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NOMENCLATURA, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

EC 3.1.1.3 : Lipasc pancredtica
EC 3.4.21.1 : Quimiotripsina
EC3.4.21.4 : Tripsina

EC 3.4.21.11: Elastase

A classificagdo das enzimas acima refere-se a nomenclatura recomendada pela
Internativnal Union of Biochemistry on Nomenclature and Classification of Enzymes
(Handbook of Biochemistry, CRC Press, 1989). Exemplificando para as enzimas Lipase
e Tripsina torna-se mais claro o significado desta nomenclatura.

EC 3. 1. 1. 3
T T T T T
Enzyme Classe Subclasse das ~ Sub-Subclasse das Refere-se ao
Commission. das IMidrolases.  Hidrolases, Hidrolases, denominada nuimero da enzima
denominadade Carboxylic Ester Hydrolase. na Subclasse.
Esterease.
-EC 3. 4, 21. 4
T T T T T
Enzyme Classe Subclasse das  Sub-Subclasse das Refere-se ao
Commission. das Hidrolases. Hidrolases, Hidrolases, denominada  mimero da enzima
denominada de  Peptide Hydrolase. na Subclasse.

Serina proteinase.

[Sleow . Concentragio molar total de tensoativo.

[S]iive : Concentragido de tensoativo livre.

Aerosol OT @ bis 2-¢til sulfosuccinato de s6dio, € um tensoativo anidnica.
R’ + Cadeia carbdnica.

Grupo R : Parte polar ou apolar da molécula de amino4cido.

v : Nimero médio de moléculas de tensoativo por molécula de protefna.
CMC : Concentracdo Micelar Critica.

SDS : Dodecilsulfato de sédio.

0SS : Octilsulfato de sddio.

DSS » Decilsulfato de sédio.

TDSS : Tetradecilsulfato de sédio.

DTAB : Brometo de dodcciltrimetilamoOnio.

CPC » Cloreto de hexadecilpiridinio.

DOC » Desoxicolato.

TDAC : Cloreto de tetradeciltrimetilaménio.
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RESUMO

Titulo; “Estudo termodinimico da interacio de tensoativos iénicos
com Tripsina”

Autor: Elot A, Silva Filho

Orientador: Prof. Dr. Pedro L. O. Volpe

Palavra chave: tensoativos, proteina, microcalornimetna.

Um estudo sistematico da interag3o de tensoativos 1dmicos com Tripsina em
solugdo tampio pH 3,5; 7,0 e 9,0 com forga 16nica 10 mM a 25 °C foi feito utilizando as
técnicas do equilibrio de dialise e titulagdo microcalorimétrica. Neste estudo foi utilizado
solugdes de tensoativos anidnicos da série dos n-alquilsulfato de sodio (Cg, Cio, Cr12 € Cha)
e alguns tensoativos catidnicos como o cloreto de hexadecilpiridinio (CPC) e brometo de¢
dodeciltrimetilamonio (DTAB).

As isotermas de interagio obtidas utilizando a técnica do equilibrio de dialise
foram tratadas de acordo com o modelo teorico de Wyman que permitiu calcular os
valores da variagdo da energia livre de interagdo Tripsina-Tensoativo (aGY). Os
resultados mostraram que o valor de AGY foi na faixa de - 0,1 a2 - 9,0 kJ.mol’' para os
tensoativos  n-alquilsulfato. Para os tensoativos CPC e DTAB observamos que AGY, foi
na faixade -0,1a-11,0 kJ.mol™.

A wvariagho da entalpia de interagio (A_ H°) obtida por titulagdo
microcalorimétrica mostrou que a interagdo dos tensoativos n-alquilsulfato de sodio (Cg,
Cia, Ci2 e Cy4) com Tripsina no pH 3,5 € um processo endotérmico com o valor de A, H®
diminuindo linearmente com o aumento da cadeia carbdnica do tensoative. No pH 7,0
observamos a mesma tendéncia com excegdo do Cyq. No pH 9,0 a partir do Cyp 2
entalpia de interacdo nio variou com o aumento da hidrofobicidade do tensoativo. Para
08 tensoativos catidnicos observamos um processo de interagdo praticamente atérmico
para o0 DTAB e para o CPC um processo endotérmico.

O modelo de distnbuigo livre foi também utilizado como método de célculo do

namero de sitios de interagdo Topsina-Tensoative utilizando baixa concentragdo do

tensoativo livre.
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ABSTRACT

Tide: “Thermodynamic Study of the Interaction of Ionic Surfactants
with Trypsin”

Author: Eloi Alves da Silva Filho

Thesis Advisor: Prof. Dr. Pedro L. O. Volpc

Keywords: surfactants, protein, microcalorimetry

A systematic study of the interactions of ionic surfactants with Trypsin in buffer
solution pH 3.5, 7.0, 9.0, ionic strength 10 mM at 25 °C was donc using the dialysis
equilibrium and microcalorimetric titration techniques. In this study it was used anionic
surfactants solutions of the sodium n-alkyl sulfates series (Cg, Cyo, C12 and C,) and twao
cationic surfactants, hexadecylpiridinium chloride (CPC) and dodecyltrimethylammonium
bromide (DTAB).

The obtained isotherms of intcraction by using the dialysis equilibrium technique

were treated according to the Wyman's theoretical model thal allowed to calculate the free

encrgy of interaction of Trypsin-Surfactant (aG3). The results show that the values of
AGS are in the range of - 0.1 to - 9.0 kJ.mol” for the surfactants sodium n-alkyl sulfates,

For the surfactants CPC and DTAB we observed that AG) are in the range of -0.1 to

-11.0 kJ.mol™.

The enthalpy of interaction (A H®) obtained through microcalorimetric titration
shows that the interaction of the surfactants sodium n-alkyl sulfates (Cg, Cyy, Ciz. and Cyy)
with Trypsin in the pH 3.5 is an endothermic process with the value of A, H® decreasing
linearly with the increasing of the carbonic chain lenght. In the pH 7.0 we observed the
same trend except for Cys.  In the pH 9.0, from Cyp the enthalpy of interaction didn’t
change with the increasing of the carbonic chain length. For the cationic surfactants we
observed an athermic process for the interaction of DTAB and endothermic for CPC.

The distribution-free model has also been used as a method to calculate the number

of sites of interaction Trypsin-Surfactant using low concentration of free surfactant,
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Introducio 1

1 INTRODUCAO

O estudo termodindmico da interag@o de tensoativos idnicos com proteinas
globulares € atualmente de grande interesse nas 4dreas de Fisico-Quimica e Bioquimica.

Tensoativos idnicos ligam-se a protefnas globulares em concentragles abaixo da
concentragdc micelar crftica (CMC) por uma combinagiic de interagdes ibnicas e
hidrofébicas formando o chamado complexo Protefna-Tensoativo, A parte hidrofébica da
molécula de tensoativo, como por exemplo, dodecilsulfato de sédio (SDS) inlerage com as
regibes hidrof6bicas no interior das protefnas, causando a quebra da sua estrutura
secunddria e tercidria. Também, a formagio de pares idnicos entre moléculas de
tensoativos e resfduos de aminoscidos contribuem para este processo. Por cste motivo, 0s
tensoalivos  idnicos possuem propriedades desnaturantes incompardveis, pois em
concentragbes da ordem de milimolar desnaturam proteinas e€nquanto que desnaturanies
cldssicos' como Uréia e Cloridrato de Guanidina necessitam de concentragdes da ordem de
6,0a8,0M.

A aplicacio de tensoativos na bioquimica, principalmente no estudo da
solubilizacdo de protefnas intrinsecas das membranas biolégicas, tem sido de interesse em
estudos ffsico-quimicos sobre a natureza das intera¢des entre tensoativos e proteinas pelo
fato dos tensoativos idnicos serem ingredicntes importantes em muitos cosméticos, produtos
de toilete, preparagdes farmaculicas (solugbes de gargarejo entre outros), ¢ todos estes

materiais entram em contato com as protefnas da membrana.
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1.1 HISTORICO

Uma revisio bibliogrdfica dos estudos realizados da interagdo de tensoativos

com protefnas ¢ feita a seguir.

Com base no trabalho iniciado por Lundgren et al (1943)* sobre propriedades
eletroforéticas da formagdo de complexos da albumina do ovo com 0S 1EnSOALivos
alquilbenzenosulfonatos acima do ponto isoelétrico pH(I) 4,6, Putnan ¢ Neurath (1943)
verificaram que a formagdo de complexos entre tensoativos e protefnas também pode
ocorrer abaixo do ponlo isoelétrico. Seus estudos comprovaram que a albumina de cavalo &
completamente precipitada pelo tensoativo SDS abaixo do ponto isoelétrico no limite em
que a razdo de massa de protefna por tensoativo varia de 5/1 ¢ 2,5/1. Estes pesquisadores
conclufram que nestas condigdes o tensoativo interage completamente com a proteina e que
com o excesso de temsoativo esta precipita. A precipitagdo pode ter sido causada por
interagBes clewrostdticas, desde que, o pH mdximo da solugdo se aproxime do ponto
isoelétrico da protefna ¢ que a concentracio mdxima de SDS necessdria para a precipitagdo
completa da solugdo corresponda 3 capacidade total de interagdo com a proteina.
Concluiram também que apés a dissociagio do complexo Protefna-Tensoativo e
consequente remogdo do alquilsulfato com cloreto de bdrio a protefna obtida sc mostrou

cletroforeticamente pura.
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Benzonana (1969)! estudou o efeito do tensoativo desoxicolato de s6dio sobre
a lip6lisc de triglicerideos da lipase pancredtica (EC 3.1.1.3). Concluiu que o efeito das
solugdes de desoxicolato de sédio em pH 9,0 em presenca de NaCl (0,1 M sobre a lip6lise de
triglicerideos leva a remogio de dcidos graxos da interface, permitindo que a hidrélise da
lipase continue a uma velocidade constante.

Knox e Parshall (1970)° realizaram estudos sobre a interagdo do tensoativo
anidnico dodecilsulfato de sédio (SDS) com gelatina em pH 7,0 ¢ 4,1 através de medidas de
tensdo superficial das solugles de SDS/gelatina. Os resultados indicaram que  as
composi¢des dos complexos SDS/gelatina formados foram muito semelhantes,

Knox ¢ Parshall (1972)° estudaram a interagdo do tensoativo anidnico Acrosol
OT com gelatina em pH 7,0 utilizando medidas de tensio superficial de Aerosol OT/gelatina
e NaCl/gelatina. Os resultados indicaram a formagdo de complexos Aerosol OT com
gelating, e concluiram que os complexos contendo Acrosol OT aparccem com a diminuigo
da concentragio micelar critica (CMC) deste tensoativo induzida pela presenca de NaCl.

Jones et alli (1973)" fizeram um estudo comparativo da interagio entre
Ribonucleasc A (RNAse A) com os tensoativos SDS e DTAB. Os resultados da
comparagdo dos espectros no UV mostraram que o SDS desnatura a RNAse A nos pH’s
7,3 ¢ 10,3, enquanto DTAB ndo afetou a conformagdo da enzima. Usando a técnica do
equilibrio de didlise determinaram que somente SDS interagiu com a RNAse A, Os cstudos
de atividade enzimdtica comprovaram que a enzima ndo ¢ afetada por DTAB em
concentragdes acima de 0,03 M a 25 °C. Os resultados das medidas calorimétricas sugerem
claramente que a interagdo do SDS com RNAse A envolve dois processos. Em valores
baixos de v ocorre um processo exotérmico de interagdo ripida. Em valores intermedi4rios

de v o processo de interagio exotérmico inicial & seguido por um processo endotérmico
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mais lento, o qual pode ser atribufdo a desnaturagio da RNAse A. Em valorcs altos de v
ambos os processos de desnaturagdo e interagdo ocorrem mais rapidamente de maneira que
0 processo endotérmico fica encoberto no processo exotérmico registrado.

Makino et al (1973)" realizaram estudos sobre a interagdo dos tensoativos DOC
e Triton X100 com a albumina bovina usando as técnicas do equilibrio de didlise e dicroismo
circular. O objetivo deste estudo foi investigar mais detathadamente o modo de acdo de
DOC e Triton X100 na interagio com albumina bovina, e posteriormente fazer uma
comparagdo com 0s tensoativos anidnicos. As medidas foram ohtidas para solugdes com
pH 9,2 e for¢a ibnica 0,1 M.  Os resultados mostraram que DOC e Triton X100 sio
eficientes para a solubilizagio dc proteinas da membrana da atbumina bovina na forma
nativa devido a sua CMC ser muito baixa, ¢ assim a concentragdo de solugdes destes
tensoativos preparadas abaixo da CMC dificulta uma interagdo cooperativa com a albumina
bovina.

Nozaki ct al (1974)” estudaram a interagio do tensoativo catidnico cloreto de
tetradecilrimetilaménio (TDAC) com a albumina bovina e com outras protefnas globulares
atraveés das técnicas de espectroscopia no UV e dicroismo circular, Os resultados
mostraram que tensoativos catiénicos nio sdo substitutos adequados do tensoativo anidnico
SDS que apresenta como propriedade um alto poder de desnaturagdo, sendo usado
rotineiramente ¢m procedimentos na 4rea biol6gica como por exemplo, cletroforese em gel

de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE).
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Jones (1975)' propds uma teoria para a interagio de moléculas de tensoativos
com proteinas globulares. Esta teoria foi formulada de acordo com o modelo de equilfbrio
multiplo no qual ¢ feito o célculo da constante de interagdo protefna-tensoativo.
Posteriormente esta teoria foi usada para tratar os dados da interagio de SDS com
RNAse A, 3-lactoglobulina ¢ albumina bovina existentes na literatura da época.

Jones (1977)" estudou a interagio de SDS com Tripsina nativa e Tripsina
reduzida nos pH’s 3,5 e 5,5 utilizando a técnica microcalorimétrica e equilibrio de didlise.
Os resultados em pH 3,5 mostraram que a interagio cooperativa do SDS com a Tripsina
ocorre numa ampla faixa de concentragdo (1x10” a 1x10° M). Eles comprovaram que em
PH 3.5 ambas Tripsina nativa e reduzida apresentavam somente interag¢do cooperativa. Os
resultados das medidas microcalorimétricas realizadas a 25 °C mostraram uma varia¢do da
entalpia de desnaturacio de 82,0 + 5,0 kl.mol" em pH 3,5 e de 128,0 + 5.0 kJ.mol” no pH
3,5. Concluiram que termodinamicamente a Tripsina nativa ¢ a Tripsina reduzida mostram
mnteragdes diferentes.

