M, ou seja, que a
L ?Iesnaturagélo néo fol cémpief-é;; ao contrério do observado por Roxby e Tanford [63]) ¢ por Dono-

- van et. all. [79). Segundo estes autc:és, 08 3 grupos fendlicos foram determinados por titulagio

espectrofotométrica com pKa 9,8 & 0,1 e o8 6 grupos e-amino por titulagio potenciométrica

i eom pKa 1G,35 [63].

QO nidmero total de grupos indicados na Tabela 25 como 21,130,8 grupos.mol~!,

~entretanto, & coerente com a compesi¢io de aminodcidos dada por Imoto et. all. [78]. Este valor

7 também ¢ coerente com o valor encontrado por Silva, apés a desnaturagio da lisozima em uréia

o 9,3M '(26;?:&_1,1 gfnpgs.mof‘.'_‘]). Os resultados obtidos por Silva[56] sio bastante coerentes com
e a composi¢ao de aminodcidos de Ca_nﬁeld[’?B},_admitindwse a presenga de 11 grupos carboxilicos

e e_s'qi:e -a.penaﬁ%-gra;ma fendlicos sdo titulados, indicando que a desnaturagio nio é completa em

Gomo se pade natax, a mterpretagm da curva de t:tulax;a.o da lisozima em GuH(Cl

_é baatante dxﬁcil, pnncxpalmente compa.randa—se os resultados com os obtidos por Roxby e
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o Tanford [63]. O fato do nimero total de grupos determinados aqui ser concordante com o

:nd:cadoporlmotoet all. pode sugerir que a desnaturagio é completa, mas que os grupos

- fendlicos estariam sendo titulados com pk' a’s anormalmente baixos. Esta explicacio, apesar
est: dos co s anc _ p

'c_le.."pauco' "pmva';ve}, pode ser tentad_a,'.'uma;- vez que a lisozima é uma protefna relativamente
o pequena, com quatro pontes chssulfeto em sua molécula que permanecem intactas em GuH Cl

: o '6 0 M Estas pcntes dmsulfeto ccmferem gmnde establhdade ao estado nativo e um certo. grau de

S ordena,gaa apos o pmcesso de desnaturagan, de modo que poder-se-ia inferir que a hsomma néo

= "tenha, atmgldo o estado que possa ser caractenzado como de enrolamento aleatério. Com isso,

s alguns grupos p_odena.m estar sujextos.-'a fartes 1‘nterax;oes locais, alterando significativamente sen

- wniportmento 4cido-base. Por outro lado, deve-se lembrar que esta explicagio ainda estd em

:__ desacordo com o resultados @biidoa.p_é_if Roxby e Tanford [63].

| 5.3.2 Titulagdes de Ovalbumina

_:.-:. Os dados c}e uma das curvas de txtulagao da. ova.lbumma em GuHC! 6,0 M sdo mostrados na

| '_.Ta.bela 26 As fungoes cie Gran modxﬁca.das pa.ra. esta titulagfo sio mostradas na Tabela. Mea

Eae ..represggtagm graﬁca da curva se‘gmenada e hnemza‘da aparece na Fxgura 21
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Tabela 26: Titulagio de 30,00 m! de solugdo de ovalbumina 7,142 x 1073M em GuHC! 6,0 M,

- -na presenca de excesso de 4cido forte com NaOH 1,085 M. Parametros obtidos da calibragio

. dos eletrodos em GuHC! 6,0 M: E° = 638,1 mV; Jy = 22,39 mV.M~%; Jog = 0 mV. M~ ¢
Ky =2,419.x 10~ '

o Ponto  Volume(ml} pH- | Ponto Volume(ml) pH | Ponto Volumeiml). pH
1 0.0000 20251 43 0.2740 4131 83 0.3530 7.243
2 00100 2044 | 44 0.2760 4184 | 86 0.3500 . T.341
3. 00200 2062 45 0.2780 42331 &7 0.3500 7.460
4. 00300 2.081 | 46 0.2800 4285 | &8 0.3610 7.601
5 0.0400 21021 47 0.2820 4334 | 89 0.3620 7.719
6 0.0500 2122 | 48  0.2340 4378 | 90 0.3630 7.863
7 0.0600 21441 40 0.2860 44231 9 0.3640 8.025
8 0.0700 2.168 | 50 0.2880 4460 | 02 0.3650 8.191
] 0.0800 21811 51 -0:2800 4,515 1 93 0.3660 8.274
10 0,0900 22181 52 0.2925 4569 | 94 0,3670 8,543
11 0.1000 2,245} 53 0.2950 4,621 95 0,3680 8695
12 0.1100 2274 | B4 0.2075 4,672 | 96 0.3690 5.827
13 0.1200 2305 | 55 . 0.3000 4736 | 97T 0.3700 8.942
14 0.1300 2339 . 56. 0.3025 4,773 | 68 0.3710 6.033
15 0,1400 2375 | 57 0.3050 4,828 | 99 0.3720 9.118
18 0.1500 2415 | 58 0.3075 4.879 | 100 0.3730 9.192
17 0.1600 2.459 1 59 0.3100 4932 | 101 0.3740 8,259
18 0.1700 2506 | 60 0.3125 4,884 | 102 0.3730 9.322
18 0.1800 2.560 | 61 0.3150 5.035 | 103 0.3760 9.376
20 0.1900 2.693 | &2 0.3175 5.081 | 104 0.3780 9.481
21, 0.2000 2.693 | 63 0.3200 5.149 | 105 0.3300 9.571
22 . 0:2100 2,776 | 64 0.3225 5206 | 108 0.3330 5.652
23 022000 2.877 | 6% 0.3255 52761 107 0.3840 9.726
24 0.2250 2,038 66 0.3276 5335 | 108 0.3860 9,704
28 02300 . 3.009 | 67 0.3300 53094 | 109 0.3882 9,858
26 . 02375 3131 68 0.3325 5472 | 110 0.3900 0.910
27 0.2400 3179 | 69 0.3350 5553 | 111 0,3925 9.081
28 - 0.242% 3236 .70 03373 5.841 | 112 0.3950 10,037
29 0.2450  3.286 ‘7L 0.3400 5.744 | 113 - 0.3976 10.098
30 02475 3348 | 72 0.3420 5.828 | 114 0.4000 10.145
3 © 0.2500 3416 | T3 . 0.3440 5942 | 118 0.4050 10,240
32 02530 34700 74 - 0.3460 6.065 | 1186 0.4100 10,325
33 - 0.2540 3528 7 0.3470 8132 | 117 0.4150 10.399
34 - 0.2560 3588 | 76 0.3480 6.213 | 118 0.4200 ° 10.468
35 0.2580 3681 | 7T 0.3500 8391 | 119 0.4250 10.529
38 0.2600 3715 | 78 0.3510 6.493 | 120 0.4300 10.583
87T 02620 37791 7 08520 86021 121 0.4350 10836
L0380 04840 0 3842 +.0:3530. 8706 | 122 0.4400 . 10681 -
T80 02680 301 03640 6.812 ] 123 - 0.4500 ¢ 10,768
40 - 02680 3962} 0.3550  6.918 | 124 0.4600 10.840-
41027000 4019 © 0.8560 7.027 | 125 0.4700 10908
42 027 4078 | 0.3570 7.132 .
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Tabela 27 Fungbes de Gran modificadas para os dados da Tabela 26

B ~Para HCI

Volume pH FG.MODIF FPG.AJUST _ Desvio
0.0000  2.026 2.8307F-01  2.8006E-01  7.5839E-01
0.0100  2.044 2.7104E-01  2.7001E-01  3.7843E-01
0,0200  2.062 2.6011E-01  2.5907TE-01  4.0010E-01
0.0300  2.081 2.4904E-01  24812E.01  3.6924E-01
0.0400 2,102 2.3735E-01  2.3718E-01  7.0837E-02
0.0500 2.122 2.2673B-01  2.2624E-01  2.1658E-01
0.0800 2144 2.1558E-01  2.1520E-01  1.3415E-01
0,0700  2.168 - 2,0404E-01  2.0435E-01  -1.5162E-01
0.0800  2.191 1.9358E-01  1.9340B.01  7.9274E-02
0.0900 2.218 1.8192E-01  1.8246E-01  .2.9307E-01
0.1000 2,245 1.7090E-01  1.751E01  .3.0722E.01
0.1100  2.274 1.59906E-01  1.6057E-01  -3.7730E-01
0,1200 2,305 1.4896E-01  1.4963E-01  -4.4673E-01
01300 2,339 1.3774E-01  1.3868E-01  -8.7809E-01
0,1400  2.375 1.2678E-01  1.2774E-01  -T.4954E-01
0.1500  2.415 L1560E-01  1.1679E-01 -1.0178E400
0.1600  2.459 1.0443E-01  1,0585E-01 -1.3408E+00
0.1700 2,508 9.3664E-02  9.4903E-02 -1,3036E+00
0.1800 2,560 ‘8.2633E-02  8.3058E-02 -1.5792E400
0.1800  2.623 T.1356E-02  T.3014E.02 .2.3707TE+00
0.2000 2,603 6.0572E-02  6.2070E-02 -2.4136E+00
0.2100 2776 49TOTE-02  5.1125E-02  .2.5686E+00
0.2200 2.877 3.9102E-02  4.0181E-02 -2.6842E+00
0.2250  2.938 | 3.37T01E-02  3.4709E-02  .2.9038E4-00
0.2300  3.009 2.8244E-02  2.9236E-02 .3.3947E+400
0.2375 3.131 2.0562E-02  2.1028E-02 .2.2143E-+00
0.2400  3.180 1.7982E-02  1.8292E-02 .1.6932E400
02425  3.230 1.5568E-02  1.5556E-02  -1.0717E-03
0.2450  3.286 - L3100E-02  1.2820E-02  2.1837E+400
0.7475  3.349 © LO612E-02 1.0084E-02  5.2340E+400
0.2500 3.415 8.2385E-03  7.347T6E-03  1L.2131E401
0.2520 3470 6.3990E-03  5.1587E-03  2.4044E+01
0.2540  3.528 4,5913E-03  2.9698E-03  5.4601E+01
- 0,2560  3.589 2.8000E-03  7.8088E-04 2.5857E+02
0.2580  3.651 1.0266E-03 -1.40080E-03 -1.7291E+02
10,2600 3.715 -7.5062E-04  -3.5968E-03 -7.9131E+01
_ VHCL _CHCL | R INCL.FHCL
. 0.2667  9.2845E-03 . . _=0.8999162 - 1.0944E+00
e © continna
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Para HA 1