Andrade ct alli (1981)" utilizando a tScnica microcalorimétrica determinaram a |
varia¢do da entalpia de interaco para a série de n-alquilsulfato de s6dio (Cs, Cio e Cy3) com
a RNAse A 2 25 °C em solugdes com pH 3,2; 7,1 € 10,0.  Os resultados mostraram que a
interagdo do SDS com a RNAse A ¢ exotérmica no pH 7,1 e gue esta interagio ocorre nos
sftios catidnicos especfficos da RNAse A. Utilizando esta mesma téenica determinaram que
a variagfio da cntalpia de desnaturagio desta série homdloga & endotérmica. No entanto,
em pH 3,2; a variagio da entalpia de interagdo para os n-alquilsuifato Cs3 ¢ C,y foi
confirmada como sendo um processo endotérmico, ¢ atribufda a desnaturacdo da RNAse A.
Também comprovaram que nos pH’s 7,1 e 10,0, Cy desnaturou a RNAse A, enquanto Cs

interagiu quase atermicamente,
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Jones ¢ Manley (1982)" utilizaram a wécnica do equilfbrio de didlise para estudar
a interagdo de SDS com Catalase em solughes aquosa de pH na faixa de 3,2 a 10,0. Os
resultados mostraram que a interagiio cooperativa ocorreu somente na faixa de pH acima do
ponto isoeléirico da Catalase [pH(I) 5,4]. Também determinaram que o valor médio da
variagio da energia livre & de - 28 kI.mol™ para a interagdo do SDS com os sitios catitnicos
especificos da Calalase. Para interagdes cooperativas o valor médio da variacdo da energia
livre encontrado foi cerca de - 15 kI.mol™.

Lundahl et alli (1986)"* propuseram um modelo hipotético para as interagdes
ibnicas, hidrofébicas e pontes de hidrogénio em complexos Protefna-SDS. O modelo
proposto foi construfdo para representar a estrutura do complexo Proteina-SDS.  Estes
autores afirmam que os segmentos hidrof6bicos da cadeia polipeptfdica da proteina podem
ser acomodados no interior da micela alongada de SDS.

Mosavi-Movahedi et al (1989)'° estudaram a interag@o do tensoativo catidnico
DTAB com a Catalase do figado bovino e Catalase de Aspergilius niger no pH 10,0 2 25 °C
utilizando as técnicas de equiltbrio de didlise e microcalorimetria. Os resultados de
microcalorimetria mostraram que DTAB interagiu endotermicamente com estas enzimas.
Comparando a interagio do tensoative SDS com cstas mesmas enzimas os autores
concluiram que as interagdes s3o dominadas pelo aumento da entropia de interagdo. Para
SDS este aumento foi maior em meio 4cido e para DTAB em meio alcalino.

Luisi et alli (1990)"® fizeram estudos com protefnas solubilizadas em sotventes
organicos via micela reversa. Concluiram que a estabilidade de proteinas em solugbes dc
micelas reversa é menor do que em solugio aquosa, e as correspondentes contribuigdes da
entalpia e da entropia na cnergia livre de transicio foram inferpretadas com base na

estrutura molecular da proteina.
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Moosavi-Movahedi e Ghobadi (1991)"7 fizeram estudos sobre a interacdo da
Catalase de Aspergillus niger com o tensoativo SDS nos pH's de 3,2; 6,4 ¢ 10,0 utilizando
as técnicas do equilibrio de didlise 2 25 ¢ 37 °C e microcalorimetria. Os resultados
mostraram que 2 razdo AHyp/ AHgy) (variagdo da entalpia caiculada pela equagdo de van’t
Hoff sobre a variagdo da entalpia medida por microcalorimetria) é dependente do pH
variando de 1,79 a 7,33 no pH 6,4 que corresponde a um valor muito alto neste pH, mas
que foi consistentc com as fortes interagdes intermoleculares do complexo Catalase
Aspergillus niger/SDS indicando ser um sistema com dois estados de transigdo. Nos pH’s
3.2 e 10,0 esta razdo foi menor que 2, indicando ser um sistcma com multiptos estados de
transigao.

Sarmiento et al (1992)'® estudaram a intcrago de n-alquilsulfato de sédio (Ca,
Cs, Cio & Cyi2) com Insulina bovina em solugdo aquosa a 25 °C nos pH's 3,2 e 10,0 por
microcalorimetria ¢ equilibrio de dilise. Os resultados mostraram que d variagio da
entalpia de interagdo € exotémica e dependente do pH, como por exemplo, para Cyz no pH
3.2 corresponde a -30,7 kIl.mol” enquanto no pH 10,0 diminui para -12.9 kI.mol™. Os
resultados da variag@o de energia livre (obtida das isotermas de interagao) por molécula de
tensoativo diminui com o aumento da interagdo até um valor valor limite de cerca de -15
kJ(mol de tensoativo)'. Os altos niveis de interagio associados com uma dependéncia da
cadeia hidrof6bica do tensoativo sugerem uma cstrutura do tipo micelar para os complexos

Insulina-Tensoativos.
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Miller et alli (1994)"" realizaram estudos sobre a aplicago das técnicas  de °C
RMN e 'H-RMN com gradiente de pulso para estudar a estrutura e mobilidade do complexo
formado da interagdo de SDS com gelatina em solugdo aquosa e pH na faixa de 5 a 6,
Usando estas técnicas analisaram que a gelatina interage com agregados de SDS através de
atragdo eletrostdtica de resfduos catibnicos (lisina e arginina) com a parte polar da molécula
de SDS e também através de interagBes hidrof6bicas da cadeia carbénica do SDS com os
residuos neutros e alifaticos (leucina, isoleucina, valina, ete).

Moosavi-Movahedi (1994)*® estudou a interagdo da Catalase de Aspergillus
niger com ¢ tensoalivo anidnico SDS através da tScnica de equilibrio de didlise e
microcalorimetria, Neste cstudo mostrou que o complexo Catalase de Aspergillus
niger-SDS formado durante a atividade cataliica da enzima pode ser ter sva atividade
enzimatica aumentada em até 180% por solugdes de SDS no pH 6,4 (tampao fos(ato) e pH
8,0 (tampdo tris).  Este autor afirma que este resultado é inconsistente com outras
Catalascs (bovina e de bactérias) que sfio inativadas por SDS,

Jones, ct alli (1994)*' estudaram a entalpia de interagio de uma série homologa
de brometo de n-alquiltrimetilaménio (Cs, Cip € Cyz) com os polipeptidios sintéticos poli(L-
glutamato} e poli(L-aspartato) em solugdo tampdo, pH 3,2 ¢ 10,0 a 25 °C. Os resultados
mostraram que a variagdo da entalpia de interacdo da série homé6loga ¢ endotérmica. No
enlanto, com o aumento da concentragdo molar de Cyp e Cyz a variagiio da entalpia de
intcragdo apresentou uma contribuicdo exotérmica que foi atribuida a presenca de particulas
em suspensdo. As isotermas de interaco indicaram que o nimero médio de moléculas de
tensoativos por moléculas de polipeptidios estd na faixa de 0 a 0,5. Combinando os dados

da entalpia de interagdo com os de energia livre, estimaram uma entropia de interagdo
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positiva para esta séric homdloga e sugerem que isto ocorre devido as contribuigoes
hidrof6bicas que correspondem as interagdes das cadeias carbbnicas das moléeulas dos
tensoativos com as moléculas dos peptidios.

Whitcsides e Miller (1994)™ realizaram estudos da interagfio entre gelatina ¢
SDS usando uma variedade de técnicas fisicas e fotofisicas em solugio tampdo pH’s 5.5;
6,5 ¢ 8,0 a 45 °C. Mostraram que a interagdo envolve a formagio de miceias aderidas ao
polimero formando um tipo de colar. Concluiram que as micelas apresentam o nimero de
agregacdo semclhantes as micelas formadas na auséncia de gelatina sob as mesmas
condigbes e ligadas por forcas eletrostdticas e hidrofébicas.

Chen et al (1995)* rcalizaram estudos sobre a determinagio da isoterma de
interacdo da albumina bovina (BSA) com dodecilsulfato de s6dio (SDS) em solugdo tampio
pH 7,2 e forga ibnica 0,02 M utilizando a técnica de espectroscopia DOSY (diffusion
ordered 2D-NMR spectroscopy).  Os resultados mostraram que a fragao de SDS ligada a
BSA ocorreu numa razio de 1,9 g de SDS por grama de BSA. Concluiram por andlise dos
dados de difusdo e deslocamento quimico que o complexo BSA-SDS foi consistente com o
modcio de formagdo micelar, com as moléculas de SDS ligando-se as regides hidrof6bicas

da protefna desnaturada.



Introducdo 10

1.2 TENSOATIVOS

Tensoativos sdo substincias anfifilicas, conhecidas como detergentes ou
surfatantes consistindo de uma cadeia carbonica (cauda ou parte hidrofébica) e uma parte
polar (cabega) que se caracterizam por diminuir a tensio superficial ou interfacial de um
sistema. Os tensoativos podem ser classificados de acordo com a estrutura molecular da
parte polar em catidnico, anidnico, neutro e anféteros.*****  Alguns dos exemplos de
tensoativos mais comuns $3o;

i) Catlénicos

S&o caracterizados por possufrem um grupo polar com carga positiva ligada a
cadeia carbOnica. Estes tensoativos possuem algumas propriedades importantes, como por
exemplo 530 usados como bactericidas.

CH, - (CH,), N(CH, ), X"

X~ = Haleto,
[X- =B en=15]

Ex:Brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB)

CH,; -(CH,), -N- (CsH)X™ Ex: Cloreto de hexadecilpiridinio (CPC)
[X-=Cl" en=15]
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ii} Anidnicos

Séo aqucles que apresentam um grupo polar com carga negativa, ¢ propriedades
ffsicas superiores aos demais no que s¢ refere ao poder de cspuma e detergéncia. Os
principais exemplos desta classe sdo os alquil sulfatos, alquil éter sulfatos ¢ alquil
sulfossucionatos.

CH, -{CH,),—0SO;M"  Ex: Dodecilsulfato de s6dio (SDS)
CH, -(CH,), -SO;M"* Ex: Dodecilsulfonato de sédio (SDSQ)
[M*=Na*en=11)

iii) Nao 16nicas

Sdo caracterizados por terem um grupo polar sem carga ligada a cadeia
carbonica. Possuem como caracterfsticas principais: compatibilidade com a maioria das
mat€rias-prima utilizadas em cosméticos, tem baixa irritabilidade 4 pele e aos olhos, alto
poder de redugdo da tensdo superficial, baixo poder de detergéncia ¢ baixo poder de

espuma. Os exemplos mais comuns desta classe s3o os derivados de poli6is.

C,;H, —(OCH,CH,) OH Ex: Polioxietileno (23) dodecil éter (Brij 35, [n=23])
CH,-(CH,), -(C,H,)-0-(CH,-CH,-0)_-H  Ex: Polioxictileno (9,5) Octilfenol

(Triton X100), n=7 e m=10
iv) Anfoteros

Estes tensoativos sio caracterizados por conter na mesma molécula, grupos

com carga positiva ¢ grupos com carga negativa. Os tensoativos desta classe sdo derivados

das betafnas e imidazolinas.

CH, - (CH,), -N(CH,), ~CH, -C0OO~ Ex: N-Dodecil-N,N-Dimetilglicina fn=11]
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Uma propriedade fisica cxcepcional dos tensoativos ¢ que ao serem dissolvidos
em dgua, sob determinada concentragdo, suas moléculas se arranjam em agregados
moleculares organizados denominados de micelas (figura 1.2) e a concentracao na qual este

fendmeno acontece € chamada concentragio micelar critica (CMC).

dupla camada
de Gouy Chapman
* » X =contra-ions

ogh]  omm
X
X

K < X | x ‘\‘."' = grupo apolar
X X fasc

X "1 aquosa
X
X
X " x

nicko mj%elar
40aB80A

.‘_._...,+ X KX
i
'
'
'

camada de Stem

Fig. 1.2 Representagio esquemdtica da Micela.”’

A estabilidade da micela € detcrminada pelo balango de forcas atrativas
(interagdo hidrofGbica) cntre os grupos apolares e forgas repulsivas entre os grupos polares

além da solvatagio e interagdo destes grupos polares com contra-fons na camada de Stern. 2
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1.3 PROTEINAS E AMINOACIDOS

Berzelius,” cunhou a palavra protefna em 1838, para salientar a importincia
dessa classe de moléculas. Protefna € uma palavra de origem grega Profeios, que significa
“o que vem em primeiro lugar”, sendo um dos principais constituintes dos organfsmos
animais, responsdveis pclo funcionamento das suas fungdes vitais.

Protefnas sio macromoléculas ou biopolimeros, constituidas por  vinte
aminodcidos fundamentais (figura 1.3). Estes amino4cidos se arranjam entre si, através de
ligagbes covalentes (ligagdo peplidica ou ligagdo amida) para formar a sequéncia de
aminodcidos de uma determinada protefna, que ¢ definida como sua estrutura priméria,

Os aminodcidos fundamentais contidos na figura 1.3 podem ser classificados de
acordo com o seu grupo R, ou seja sua parte polar ou apolar de sua estrutura molccular.
Deste modo, os aminodcidos Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Phe, Trp, Met, Cys e Gly pertecem ao
grupo apolar ¢ hidrof6bico, Asn, Gln, Ser, Thr, e Tyr a0 grupo polar e hidrofilico, Lys, Arg

¢ His ao grupo bdsico, Asp ¢ Glu ao grupo dcido.
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H NH
H coH 2 ~COH A H _coH
HSCYCOQH O/ HN NW
NH, NH, NH fl‘i NH,
L-Alanina (Ala/A) Glicina (Gly/G) L-Prolina (Pro/P) L-Arginina (Arg/R)
| H
H CQO,H HoN H CO,H ?Ha ’1 CO.H
Ho/\'( \M/Y HaC A L0 HN :
NH, O N, 4, =N NH,
L-Serina (Ser/S) L-Asparagina (AsvN) L-lsoleucina (la/) L-Histidina (His/H)
OH

T

H:,CY\'-'-!T/COzH
NH, O NH, CH, HoN &
L-Treonira (ThT) | -Acido Aspartico (Asp/D)  L-Leucina (LeulL) L-Triptofano (Trp/W)
H COH
H H : T H
i _CO,H H,N L _CO,H z _COH
Td \/W NH,  HO
NH, NH, HO NH,
L-Cisteha (Cys/C) L-Lisina (Lys/K) L-Tirosina (Tyr/Y) L-Acido Glutamico (GIWE)
0 H co,m
H,CS \/\}—-_EI/COQH Hg0>i___(cozH » U con @/\(
HsC N
NH,  NH, NH, "
L-Metionina (MetM) L-Valina (Val/V) L-Glutamina (GInvQ)

H
- COH  HN : COH
HyC \u/\f/

Fig. 1.3 Amino4cidos fundamentais.