Ni=T0NI =8

115

Volime pH FGMODIF FG.AJUST Desvio
0.3375  5.641 - LEDNE-DT - LTBI3E-0T  LOB4SE-+0D
0.3400 5744 LA406E-07  1.4499E-07 - -6.4290E-01
0.3420 5.828 1.1924B-07  L1848E-07  6.4173E.01
S 0.3440 5942 - . 0.0042E.08  9.1960E-08 - -2,0943E+00
0.3460 - 6.085 - ' 6.4174E-08  6.5456E-08 -1.9587TE+00
0.3470  6.132 ' 5.-198'-‘313-98 5.2200E-08  -4,1753E-01
0.3480 6,213 - 3.8565E-08  3.8944E-08  .9,7326E-01
03500 6.391 " 13063E-08  1.2431E.08  5.0811E+400
0.3510 6,493~ . .2,4052E.11 -8.2537E-10 -9.708SE401
10,3520 6.602. C=1.3413E-08  -1.4082E-08 -4,7484E400
- VHA CHA - PKA KHA R
- 0.09422  3.4078E.03 4.87758 1.3256E-05  .0.99983886
G L . Para HA2
T NF=83N2=12 -~ - -
- Volime pH . - FGMODIF FGAJUST Desvio
00,3560 0 T.027 0 B.G63BE-10  5.5205E-10  2.539BE--00
- 03570 . -7.132 '5.0488E-10  4.9487E-10  2.0218E+00
03580 7,243  43758E-10  4.3769E-10°  -2.5162E-02
. 03580 - 7341 © 3:8701E-10  3.8052E-10  1,7058E+400
0,3600  7.470 31269E-10  3.2333E-10 -3.2917E+00
0.3610 7601 . 24655E-10  2.6616B-10 -7.3863E+400
03620 720  1.9662E-10  2,0898E-10  -5,9139E-00
0.3630  7.883  14051E-10 1.5180E-10 -7.4322E-+00
0.3640 ~ 8.026 7 8.4466E-11 9.46116E-11 -1,0728E-401
03650 8,191 - 3.3824BE.11  3.T43BE.11  -0.64TOE+400
9.3'6_69:' 8.274 ©OL199TE.11 J19T42E.11 .1.60TTE402
03670  8.543 ©#T.A4806E-11  .T.6923E-11 -2.7521E400
0.3680  8.695 .1.3097B-10 -L3410E-10 .2.3366E-+00
.~ VHA CHA - PKA KHA R
0001472 0 .5.3226E-04  7.24276 5. 7T180E-08  -0.09810469
.' I ' continua



Para HA 3

Nimero de iteragdes == 86

Ni=8TN2=9
Volume »H - FGMODIF FG.AJUST Desvio
0.3700 8,042 2.54161-12  2.9817E-12  -6.7710E-01
0.3710°  ©.033 2.6868E-12  2.6604E.12 ©  0.8034E.01
0.3720  9.118 2.3573E-12  2.3592E-12  .7.9706E.02
03730 9.192 2,0587E-12  2.0580E-12  3.5403E.02
0.3740  9.260 1.7527E-12  1.7568E-12  -2.3343E.01
0.3750  9.322 1.4408E-12  1,4556E-12 -1.0140E+4-00
0.3760  9.378 1.1778E-12  1,1543E-12  2.0330F+00
0.3780 9.481 5.4257E-13  5.5190E-13 .1.6898E+00
0.3800  9.571 -5.2236E-14 .5.0543E-14  3.3498E-+00
0.3820  9.652 © «6.5160E-13 -6.5208E-13  -2,1253E-01
VHA CHA - PKA KHA R
0.01418 5.1275E.04 '9.52}'12 30122E-10 .0.98052162
PRI, Para HA4
Ni=110N2 =12 | _ :
Volume pH .. = PGMODIF FG.AJUST Desvio
0.3000  9.010 1.0491E-12  1.08Y7E-12  1.0986E+00
0.3925 9.981 9.8000E-13  9,7528E-13 -1.5667E400
0.3950 10,037 9.2071E-13  9.1287E-13  8.5779E-01
0.3976 10.086 8,5115E-13 8.4798E-13  3.7171E-01
0,4000 10,145 7.9505E-13  7.8808E-13  8.8511E-01
0.4050 10,240 6.6612E-13 6.6327E-13  2.7802E-01
0.4100 10,326 5.3165E-13  5.3848E-13 -1.2682E400
0.4150 10,369 4.0914E-13  4.1368E-13  -1.0860E+00
0.4200 10,468 2.7717E-13  2.8887E-13  -4.0533E400
0.4250 10.529 1.5479E<13  1.6407E-13 -5.8617E+00
0.4300 10,583 4,1738E-14  3.9274E-14  6.2743E+00
0.4350  10.888 -8,6857E-14 .8.,5525E.14  1.5567E400
0.4400 10,681 -1.8502E-13 -2.1033E-13 .T.2781E+00
VHA CHA PKA KHA R
005174 1.B713E-03 10.60275 2.4060E.11  .0.95976206
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* Tabela 28: Resultados obtidos pelo método de lineanzagio aplicado a triplicata detitulacdes de
ovalbumina desnaturada em GuHCI 6,0 M. A massa molecular foi considerada 45.000 g.mol™

Série  Nimero de Grupos.mol~! pKa Composi¢ao de
_ Aminodcidos

HA, 46,8 = 0,3 487 £ 0,01 14 ASP
HA, 747 £ 0,06 : 7,23 £ 0,01 33 GLU
HA, 73 £ 0,7 9,49 0,06 7 HIS
HA, 26,7 £ 0,5 1064 £ 0,06 4CYS

: 10 TYR

20 LIS

Total 88,4 £1.6 88

Os 46,8 £ 0,3 grupos.mol™! com pKa 4,87 % 0,01, caracterizados na série HA,,

ppdem ser seguramente atribuidos i soma dos 14 residuos de 4cido aspdrtico e aos 33 resfduos de

‘ Md{; glutimico dados pela composigio de aminpé.cidos[’{ci]. Assim, o total de grupos carboxflicos

| pf‘esen'tes na ovalbumina estd em Stima concordancia com o nimero determinado nas titulagdes

- em GuHCL 6,0 M. .0 valor de pK.'a"'ii,S’T + 0,01 estd em boa concordancia com o valor 4,55

~“determinado para o 4cido acético em GuHCI 6,0 M por Nozaki e Tanford [61).

Néo foi possivel a separagio entre as duas classes de grupos carboxilicos, cido

" aspértico e 4cido glutimico, como obtido por Nozaki e Tanford [61] para a ribonuclease. Acredita-
se que esta éepars;.gﬁﬁ'nio é possivel, uma vez que a diferenca de pK a entre esses grupos é inferior

o mea unidade, estando abaixo da capacidade e resolugio de wma mistura pelo métods de I

o ;ngaﬁz'ggib. [72] :
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Os 7,47 % 0,06 g:u_pbs.mol“’ com pKa 7,23 + 0,01, referentes i série HA,, podem
ser atribuidos aos grupos imidazdis, uma vez que dados da composicio de aminodcidos indi-
cam a presencga de 7 destes grupos por mol de protefna. O pKa determinado estd em dtima

concordancia com o valor 7,18 obtido por Nozaki e Tanford [61] para o imidazol em GuHCI

6,0 M.

Uma anélise das séries HAs, 7,3 & 0,7 grupos.mol™! com pKa 9,49 + 0,06 e H A,,

26, 1 & 0,4 grupos. .mol™* com pKa 10,64 % 0,06, indica a presenga de 33,4 % 1,1 grupos.mol™?

titulavels na regido de pH alcalino. Deve-se lembrar que esta regifo da curva de titulacio c!e uma
protefna ¢ bastante complexa, em virtude do fato que espécies de diferentes naturezas quimicas
sao tituladas simultaneamente. Assim, na ovalbumina sio titulados 4 grupos sulfidrilicos, 10
grupos fendlicos e 20 grupos ¢-amino com pKa's entre 9,0 e 10,50. Deste modo, o nitmero
de grupos encontrados na soma das séries HAs e HA,, 33,4 £ 1,1 grupos.mol™! estd em boa

concordincia com os 34 grupos.mol~! indicados pela composicic de aminoacidos.

‘Comparando-se os resultados obtidos em GuHC16,0 M com os obtides por Silva [56],
- em uréia 9,3 M, pode-se observar que os resultados obtidos no primeiro caso sio mais facilmente
correlacionados com a campasigia de aminodcidos, uma vez que os grupos carboxilicos foram

caracterizados em uma dnica série, enquanto que em uréia 9,3 M foram divididos em trés séries

- ~com. pK a’s dxstmtoa. Alem dlssa. em. GuH Cl 6,0 M fcu pnsawd caracterizar mdmdua]mente

'.3 o g:upﬂs 1m1da.zcna, enquantcs e umm famrn txtula.dos Junto com grupos fenohccm mlﬁdrﬂxms |

e‘é,mih_oa. 0 n_ﬁx:iem t_t:tal de gmposdetermina.dos em uréia 9,3 M, 885 & 1,7 grupos.mol‘"‘,
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estd em boa concordincia com os 88,1 4+ 1,5 grupos.mol™! determinados em GuHC! 60 M,

indicando que a extensio da desnaturacio se assemelha nos dois solventes,

~Diferentes preparagdes de ovalbumina podem vir acompanhadas de 0, 1 ou 2 serinas
_-fasfarilad.a.s.psr mol de prot;efna [85).  Como os resultados obtidos ajustam-se muito bem aos
dados da -.compoai(;io de aminoé,cidné, péde-sg inferir que a amostra de ovalbumina estudada
' .n'sé contém '-;grupos fosforilados. Por outro lado, um desvio de 1 ou 2 grupos tituldveis na

. ovalbumina estaria dentro do erro observado para essa proteina, o que impede uma afirmacio

conclusiva sobre a presenca ou nis de grupos PO~ na amostra estudada.

F inglmente, pode-se ccn'cjuir que o comportamento da curva de titulagio da oval-
" bumina erﬁ GuHCl 6,0 M a.présenta; uma dtima concordancia com aquele esperado para o
~ estado confdrmaéianal de um enréla.ﬂien‘t_o aleatério [60,61,62]. Com isso, todos os grupos ti-
tuls.veis. estAo expostos ao solvente e.'-_s_;.'-'an& pKa's assemellham-se aos de compostos modelo.
Compa.ra'ndo'-se‘ o8 resultados obtidos'p:df-_a..lisezima, deve-se lembrar que a ovalbumina tem uma

_iﬁdlécnla:cema de tr_éé veze.s:ma.io.r'. e eantém-a;penas uma ponte dissulfeto [74], de modo que a
conformagio caracterizada.__pér en'rzdlé.:megto aleatério é mais favordvel.

A deiéerminagio dos g:tupos de mesma natureza quimica em uma tnica série nas
titulagdes em GuHCl 6,0 Mé coeféhte com as predigdes tedricas para os casos em que as
mte‘msele“Oﬁté‘*casséommmz ada.s Ccm isdo, -cmﬁp_rbm-sé.-r.néis ﬂma vez.a:adeqﬁ ab;hdade |
e a.nalftxcado tfﬁial.z.te:n.to .atzaa__gfup.bs: ﬁif-iﬂé.?eis ae proteinas como uma mistura de ézido# fmcas
| maunprét:cas | 5 .
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6 Determ.magao do Ponto Isoelétrico de Proteinas e
‘seu Emprego na Atrlbmgao da Natureza Quimica dos
~ Grupos Caractemzados por Titulacgao

8.1 Consideragdes Gerais

'_'0_.poﬁto iseelétrico de uma proteina ou peptideo tem muita importancia em processos de se-
paragdo, tanto de interesse nnalx'ticd.;ébmn preparativo. O pl é definido como o pH da solugdo
- no qual a carga da proteina é zero. Deste modo, o pl ¢ diretamente relacionado ao niimero
e natureza quimica dos grupos ionizéitais presentes na molécula, ou seja, aqueles grupos que

possuem carga na forma dcida ou bésica [71).

Atualmente, o processo mais empregado na determinagio do p/ ¢ baseado na mobi-
lidade da protefna frente & aplicagdo de um campo elétrico, técnica conhecida por focalizagdo

isoelétrica [86,92,04,95,96).

Metodm computacmnms .pa.ra determma.gao do pl baseiam-se exclusivamente na
compaslgao de: ammcécxdos (estrutura pnmﬁma) e pKa’s de compostos modelo [’? 1 93] Estes
métodos funaana,m muito bem para. cadeias pnhpeptldxcas que apresentam a conformagdo ca-
) ract_é-rimda,- ‘pelo gmola.me::‘xto.aleatqr_m‘ Por_autro lado, tratando-se de proteinas nativas que
ﬁéﬂ)'ﬁ;ﬁa.'mquiﬁetnra molecular be_zﬁdeﬁﬁid'é (estrﬁtuta tercidria}, na qual os grupos ionizdveis

i pode ser campzometlc!a
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Geralmente, titulagdes dé proteinas sén realizadas a partir do ponto iscelétrico
para os extremos de pH. Porém, na aplicagio do método linear desenvolvido por Godinho
e Aleixo [26], o conhecimento do p/ nio é necessdrio ¢ a titulz;ga'io é realizada diretamente de
um extremo a outro de pH. Com isso torna-se interessante um estudo sobre a possibilidade de
dete:minagéo do ponto isoelétrico a pa.rtir da éstequiometria e pKa's de grupos caxacteﬁzédos
pela raferida metodologia. Deve-se lembrar que o niimero de grupos guanidinos da arginina nio

pode ser determinado por titulagio em mejo aquoso [30,31], de modo que este dado ¢ obtido a

. partir da composigio de aminocidos.

Com o usoda estequiometria e pK a’s obtidos por titulagdo evita-se considerar grupos
que aparecem na composi¢in de aminodcidos, mas que na protefna nativa localizam-se em regides
hidrofébicas da molécula, ndo sendo ascessiveis ao solvente e que, portanto, ndo contribuem
com a carga da macromolécula. Além disso, os pKa's determinados por titulagio refletem
diretamente as influéncias a que estio sujeitas as dissociagdes &os grupos, ao coutrario dos

pKa’s de compostos modelo [93).

Assim, propbe-se aqui um método computacional para estimar o p/ de protefnas a
partir de uma combinagio de informagdes dadas pela compasigao de aminodcidos e resultados

de titulagdes potenciométricas, pasticularmente, obtidos pelo métado linear aqui estudado.

= .. Ajustesentre o pl 'c_ﬂg'ﬁl-adé'_pglé-zmét:odo propostoe o pJ determinado por focalizagdo
isoelétrica podem ser. muito titeis na atribuigio na natureza quimica de grupos englobadas nas
 diferentes séries determinadas peld método de linearizagio, particularmente, aquelas da regiao
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alcalina,
6.2 Resultados e Discusséo
A metodologia, descrita no item 3.4, foi aplicada A lisozima e ovalbumina usando-se as resultados

obtidos pelo método de linearizagio mostrados nas Tabelas 20 e 21, respectivamente. Os valores

de I calculados sdo mostrados na Tabela 29 comparativamente com os pl’s determinados por

" focalizacdo isoelétrica.

Tabela 29: pJ calculado pelo método proposto e determinado por focalizagio isoelétrica

. (2
Proteina ) Meio Ionico Focalizagao
JECHOI0 M | KCU1,0 M | Isoelétrical87)
Ovalbumina 4,87 5,08 4,90
Lisozima 10,84 10,92 11,10

Para ovalbumina foram adi;ﬁtidas as seguintes consideragdes. Para os resultados em
"KCl10,10 M, os 46,3 % 0,5 g:up&.fﬁé?"l referentes & soma das séries Hd,, HA4, ¢ HA; foram
atribuidos aos grupos carboxilicos em_boa._ -gdncqrdéncia com a composicio de ar;xinoaicidos e
com o fato de nio existirem grupéa de‘gta na.£ure_za. em regides hidrofébicas da molécula;; ou seja,
 inascessfveis aé.solvente. '
S 083,2:!: 0,1 gruposmol“lcom pKaS,Sl + 0,04 da série HA, _f@rax#-g.dx:‘x_i_tidés-_éoz_'ﬂc
c umdaz&g da. }mhdma, Camo -.a cémébsi.géﬁl_dé .a.minaﬁx:idos incﬁca a preéenga de sete ée.g.tes
‘grupos por miol .&e proteina, _podgﬁse__-_cbnciuir qué cerca ﬂe 3 grupos.mol™! estdo ioca.lizz;ébs em
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regides hidrofébicas da molécula nio contribuindo com a sua carga.

Aos 6,0 + 0,8 grupos.mol~! com pKa 8,96 + 0,01 da série HA, foi atribuida a
dissociagio do tipo HAg = H* + Ay, caracterfstica para grupos fendlicos ou sulfidrflicos, uma

vez que o valor de pK'a é muito alto para ser atribuido a grupos imidazdis ou a fosfato. Por outro

" lado, estudos anteriores com ovalbumina indicam que os grupos fendlicos e sulfidrilicos nio sio

tituldveis na protefna nativa [41]. Portanto, o resultado aqui obtido ¢ interessante, pois indica

que cerca de seis, dos catorze grupos.mol™! referentes 4 soma de grupos fendlicos e sulfidrilicos

 estdo expostos ao solvente, sendo titulados com pKa normal.

Os 6,2 & 0,4 grupos.mol™! com pKa 9,59 + 0,09 referentes & série HA; e os 13,5
# 0,2 grupos.mol™ com pKa 10,69 = 0,02 da série HA, correspondem, provavelmente, aocs
grupos €-aminos da lisina em 6tim_a.-céncord&ncia com a composicdo de aminoacidos, que inciic;a
a presenga de 20 lisinas por mol de ovalbumina. Deste modo, pode-se concluir que na estrutura

nativa todos estes grupos sdo expostos ao solvente e tituldveis com pKa’s normais,

No célculo do pl considerou-se ainda a presenga de 14 grupos guanidinos.mol™! que

contribuem com carga positiva. Este dado foi obtido a partir da composigio de aminodeidos [74].

Quanto aos resultados obiiﬂos em KCI 1, 0 M, os 46,1 & 0,2 grupos.mol™? determi-
| nadue nas séries H A; e H Ag e dados na. Tabe}a, 21, faram atnbmdas aog grupos carboxﬂxcos Os
4 9 + E},l grnpos mal"l com pK a 6 71 i (3 02 foram atribufdos aos umdazoas da h:st;dma, mch

_cando, a partir da mmpoéiq*a‘o de a.n_iinoéx:idos_, que cerca de 3 grupos.mol™! nio sio tituldveis
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na proteina em KCI! 1,0 M.