L-Fenitalanina (Phe/F)
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Além da estrutura primdria descrita anteriormente, as protefnas apresentam:
1) Estrutura Secunddria, refere-se ao arranjo espacial dos residuos aminodcidos que estio
proximos um do outro na sequéncia linear. E denominada de o-Hélice, folha B pregueada
(paralcla ou antiparalela) que ¢ comum em proteinas fibrosas, em que as cadctas
polipept{dicas apresentam uma conformagdo estendida, tipo hélice ou espiralada
longitudinalmente; e ocorre em segmentos das cadeias polipepifdicas nas protcinas
globularcs.”®
i) Estrutura Terciaria, refere-se ao arranjo espacial dos residuos aminodcidos da cadeia
polipeptidica com curvas ou dobras em tres dimensdes, formando a estrutura compacia e
enovclada das protefnas globulares. Protefnas contendo mais de uma cadeia polipeptidica
exibem um nfvel adicional de estrutura molecular. Neste caso cada cadeia polipepUdica da
prolefna é denominada de subunidade.**
iii) Estrutura Quaterndria, rcfere-se ao arranjo espacial de cada subunidade e da naturcza
de suas interagdes.

De acordo com a estrutura conformacional, as protefnas sio classificadas em
duas grandes classes:
proteinas fibrosas, insoliiveis em 4gua, sdo um dos principais constituintes dos tecidos
animais, como por exemplo, a a-queratina, existente na epiderme, cabelo,ld, unha; o

coldgeno, existente nos tenddes; a miosina nos miisculos ¢ a fibrofna, na seda. ™
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proteinas globulares, soliveis em dgua ou em solugdes aquosas de dcidos, bases ou sais,
$40 responsdveis por fungdes vitais de nosso organismo, como por exemplo, a hemoylobina,
que transporta o oxigénio dos putmdes para os tecidos, a insulina que regula 0 metabolismo
da glicose, a trombina que atua na coagulagdo sangufnea, etc.?

Virtualmente, todas as enzimas sio proteinas globulares, algumas contendo uma

cadeia polipeptidica tinica e outras contém duas ou mais,*

1.4 ESTABILIDADE CONFORMACIONAL DAS PROTEINAS

As proteinas globulares apresentam estruturas moleculares muito complexas ¢ as
medidas experimentais revelam que a variaco de energia livre necessdria para desnaturd-las
¢ 0.4 kJ por mol de resfduos de aminoscidos * de maneira que para desnaturar uma protefna
contendo cerca de 100 resfduos de aminodcidos seria necessdrio ~40 kl.mol'. Em
contraste, a energia necessdria para qucbrar uma ponte de hidrogénio tipica é ~20 kJ.mol™.
Deste modo, as vérias forgas de ligagio as quais as protefnas estdo sujeitas: interacBes
eletrostdticas (atrativas ¢ repulsivas), pontes de hidrogénio (intramolecular e com a dgua),
interagoes hidrofébicas, forgas de van der Waals e ligagbes dissulfcto somam num total,
centenas de kilojoules por mol de moléculas de uma protefna.  Conscquentemente a
estrutura de uma protefna ¢ o resultado de um complexo balango entre as forgas de ligaces

citados e esquematizadas na figura 1.4.
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7. . PONTE DISSULFETO

7z
CH: &
05 Z, PONTE DE HIDROGENIO
~ CH, .
> 2 E;
{ 7 4
.- H\N®—=74 _
C—g5 A | INTERAGRO HIDROFGBICA
II . = (von der woats)
=
, ==
= c l' ~
A\
\ C
y® : 7 NM
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INTERACAO X 469
ELETROSTATICA % \
,C-.-:—"O
NI

Fig. 1.4 Forgas envolvidas na estrutura molecular das proteinas.*
1.4.1 INTERAGCOES ELETROSTATICAS
A teoria que estuda as interagdes eletrostiticas sdo baseadas nas leis da

eletrostatica classica.®® A energia potencial de interagdio (U) entre duas cargas elétrica, q; ¢

qz separadas por uma distancia r € dada pela equagio da lei de Coulomb, que resulta no

trabalho necessario para separar estas duas cargas de uma distancia infinita.
k.
u==3% 4y
g1

onde: k - corresponde a constante de proporcionalidade = 9,0x10°J.m.C™.

€ - € a constante diéletrica, no vacuo que € igual a 1 e aumenta com a polaridade do
meio; para uma molécula de proteina ¢ determinada na faixa de 2 a 5.
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De acordo com esta equagdo, a cnergia de interag@o entre grupos carboxilicos
no aminodcido Glu e grupos amonia no aminodcido Lys, com as cargas scparadas por 4 A
num meio de e=4 ¢ du ordem de -86 kl.mol™.* Contrariamente, grupos carboxilicos ¢
grupos amdnia dc aminodcidos situados fora da parte hidrofébica da protefna sio
fortemente solvatados e portanto contribuem muilo pouco para a4 estabilidade
contformacional da mesma.

1.4.2 FORGAS DE VAN DER WAALS

Séo interagdes fracas entre dipolo-dipolo ou interagdes dipolo-induzido. As
interagOes entre dipolo-dipolo sio determinantes estruturais importantes cm protefnas
porgue muitos destes grupos tais como carbonila e amida da cadeia peptfdica tem momento
dipolar permanente. A ponte de hidrogénio ¢ uma classe especial de interagdo dipolar e
sera tralada separadamente.

1.4.3 PONTES DE HIDROGENIO

Pontes de hidrogénio (D-H-—A) sdo predominantemente interagdes
eletrostdticas entre um grupo doador fracamente 4cido (D-H) e um 4tomo aceptor (A) que
possuem um par de elétrons isolado. Em sistemas biol6gicos D e A podem ambos serem 0s
dtomos altamente eletronegativos nitrogénio € oxigénio € ocasionalmente enxofre.

A estrutura molecular de uma proteina depende de um grande ndmero de
ligagOes por ponte de hidrogénio que sdo consideradas como as de maior importincia na
estabilidade conformacional de uma proteina. Aminodcidos com capacidade de formar
ligagBes por pontes de hidrogénio, tais como Scr, Tyr, Trp, Arg, Asp, Asn ¢ Gln, podem
interagir com a molécula de 4gua, com outro aminodcido ou com a cadeia peptidica.

Exemplos de todas as possiveis formagdes de pontes de hidrogénio em sistemas

biolégicos ¢stdo representadas na tabela 1.4.3,
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Tab. 1.4.3 Exemplos de pontes de hidrogénio que podem ser formados por residuos dc
aminodcidos polares.*

Tipo de Ponte de Hidrogénio Distincia entre atomo
doador e receptor (nm)

hidroxila-hidroxila —O—H----- —('[)— 0,28
H

o . 7
hidroxila-carbonila —O—H----— o=C\ 0,28
. AN /
amida-carbonila —H------0= 0,29
fmida-car N—H O C\

\

ida-hi —H————— 0,30

amida- hidroxila /N H (?_

amida-N do Imidazol ;N_H ..... N\)‘—H 0,31

amida-enxofre ;N_H _______ g7 0,37

A variagdo da energia livie de formagio da ponte de hidrogénio™ é da ordem de
-12 a -30 kI.mol™.* Podemos entdo .questionar se a formagio de estruturas secunddrias
envolvendo pontes de hidrogénio colabora significativamente para o processo de
conformacdo da protefna.  Podemos examinar a quesido considerando a formagio de
ponies de hidrogénio num composto modelo N-dimetilacetamida cm dgua e em solvente

apolar como por exemplo o CCly conforme esquematizado na figura 1.4.3,

g
0 SO RN
H30—-C\ e HSC_C\ /C_C H3
N—H N—H-----0%

| |
CH; CH,

Fig.1.4.3 Equilfbrio entre N-dimetilacetamida e seu dfmero por ponte de hidrogénio.™
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A constante de equilfbrio para a dimerizagio da N-dimetilacctamida em 4gua ¢
5x10” M e a variagio de energia livie € 28,4 kI.mol’. Em solventes apolares como o CCly
a constante de dimerizagdo € 57,2 M ¢ a variagdo da energia livre & -10,1 kKlmol'. A
variagiio da energia livre positiva para formagdo da ponte de hidrogénio em 4gua indica um
processo desfavordvel, enquanto a variagdo da energia livre negativa para a formacio da
ponte de hidrogénio no solvente apolar indica um processo cspontineo. Estes resultados
sugerem que pontes de hidr(;génio entre residuos de aminodcidos tendem a se formar no
interior hidrofbico da proteina. Portanto, durante o cnovelamento da protefna, guando
pontes de hidrogénio se formam entrc 0s resfduos de aminodcidos no interior da mesma, um
nimero igual de pontes de hidrogénio entre a protcfna e a d4gua devem ser rompidas de
maneira que n3o haja um aumento no nidmero total de pontes de hidrogénio.

A interacio por ponte dc hidrogénio € responsdvel pela estabilizagio da
conformagio enovelada da protefna, mas ndo € a interagio que contribui significativamente
para o processo que impulsiona o enovelamento.™

1.4.4 INTERAGOES HIDROFOBICAS

Kauzmann foi um dos primeiros a estudar este fendmeno (cfeito hidrofébico),
inicialmente denominou de ligagdo hidrofébica e o definiu como sendo a tendéncia das
moléculas de uma protefna se agruparem uma as outras em meio aquoso.*  Modclos
semelhantes podem ser observados para solugdes de hidrocarbonetos em dgua, solugdes
aquosas de tensoativos ¢ outras solugdes contendo moléculas apolares, tais como, dlicoois,
éteres, ésteres ¢ aminas.  Posteriormente, Tanford *'  denominou este mesmo fendmeno
descrito por Kauzmann de efeito hidrofébico ¢ o define como sendo as intera¢Bes que

ocorrem entre grupos apolares (-CH,) de cadeias de hidrocarbonetos.



Introdugio 21

A interagdo hidrof6bica € a forga responsdvel pelo enovelamento. Imaginando
uma cadeia polipeptidica desenrolada em solugdo, os peptidios polares da cadeia sio
estabilizados por solvatagdo. As moléculas de dgua interagem de maneira muito diferente
com aminodcidos ndo polarcs sendo as interagdes dgua-dgua muito mais fortes que as
interagOes entre moléculas de dgua e grupos ndo polares. Em consequéncia disso, a 4gua
a0 redor das regides ndo polares sc arranja por pontes de hidrogénio numa estrutura
altamente organizada formando uma espécic de gaiola ao redor do grupo nio polar,*

Com o enovelamento da cadeia polipeptidica, ocorre a remogdo das regides
hidrofdhicas em contato com as gaielas de dgua altamente organizadas, fazendo com que as
regides hidrol6bicas fiquem em contato umas com as outras no centro da protefna. O
arranjo das moléculas de dgua € rompido e as moléculas de d4gua sio libertadas na solugio.

Embora o rompimento das gaiolas represente uma perda na variagio da cntalpia
de formagdo das pontes de hidrogénio favordvel (AH < 0), o processo de rompimento é
endotérmico (AH>0), portanto desfavordvel, mas o aumento de entropia (AS>0)
contrabalanga o termo entalpico ¢ a interagdo entre as regides hidrofébicas da cadeia
peplidica é espontinea, fendmeno este conhecido como efeifo hidrofébico.™

Deve-se ressaltar que a proteina, em sua forma nativa, refletc um delicado
balango entre os vdrios tipos de interagdo que estabilizam a sua estrutura enovelada, Este
importante balango energético € essencial para manifestagio das propriedades funcionais e
estabilidade das proteinas em seu estado nativo.

1.4.5 LIGACOES DISSULFETO

As ligagdes dissulfete ou pontes S-§ tem a fung¢do de estabilizar a ¢strutura

tridimensional nas proteinas nativas. Estas ligacdes conferem estabilidade estrutural

adicional contra variages de temperatura e pH.
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1.5 ESTRUTURA MOLECULAR DA TRIPSINA BOVINA

Tripsina € uma serina proteindase, pertencente a uma classe de enzimas que
apresentam o resfduo de aminodcido Ser em sen sftio ativo. Fazem parte desta classe, as
enzimas pancredticas dos vertebrados, Qui_miorripsina (EC 3.4.21.1), Tripsina (EC 3.4.21.4)
e Elastase (EC 3.4.21.11) com os resfduos aminodcidos Asp (102}, Ser (195) e His (57)
representando o sftio ativo desta familia de serina proteinase.® As enzimas do plasma, como
trombina e fator Xa também fazem parte desta classe.®  Tripsina, € uma enzima reversivel
¢ muito usada para catalisar a hidr6lise de outras protefnas e produzir misturas de
peptidios.”” A estrutura molecular da Tripsina € constitufda por uma sequéncia de 223
aminodcidos ** com seis ligagBes S-S. A figura 1.5.1 mostra a sequéncia de amino4cidos da
Tripsina e as respectivas ligagdes dissulteto. Bigelow™ criou uma cscala de hidrofobicidade
das protefnas baseado na definicio do parimetro de hidrofobicidade média de cada
aminodcido (H) como sendo a variagdo da energia livre de transferéncia do aminodcido de
um solvente organico para um meio aquoso. A tabela 1.5 contém o ndmero de aminodcidos
hidrofébico na molécula da Tripsina € a hidrofobicidade média por mol para cada

aminodcido.
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Tab. 1.5 Aminodcidos hidrofébicos da Tripsina.

Aminodcido | N°de residuos | H/kl.mol”
Ala 14 43,96
Val 16 113,76
Leu 13 130,39
He 14 172,62
Pro 8 86,96
Phe 3 33,24
Trp 3 37,62
Met | 2 10,86
Cys 12 50,16
Gly 24 i

A hidrofobicidade média da Tripsina ¢ da ordem de 679,57 kJ.mol” sendo que a
insuling é uma das protefnas mais hidrofébicas, com uma hidrofobicidade média de 1180
KJ.mol™” na escala de Bigelow.”