0s 9,0 % 0,2 grupos.mol™! com pKa 9,26 % 0,02 da série H A, foram divididos como
6,0 grupos.mol™? tendo dissociagio do tipo HAy = Ay + H* e 3,0 grupos.mol™! dissociando
como HA} = A, + H*. 0;3 17,0 + 0,1 grupos.mol™! com pKa 10,43 £ 0,01 da série H A,
foram atribuidos aos grupos e-amino que, juntamente com 3 grupos.mol™! da série H A, fecham

o balango de grupos aminos.

Novamente observou-se que, para se conseguir um bom ajuste entre o p/ calculado

e o pf dado na literatura, foi necessirio admitir-se a presenca de cerca de seis grupos fendlicos

ou sulfidrflicos por mol de ovalbumina tituldveis com pKa normal.

Quanto i lisozima, os resultados foram semelhantes em K1 0,10 M ou KCI 1,0 M,
| | valendo as mesmas atribuigdes nos dois casos. Assim, as séries H 4, e HA; mostradas na Tabela
20 correspondem aos grupos ca.rboxﬂicqs, em concordancia com a composicio de aminoacidos
determinada por Ca;nﬁeld [73], ou seja, com a presenga de 11 grupos carboxilicos.maol™! de
lisozima. As séries HA; e HA, pode;:n ser atribuidas ao grupo imidazdlico da histidina e ao
grupo a-amino terminal, respecﬁvameﬁté. Finalmente, os grupos determinados na série H 4,
podem ser atribufdos aos grupos e-amino da lisina. A composi¢io de aminoécidos indica a

presenga de 6 grupos e-amino.mol~! de lisozima, o que implica que 1,5 ¢ 1,8 grupos.mel~! nio

 Quanto a este Adltimo resultado, deve-se salientar que a formacdo de pares idnicos
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entre o grupo amino da lisina leo grupo carboxilico do 4cido glutdmico 7, além do grupo amino

_. a:.x']isixll_a. 13 com o grupo a-carboxilico da leucina 129, tornam o pKa dos grupos carboxdlicos
~mais baixos que 0 normal e o pK a.dos'gm_pos aminos mais altc; [82). O deslocamento do pKa

' | désfes grupos aminos pode &iﬁculta.r_sua_detemﬁna.«;z’io por titulagio em meio aquoso, uma

vez que comportam-se como dcidos muito fracos. Por outro lado, é bem conhecido o fato que

todos bs grupos aminos da lisina sdo expostos ao solvente na lisozima nativa, contribuindo com

'. caiga.-[44,63]. Este fato pode explicar os valores de pI 10,84 ¢ 10,92 calculados apresentarem

~ um desvio sistemético abaixo do valor esperado,

Os resultados indicam também que é improvével a presenca de dissociagio do tipo

HAw H* 4 A~ na regiio alcalina da titulagio da lisozima, confirmando estudos anteriores que

" determinaram que grupos fenélices da tirosina ndo sio tituldveis na protefna nativa [78,80].

No célculo do pl da lisozima pelo método proposto foi considerada a presencga de 11

~ grupos guanidinos da arginina, dﬁda_-’dbﬁido_-di composigho de aminodcides [73].

Deve-se lembrar que existem outros tipos de atribuicSes possivels para os grupos

} detemnnados por titulagio pgﬁéﬁdézﬁétrica, que permitém bons ajustes entre o pl calculado
‘e o pl d@dbpdr.fo;aliz_agﬁn moelétnca., " princi’;ﬁ‘élinente 'ﬁo que se refere acs grupos da regido
alcahna depH . Dados de_ti-tuié.g:&ﬁ :aicidb;base nio permitem interpreta,:;éés completamente
c onclﬁsimsobr eaeatrutufae“mtex a& E.m m eie culafeﬁdas;;;otemas, nmp oroutrol ado,

. trazem um grande niimero de valiosas informagdes que, em conjunto com as obtidas por técnicas

| mmsmﬁsticadu, podem permitir uma cla.ra. elucidagiio sobre caracterfsticas destes complexos




materiais.

Outros resultados para o p/ de algumas proteinas, nas quais a metodologia de ti-

tulagdes potenciométiricas foi aplicada, sio mosirados na Tabela 30, comparativamente com

valores obtidos por técnicas eletroforéticas [87,97,98].

Tabela 30: pl calculado para algumas proteinas

Proteina 1 pI calculado | pf literatura | Rel.
B-Lactoglobulina | 5,22 5.30 7
Mioglobina 6,79 6,32 1
Insulina 5,55 5,60 87
Hemoglobina 7,14 7,10-7,20 | 87
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7 Investigacgdo scibre_._a Quantidade Minima de Proteina
que Pode ser Estudada por Titulagio Potenciométrica

7.1 Consideragdes Gerais

Muitas vezes a massa de protefna que pode ser isolada de um dado meio é muito pequena. Com
- 'iSsc., é intergssa.ﬁte conhecer a. quantidéx_ie mifnima de proteina que se presta i aplicagio da técnica
~aser usad#; no caéo .titula:;ﬁo patenci_t#xiétrica, e que permite a obtengio de resultados com boa -~
_.'_ex'.:a.tidﬁ;o e -pre;isﬁa,--_-evit:andﬁ: despéfafcio de material. Por outro lado, estudos sistematicos
: sobre os limites de aplicagio da metodélugia envolvida em titulagdes potenciométricas tém sido
pmlco divulgades. Além d.isso,. a mawx parte dos trabalhos desenvolvidos neste sentido se
réfe:em a métodog de célcul'c; qn‘é envc;l.ver.'n ajustes néo lineares [1,2,28,88]. Dentro dos estudos
_eﬁi’al;'endo as linﬁta{,ﬁe_s de métodos ﬁnearés [89], destacam-se alguns trabalhos sobre o métacia
de Gran {9,12,13] aﬁ envolvendo a eq'uagia de Ingman e Still [90]. Porém, tanto nos estudos
ca_ifx.'_s'.x.né.tndas Bﬁe&xﬁe‘s-cmno naqueles que 'enVélvem ajustes ndo lineares, os sistemas que foram
) ._:eSi.::iid&dos_' se .feferehé a dados de.titnlaqées tedricas ou a titulacdes de um dcido fraco coni base
_fo.:-.'tef_ ..
Um_ egtudo mais g_iatémﬁ;:t.i"c.a_sdbré-.ca limites de aplicagio das fungﬁeg de Gran modi-
ﬁﬁda.afda método delinem'izagéa ﬁ;..-'catﬁctarizaqa"b e -g‘_l.ete.rmina:;éo esiéquiométrica. de espécies
. presentesem misturas s complexas aind. no foi renlisado, principalmente w0 que se refre

. &'sua aplicagio em casos ainda mais complicades como polieletrélitos ou protefnas.
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) 72 Etapas Seguidas”

Iniciaimente, estudou-se o efeito da concentragio na exatidao dos resultados obtidos. pela aplicagao
o ao métndo de linearizagio a_dados de curvas de titulagio geradas teoricamente para misturas
de acidos fracos monopréticos, cuja composigio escolhida procurou simular aquelas encontradas
em b:otefnaa. Tais curvas de titulagio foram geradas pelo método descrito no item 3.1 para
diferentes concentrages de.pmtefna.' As composigbes adotadas para obtencio das curvas de

.titulf'a;gﬁo sdo mostradas na Tabela 31.

‘Tabela 31: Estequiometria e pK a’s para proteinas com massas moleculares 14500 g.mol~! (com-
posigio I) e 45000 g.mol™" (composigio II)

_ Composicao | Composicao {1

Série | NG.mol™ | pKa | NG.mol™! | pKa
HA, 9,00 4,35 30,0 4,00
HA; 2,0 5,65 17,0 5,40
HA; 1,0 7,36 7,0 6,70
HA, 1,0 8,70 10,0 8,50
HA; 4.5 10,10 20,0 10,10

Os dados da Tabela 31, referentes & composigio I, simulam a estequiometria e
pKa's encontrados para lisozima. Para este caso, as curvas de titulagio tedricas foram ge-
g

radas adotando-se as seguintes concentragdes de protefna: 3,290x 107*, 1,602 x 1074, 5,260 x

o 107%,1,721x 107 € 8,603 x 1070M.

A composigio 11 simula aquela encontrada para ovalbitmina e as curvas de titulagio
' tedricas foram geradas adotando-se as seguintes concentragbes de proteina: 7,407 x 107%; 3,704



x 107%; 2,222 x 10™% 7,407 x ﬂ)“"“; 2,857 x 10™° e 7,407 x 107" M.

A concentragdo para cada uma das séries ou dcidos H A, para os dois tipos de
composicdo é dada pelo produto entre a concentragdo de proteina e o niimero de grupos.mol™!

referentes A série K A,,.

Deve-se lembrar que as curvas de titulagin tedricas foram geradas simulando as
condigbes experimentais dispanfveis no laboratério, ou seja, cela de titulacio Metrohm EA-865

e microeletrodo combinado de vidro Metrohm EA-125, que permitem o uso do volume inicial,

V., de 4.000 ml, usado nos cdlculos. Para as adigGes do titulante considerou-se a disponibilidade

da microbureta Metrohm E-457 com capacidade de 0,5 ml e precisio de 0,2 ul.

Apés o estudo tedrico, foram realizadas titulagdes experimentais de lisozima e oval-
bumina em virias concentracdes, segundo a técnica descrita no item 2. As titulagdes de lisozima
foram realizadas em KC! 0,10 M nas concentragdes 3,290 x 107%; 1,602 x 10~* e 5,260 x 10~%Af
com solugdo de N abH 0,1 M no prixﬁeim caso e 0,01 M nos dois dltimos. As titulagdes de
ovalbumina foram realizadas nas concentragdes 8,412 x 10™%; 4,510 x10~%; 1,991 x 10~* ¢ 8,193
x 16~¢M com w}ngiq de NaOH 0,1; 0,05; 0,01 e 0,01 M, respectivamente, em KC! 1,0 M nos

dois primeiros casos e 0,10 M nos dois dltimos.