A eswutura tridimensional da Tripsina bovina foi determinada por estudos de
cristalografia de Raio-X * confirmando que os aminodcidos Ser 195 e His 57 formam o sitio
ativo desta proteina, sendo que o aminodcido His 57 se liga através de ponte de hidrogénio
ao grupo carboxilico existente no aminodcido Asp 102, Utilizando o programa
HyperChemistry ¢ entrando com a sequéncia de aminodcidos j4 descrita na literatura,™

obtivemos a estrutura tridimensional da Tripsina a qual & apresentado na figura 1.5.2.
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Fig. 1.5.1. Estrutura primdria da Tripsina bovina.
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Fig.1.5.2 Estrutura tridimensional da Tripsina™ com seu sitio ativo abaixo
(C-verde, O-vermelho, H,N-azul, S-amarelo)
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1.6 A INTERACAO PROTEINA-LIGANTE

Uma proteina no seu estado nativo e em solu¢o possui sitios de interagido para
ligantes hidrofébicos. Se a protefna possui n destes sflios € se os sftios s30 idénticos ¢
independentes, o equilibrio em cada sftio é dado por:

sitio (P) + ligante (L} = PL (i.6.1)

e a forma da isoterma de interagdo € exatamente a mesma para um grande nimero de
moléculas pequenas, cada uma tendo somente um sftio.  Para a consideragio de sitios
idénticos ¢ indcpendentes, a isoterma de interagfio € representada pela parte (a) da figura

(1.6.1), onde v = ndmero médio de moléculas de ligante por molécula de protefna.

() —»
L'
(a)
} CMC
¥

-log [L]
Fig. 1.6.1. Representagdo esquemdtica da interagdo Protefna-Ligante.
Esta aproximagdo simples, considerando sftios idénticos e independentes, ¢
descrita pela equagdo de Scatchard.*

v
(S

=K(n-v) {1.6.2)

onde K € a constante de equiltbrio para a reacfio P + L = PL ¢ um gréfico de v/[L] contra
v deve portanto scr linear para o nimero n total de sitios de interacdio. O valor de K esta
relacionado com a variagdo da energia livre de transferéncia do ligante da solucio para a

protefna (5 —p3 ) %
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RTIK = (uy-pz )  (1.6.3)

Se uma isoterma dc interagdo experimental ndo puder ser ajustada utilizando a equagdo
(1.6.2), € porque um valor menor de K deve ser usado com o aumento de [L]) e v ¢ hd duas
interpretagdes que podem scr consideradas. Uma € que o ndmero de sftios de interagio n
ainda s@0 indcpendentes mas nio possuem afinidade idéntica com o ligante. Neste casa, 0s
sftios com alta afinidade intcragem mesmo com baixa concentragio do ligante, isto €, a
isoterma total serd uma superposi¢do de isotermas. Outra interpretagio para explicar a ndo
linearidade da isotcrma deve-se ao fato de que a interagdo do ligante num sftio interfere na
interagdo de outros sftios devido a repulsio eletrostdtica ¢ impedimento estereo. Devido a
estas consideragdes a interagio de um ligante com uma protefna é um processo cooperativo,
isto €, hd um aumento da afinidade de interagio quanto mais moléculas do ligante
interagem. O caso mais extremo de cooperatividade & obtido guando a associagio com a
protefna ndo envolve somente sftios para a interagfio de um wnico ligante, mas quando, em
vez disto, existe uma regido de interagdo que permitc um grande nimero de ligantes
simultaneamente.

Bascado nas consideragbes acima, a reagdo da interagiio Proteina-Tensoativo
consiste na realidade dc um processo cooperativo complexo e pode ser representada por

uma série de equilibrios:

P+S8S=FPFS
PS + S = PS, (1.6.4)
PS,, +S = PS,

a cquagdo (1.6.3) pode ser entdo escrita:
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-R'I'an:n(pﬁ —u:q_) (1.6.5)
s¢ n € grande a isoterma pode scr representada pela parte (b) da figura (1.6.1).

A forma da isolerma da interagdo Protefna-Tensoativo pode ser esquematizada

segundo a figura (1.6.2)" A isoterma (a) representa interagio ndo cooperativa ¢ a

isotcrma (b) a interagdo em um processo altamente cooperativo.

v / {b)
{a)

—
- log(L} fivre

Fig. 1.6.2. Esquema representativo das formas das isotermas de interacio
Protefna-Ligante.™

1.7 MODELOS TEORICOS USADOS NO ESTUDO DA
INTERAGCAO PROTEINA-TENSOATIVO

A aproximagdo de Scatchard (equagdo 1.6.2) ndo funciona, certamente devido a
existéncia da cooperatividade entre diferentes sftios de interagdo espectfica, demonstrando
uma limitagdo desta equagdo, pois a condigdo de sftios idénticos ¢ independentes ndo & a
representagdo real para a intcragdo de tensoativos com diferentes proteinas. Baseado nos

equilibrios (equagio 1.6.4), podemos definir v, através da equagio;

X [PS, ]v
v=" (1.7.1)

0
z[PS,]

n
v
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onde n é 0 niimero total de sitios de interagio e v ¢ o nimero de moléculas de tensoativo
(de O até n) ligado a cada proteina. Mesmo considerando um equilibrio complexo e miltiplo
em termos de todas as constantes de interagdo € inevitavelmente necessaria uma outra
aproximagdo, pelo menos mais realista do que a aproximagio de Scatchard, desde que a
interagdo de cada molécula do tensoativo com a proteina deve mudar a constante de
intera¢do para as moléculas de tensoativos subsequentes.

Wyman®, desenvolveu um procedimento que permite calcular a constante de
interacdo baseado no conceito de potencial de interagio e foi utilizado no estudo da
interacio de sistemas Proteina-Tensoativo.*® Wyman**! usou a transformada de Legendre
no tratamento termodindmico da interagio de tensoativos com biopolimeros.** O potencial
de interagio de Wyman, n(P, T, 1, u2,...) é uma energia livre de Gibbs trasformada, que
tem como variaveis independentes as propriedades intensivas do ligante, isto €, a quantidade

do tensoativo ligado a proteina e o potencial quimico do tensoativo.

EZ
V_[ﬁﬂ)“ (1.7.2)

Considerando que o potencial quimico do tensoativo na concentragido [S] €
dado por uma expressio da solugdo ideal p = pu© + RTIn[S}j;yre com o estado padrio p@
um molar, temos,
w=RT|[ vdin{Slyre  (1.7.3)
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portanto, o potencial de interagio de Wyman corresponde ao produto de RT pela drea da
curva sob a isoterma dc interag#o, isolerma esta ohtida pelo grafico de v em fungdo do
logISllivre {figura 1.6.2).

Isotermas de interagdo Protefna-Tensoativo como as da figura 1.6.2 sdo
geralmente obtidas utilizando a técnica de cquilibrio de didlise. Nestes experimentos o
complexo Proteina-Tensoativo formado se dissocia num meio contendo tensoativo livre.
Podemos considerar a formagdo de um complexo PS, (protefna + cdtion ou anion do
tensoativo) de acordo com o equifbrio;

P + “Snm = P§, (1.7.4)

Embora a formagéo de PS, envolve n equilfbrios com constante estequiométrica
de interagdo individual devido A naturcza cooperativa do processo, numa dada concentragdo
do tensoativo livre, se nés assumirmos que as concentragdes de lodas as espécies com
excecdo de P e PS, sdo despreziveis entdo, a constante esiequiométrica de interacio total €
dada por:

(PS_]

Kseev—7— (1.7.5)
[PAST: e

das equagoes (1.6.2) e (1.7.5) obtemos que:

n[sliilvre K

1+ K[S]ﬂwe

v= (1.7.6)

e diferenciando v com relagdo a In[S]j . o substituindo na equagio do potencial de

interagdo m, equagdo (1.7.3) obtem-se;



Introdugio 31

m = RTIn(L+K[STj, ) (1.7.7)
Desde que o potencial de interagdo 7 pode ser obtido pela integragdo da isoterma é possivel
calcular K[S];,.. usando a equagdo (1.7.7).
Se entretanto, fizermos a consideragdo de que para um dado valor de [Sliw. a espécie
predominante serd PS., isto €, K[S]},.. = K4[S1' entdo, uma constante de interagiio aparente
pode ser calculada a qual pode scr relacionada com uma variagdo de energia livre de Gibbs

aparcnie AG;, para um dado valor de v;
AG?, =-RThh K, {1.7.8)

E conveniente definir uma variagdo de energia livre de Gibbs de interagdo por
ligagdo de fon tensoativo AG) = AG, /v e desta maneira é possfvel utilizar toda a isoterma de
intera¢do para determinar a variagZo de cnergia livre aparente conforme 0s sucessivos fons
1ensoativos interagem.

Um outro modelo para interpretar a interagdo Proteina-Tensoativo € a equagio
de Hill** (equagdo 1.7.9) que pode ser aplicada nos casos de isolermas gue apresentam uma

cooperatividade positiva.

_ g(K[Slliw.fre)NH
1+ (KIS} Vre)”"

(1.7.9)

onde g representa o valor mdximo de v, e Ng & o coeficiente de Hill que indica a

cooperatividade da interagio Protefna-Tensoativo. Esta equagiio de Hill quando linearizada

resulta na scguinte forma,

log{v/g-v) = Ny logiShiwe -logK (1.7.10)
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Além destes, existe 0 modelo de distribuigo livie" que foi usado em estudos da
ligacio dc Opiatos (Etorfina e Naloxone) na retina® ¢ interacio de manganés com
fragmentos de polinucleotidcos sintéticos.”’ Este modelo de distribuicio livre haseia-se na
equagio de Scatchard *! onde os valores de n e K sio as varidveis, v e [Sljivre Constanies e
apresenta bons resultados para baixa concentragdo do tensoativo.

Neste caso para cada par de valores de v ¢ [S]fjyre existe um infinito nimero de
valores de n e K, mas somente um conjunto satisfaz 2 todos os valores de v € [Sljivre
fornecido no sistema.  Este modelo tem sido 1itil para estimar o nimero de sitios de
interagdo Protefna-Tensoativo no infcio do processo ou seja, para baixas concentragdes dos
lensoativos.

Para usar o0 modelo de distribuigdo livre, foi desenvolvido o programa LIGAND
em linguagem Basic (listagem no Apéndice I), conforme serd mostrado na segio de

resultados e discussio.
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1.8 EQUILIBRIO DE DIALISE

O estudo completo das interagdes entre protcina e tensoativo nic pode ser
satisfatoriamente feito sem os recursos de uma ampla variedade de técnicas fisicas.'**Um

resumo das téenicas [isicas e a informagio que pode ser obtida ¢ mostrada na tabela 1.8.1.

Tab. 1.8.1 Técnicas fisicas aphcadas a0 estudo da interagdo Protefna-Tensoativo.
TECNICA - - [VINFORMACAOQO ORTIDA S
Equilfbrio de didlise Isoterma de interag3o, vanaq:ao da

energia livre aparente de interagdo.

Calonmetria, microcalorimetria, micro- | Variagdo da cntalpia de interacdo e

DSC desnaturagio.

Ultracentrifugagdo Coeficiente de scdimentagio de complexos,

dissociagdo de subunidades e peso

molecular.
Viscosimetria Volume hidrodindmico ¢ ponto isoelétrico.
Espalhamenio de luz estdtico e Peso molecular, coeficiente de difusio,
dinimico dimensdes
Espectroscopia no UV Mudanca conformacional
Cinética enzimética Interagdes em sitios ativos e desnaturacio
RMN Interactes em sitios ativos

Destas técnicas fisicas, o equilibrio de didlisc ¢ simples e oferece a vantagem de

fornccer a isoterma de interagdo e consequentemente possibilitar o cdlculo da energia livre

aparcnie (ngp‘) da interagcdo Protefna-Tensoativo.  Esta técnica utiliza membrana de

didlise com um tamanho de poro bem menor que a protefna e suas subunidades. Em
principio, um volume da solugdo de protefna de concentragio conhecida é dialisada até o
equilfbrio em temperatura constante contra um volume da solugéo do lensoativo no mesmo

tampdo. Ap0s o equilfbrio de didlise o tensoativo livre é analisado.
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Portanto, como a quantidade lotal de protefna ¢ tensoativo no sistema $io
conhecidos no equilibrio, entdo a quantidade de tensoativo ligado 2 proteina (v = niimero
médio de  moléculas de tensoativo por moléeula de protefna) € determinado a partir da
concentragdo do tensoativo livre usando a seguinte equacio;

[S} g1 ~151

[P]

V= livre (1.8)

Tomando o cuidado para que a concentragdo de protefnas seja suficicnicmente baixa em
relagdo A forga idnica do tampéo, o efeito Donnam * pode ser entdo desprezado. Na parte

experimental serd mostrado mais detalhes da utilizagio desta técnica.

1.9 APLICAGAO DA CALORIMETRIA NO ESTUDO DE SISTEMAS DE
NATUREZA BIOLOGICA

Praticamente, todos os processos de natureza quimica, fisica e biolégica sdo
acompanhados pela liberag@o ou absor¢io de calor. Métodos de medidas da variagdo da
entalpia, métodos calorimétricos, sio portanto de um interesse potencial para todos os tipos
de anglises quimicas e bioldgicas. No entanto, a grande quantidade de substincias
necessdrias para a calorimetria convencional e sua baixa sensitividade foram sempre fatores
limitantes,*

Avancos na tecnologia dos sensores Peltier ou termopilhas™ t8m permitido a
aplicacdo de técnicas calorimétricas no estudo de sistemas bioldgicos complexos devido a
sensitiva deteegdo de pequenas quantidades de calor, utilizando amostras reduzidas. Esta
lécnica recebeu a denominagdo de microcalorimetria biolégica (MB).**

MB € uma técnica valiosa para monitorar em tempo real uma grande variedade
de processos biolégicos e sendo uma técnica ndo cspecfica, ndo destrutiva nio exige a
priori que a amostra ou o sisterna a ser analisado tenha algum tipo de tratamento podendo-
sc usar solugdes de compostos bioquimicos, suspensdes grosseiras, células,

microorganismos, elc.
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Pelo fato de ndo requerer solugdes e objetos opticamente transparcntcs, a MB
tem mais esta vantagem sobre os métodos espectrofotométricos. ™

O efeito térmico que acompanha por exemplo uma reagio pode ser registrado
em tempo real por meio desta Wenica. O registro do cfeito érmico durante um processo
biologico ¢ chamado entalpograma. O entalpograma ou curva dg/dt (J/s) x tempo,
(Nomenclature of Thermometric and Enthalpimetric Methods in Chemical Analysis,
1994)** determina em tempo real o calor desenvolvido no processo.

A grande contribuigdo da microcalorimetria no estudo de sistemas bioquitnicos
estd na possibilidade de propor modelos para 0s processos investigados através da andlise
dos entalpogramas.® Na indtstria, principalmente na drea farmac8utica, a microcalorimetria
¢ usada para a determinagdo da velocidade de decomposigio de produtos, dissolugio,

interacio enzima-substrato, etc.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos principais:

- Estudo sistemadtico da intcragdo de uma série homéloga de tensoativos anidnicos, série dos
n-alquilsulfato de sdédio, Octilsulfato OSS (Cs), Decilsulfaio DSS (Cio), Dodecilsulfato
SDS (C12) e Tetradecilsulfato TDSS (Cys) com a Tripsina em solugio tampdo pH 3,5; 7,0 e
9,0, forca idnica 10 mM a 25 °C.  Os tensoativos catidnicos Cloreto dc Hexadecilpiridinio

(CPC}) e Brometo de Dodeciltrimetilaménio (DTAB) foram também inclufdos neste estudo.

- Determinagiio da variag@io da energia livre de interacio Protefna-Tensoativo utilizando a

técnica do equilibrio de didlise e o ratamento de Wyman,

- Determinagdo da variag@o da entalpia de interacio Protefna-Tensoativo utilizando 2

técnica de titulagdo microcalorimétrica.

- Determinagio do ndmero de sitios da interagio Tripsina-Tensoativo utilizando o modelo de

distribuicio livre.



PARTE I
EXPERIMENTAL
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2 EXPERIMENTAL
2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes e substincias utilizados neste trabalho estio descritos abaixo
juntamente com o método de purificagio.
- Todas as solugbes usadas durante os experimentos foram preparadas utilizando 4dgua
destilada por duas vezes. A destilagao da dgua foi feita utilizando solugdo de permanganato
de potdssio em meio bdsico, necessdrio para a eliminagio de possfveis impurezas orginicas.
O sistema de destilagdo foi montado com aparelhagem de vidro pyrex constituido por um
baldo de 500 mL, coluna de refluxo de ~ 40 ¢m e bolas de porcelana como borbulhador.
Este sistema de destilagdo foi usado somente para esta finalidade. A condutincia (aparelho
Actron, EC-1) da 4gua purificada foi de 1,5x10° ohm™.
- Permanganato de potdssio, MERCK, p.a.
- Sulfato de cobre, REAGEM, p.a.
- Dodecilsulfato de sédio (SDS), SIGMA, 99,0%. A purificacio do SDS foi feita através de
extragdo com éter etflico sob refluxo por 8 horas usando um extrator Soxhlet, e depois seco
a vdcuo.”* A pureza do SDS foi determinada pela medida da CMC em dgua a 25 °C,
utilizando método espectrofotométrico.” O valor da CMC obtido, 8.0x10° M foi
concordante com os valores encontrados na literatura (7,5x107 a 8,3x10°° M),
- Decilsulfato de sédio (DSS), FLUKA, p.a.
- Cloreto de hexadecilpiridinio (CPC), SIGMA, 99,0%
- Brometo de dodecilltrimetitamnio (DTAB), SIGMA, 99,0%
- Orange II (4cido benzeno sulfdnico monosédio azo 4-[2-(hidroxi- 1-naftalenil)] ),

CisHitN2Na0,8, POLYSCIENCES, INC., p.a.

- Azul de metileno, REAGEN, p.a.

- Fosfato de potdssio monobdsico, VETEC, p.a.
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- Fostato de potissio dibésico, VETEC, p.a.

- Acetato de sédio, VETEC, p.a.

- Brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB), MERCK, 99,0% p-a. o1 purificado por pelo

menos tres recristalizagdes utilizando como solvente uma mistura acctona/etanol, 1:1 em

volume®, e mantido em dessecador. Sua pureza foi determinada pela medida da CMC em

dgua a 25 °C utilizando método espectrofotométrico.”” O valor da CMC obtido foi de

9,2 x 10 M, em boa concordancia com os valores da literatura 9,2 x 107 M). ®

- Hidr6xido de sédio, MERCK, p.a.

- Tripsina (Pancreas Bovino), United States Biochemical Co.,Cleveland, atividade 1-250
unidades/mg protefna, massa molecular 23300 g.mol” (Daltons),*? Ohio, U.S.A.

- Tripsina (Pancreas Bovino), SIGMA, atividade 53 unidades/mg proteina, massa molecular
23300 g.mol™" (Daltons).

- A dosagem das solugSes de Tripsina foi realizada pelo método de Lowry.® Em solugdes

de protefnas A presenga dos grupos Tyr, Trp e Phe exibem absorgiio no comprimento de

onda de 280 nm o que torna uma medida rdpida e sensfvel da concentragio de proteinas.

No caso da solugdo de Tripsina preparadas em solucdo tampdo acctato (pH 3,5), fosfato

(pH 7,0) ¢ bérax (pH 9,0) foram feitas leituras de absorbancia no comprimento de onda 280

nm para solugdes 0,6 mg/mL, 1,2 mg/mL, 2,0 mg/mL e 4,0 mg/mL ¢ sempre obedecendo ¢

limite de um mdximo 0,8 de absorbancia.

- Acido acético, ECIBRA, p.a.

- Bicarbonato de sédio, MERCK, p.a.

- Borato de s6dio - Bérax, VETEC, p.a.

- Acido ctilenodiaminotetracético (EDTA), REAGEN, p.a.

- 1-Tetradecanol, FLUKA, p.a.,97,0% (CG).
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- Etanol, CHEMCO, p.a.

- 1-Octanol, BDH, p.a.

- Acido clorosulfonico, EASTMAN ORGANIC CHEMICALS - KODAK.

- Tris (hidroximetiDaminometano, ou THAM, C,H;O,N, RIEDEL-DE HAENAG. foi
riturado ¢ recristalizado por sublimagdo a vdcuo cm atmosfera de nitrogénio sob
temperatura de 140 °C durante uma hora.**  Sua pureza foi determinada por titulagdo
potenciométrica (potencidmetro digital da Metrohm Herisau E-500) com HCl 0,01 M,
mostrando ser 99% molar.

- Acido clorfdrico, MERCK, p.a.

- Biftalato de potdssio, REAGEN, p.a.

- As solugdes de tampéo foram preparadas segundo o procedimento: tampdo acetato pH 3.5
e forga ibnica 1=0,01 M (5,4x10° mol de CH;COONa.3H,O/litro + 9.4x10% M de
CH:COOH/itro); tampdo fosfato pH 7,0 e forga idnica 1=0,01 M (3,1x10® mol de
KHPOJlitro + 6,8x10™ mol de KH,POJlitro); o tampdo bérax pH 9,0 e 1=0,01 M foi
preparado diretamente do frasco que continha 0 mesmo, com sua devida especificagdo da
faixa de variagdo de pH. No ponto isoelétrico da Tripsina pH(I) = 4,0 foi utilizado a
solugdo tampao biftalato pH 4,0, forga idnica 10 mM.

- Membrana de dislise Viskase Inc., cut-off (ou corte) de 8000. A membrana de diglise foi
previamente tratada utilizando o seguinte procedimento.*

1) Inicialmente a membrana foi lavada com 4gua bidestilada durante 48 horas sob agitagdo a
lemperatura ambiente;

ii) a membrana foi transferida para um béquer de 500 mL contendo solugdo de etanol 50% e
mantida sob refrigeracio por 10 horas. As etapas (i) e (ii) foram repetidas duas vezes;

iii) em seguida a membrana foi mantida sob agitagdo durante wma hora numa solugdo de

bicarbonato de s6dio 10 mM:;
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iv) ap6s o tratamento com bicarbonato de s6dio, a membrana foi colocada num béquer dc
500 mL contendo uma solugio de EDTA 1 mM e mantida por 30 minutos. Em scguida a
mcmbrana foi lavada com 4gua bidestitada por cerca de 48 horas sob agitagdo e depois
guardada dentro de um frasco fechado contendo solugio de azoteto de sédio 1 mM e

mantidada na geladeira.

2.2 EQUIPAMENTOS
O pH das solugdes foi determinado com o pHmetro Micronal, modelo B 371,

com o eletrodo de vidro calibrado com solugBes de referéncia pH 4 e 7, fomecido pela

Merck.

As medidas de absorgdo foram feitas nos espectrofotdémetro, Beckman DB-G,
DMS 100 (Intralab) e Cary 2300 (Varian).

As celas de didlise foram termostatizadas no banho circulador Masterline
modelo 20935, e no banho QUIMIS Modelo Q-214, ambos com variagio na temperatura

menor que 0,5 °C.

As medidas de variagdo da entalpia de interagio dos tensoativos SDS, 0SS,
DSS, TDSS, DTAB ¢ CPC com Tripsina foram feitos no sistema microcalofimétrico
LKB-2277 TAM (Thermal Activity Monitor) awravés da técnica de titulagdo

microcalorimétrica.

A espessura da membrana de acetato de celulose (Viskase Inc.) foi determinada
utilizando o aparelho Dermitron digital modelo D9E da UPA Technology, Inc., (Tclebras)
usado em medidas de cspessuras metdlicas e nfo metdlicas. As membranas apresentaram

uma espessura de 30 pm.
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2.3 SINTESE DOS TENSOATIVOS OCTILSULFATO DE SODIO E
TETRADECILSULFATO DE SODIO.

Os tensoativos Octilsulfato de sédio (OSS) e Tetradecilsulfato de sédio (TDSS)
foram preparados através da reacdo (ecquagdo 2.3) de sulfonacio dos 4lcoois octanol e

tetradecanol respectivamente.

R’-OH + CISOH — R’-080:H + HCI
R’-0OSO:H + HCl + 2NaOH - R’-0SO;Na 4+ NaCl + 2H,0 (2.3)

O procedimento utilizado na sintese desies tensoalivos consiste das seguintes etapas; *
i) Inicialmente 0,1 mol de 4cido clorosulfnico foi adicionado lentamente com agitagio em

20 g de éter etflico anidro numa temperatura de 0° a 5 °C;

i1) 0,1 mol de octanol ou tetradecanot foi dissolvido em 40 g de éter etilico anidro;

iii) A solucdo preparada na etapa (ii) foi lentamente adicionada na solugdo preparada
na etapa (i) (tempo dc adi¢o de ~20 minutos). A mistura foi agitada e purgada com
nitrogénio seco durante 35 minutos até remogio total do HCI(g); '

iv) A mistura da etapa (iii) (oi neutralizada com NaOH 50% pH 10 ¢ em seguida diluida
com 400 mL de dlcool isopropilico e 250 mL de dgua bidestilada.

O tensoativo foi extraido da solugdo aquosa por agitagiio com éter de petréleo
num funil de separagdo. Apds extragdo, o éter de petréleo foi evaporadoe utilizando um
evaporador rotatério a vdcuo. A purificagdo dos tensoativos Octilsulfato de sédio (0SS e
Tetradecilsullato de sédio (TDSS) foi feita através da extragdo com éter etilico sob refluxo
por 8 horas usando um extrator Soxhlet. Apdés cxtracio, os cristais foram secos a vécuo e

mantidos em dessccador.
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A caracterizagio dos tensoativos OSS e TDSS foi feita através das andlise de
espectros no infravermelho (ver apéndice II), cromatografia de camada delgada e medidas
de CMC. A CMC foi medida espectrofotométricamente’. e os resultados obtidos foram

1,35x107 M (0SS) e 2.1x10° M (TDSS) respectivamente, mostrando excelente

concordéncia com os dados da literatura® (1ab.2.4.1).

2.4 METODOS EXPERIMENTAIS

2.4.1 UTILIZACAO DA TECNICA DO EQUILIBRIO DE DIALISE
Utilizamos a técnica do equilfbrio de didlise para cstudar a isoterma de interagdo
Tripsina-Tensoativo. A cela de didlise utilizada neste wrabalho foi construida com acrilico e
¢ constitufda de dois compartimentos idénticos de dimensdes 6 cm x 6 cm com didmetro

interno de 4 ¢cm, conforme ¢ mostrada na figura 2.4.1.
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Fig. 2.4.1 Cela de didlise.®
Uma membrana de acetato de celulose (Viskase Inc.), com espessura de 30 um,
¢ retengdo de massa molecular cut-off da ordem de 8000 separa os dois compartimentos.
As experiéncias de equilibrio de didlise foram feitas conforme o seguinte
procedimento: adicionou-se¢ primeiramente 6,5 mL da solugio tampio da Tripsina em um
dos compartimentos ¢ no outro compartimento um volume igual da solugio tampdo de

tensoativo.
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Cada cxperimento de didlise foi sempre feito utilizando 8 celas idénticas, cada
cela contendo diferentes concentragdes da solugio de tensoalivo. Para cada tensoalivo
utilizado, fizemos um experimento de didlisc contra somente a solugdo tampdo, para estimar
o tempo de equilfbrio da concentragio do tensoativo nos compartimentos da cela de didlise.
Constatamos que o equilfbrio se d4 em torno de 20 horas.

As celas de didlise foram colocadas num banho termostatizado a 25 °C por um
perfodo de 24 horas. Os experimentos foram sempre feitos em triplicata e tendo o cuidado
de quantificar a possivel adsorgdo do tensoativo na membrana de didlisc. ApGs a didlise, a
concentragdo de tensoativo livie SDS, DSS, TDSS, 0SS, ¢ DTAB foi determinada
utilizando o método de separagiio de fasc e extragdo do par idnico tensoativo-corante,
conforme descrito por Hayashi,* Few e Ottewill,”

Para a determinagio da concentragdo do tensoativo livie CPC foi usada leitura
direta da absorbincia em 258 nm (espectro dc absorcdo da solugdo do CPC, apéndice II).

O método do equilibrio de didlise exige que a concentragdo do tensoativo antes
da didlise csteja bem abaixo da CMC. Utilizamos portanto solugdes tamponadas de SDS,
DSS e TDSS na faixa de 1,0x10-4 a 1,0x10-3 M, 0SS na faixa de 1,0x10° a 7.0x10° M,
CPC na faixa de 5,0x10-4 a 5,0x10-3 M, e DTAB na faixa de 9,0x10-4 2 8,0x10-5 M.