Nas titulagGes experimentais de solugtes de lisozima 5,260 x 107 M, adicionou-se
u'iﬁ:e'itéﬁsd&e 4eido forte de miodo a iniciar a titulagio entre pH 2 - 2,5, Com isso, {oi necessario

o uso de duas microburetas Metrohm E-457 para a titulagio, uma com o médulo de adigio com
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capacidade de 5,0 ml/ e a outfe; com capacidade de 0,5 ml. Usou-se a primeira bureta para
iniciar a titulagio e conduzi-la até pH préximo a 5, neutralizando-se o excesso de icido forte e
parte dos grupos carboxilices. Como esta bureta tem uma pxecisio de 2,0 ul nao seria possivel
detalhar adequadamente a curva de titulagio de lisozima na concentragio estudada. Com isso,
na regido de pH entre & e 10, os incrementos de titulante foram realizados pela outra bureta

com capacidade de 0,5 m! e precisio de 0,2 ul.

Nas titulagdes de solugBes mais diluidas de ovalbumina procurou-se evitar a com-

binacio de duas buretas. Para isso, calculou-se a quantidade de dcido forte necessiria para
protonar todos os grupos, adicionando-se um excesso de modo que durante a titulagio ndo

houve a necessidade de recarregar a bureta de 0,5 ml.

7.3 Resultados e Discussdo

As curvas de titulagio geradas pelas equagdes 32 e 33 para os tipos de protefnas com as com-

posicdes 1 e II sAo mostradas nas Figuras 23 e 24, respectivamente,

Os resultados da aplica.éﬁn do método de Linearizacio acs dados das curvas de ti-
tulagio tedricas, adotando-se a composigio I, ndo apresentaram erros entre as concentragoes
3,200 x 10™% e 1,_7;‘7,1 x 10~%M. Os :esuitados obtidos para a curva de titulagio, gerada adotando-
o geaconcentragiode _p'r_qt_ex'_r}a; 8_-;6@3 xIO“GM , 30 mostrados na Tabela 32. Apesar dqs_peq:;enqs
| errosobservados, .o fesulia.&o é de pe:ﬁca_ cbhﬁabilida&e, u@ vez que a corivergéncia .entra 08
' Mmea de Via, .se mostfou muite-.dep:endente das regides da curva escélhidaa para defini¢ao das
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- Figura 23; Curvas de titulagio tedricas de 4,000 ml de solucio de composicio I com NaOH
10,1000 M. (e) solugdo 1,721 x 107> M ou 0,9982 mg de proteina; (o) solucio 5,260 x 107°M ou
3,051 mg de protefna; (1) solu(;ao 1 602 X 10™*M ou 9,292 mg de protefna; (&) solugio 3,290

. ¢ 10“‘M eu 19 08 mg de protcina
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Figura 24: Curvas de titulagio tedricas de 4,000 ml de solugdo de composigio Il com NaOH
0,1000 M. (o) solugado 2,857 x 10™° M ou 0,5143 mg de proteina; (@) solucdo 7,407 x 107°M on
- 1,333 mg de protefna; (0) solugfio. 2,222 x 107°M ou 4,000 mg de protefna: (4) solucio 3,704
. %.107%M ou 6,667 mg de protefna; (A) solugdo 7,407 x. 10~*M ou 13,33 mg de protefna.
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fungdes de Gran modificadas, Fya,. Pequenas variagdes na escolha destas regides impedem a

convergéncia dos valores de Vig4,, ou os levam a valores absurdos, o que nio ocorre quando se

consideram as titulaces de solucBes mais concentradas. Isto implica que, no caso de titulagdes

de uma amostra real com estequiometria e pKa’s semelhantes acs da composicio 1, resultados

obtidos em concentragbes abaixo de 1 x 10~%M podem nio corresponder i realidade.

Trabalhando-se com os dados das curvas de titulagfo tedricas, adotando-se o tipo de

proteina com a composicio I, ndo se observou erros significativos até a concentracio 2,857 x

1076 M, cujos resultados s30 mostrados na Tabela 32.

Tabela 32: Resultados obtidos das curvas de titulagin tedricas para composi¢io I e 11, respecti-
vamente nas concentragdes 8,603 x 10™%M e 2,857 x 107°M

Composigio I

Composicao I1

Série | NG.mol~! | Erro (%) | pka | Erro (%) | NG.mal~1 | Erra (%) | oka | Erto (%)
HA, 9,0 0,0 | 4,35 0,0 30,2 +0,60 | 3,99 -0.25
H A 2,0 0,0 5,65 0,0 17,1 +0.539 | 540 0,0
HA, 1,0 0,0 7,35 -0,10 7,0 0.0 6,7 0,0
HA, 1,0 0,0 8,71 +0,10 16,0 0,0 8,50 0,0
HAs 4,8 +6,7 10,14 | 40,40 20,0 0,0 10,10 0,0

Analogamente ao caso anterior, o resultado, apesar de excelente, foi dificil de ser

obtido apresentando pouca confiabilidade para o caso de titulagio real. Em concentracdes

menores, como 7,407 x 10~"M, n3o houve convergéncia entre os valores de Vy,_, nio obtendo-

s sesultado.

Analisando os resultados da Tabela 32, em termos da concentragio molar dos dcidos
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H A, presentes na mistura, conforme indicado na Tabela 33, pode-se concluir que, se as concen-
trages dos componentes estiverem na faixa de 1,0 x 107*Mf, 0 método de linearizacio permite a
obtengdo de resnltados com boa exatiddo. Deve-se lembrar que os resultados referem-se a dados

de titulagSes tedricas, em que erros experimentais nio estdo envolvidos. Deste modo, os erros

. observados sdo inerentes ao método de cdlculo e, para a faixa de concentragio estudada, estio

coerentes com os observados por outros autores usando outros métodos de cdlculo [1,2.88].

Tabela 33: Concentracfes molares dos 4cidos presentes nas misturas dades pelas composicaes |
e II referentes aos casos limite da Tabela 32

.| Concentragao (moles.i™1 x 10%)
Acido Composigio I | Composigao II
T4, 7,743 8571
HA, 1,721 4,857
HA, 0,8603 2,000
HA, 0,8603 2,857
HA, 3,871 5,714

Um outro fato a considerar é a massa de protefna envolvida em uma titulagio.
Considerando-se o volume inicial de 4,000 ml, a massa de proteina envolvida nos casos limite
para as composigdes I e Il dadas na Tabela 32, sio respectivamente 0,4990 e 0,5140 myg por

titulagao.

= . obtldos pela aphca.gan do metoda de hneanza.gao aos dados de tltulax;oes das soluc;oes 3, 290 X

10""4 e 1,607 x"lO“"*M , 830 mostrados na Tabela 34, acompanhados da estimativa do desvio
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padrio, referindo-se 4 média de trés titulagdes para cada caso. Fstes resultados indicam que
ndo existem diferencas significativas na determinagio da esteqﬁiometxia dos grupos tituldveis
nas duas concentragdes estudadas. As diferengas sio mais sigr;iﬁcativaa quando compara-se o
pKa dos grupos. Como'a precisdo dos resultados assemelha-se em ambos os casos, a diferenga
no pKa pode ser atribuida acs diferentes métodos de calibragio de eletrodos empregados, uma
vez que nas tituim;ﬁes das solugdes 3,280 x 10™*M os eletrodos foram calibrados em termos de

atividade [75}, enquanto nas titulagdes de solugbes 1,607 x 10™* M foram calibrados em termos

de concentragio,

Tabela 34: Resultados de titulagdes experimentais de lisczima 3,290 x 10~* e 1,607 x 10~*M em
KClo,10 M |

Conceniragio
3,290 x 10— M 1,607 x 10-* M
Série | NG.mol ! | d.p(%) | _pRa | d.p%) | NG.mol | dp %) | pka  |d.pi%)
MH“Ai 8,9+0.4 4.5 4,28+0.01 0,02 §,9:40.3 3.4 4,3740,03 .89

HAz | 1,8820,04 2,1 5,74%0,02 0,35 2,220,1 4,5 5,45:£0,06 1,1
HAs 1 059+0,1 | 111 7,57+0,08 1,1 0,940,1 11,1 7,16+0,08 1,1
A | 1,1x0.1 9,1 9,240,006 0,65 0,870,06 6,7 8,5540,08 1,1
HAy | 4,8+0,1 2,2 10,34::0,06 0,568 4,3:£0,3 7.0 9.940,04 0,40

| Para as titulagdes de lisozima 5,626 x 107% e 5,300 x 10~° M foram obtidos oé resul-
tados mostrados na Tabela 35, referentes & média de trés titulagBes para cada caso. Pode-se
observa.r que a q;tequiomatxia dos grupos titaliveis detennina,dps em solugdes 5,626 x 107° ou
ki 5,300 x " lb‘;sM :nﬁo.ai.ife're mgmﬁcatwamente c:ios..resu.lt'ados obtidos em titula.g.ées de .sc;l.ﬁgées

mais concentradas, apesar do desvio padrao relativo ser maior.
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Figura 25: Curvas de titulagio de solugbes de lisozima em diferentes concentragdes . (0) ti-
tulacio de.30,00 m! de solugio de lisozima 3,290 x 10°*M com NaOH 0,1279 M; (o) titulacio
de 4,008 m! de solugiio de lisozima 1,607 x 107*M com NaOH 0,01212 M; (A) titulagio de

- 4,008 :m_f_ de solugdio de lisozima 5,626 x 10™°M com NaOH 001215 M
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Tabela 35: Resultados de titulagBes experimentais de lisozima 3,626 x 10™% e 5,300 x 10~%}M

Série | NG.mol™! | d.p.(%) pKa |dp(%h)
“HA, | 9,1%0,1 1,10 | 4,41£0,02 | 0,45
HA, | 1,9402 10,5 | 5654006 | 1,10
HA, | 0,940, 11,1 | 7,2040,03 | 0,42
HA, | 1,040,2 | 200 {8,30+0,25| 3,01
HA; | 46403 6,52 |9,72+0,12 | 1,23

Em titulacbes de lisozima, desvios padrdes relativos de 10 a 20% séo comuns e nio
impedem a determinagio da estequiometria das séries HA, ou HA,. Assim, o valor 1,002
grupos.mol~! pertencentes & série H A, na Tabela 35, apesar do desvio padrio relativo de 20%,

nao impede que se conclua sobre a presenga de 1 grupo.mol™! com pKa 8,30::0,25 na lisozima.