Em todos os experimentos de didlise, a concentracio da solugdo de Tripsina
(SIGMA) foi de 2,6x10°3 M (0,6mg/mL). Para garantir que as solucdes dos tensoativos
fossem preparadas abaixo da CMC nos tampdes acetato, fosfato ¢ hérax foi necessdrio
determinar a CMC utilizando o método espectrofotométrico tendo como sonda, 0s corantes
azul de metileno ¢ orange II conforme descrito por Ray ¢ Némethy.”” Os resultados da

CMC obtidos estdo apresentados na tabela 2.4.1
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Tab. 2.4.1 CMC das solugdes de tensoativos nos pH’s 3,5; 7,0 e

9,0 obtidos pelo 298 K.
Yo 1 B EVat -.'5.7:;11 B
0sS
pH 3,5 .
pH 7.0 1,3x10" 1,3x10"
pH 9.0 1,310
SDS
pH 3.5 7.9x10°
pH 7,0 8,0x10° 8,2x107
pll1 9.0 7.8x107°
DSS
pH 3,5 2,8x107
pH 7,0 3,0x107 3,3x10°
pH 9.0 2.9x10°
TDSS
pIl 3.5 2,1x10°
pH 7,0 2,1x107 2,10x10°2
pH 9,0 2.1x10°
CPC
pH 3.5 8,3x10™
pH 7.0 8,3x10™ 9,0x10
pH 9.0 8.3x10™
DTAB
pH 3,5 1,5x10%
pH 7,0 1,5x107 1,5x107
pH 9.0 1,5x107

* O método utilizado para a determinagdo da CMC apresentou um erro de + 1%.

2.4.2 MEDIDA DA CONCENTRAGAO DE TENSOATIVO IONICO
LIVRE EM SOLUCAO

Na literatura existem diferenies técnicas para quantificar a concentragio de
tensoativo idmico livre em solugdo, como por exemplo, polarografia,” fluorescéncia,”
turbidimetria,” cromatografia gasosa ™* e espectrofotometria UV-VIS. 97076

Mukerjee”” foi o precursor na determinagdo da concentragio do SDS em
solugdo utilizando o principio de parti¢do, que se baseia na extragdo do par ibnico
Tensoativo-Corante com um solvente organico. Esta técnica, conhecida como método de

separacdo de fase, foi aperfeicoada por Hayashi.*
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Determinou-se a concentragdo dos tensoativos idnicos 0SS, DSS, SDS, TDSS
¢ DTAB livre em solugdo bascado na complexagio da molécula do tensoativo com a
molécula de um corante de carga oposta formando um par ibnico estdvel o qual foi extrafdo
da fasc aquosa utilizando como solvente o cloroférmio. A concentra¢do da cspécie
Tensoativo-Corante  foi determinada utilizando a espectrofotometria no UV-VIS (o
cocficiente de absortividade molar do par ibnico Tensoativo-Corante € alto). Esta técnica &
sensivel, precisa e ndo influenciada pela presenga de proteinas em solugio, permitindo a
determinagdo de quantidades de tensoativos idnicos em concentragdes baixas® da ordem de
10° a 10° M, sendo portanto de grande interesse em andlises de rotina, principatmente na

determinagdo de tensoativos em efluentes, particularmente em dgua servidas, rios e dgua
1 18

potdve

Apos cada experimento de equilibrdo de didlise, a solucio do tensoativo livie
(SDS, DSS, TDSS, 0SS e DTAB) é complexada com o corante cspecifico, extrafda com
cloroférmio e a concentragdo do par idnico determinada utilizando uma curva de calibragéo
(absorbancia versus concentragiio da espécie Tensoativo-Corante). A tabela 2.4.2 contém
os dados de concentragdo, volume e absorbincia (Abs) utilizados na construgdo da curva de
calibragdo para a determinagio da concentragdo do tensoativo DSS livre em tampao acetato
pH 3,5 ¢ forga idnica 10 mM (figura 2.4.2). O tensoativo DSS foi usado para exemplificar
0 método de extragdo do par idnico Tensoativo-Corante. Neste caso o corante utilizado foi

o azul de metileno (AZM) em concentragdes de 2,0x 107 M.
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Abs (660 nm)
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Fig. 2.4.2. Curva de calibragio para solugdes de DSS no pH 3,5, for¢a idnica 10 mM
usando azul de metileno como corante a 298K.

Tab. 2.4.2 Dados de calibragio para determinar a concentragio de

3.75x 10° :

3,5 x 10° 2.8 0,2 2,0 3,0 0,445
3,13x 10 2.5 0,5 2,0 3,0 0,42
2.87 x 10° 2.3 0.7 2.0 3,0 0,395
25 x10° 2,0 1,0 2.0 3,0 0,366
2,25 x 10°® 1.8 1,2 2,0 3.0 0,325
1,87 x 10°° 1.5 1,5 2.0 3,0 0,294
1,5 x10° 1,2 1,8 2,0 3,0 0,253
125x 10°¢ 1,0 2,0 2.0 3,0 0,221
1,0 x10° 0,8 2.2 2,0 3,0 0,190
6.25 x 107 0,5 2,5 2,0 3,0 0,136
6,25 x 107 0,05 2,95 2.0 3,0 0,067
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Os dados apresentados nesta tabela foram obtidos usando solugdo estoque de
DSS em tampdo acetato na concentragdo de 1,0x10° M.  As curvas de calibrag@o para a
determinagdo da concentragdo de tensoativo livre foram sempre preparados utilizando de
sele a doze tubos de ensaio contendo tensoativo anidnico, tampdo, azul de metileno (AZM)
2,0x10° M ¢ cloroférmio. Estes tubos foram colocados dentro de um banho
termostatizado a 25 °C durante 2 horas com agitagdo a cada 20 minutos. Constatamos que
0 tempo necessdrio para extrair o par iénico tensoativo-AZM foi de duas horas.

Em scguida os tubos foram centrifugados 3 2000 RPM por 5 minutos ¢
posteriormente a fase orgfnica foi anatisada no espectrofotdmetro (DMS100 e Cary 2300)
no comprimento de onda 660 nm, usando uma cubeta de quartzo com caminho 6Gtico de
1 cm. O mesmo procedimento foi adotado para a determinag¢@o do tensoativo catidnico
DTAB sendo que neste caso utilizou-se o corante anidnico Orange II.  Dados das curvas de

calibragdo utilizadas nos experimentos de equilfbrio de didlisc para os outros tensoativos

estio contidos no apéndice IV.

2.4.3 TITULAGAO MICROCALORIMETRICA
Neste trabalho, a determinagio da variagdo da emtalpia de interagdo
Tripsina-Tensoativo foi feita utilizando um microcalorimewo TAM (Thermal Activity
Monitor), LKB 2277, no seu modo de titulagdo. Este microcalorfmetro tem um limite de
sensibilidade de 0,15 pWatts.” A unidade microcalorimétrica (1) e a cela de reagdo (2)

estdo mostradas na figura 2.4.3.1,
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Fig. 2.4.3.1 Unidade microcalorimétrica (1), ¢ cela de reagio (2).
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Antes de iniciarmos o estudo térmico da interagdo Tripsina-Tensoativo usando o
microcalorfmetro TAM, fizemos uma calibragdo no sistema microcalorimétrico no seu modo
de titulacio utilizando para isto a reagdo dc protonagao do Tristhidroximetilaminometano).
Esta reagio, proposta por Wadst® ¢ amatmente recomendada pela IUPAC passando a ser
uma rcagdo padrdo cm diversos laboratérios que utilizam téenicas microcalorimétricas para
verificar a precisdo e exatidfo do calorimetro 514253

A medida da variagdo da entalpia de protonagio do Tris:

Tris 5 + H  agy —> TrisH* (., A H®  (243.1)
foi feita utilizando solugdo de Tris 1,0 mM e solugdo titulante de HC] 10 mM. 2.0 mL da
soluclo de Tris foi colocada no interior da cela de reacdo, figura 2.4.3.1 ¢ através de uma
microseringa Hamilton (500 pL) previamente calibrada (cada 3 voltas no parafuso
micrométrico corresponde a 26,040,13 ML) foram feitas adigdes de 26 pL da solugdo
titulante de HCI. O registro da curva de titulagio entalpimétrica foi feito com o auxiiio de
um registrador (KNAUER modelo D-6360) acoplado ao microcalorimetro. A figura
2.4.3.2 mostra o perfil da parte do entalpograma de titulagdo do Tris com HCl para apenas

as tres primeiras adigdes.  Sete aliquotas de 26 KL de HCI foram adicionadas para a

calibragio,
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Fig.2.4.3.2 Parte do entalpograma de titulagdo da reagio do Tris 1 mM com
HC1 10 mM a 298 K.
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O calor observado para cada uma das sete adigles de 26 UL de HCI esta contido
na tabela 2.4.3.

Tab. 2.4.3 Titwlacdo do Tris 1,0 mM com HCI 10,0 MM a298 K

N°moles de HC1 | - Qu, (m)) - 2Qq (M)
0,0 0.0 0,0
2,6x107 8.54 8,54
5,17x107 13,03 21,57
7.77x107 13,03 34,60
1,04x10° 13,03 47,63
1,30x10° 13,03 60,66
1,56x10% 12,58 73,24
1.82x10° 11,68 84,92

O cdlculo da entalpia de protonagio A por H° COITESponde ao cocticiente angular

da reta,l“t ffgura 2.4.3.3 obtida do gréfico ZQus em fungio do niimero de moles de HCI para

0s dados da tabela 2.4.3,

- 0,
QobS—Apth n (2.4.3.2)
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Fig. 2.4.3.3. Titulagdo microcalorimétrica do Tris 1 mM com HC] 10 mM a 298 K.
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O valor da cntalpia de protonagio do Tris A H® calculado do gréfico

utilizando o método de regressio linear foi de - 47.4340.70 kJ.mol", concordante com os
valores encontrados na literatura, na faixa de (- 47,44+0,05 a - 47,04:0,06 kJ.mol").**

A calibragdo com sistemas ¢m que o efeito térmico € muito pequeno foi feita
através da medida da entalpia de micelizagdo do tensoativo anidnico SDS (A:H,..) em dgua
a 25 °C utilizando a técnica de titutagdo microcaloriméirica, que resultou no valor de
-1,45 + 0,20 kJ.mol"' sendo concordante com a maioria dos valores negativos descritos na
literatura ( faixa de ~ -0,20 a -2,13 kJ.mol™).¥’

Além da calibragdo utilizando uma reagio qufmica padrdo o microcalorimelro
foi também calibrado utilizando o recurso de calibragio elétrica esttica. Esta calibragio
recomendada no manual do equipamento pode ser programada e ¢ baseada no calor
dissipado por uma resisténcia elétrica padrio alojada na base da cela de reagdo. O valor da
corrente cléwica i (ampére), da resisiéncia R (ohms) ¢ do lempo t (scgundos) sdo
conhecidos e um microprocessador contido no microcalorimetro realiza a opcragdc de
calibragio elétrica automaticamente sempre que requisitada. O cator dissipado na cela de
reagdo ou trabalho elétrico * ¢: W, = R(ohm)-*(ampére)>t(se gundos) = Joules.

A figura 2.4.3.4 mostra 0 perfil da curva de uma calibragio elétrica realizada

durante um determinado tempo. No ponto “f’, o microcalorfmetro interrompe

automaticamente a calibragao.
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dq
dt

uWatts

cv/min.
Fig. 2.4.3.4 Representagdo esquemdtica da curva de calibragdo elétrica estdtica.

O méiodo utilizado para calcular o efeito rmico da reagao de interagdo
Tripsina-Tensoativo ¢ consequentemente a variagio da entalpia de interagio foi bascado na
calibragdo elétrica. Este método constitui em calcular em termos de energia (Joules), a 4rea
de uma figura retangutar debaixo do entalpograma dg/dt (mWats) versus t (segundos),
figura 2.43.4. O lado maior deste retingulo tem unidades de fluxo de calor
dg/dt (mWatts) = Ri’ e o lado menor tem unidade de tempo (segundos), portanto a drea
deste retdngulo &: Area = (dg/dt)-t = Rit = Joules.

Uma vez determinada uma drea em unidade de energia no papel do registrador, o

efeito térmico da interagdo Tripsina-Tensoativo € calculado par comparacio.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VARIAGAO DA ENERGIA LIVRE DE INTERAGCAQ TRIPSINA-TENSOATIVO
A interagdo Proteina-Tensoalivo € um processo cooperativo, isto é, quando uma
molécula do tensoativo interage com um sftio ativo da protcina (regides hidrofébicas e
ionizadas), favorece diferentes interagdes subsequentes. Qs tensoativos podem interagir
com protefnas através de tres modos distintos;’
1) interagfio com sitios ligantes especificos da proteina nativa;
ii) interagdo cooperaliva com a proteina sem grandes mudangas conformacionais,
iit) interagdo cooperativa com coﬁsequente desnaturagio da proteina.
Este ltimo tipo de interagdo € comum enire tensoativos ¢ protefnas globulares,
onde geralmente com baixas concentragles do tensoativo a estrutura nativa da proteina é
modificada, passando a ter uma conformagio estendida com os scus residuos hidrofébicos
desprotegidos e interagindo com a molécula de tensoativo.” Em geral, os ircs modos de
interagdo Protefna-Tensoativo sdo interpretados pelos modelos propostos por Scatchard e
Wyman.”
Neste trabatho, realizamos um estudo sistemdtico da interag@o Tripsina-Tensoativo
com uma sériec homdloga de tensoativo anidnico n-alquilsulfato de sédio {Cg (OSS),
Cio (DSS8), Cy; (S8DS) e Cyy (TDSS)] em pH 3,5; 7,0 e 9,0. A interagdo com dois

tensoativos catibnicos CPC e DTAB foi também estudada nas mesmas condi¢des.
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As isotermas de interagdo dos tensoativos 0SS, DSS, SDS, TDSS, CPC & DTAB
com Tripsina em tres solugdes tampdo pH 3,5; 7,0 € 9.0 com forga ibnica 10 mM obtidas
por equiifbrio dc didlise sdo mostradas nas figuras 3.1.(a) a 3.1.(f) respectivamente.
Dependendo  do  pH, as isotermas de interagdo Tripsina-Tensoative  mostram
cooperatividade diferente para cada tensoativo, indicando um aumento da afinidade do sitio
Hgante da protefna em rclagdo ao aumento da concentragdo do tensoativo livre. A
cooperatividade no sistema Tripsina-Tensoativo pode ser obscrvada pela grande variagio do
valor de v em fungéo da concentragdo de tensoativo livre.