Tratando-se a proteina como uma mistura de dcidos fracos monopréticos, uma
solugdo de lisozima 5,300 x 1073M comporta-se como uma mistura cujas concentragdes dos
componentes variam entre 5,0 x 10~% e 5,0 x 10™*M, conforme mostrado na Tabela 36. Esta
faixa limite de conce;xtragﬁes , estd coerente com o encontrado por Aleixo et, all, para sistemas
mais simples com a presenga de uma Unica espécie titulada [72,90]. Concentragbes limites da
ordem de 10~*A também foram determinadas por Meites et. all.[12] usa.ndp métod@ derivados

ou ajustes multiparamétricos em soluges contendo uma ou, no mdximo, duas espécies tituldveis,

A massa de lisozima envolvida na titulagio da solugio 5,300 x 107* 2, 3,074 my, é
B bem mmarque ohmztede .' c’éicé de O,Smg éﬂéﬁn’tfﬁdo tebric&mente e reflete os erros éﬁcperi« -

- mientais envolvidos, principalmente, no que se refere 4 medida da concentragio hidrogeniénica
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Tabela 36: Concentracdes dos Acidos referentes ans grupos titulaveis de uma salucio 5,300 x

- 107*M de lisozima
Acido. | Concentragao x 10~ (moles.L=1)
THA, T 48,23
HA, 13,78
HA, | 5,300
HA, 5,300
HAs 24,35

* destes sistemas, que envolvem equilibrios midltiplos.

* As curvas de titulagio experimentais de ovalbumina 8,412 x 10~5 e 4,510 x 105 M

em KCI 1,0 M 1,991 x 107" ¢ 8,193 x 107°M em K'C! 0,10 M sdo mostradas na Figura 26.

Os resultados obtidos das titulagdes de ovalbumina 8,412 x 1077 e 4,510 x 10~5M
sdo mostrados na Tabela 37 e referem-se & média de seis titulagdes, sendo trés titulagdes para

cada concentragio.

. Tabela 37: Resultados de titulagdes experimentais de ovalbumina 8,412 x 10~ e 4,510 x 10~*}{

Série { NG.mol™! | d.p.(%) pKa d.p.(%)
HA; T 27,5501 | 0,36 | 3,73+£0,02 | 0,54
HA, | 186£0,1 | 056 | 4,794+0,01 | 0,21
HAs | 4,9%0,1 2,04 | 6,7140,02 | 0,30
HA, | 90+£0,2 | 222 | 9264002 | 0,22
HAg | 17,0201 | 059 |10,43+0,01 0,096

Os reéulta.dos das titulaé’ﬁes de ovalbumina 1,991 x 107°M e 8,193 x 10~%M sio
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Figura 26: Curvas de titulagio experimentais de ovalbumina em diferentes concentragdes. (&)
titulagéo de 22,00 ml! de solugio de ovalbumina 8,181 x 10-*M com NaOH 0,1267 M; (O)
titulagéio de 21,10 m! de solugio de ovalbumina 4,510 x 107*M com NaOH 0,05340 M; (A)
titulagiio de 4,000 mi de solugdo de ovalbumina 1,991 x 10~*M com NaOH 0,01217 M; (o)

o tatulagw de 4 203 mi de solugao ée ovalburmna 8, 193 x 10"5M com N aOH 0, 01893 M f '
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mostrados na Tabela 38 e referem-se 4 média de trés titula.gées para cada caso,

Tabela 38: Resultados de titulagdes experimentais de ovalbumina 1,991 x 10~% ¢ 8,193 x 10~5M

Concentragao
1,691 x 10*4M | 8,193 x 10°°M
_S_ét'iei'_ NG moi'"1 d.p. (%) pKa |dp(%) | NGmol™ | dp.(%) |  pKa |dp{%)
THA, [ 32,0%0,7 | 3,1 | 4,0520,02 | 049 | 23,0507 | 3.0 | 4.34%0,04] 0.3
HA; | T7,8405 6,4 | 5,2040,07 1,4 5,740,2 3,5 5,68%0,16 2,8
HA; | 3,8£0,3 7,9 6,80+0,05 0,74 3,7+0,4 8,5 6,9540,20 2,9
HA; | 52+£13 25,0 8,76%x0,13 | 1,5 4,8+2,2 46,8 8,53+0,35 4,1
HAs | 10,8+0,7 7,0 |9,67£0,12| 1,2 13,8+1,2 87 |19,5710,18 1,9

Pelos dados das Tabelas 37 e 38 pode-se observar que os resultados obtidos das
solugdes 4,510 x 107° sdo indistingiifveis em exatidio e precisio com relagio aos obtidos das
solugdes 8,142 x 10-°M de ovalbumina. Porém, nas titulagdes de solugdes 1,991 x 10~3M, cerca
Y gels grupos ca.rbo_xﬂicos (soma das séries HA; e H A3) e 6 grupos aminos (série H A;) ndo foram
determinados. Além disso, um aumento na estimativa do desvio padrio muito acentuado na
estequiometria da série H 4, foi ubservé&o nos resultados (Tabela 38). Com isso, conclui-se que
soiugﬁes 1,991 x 10™3M e 8,193 x 10~°M de ovalbumina em K Cl 0,10 M nio sio apropriadas

para é.plicagé’a da metodologia estudada.

Admitindo-se correta a composiio dada na Tabela 37, a concentracio dos dcidos

_ fracas (H A, a H Ag) da m&stura em funqao da qnantxdade de p:ote,ma. é mostrada na Tabela 39,

§ _. md;cando que as concentxagoen dos amcios mais dzlmdos (H A,) variam de 4,014 x 10"’5 a 2 210

SR x 10-¢M. Na solugio mai;s’_di}ufda. de-ovalbumina (8,193 x 10~%M), a concentragio de H A,
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é bastante préxima a enccmtr_a.cia para as séries H Ay e HA, na titulagio da lisozima 5,300 x

10~*M, em que foram obtidos resultados com boa exatidio e precisio. Com isso, esperar-se-ia

obter bons resultados também nas titulagdes de ovalbumina 8,193 x 10-¢M.

. Uma explicagio para isto pade residir no fato que as titulagdes de ovalbumina 8,142
x 1075 ¢ 4,510 x 103 M foram realizadas a partir de pH 2 e em K Cl 1,0 M, enquanto as solugdes

1,991 x 10~ ¢ 8,183 x 107 M foram tituladas em KCl 0,10 M e a partir de pH 3,5. Nestas

concentracdes de proteina a quantidade de icido forte adicionado foi suficiente para protonar

todos os grupos da proteina e garantir um excesso. Por outro lado, os dados da titulagio iniciada
neste pH podem nio ser adequadas para uma definigio clara das fungdes de Gran modificadas,
dificultando a separagio entre a regiio da curva caracterfstica ao 4cido forte e a regido da
curva em que aio titulados os grupes carboxflicos com pKa’s mais baixos, conforme ja fol visto

anteriormente neste trabalho e em estudos recentes sobre o método de Gran [12,13].

Tabela 39: Concentragio dos dcidos referentes acs grupos tituliveis da ovalbumina com relagio

A estequiometria da Tabela 36

Concentracdes dos Acidos x 10* (moles. L™}

. Concentragao de Ovalbumina
Acido | 4,510 x 10~°M | 1,991 x 10™°M | 8,193 x 10—°M
HA 12,40 5,475 2,253

" HA, 8,389 3,703 1,624
HA, 2,210 .0,9756 0,4014
HA, 4,059 1,792 0,7374
HA; 7,667 3,385 1,393

Deste modo

acredita-se que as titulagdes de ovalbumina 1,551 x 107° e 8,183 x
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 10~%M podem permitir a obtengio de melhores resultados sé forem realizadas a partir de pH
‘entre 2 e 2,5, cu em KCI 1,0 M, condigdes que permite:ﬁ caracterizar melhor as fungdes de
Gran modificadas para o icido forte e que diminuem as interacdes elestrostdticas. Por outro
~ladao, iniciandq-sg a titulagdo em pH 2, torna-se necessanio, assim como na titulagio da solugio

"de lisozima 5,’300 x 107%M, o uso de dua.s buret.as, o que procurou-se evitar no trabalho com a

" ovalbumina,

~ Impondo esta condigio experimental, pécle—ae concluir que a massa de ovalbumina

que se presta & aplicagio da metodologia de titulagies potenciométricas é préxima iquela em-

o - pregada nas titulagdes de 4,000 m! das solugdes 4,510 x 107 M, ou seja, 8,118 myg.
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8 Conclusoes

1. Neste estudo, pdde-se verificar a adequabilidade analftica de se tratar os gru-
pos tituldveis p?esentes em uma molécula de proteina como uma mistura de 4cidos fracos mo-
nopréticos. A divisio dos grupos de mesma natureza quimica em séries é uma conseqiiéncia
deste fratamento e seus pKa’s refletem as diversas interagdes (eletrostéticas ou ndo) a que tais

grupos estdo sujeitos em seu ambiente na macromolécula.

~ 2. A determinacdo quantitativa da estequiometria dos grupos néo é compmmeti"da,
uma vez que a soma dos grupos referentes as diversas séries se mostrou independente da forga
ifnica e bastante coerente com a composigao de aminoacidos das proteinas estudadas, bem como
com resultados obtidos por outros autores que empregaram o maodelo classico de Linderstrom-

" Lang.

3. Um maior niimero de séries para o8 grupos de mesma natureza quimica foram
caracterizados nas titulagdes realizadas em solugdes de baixa forga 1dnica, em conseqiiéncia das
interagGes eletrostiticas mais intensas. Nestes casos os melhores resultados foram obtides de
titulagdes bastante detalhadas (grande nimero de medidas) em toda faixa de pH estudada, que

- permitem a caracterizacio adequada das fungdes lineares para as diversas espécies tituladas.

- 4. Estas conclusdes sio reforgadas pelos resultados obtidos das titulagées em GuH Gl

6,0 M, meio altamente idnico, em que as interacdes eletrostiticas sio minimizadas, Neste meio

" n3o se observou a divisio dos grupos de mesma natureza quimica em séries. Além disso, com
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a desnaturagio da proteina pode-se relacionar diretamente és resultados obtidos com os dados
da. composigio de aminodcidos, md;cac}o a adequabiliade anaht:ca do métado de céleulo e do

" sistema empregado para calibragio dos eletrodos em GuHC! 6,0 M.

5. A estequiometria e os :.pK a’s dos grupos tituliveis determinados por titulagio
) da proteina nativa permitem calcula.r o ponto isoelétrico quande o nimero de resfduos de
mgmma/mol de proteina ¢ conhecido. Além digso, os ajustes entre o pI calculado e o pI obtido

por métodos eletroforéticos tém a.mhado grandemente na atribuigic da natureza quimica dos

grnpoa,' principalmente aqueles titulados na regifo alcalina de pH.

6. Est_udos com curvas de titulagho teéricas indicaram que cerca de 0,12 mg/ml
de proteina podem ser titulados com obtengio de resultados com boa exatidio. Porém os
eatudos experimenais com a lisazim# e ovalbumina indicaram que a quantidade minima de
" proteina depende, além do equipamento disponivel para titulagio , da prépria natureza quimica
da p_rotefga e do meio iénico us.z:;c_lo. Por outro lada, pode-se cancluir que se os 4cidos ou séries
de grupos estiverem em uma concentragdo naordem de 10~*M pode-se esperar a obtengio de

resultados com boa exatidio e preciso.
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Apéndice 1: Listagem do Programa “TEORICO?

FRINT "OBRTENCAQ DE UMA CURVA DE TITULACAD TEORICAY

INEUT “MUMERO IE ACINDS FRACOS T DE FOMTOS - J,IY7ML.NG

M Ui(NE),H(NE),Hi(NE},FLHE},Vi(NE),ﬁiﬂi,Nﬁ)yﬁiiﬂlyNQEYU(HE},P(Nﬁ>
DIﬂ'K(Ni),UQ(NI),FS(NE),FQ(NE),F%(NE},FS(HE),Y(Nl,NB),Yl(Ni,NS)
POR J=1 TO M1 ‘

READ VAL T I, K(T)D

NEXT T

INFUT "VOLUME INICIAL - vO"iVQ

IMPUT VoL, DE ERUIV, F/ AC, FORTE — VH"[VH

INFUT " CONCENTRACAD DE TITULANTE -~ B"; B

INPUT "KWY KW

FOR I = ¢ TO NE

“READI V(I

Vie I y=votvC I

E=0

H(O)Y = 0,001

P 10 GOTO 80

HCT dmbe I-1 20 8

GOTO 80

MCT y=M1d X2

TOR J =1 TO Wi

ALY, I =l T AL I MHHCT YD

ALCT, Tz KCI WKL T HHOI IINED

MEXT T :
P(I) = (UH”U(I})*B”(H(I)“KH/H(I))*Ui(I)#(UQ(l)wUH)*B%ﬁ(in)
Fi¢(I) = =(CLHKWACHOI I AR MRVICT ) Yo PA{ L VM OERRALOL LT
PRI =0

F3l1) =0

FOR J=£ TO Ni

Y{J,1)¥= VAL T I-UAC T -1 ) MHBRAC T, 1)
Yi(i,l):_(Vﬁ(J)“UA(J*l})#H*ﬁi(J,I)

P Iy FPEOTIMYCT, I

PRI FRCIMYL(TLIH

MEXT J

FA( T F(I MFPECLD

FPS(I)= PICI»F3(T)

Hic I HOI-FA(TI XW/FS(1D

E=E+i : .

IF AES (1~-H1(TI¥/HCI¥»0,00001 GOTO 7H

B¢ L) —LOGBCHLCT ) ) ALOGLO)

MEXT 1 - -
PRINT "FONTO VOLUME pH™ -

AS=UHER HYHBE O BE Baw
FOR T =1 TO NE - :
PRINT USING A$3I,U(I),FCI)

E=0

100 NEXT 1




Apéndice 2: Liéf.agem do Programa de Linearizacio de Curvas de Ti-
tulacho

10 INPUT "MUMERD MAXIMO NE GRUFOS E PONTOS — M1, NZ": N1,MES
INPUT "TITULACAD - DIASMES/AND"; Ds
20 DIN ACNI,NZY, YONL,N2), PRI, NE ), F&C M1, N2 ), FRCNT,ND )
~ DIM UCNZ ), HICRR),HICHE), FBONS ), F4CNZ 1, F1 N2 ), UECHL L HONS ), FBONE 3
DIN FLONL),PECNE), FSONZ Y, KI(ND Y, KHCHL Y, RONT Y, S(NI)
20 READ VO,CB,KW
PRINT VO,CH, KW
FOR I = 1 1O N1
READ KH(I)
PRINT KH(I):
NEXT 1 _
40 FOR T = 1 TO N2
READ U(J 3, M)
PRINT J,\(J ), HUT)
HEXT 7
70 FOR J = 1 TO M2
HICT) =C10M ~H( 1))
HECT Y mCKMACLOAC-HTI3))
MEXT o .
80 INPUT "VALDRES.LE M1 T N2 PARA HCL"; F1C03,F2(0)
90 FOR J = PI(O) TO PLLOMPI(O)
FI(T) = 0
FACT Y =COHICT )=HEC T 3 IR VOHUC T 3 14UC T INCE 3 /6B
F3JI) = Fatl)
KY=Fa( ] 1KY
HEXT 7
1= piiod
32 = PROD
100 GOSUR 320
110 KH(O) = ~X1/73
K1 = Y + KHCO %X
VECOIZKY/CFLOO HPRI0))
GOTO 120
VECO) = K1/ZCKH(OD)
120 PRINT "VOLUME DE ERUIVALENCIA FARA HCL": YECO)
130 FOR K = 1 TO N1
PRINT “VALDRES DE Ni E NZ PARA HA": K
INPUT PLK D, F2UK)
FOR J = PL(K) TO FL0K I4F2(K S
FRUK, ) = (HICTIHZOT ) MRCVDFVCY )W KHOK MHHLO T ) /0s
U FRARL,IY = (VT I-URC0 I MHIL T ML VECK~1 - VECO D )RKHIK ) +PECK, 1)
. ACK, T Y=KHUK 3/CKHEK SHHLC T3
' FS¢ T =0
IF K = 1 THEM 135 ELSE 134
© 134 FOR I = 1 TO K~1
' AC L, FIZKHC T IZ0KHE TOHHICT 3)
©OPeUI,T)=0
F&( 1,7 y=( VECT 3-VE( I~1 ) MACT, T W KHCK 3HH1CT ) )
FHOIIZPECI, I + FS(I)
HEXT 1 _
138 F9UK,J) = FEOK, J)-F8SCT)
i FE(IY = FO(K,I)

NEXT J
It = PLLK)
I2 = P2(K)

140 GOSULUR 330
KH{K Y = =X1/Y1
VECK ) = (YHKHOK MR I /KHCK )

130 PRINT "VOLUME DE EQUIVALEMCIA PARA HA“! Ky "="; VE(K)
FRINT "CONSTANTE DE LISSGLIASAD F‘HF\A HAYE K "=¢7 KM{K)
MEXY X

_170 FRINT "ENTRE COM VALORES DE N1,,.. ;NN
180 FOR I = 0 TO Ni
PRINT "PARA: HA": 1;
INFUT P1CID,PROTD
FRINT PLCI),PE(TY

. NEXT I
B0
190 FOR 1= 0 TO 'N}.
: S{I) = VE(I)
NEXT T
200 FOR J = PICO) TO PLLOIMPECO)
FBLTIY =
PICI)Y = O
FACT ) = (HICT~H2COT M VO+UC T )
FOR I = 1 TO N1
ACT,TY = KHCT)/CKHC I 34HIO Y 3D
YCY,0) =2 (VELI-UE(I~ ~1 ) MRCERAL L, T
FICT) = PLLTY + WI.D)




320
A £ {2

210

220

230
235
240

- ano

235
240

270

280
290

300

310

NEXT I

FB(T) = FACT)I-F1CT)

NEXT J

J1 = FLIO)

J2 = P2CO)

GOSUR 330

KH(O) = -X1/Y1

K10 = YH+KHC O X

VECO) = K1CO)/(KH(O))

R(O) = R

FOR I = 1 T0 M1

FOR J = 1 TD ME

FROI,T) = CHICTI-HEC T3 HCUOHUC T ) PHCKHC T HHLCT 3 3/CB4C V0T 1-VECO ) WHIC T3
IF I = 1 THEM 240 ELSE 239

FROI,79 = (VECI-1)-VEC O IRKHCI MHF2CILT)

MEXT 7 .