Para valores dc v maiores que 40 (SDS, OSS ¢ DTAB), maiores que 3 (DSS e
TDSS) e maior que 10 (CPC), ocorre a precipitagiio da Tripsina.  Verificamos que as
isotermas de interagdo Tripsina/SDS, Tripsina/OSS e Tripsina/DTAB apresentaram um
valor muito alto para v em comparagio com os tensoativos DSS, TDSS e CPC, indicando
uma maior cooperatividade com o aumento da concentracio do tensoativo livre. Este
comportamento para 0 SDS e OSS, foi também confirmado recentemente por
Sarmiento et al ** que estudaram a interagio de n-alquilsulfato de s6dio com insulina em
solugao aquosa nos pH’s 3,2 ¢ 10 a 25 °C. Neste estudo verificaram que a isoterma de
interagdo Insulina-Tensoativo ¢ pouco dependente do pH do meio e v ocorre numa faixa de

60 a 70 moléculas de tensoativo por molécula de Insulina.
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Neste trabalho, observamos que embora o valor de v para as isotermas Tripsina-
OSS, figura 3.1(a) e Tripsina-SDS, figura 3.1(c) lenham a mesma ordem de grandeza,
comparados com o0s dados para insulina,” a isoterma de interagio Tripsina-OSS ¢ altamente

dependente do pH do meio, 0 que mostra diferenga nos sitios de interagio destas enzimas,

além do fato dc que para a interago com a Tripsina, a hidrofobicidade do tensoativo tem

importante contribuic¢io.
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Fig. 3.1. Isoterma de interagfio (a) Tripsina-0SS {Cs), (b) Tripsina-DSS (Cyy)
nos pH’s 3,5, 7,0e 9,0 2 298 K.
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Fig. 3.1 Isoterma de Interagio (¢) Tripsina-SDS (C,2), (d) Tripsina-TDSS (C4)
nos pH’s 3,5; 7,0e 9,0 a 298 K.
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Fig. 3.1 Isoterma de Interacfio (e) Tripsina-CPC, (f) Tripsina-DTAB
nos pH’s 3,5; 7,0e 9,02 298 K.
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Analisando as isolermas de interagio da série homdloga dos tensoativos
anidnicos n-alquilsuifato de s6dio OSS, DSS, SDS e TDSS com a Tripsina em pH 3.,5; 7.0 e
9,0, figuras 3.1(a) a 3.1(d) observamos que com o aumento da cadeia carbonica do
tensoativo e consequentemente da sua hidrofobicidade, a isoterma de interagdio torna-se
menos dependente do pH, isto €, as isotermas se aproximam. A interagdo do tensoativo
SDS € o exemplo marcante desta situagdo. Entretanto, para o tensoativo TDSS o mais
hidrofobico da série, 4 isoterma de interagdo torna-sc¢ novamente dependente do pH.

Para a interagfo Tripsina-TDSS ndo conseguimos uma resolugio da isoterma
para os pH's 7,0 € 9,0. Observamos nestas condigdes a precipitagio da enzima.

Para os tensoativos OSS, DSS e TDSS, figuras 3.1(a,b,d) observamos que a
cooperatividade aumenta com o pH e que os modos cooperativos de interagio requerem
maior concentragdo do tensoativo na forma monomérica que aquela necessdria para a
interacdo com sftios especificos na proteina nativa.

Para os tensoativos anidnicos da série homéloga dos n-alquilsulfato de s6dio
obscrvamos que a concentragio de tensoativo livre na regifio de saturagdo no pH 3.5
diminui na ordem TDSS<SDS<DSS<OSS isto é com 0 aumento do cardter hidrofébico do
tensoativo da série, pois a isoterma de interaglo Tripsina-SDS apresenta comportamento

semclhante nos tres pH’s.
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A solubilidade da tripsina na solugio tampdo pH 3.5; 7,0 ¢ 9,0 é um balango
critico entre 4 sua carga e sua hidrofobicidade. O efeito da carga na sua solubilidade &
demonstrado no caso da sua precipitagio cm pH 4,0 (ponto isoelétrico). Da mesma
maneira, a interagdo de um tensoativo com uma proteina globular € determinada pela
densidadc de carga da parte polar e da sua hidrofobicidade.

Estudos cstruturais ¥

mostram que a molécula da Tripsina tem residuos
tonizdveis, como os resfduos de aminodcidos basicos (15 lising, 2 arginina e 4 histidina) e
resfduos dcidos (5 dcido aspdrtico e 3 dcido glutdimico).  No pH 3,5 lisina ¢ arginina estao
ionizadas, pois 05 valores de pK destes aminodcidos estdo na faixa de 10,3 a 10,6 e de 12,7
2133 respectivamente, significando que a molécula de Tripsina neste pH tem 17 cargas
positivas. Por outro lado, em pH 7,0 os resfduos ionizados sdo 5 4cido aspdrtico ¢ 3 4cido
glutamico, pois os valores de pK destes amino4cidos estio na faixa de 3,0 24,7 e de 2,7 a
4,7 respectivamente.

Portanto, o valor da carga lfquida da Tripsina em tampdo acetato pH 3,56 +17 ¢
em tampdo fosfato pH 7,0 e tampdo borato pH 9,0 € -8.  Em pH 3,5 predomina na Tripsina
uma carga liquida positiva e as figuras 3.1.(a), 3.1.(b) e 3.1.(d) mostram uma maior
interagdo dos tensoativos anidnicos OSS, DSS e TDSS com a Tripsina em pH baixe,
provavelmente devido 3 interagdo eletrostdtica entre o 4nion OS, DS" e TDS e a superficie

da proteina,
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Para 0 tensoativo anidnico SDS, nio observamos diferenga na isoterma de
interagdo com a Tripsina nos pH’s 3,5: 7,0 e 9,0, figura 3.1(c). Em adicgio 2 neutralizagfo
das cargas positivas da Tripsina, a interagdo do fon DS devido ao lamanho da sua cadeia
carbdnica introduz grande hidrofobicidade 4 superficie da Tripsina. Nio foi possivel obter
a isoterma de intera¢@o Tripsina-Tensoativo nos pH's 7,0 ¢ 9,0 devido A precipitagio da
proteina.

No caso da interagdo do tensoativo catidnico CPC com a Tripsinaem pH 3,5 ¢
7,0, observa-se que mesmo em pH baixo, o favorecimenio de uma maior interagio dos
cdtions CP* com a Tripsina deve-se provavelmente a grande hidrofobicidade do CPC. Em
pH 9.0 esta interagdo foi mais forte com pequena variagdo na concentragdo do CPC livre,
conforme € mostrado na figura 3.1.(e), sendo que para a interagdo Tripsina/DTAB ndo
observamos diferenga na isoterma de interagdo.

As isotermas de interagio Tripsina-Tensoativo mostram uma significante
mudanga na forma com a hidrofobicidade da cadeia do tensoativo. Para SDS (C;;) hd uma
quebra na isoterma a v = 3, figura 3.1(c) enquanto para o DSS (C,g), figura 3.1 (b) ocorre
uma quebra na isolerma a v = 1,5 para pH 3,5 e menos do que 1 para pH’s 7,0 e 9.0
respectivamente  Para o TDSS (C,4), figura 3.1(d) ocorre uma quebrana isotermaav = 1,5
em pH 3,5. O OSS (Cs), figura 3.1(a), pelo falo de ser o tensoativo anifnico menos
hidrofébico da série, mostrou alta cooperatividade e consequentemente uma quebra na

isoterma com valor de v muilo pequeno.



Resultados e Discussido ©2

E possivel quc a quebra na isoterma do SDS, figura 3.1(c) correspondc
interagdo iBnica especifica inicial de cerca de 3 fons tensoativos DS nos sitios catidnicos da
lisina, muitos dos quais estio localizados préximos A superficic da proteina. Estudos
cristalogrdficos do sistema lisozima-SDS foram feitos por Yonath ct al, *® mostraram que o
SDS imeragiu em tres lugares diferenies da protefna mas com um aspecto comum o qual &
provavelmente caracterfstico da interagio do SDS: a cadeia carbénica forma interagdes

hidrof6bicas, enquanto a partc polar 0s0; interage com aminodcidos carregados.

A regido inicial da isoterma de interagio do SDS presumivelmente representa a
saturacdo de quasc todos os sftios de intera¢do catidnicos. O DSS e o OSS por serem
menos hidrofébicos que o SDS apresentaram um menor valor de v na regido de quebra da

isoterma.

A taxa de aumento de v no inicio das isolermas dos n-alquilsulfato de sédio,
0SS, DSS, SDS e TDSS em pH 3,3, figuras 3.1 (a) a 3.1 (d) comparativamenie a¢ aumento
do comprimento da cadeia carbénica do fon tensoativo demonstra o papel relativo das
interagOes idnicas e hidrof6bicas isto é em baixas concentragdes do tensoativo predominam
as interagdes ibnicas. Para que ocorram interagdes especificas, € claramente necessdrio ter
ambos 0 grupo polar e a cadeia carbdnica para fazer a interagio hidrofébica com a protéfna.
Em pH 7,0 e 9,0 as isotermas de intcragdo do OSS e DSS figuras 3.1{a) e 3.1(h)
respectivamente ¢ deslocada para valores mais altos de concentracio de tensoativo livic

indicando que as interagdes ibnicas especificas ndo sio tio evidentes.
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A regido inicial horizontal de uma isoterma obtida com o tratamento de Wyman
€ em geral atribuida 2 interagdo hidrof6bica.”® Este comportamento reforca o observado
para os tensoativos DSS ¢ OSS os quais apresentam uma isolerma com regido inicial
inclinada sendo menos hidrofébicos que os tensoativos SDS e TDSS.

Em contrasle com as interacdes especificas altamente cooperativas dos tensoativos
aniénicos com a Tripsina em pH baixo, 0 tensoativo catibnico CPC fornece uma isoterma
caracterfstica de uma interagdo fracamente cooperativa e ndo especffica, predominando
certamente a contribui¢do hidrof6bica devido ao tamanho da sua cadeia carbOnica pois de
todos os tensoativos estudados, o CPC apresenta maior cadeia carbdnica.

A interagdo Tripsina-CPC nos pH’s 3,5; 7,0 ¢ 9,0 figuras 3.1(e) ocorre em
concentragdes mais proximas da sua CMC devido a sua alta hidrofobicidade, enquanto que
para 0s tensoativos anidnicos ocorre muito abaixo da CMC. No pH 9,0 a intera¢io do
CPC ¢ altamente cooperativa certamente devido a contribuigfo das interages idnicas do fon
tensoativo PC* com as cargas negativas da Tripsina neste pH. Em pH baixo a interagac dos
cations PC* com a Tripsina deve-se 2 intera¢do hidrofébica.

O tensoativo DTAB (C,;) mostrou interagir com a Tripsina de modo altamente
cooperativo, praticamente insensivel ao pH do meio no infcio do processo de interagio
apresentando uma isoterma, figura 3.1(f) semelhante ao SDS (Cy;), ocorrendo uma quebra

na isoterma a v=5, concordando com o fato dc que tensoativos mais hidrofébicos

apresentam um maior valor de v na regido de quebra da isoterma. Devido ao erro inerente
ao método de determinagio de tensoativo livre ndo foi possivel separar a isoterma nos tres

pH’s utilizadas apos v=5.
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Os resultados de equilibrio de didlise obtidos utilizando o tensoativo anidnico

SDS (Cy;) e catibnico DTAB (C(;) mostraram quc independente da carga do tensoativo, a
isoterma de interagdo destes com a Tripsina tem a mesma forma.

A tabela 3.1, contém os.valores da variagdo da energia livre de interagiio

Tripsina-Tensoativo obtidos pela integragao da drea sob a isoterma (equagdes 1.7.7 ¢ 1.7.8),

os dados sao consistenies com © requesito de que para valores de v—0 AGS ¢ uma

constante.

Tab. 3.1 Valores da variago da energia livre de interagdo
ripsina-Tensoativo, nos pH’s 3,5: 7,0 9,0 2 298 K.

raga Faixa:d Faixa d¢

pH 3,5 8,1x107 0,3-4,0 4,0-8,3

pH 7.0 a - -

pH 9,0 2,2x10° - -
Tripsina/SDS

pH3,5 2,3x10* 0,3 - 40,0 34-98

pH 7,0 a 0,3 - 40,0 2,3-97

pH 9.0 8.0x10” 0,7 - 40,0 43-98
Tripsina/DSS

pl1 3,5 2,2x10° 0,5-3,0 3,0-50

pH 7,0 a 0.5-3,0 1,6-3,5

pH 9,0 1,5x10° 0,2-3,5 14-36
Tripsina/Q88

pH 3,5 9,1x10° 2,0-138,0 3,6 - 8,0

pH 7.0 a 0,2 -32,0 0,1-4,0

pH 9,0 2.3x10* 0.1-34.0 0,1-35
Tripsina/CPC

pH 3,5 Lix1o* 0,2-10,0 0,1-12

pll 7.0 a 04- 85 0.1-10

pH 9.0 2,7x10" 0.3 - 10,0 0,1-1,5

Tripsing/DTAB

pH 3,5 2,0x10°* 1,0- 30,0 6,0 - 10,0

pH 7.0 a 1,0 - 30,0 6,0- 10,0

pH 9.0 5.0x10°¢ 1,0 - 30.0 6,0 - 10,0
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Com excegdo dos extremos da série homéloga dos n-alquilsuifato de sédio OSS
(Cx) e TDSS (Cy4), observamos que aG) para 0S tensoativos anidnicos lorna-se mais
negativo com o aumento do comprimento da cadeia carbdnica do DSS (Cio) para SDS
(Ciz). Esta tendéncia ndo pode ser observada para o TDSS (Cya) pelo fato de que este
tensoativo precipita a Tripsina em pH 7,0 e 9,0 devido as interagdes idnicas ¢ cfcitos

hidrof6bicos. Entretanto no pH 3,5, o valor de AGY € da mesma ordem de grandeza dos
outros tensoativos da série. O valor negativo de AGY para o OSS & devido

predominantementc 2 intcracdo idnica, e os dados da tabela 4.1 mostram que para o OSS,

AGY torna-se mais negativo no pH 3,5.

Para os tensoativos estudados AG;, torna-sc mais negativo com o aumento de v.
A variacdo em AG) com 0 aumento de v implica que ap6s a interagdo inicial aos sitios da

proteina, as interagdes subsequentes s3o mais fracas.