NEXT I

FOR K = 1 TO M1 :
FOR J = FPI(K) TO FLOKMHPRIK)

FHI» = 0 :

FOR I = 1 TO Wi

ACT,T) = KHUI 3/CKHCI MHICT )

IF I = K THEN 260 ELSE 255

F&(I,T) = (VECI)=VE(I=-1)3RACT, T ML KHIK MHI(T )
FS(JT) = FOCL,THFS(T)

HEXT I

FIK, Ty = FOIK, 7)Y - TSI

F8(T) = F9{K,T) .
NEXT J

I = PIKD

I8 = PRUK)

GOSUE 330

KHUK) = -X1/¥1

KLCK Y = YHKHUK YWX

VE(K) = KK I/KHIK)

R(K) = R

NEXT K

FRINT “t“*_tq*_t_*_t_t_tq*_#_#_t_ﬂ_#_*_#_*_t_*_*_t_#_l R R

FOR I = O TO N1

PRINT “fARA HA": 1,VECIY,ABS(S(I>-VECIII/VE(L) KH(I,E

NEXT I

E=E + 1

FOR I = 1 7O Wi

IF ABS(SCI~VECTIII/VE(I) > 0,0000% GOTD 190

NEXT 1

AS = "AM_HHHA HH, HER BHOHHHEAAAS W HHBEAAAA W, HERRAAARY
FRINT TAE(Z0): D%

FRINT TAR(EZEO): "PARA HEL"

PRINT "WOLUME pH FG MOLIF FGR,.AJUST LESVIOY
FOR J = PO TO FLIOMFRLO)

Y5 = ~UC T IMKH{ 0K 1¢ 0

Y& = (FBOY-YSE MML00/YS

PRINT LUSING Ad; W I H(TI,FB(T),YH, Y4

NEXT T
BS = “HH_ HHHY B BHHERAAAA HE  HHUHHRHY HH HEHR~AAA 0

FRINT WHEL CHCL R IMCL, FHCL ™
CLo= CCEBRVELO /0 .

PRINT USIMG RSy VE(O),CL RCO Y, KH O -

CH = "HH_BHEHE LE 112 Sasalades Hi HENHE  HE _BRHEAAAA Hi, HHHARRARE

FOR K = 1 TO H1

PRINT TAB(20); "FARA HAYD K

PRINT “HMiz"p PL(K); "N2z'; PRUK)

PRINT "VOLUME SpH T ,MODIF FE AJUST nEsvIo v
FOR J = PLIK)Y TO PFLOKDHPEOKY

CYE = ~UT MEKHOK MKICK Y

Y& z{ FRK,T)-YIIHI00/YT

PRINT USING A$; W I, H(T), FRK,T), VS, YE
NEXT J

PKA = ~LOGCKHIK X066 50)

CH = ((VE{K )»VUE(K~1))CH /YD

PRINT " UHA CHA PKA KHA R
PRINT USIMG C%; VE(K )»-VE{K~1),CH,PKA,KH{K ), R(K}
NEXT K i

PRINT “MUMERO DE INMTERACOES=": E
INPUT "DESEJA REVER: D8 RESULTALOS":1s%
IF Is = "s" GOTO .300

Eh 5 3

X=0

FOR J = 11 TB J1+J2 o .
Y = YEFOLTY i .

X = XEWTY

NEXT J

Xz XAT2+10)

Y= Y/(12+1}

X1
¥i
FOR J = J1 TO Ji+J2
X1 = X1 + (VT )»X)aF3(T}



330

z
151

Y = Y1 & (V)X
HEXY 7

RETURN

¥=0

K=

FOR J = Jt TO Ji4J2
= Y ¢ FPBLY)
= + W)

J

-
o

X
X/CT2+1)
(I241)

7]

€ 3¢ € 3¢ € 3
NM"X

Y/
]
0
o
4]
0

H#anp

Y3
FOR J = J1 TO It+i2
x1
Y1z Y1+ (WI)-x)A

Y2 + (PB(T)-Y)Ag

IO IR L N ]

Y3 = Y3 + (VCT )X FBO T )-Y)
J

X4 = Yiwyz
R = Y3/5QR¢X4)
RETURN

XL+ (VT =X FBOT 1= )
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Apéndice 3: Listagem do Programa “PROGARCA?

10 PRINT "CALCULD DA CARGA LIRUIDA DE UMA MOLECULA DE FROTEINAY

PRINT "DURAMTL UMA TITULACAD ACIDO-BASE"
INPUT "MUNMERD DE FONTOS E GRUFDS T,F":M, 03

DIM PLOMY, MOM I HAC ML G, AU, G, Z90M ), NAL M, G ), NHAC M, 5
DIM XHACH, G, XACH, G, UMY, DF MY, TOOM ), LOMY, VIEM), WG

CDIM KIOM, 8, LM, G, LMY, LI(H), B(H,5),QCH)

INFUT "HUMERD DE MOLES DE PROTEIMA - WPEYTHNF
INFUT "VOLUME THICIAL -~ Y0iml)i"; VO

CINPUT "CARGA QLD TOLOS 08 GRUFOS ESTAO FROT,

INPUT "“pH INIDIALY: PI
INFUT “pH TINaAL": PF
INFUT "INCREMEMTO LE pH":DPF
VO = VO/1000

Ex{ :

FOR J = 1 70 G

READ COJTD), KLT ), MET3,WCT)
NEXT J

Moz INT(FF-PI)DPF

2901 NCT

FOR I = 1 TO N

IF I (=0 070 80
R=DF(I-1)

DP{ I =REDF

FL{Ix=DP(L}) + PE

HCEI)Y = 1O~ ~P1¢ I

120 FOR T = 1 7O 6

130

140
150

1460

170
180
190

200
=10

20
230

240

QC1=79¢ 1

OU DESFROT."iNCT

HA(I,T) = H(I)*C(J’)/(H(I)E-(K(J)MJ.O"(O SEBRW TOIRTFCT 1))

AT, T Iz=KC J’)'RIO"( OLBEBAHC T IRZPCI I IHCCT I/CHC T MK T IWLO N O, BEEMWC T IWZ9( T

HHA (I, J') = HACT,JOwvo
MACT,T) = ACT, T %00
XHA(I,J) = MHACTL, J)/NP
XKACI, T = NALT, T /NP

MEXT J

T#{1)» = 0

FOR J =1 70 G

TIY) = THIY + XaCI, I
NEXT T ’
Z9{I) = MCT = T9( I
E=EFE + 1

IP £E = 1 GQTO 120

IF ABS (Z9C(L) ~ QCI))=0.1 GOTO 120
MEXT I

INFUT "“VOLUME DE EQUIVALENCIA PARA 0 ACINO FTORTE -VHOml 3 1VH

CINFUT "COMCENTRACAD DO TITULANTE ~CR":CE
KW = 1E~-14

FOR I = 1 TO W

FOR J = 1 70 o

KICI,T) = KETOHI0A 0, BEBRWC T IRZH T ) )
S(1,7) = KI{I,J3/CKICT, T HH(T )

NEXT T

LETY = HOTMVO - UHECE ~ (KWA(CHOTIIOUO ~ (V01 y-UH I%S{ T, 1 1Ok
LI = 0

FOR T = 2 10

LICTI I = (W IV T~1)MEt 1,) %CE

L2CT)Y = LB(T) +L141, 0D

NEXT J =

oo BBy = LI - LECLY

250

260

UCTY = KM/ZHCID - HEI) ~CE
VICT) = L3CTH/0CT)

MEXT I
PRINT "VOLUME (mL) pH CARGA"
AS = “Hu HHus . #H_ uuH
FOR I = 1 TO M

FRINT USINGAS, VICI), PI(TIZPI)

270 NEXT 1

CHEH BY

1)
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Apéndice 4: Listagem do Programa “PI”

FRINT "CALCULD DO FONMTO ISOELETRICO IE UMA PROTEIMAT
INFUT "NUMER(O DE GRUFOS CcoM CaRGa - B+ ~1,J="0N,F

nIM {I(N),Cl(F‘),K(N)yl{l(F‘),B(N),Bi(ﬂ);ﬂ( FY,EI(FY,EBE(F D
FRIMNT "ESTE&. (HUMERO DRE GRUFOS/MOLY B CONST, DE nissoc.”
FRINT "FARA LSPECIES COM paRGA -~ (CCTY, KT

POR I = 1 TO W

PRINT "FPaklka a%3Izt-"

INFUT CCI), KT

MEXT T _

EFRINT "ESTER. ( MUMERD DE GRUFOS/MOL)D [ CONT. DE nIssoc,”
FRINT "FARA ESFRCILES COoM CarGa + (LT Y, K0T

FOR J = 1L TG F

PRINT "PARA Ha" 3 JTi"4"

TMFUT C1(T 2, K1(T)D

MEXT I

IMFUT "p1 AFROXIMALO"SH
H=1040-H 3

GOTR 70

HazMHi

a=0

Alz0

FOR Tz 1 TO M

BCTY = KCIDHOCTIDHZCKCT Y 4+ H)
A=A+ BOID

BE1CT) = KOTIMCOT W AAKCT AR
Al=Atl + RICES

80 MEXT 1
N=0
1l =0
ne=¢ -

20 YOR J = 1 TO F
ECTY = C1CT yeH/ACHHKICT )
o= D4 E(T
FI0T) = CLOTMHACKLICT MHIAR
Bi=0y 4+ BRI
ERC T )= CLCT W/ CHEKLIOT 3
e o= N 4+ BECY)

100 HMEXT J

F= It - &

Gz Bl o~-Dl o+ oAl

H1L = H - F/G

X = ~LOGCH/LOGECL0)
X1 = ~LOGCHL/LOEC1L0)

110 IF ARS (1-X1/X%)20,00001 GOTO &0

FI = X1

FRINT "pl DA FROTEINAY
A%z VHE, BEEY

PRINT USING A%FFI

LMD '