Dos resultados obtidos por equilibrio de didlise concluimos que a intera¢io dos
tensoativos anidnicos da série homéloga dos n-alquilsuifato de sédio com a Tripsina em pH
3,5 ¢ de naturcza idnica especifica seguida de uma interagdo hidrofébica ndo cspecifica. A
interagdo inicial ocorre nos sitios catidnicos da superficie da protefna especificamente nos
resfduos lisina, arginina e histidina. Nos pH’s 7,0 ¢ 9,0 provavelmente hi uma maior
contribui¢iio da intcrag@o hidrofébica. No caso dos tensoativos catidnico CPC ¢ DTARB,

AGY € insensivel a0 pH do meio.
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Acreditamos que estc comportamento se deva a predomindncia da interacfio hidrofGbica,
uma vez que a parte polar positiva desics tensoativos € muito volumosa e consequentemente
com baixa densidade de carga. Embora 0 CPC tenha 16 carbonos na cadeia carbonica, a
variagdo da encrgia livre de interagio com a Tripsina ¢ menor do que com o DTAB. Este

comportamento € provavelmente devido a diminuigdo de entropia do processo.

3.2 VARIAGAO DA ENTALF‘IA DE INTERAGCAO TRIPSINA-TENSOATIVO

A variagdo da entalpia de interagio (a,11°/ kJ.mol") Tripsina-Tensoativo foi
determinada experimentalmente utilizando a técnica de titulagio microcalorimétrica,
conforme foi descrita anteriormente (secdo 2.4.3).  As medidas foram realizadas usando
solugdes dos tensoativos anidnicos da séric dos n-alquilsulfato de s6dio (Cg, Cyo, C1s € Cha),
solughes dos tensoativos catidnicos CPC e DTAB em concentragdes abaixo da CMC e
solugbes de Tripsina na faixa de concentragdo 0,6 a 4,0 mg/mL, todas preparadas no
tampdo pH 3,5; 7,0 ¢ 9,0 com forga idnica 10 mM. Para uma melhor compreensio de
como foi determinada a variagdo da entalpia de interag3o, descrevemos o exemplo de
cdlculo da varia¢do da cntalpia dc interagao (4, H) para 4 titulagdo do tensoativo OSS com
a solugdo de Tripsina de concentragdo 2,0 mg/mL. Os dados experimentais obtidos sdo

mostrados na tabela 3.2.1.
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Tab. 3.2.1. Resultados da titulagdo microcalorimétrica Tripsina-OSS
empH 3,5;70c90a298 K.

Vi | Namoles-10° | [OSSF10° | ZQuom] | ZQuo/m] | ZQu/m)
(mL) | de OSS mol.L" pH 3,5 pH 7,0 pH 9,0
2,026 2,6 1,30 14,90 5,74 0,91
2,052 5,2 2.53 29,87 12,00 2,07
2,078 7.8 3,75 44,64 17,88 2,90
2,104 10,4 4,94 57,90 23,62 3,73
2,130 13,0 6,10 70,84 28,77 4,56
2,156 15,6 7.24 82,53 34,29 522

Os dados contidos na tabela 3.2.1 mostram o calor obhservado para cada mol de
0SS adicionado na solugdo de Tripsina, sendo o calor de diluigio do OSS na solugio
tampio e o calor de dilui¢do da Tripsina foram descontados. Em todos os dados tabelados
de utulagdo microcaloriméwica Tripsina-Tensoativo (apéndice V), foram sempre
descontados o calor de diluigdo das solugdes. A entalpia de interagiio Tripsina-OSS, foi
calculada utilizando o gréfico da figura 3.2.1, construido com os dados experimentais da
tabela 3.2.1, onde na abscissa representamos 0 nimero de moles do tensoativo OSS e na
ordcnada o somatdrio do calor observado (ZQus/mJ). O coeficiente angular da reta da

figura 3.2.1 corresponde ao valor de A, 1t® (equagdo 2.4.3.2).
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Fig. 3.2.1 - Titulagdo microcalorimétrica do OSS com a Tripsina nos pH’s
3,5;70e9,0a298K. _
A interacdo Tripsina-Tensoativo guando estudada pelo método do equilfbrio de

didlise (secdo 2.4.1) consiste num processo lento de ditusdo do tensoativo através de uma
membrana de didlise e conseguente interagdo deste tensoativo, iniciaimente em baixissimas
concentragdes, com a molécula da protcina.  Nestas condigdes, interagdes cooperativas de
natureza iOnica e hidrof6bica ocorrem lentamente com a proteina ¢ sio monitoradas até

atingir o equilibrio permitindo desta maneira a construgdo das isotermas de intera¢do.

No processo de titulagdo microcalorimérica para a determinagdo da variagio da
entalpia de interagiio A, H® Tripsina-Tensoativo, imediatamente apds adicdo do titulante
(tensoativo), a concentracdo deste em contato com a Tripsina & alta ¢ o calor observado ¢
na realidade, mesmo descontando o efeito da diluigdo dos reagentes, o resuliado liquido de

todas as interagdes que ocorren.
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Jones ** ¢ Pfeil ** verificaram que a desnaturagio de protefnas globulares devido 2

desnaturacao de n-alquilsulfato de sédio, ¢ um processo endotérmico.

O valor da variagio da entalpia de interagio A_H°® dos demais tensoativos com a

Tripsina foram obtidos segundo o mesmo procedimento descrito para o tensoativo OSS ¢

estdo conlidos na tabela 3.2.2. s dados experimentais das titulagBes microcalorimétricas

estdo contidos no apéndice V.

Tab. 3.2.2 Valores da variagio da entalpia de intera¢fo Tripsina-Tensoativo

em pH 3,5: 7.0 9.0a 298 K.
T SSTEMA |
Tripsin: S
pH 3,5 1,18 £0,20
pH 7.0 090+0,02 |1,3x10" a 73x10*
pH 9,0 2,36 £0,20
Tripsina/SDS
pH 3.5 223+0,11
pH 7.0 -8,65+£0,10 | 64x10° a 52x10™
pH 9,0 2,97 £0,01
Tripsina/DSS
pH 3.5 2,50+0,11
pH 7,0 -4,24 +0.20 1,3x10* a 9.4x10™
pH 9.0 2,46 +0.10
Tripsina/OSS
pH 3,5 5,30£0,11
pH 7.0 2,21 £0,03 1,3x10° a 7,3x10°
pH 9,0 - 0,34 £0.01
Tripsina/CPC
pH 3,5 19,63 + 3,00
pH 7,0 15874250 | 6.4x10° a 3,6x10™
pH 9,0 402+ 0,40
Tripsina/DTAB
pH 3,5 -0,64 £ 0,03
pH 7,0 0,06 + 0,01 1,3x107 a 9,4x10°
pH 9,0 0,30 +0.,01
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Podemeos observar na tabela 3.2.2 que o valor de A, H° para a séric homologa dos
n-alquilsulfato de sédio no pH 3,5 diminui com o aumento da cadeia carbonica do
tensoativo. Esta diminuigdo no valor de A, H° pode scr melhor observado na figura 3.2.2 ¢

nos respectivos entalpogramas (f1g.3.2.3).
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Fig. 3.2.2. Variagdo da entalpia de interacdo da série homdloga dos

n-alquilsulfato de s6dio com Tripsina no pH 3,52 298 K.

Na ffgura 3.2.2, observamos que a variagdo da entalpia de interagdo Tripsina-
Tensoativo (série homdloga dos n-alquilsulfato de sédio) no pH 3,5 diminuiu linearmente
com o aumento da cadeia carbOnica do tensoativo. Esta diminuigio de A, H® com o
aumento da hidrofobicidade provavelmente deve-se a interacdo cooperativa, prevalecendo
nestas condicdes o efeito hidrof6bico na desnaturagio da Tripsina. Este comportamento €

concordante com o observado nas isotermas de interagio e comentado na pégina 59,
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A relagdo linear observada entre a entalpia de interagdo A_ H® versus nimero de

carbonos da cadeia alquilica é concordante com o comportamento conhecido como regra de

Traube. **  Embora o valor dc A, H° seja pequeno e endotérmico, com o aumento da

cadeia carbdnica do tensoativo o processo tende a tornar-se exotérmico, significando que o

processo de desnaturagio deva ser entropicamente dirigido.

A figura 3.2.3 mostra partes dos entalpograma da titulagdo microcalorimétrica dos

n-alquilsutfato de sédio com Tripsina na solugdo tampdo acetato, pH 3,5.
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Fig.3.2.3. Partes do entalpograma da titulagio microcalorimétrica Tripsina-Tensoativo
em tampdo acetaio pH 3,5, forga idnica 10 mM a 298 K.
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Utilizando técnicas microcalorimétricas e espectroscOpicas, Housaindokht ct alli *
estudaram recentemente a interagdo da proteina globular insulina com n-alquilsulfato de
sddie ¢ concluiram que a entalpia de desnaturacdo contribui com cerca de 83% no valor da
entalpia de interacdo. Estcs autorcs mostraram também, que numa primeira aproximagio, a
entalpia de interagio medida A, H® poderd ser expressa em termos da contribuigio da
entalpia de interagdo com sitios catidnicos, A, H®, de interagdo hidrof6bica do tensoativo

A H"e da entalpia de desnaturagdo da protefna A H®, ou scja;*®

AimHO = A, alHO + AtHO +A dHO (3.2.1)

Nesta aproximag¢fo, 0s autores consideram que cxirapolando o valor de A, H® para nimero
de carbono zero na cadeia do tensoativo, A,H°—0, e A,H® pode ser estimado desde quc as
interagdes hidrofébicas predominam. Utilizando esta aproximagio obtivemos os valores de
A,H° da ordem de 10 kJ.mol" e 24 kl.mol" nos pH’s 3,5 ¢ 7,0 respectivamente para a série
dos n-alquilsulfato de s6dio. O valor endotérmico estimado para A H® em pH 3,5 é menor
do que em pH 7,0 ¢ portanto cocrente com o fato de que em pH 3,5 a contribui¢do de sitios
catidnicos na interagdo ¢ maior do que em pH 7.0, isto €, o termo A _,H® contribui no

abaixamento de A H°.

Uma revisdo da literatura confirma que hd uma ampla variagio de valores de A H°
para a Tripsina. Os valores obtidos dependem dos méiodos usados e da precisio das

condiges experimentais. Valores desde 30 até 280 kJ.mol™ tem sido publicados.***™**
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No tampdo fosfato pH 7,0, observamos para os tres primeiros membros da série
homgloga dos tensoativos n-alquilsulfato de sédio, a mesma tendéncia que em pH 3,3, isto
€, a variagdo da entalpia dc interag@o Tripsina-Tensoativo diminui linearmentc com o
aumento da cadeia carbdnica do tensoativo, sendo que nestas condigdes A, H® tende para
valores mais exo€érmicos, figura 3.2.4.  Este comportamento nos faz crer que A, H° deve-
se predominantemenic as interagdes de natureza hidrofdbica, pois neste pH a carga liquida
da Tripsina tem o mesmo sinal do tensoativo, dependendo apenas do cardter hidrofébico
deste.  Entretanto, no pH 7,0 o TDSS mostrou uma quebra no comportamento linear com
um valor dc A, H° da mesma ordem de grandeza que no pH 3.5, isto ¢, = 1 kf.mol”,
(comparar entalpograma das ffguras 3.2.3 ¢ 3.2.5). Nio temos uma cxplicagio para cstc

comportamento, podendo apenas especular em termos de precipitagio conforme observado

também nos experimentos de equilibrio de didlise.

4
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Fig. 3.2.4. Variagio da entalpia de interagdo da série homdéloga dos
n-alquilsulfato de s6dio com Tripsina no pH 7,0 2298 K
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Fig. 3.2.5. Partes do entalpograma da titulagdo microcalorimétrica Tripsina-Tensoativo

em tampdo fosfato pH 7.0, for¢a ibnica 10 mM a 298 K.
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No tampdo bérax pH 9,0 ndo observamos a tendéncia da variagdo linear de A H®
com a hidrofobicidade do tensoalivo, figura 3.2.6. Nestas condigdes o tensoative OSS
apresentou A, H® préximo de zero e o0s tensoativos DSS, SDS e TDSS aprescntaram
praticamenie 0 mesmo valor para A, H°®, sendo a interagio neste pH insensivel a0 aumento
da hidrofobicidade do tensoativo, certamente devido a Tripsina encontrar-se desnaturada

nestas condigoes.
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Fig. 3.2.6 Variagio da entalpia de interagdo da série homéloga dos

n-alquiisulfato de sédio com Tripsina no pH 9,0 a 298 K.

A ffgura 3.2.7 mostra partes do entalpograma da titulagio microcalorimétrica da série

homdéloga dos n-alquilsutfato de sédio com a Tripsina em pH 9,0.
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Fig. 3.2.7. Partcs de entalpograma da titulagdo microcalorimétrica Tripsina-Tensoativo
em tampdo bdrax pH 9,0, forga idnica 10 mM a 298 K.
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Para 0s tensoativos catifnicos estudados nos tres pH's, observamos que A, H°
do DTAB com a Tripsina € muito pequeno e independe do pH do meio. Em pH 3,5e 7,0,
o CPC apresentou A, H°® de = 19 ¢ 16 kl.mol” respectivamente, sendo que em pH 9.0 este

valor foi drasticamente reduzido, certamente devido a Tripsina estar desnaturada.

Acreditamos gue as diferengas na intera¢3o do tensoalivos catidbnicos DTAB e
CPC com a Tripsina deva-se & alta alta hidrofobicidade do CPC aliada ao seu baixo

impedimento cstérico comparada com o DTAB. O cfeito atérmico observado para a

interagdo Tripsina DTAB neste irabalho ¢ concordante com o observado para a interagio

Catalase-DTAB.*

3.3 DETERMINAGAO DO NUMERO DE SiTIOS DA INTERAGAO
TRIPSINA-TENSOATIVO

A determinagio do nimero de sitios dc interagdo Tripsina-Tensoativo foi feita
utilizando o modelo de distribuigdo livie.” Este modelo ¢ utilizado para se estimar o
mimero de sftios de intcragdo Tripsina-Tensoativo, utilizando a equagdo de Scatchard
(eq.1.6.2, se¢do 1.7) na regido de baixa concentragdo do tensoativo livre.  Este tratamento
permite que os pardmetros da equagdo de Scatchard tenham tres diferentes opcoes de serem

representados graficamente, como ¢ mostrado na seguinte tabela.

Tab. 3.3.1 Representacio grifica dos parimetros da equacdo de Scatchard.

OPCOES Y X Coef. Angular | Cocf. Linear | Coef. Linear
Y X
1 n K VS iwre v - [S)iivee
2 K/n 1/n - [Shivee [Shivee/v v
3 n/K 1/K v V[ STiivee = 1/[Sliivee
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A aplicagao deste modelo foi feita utilizando o programa LIGAND desenvolvido em
linguagem Basic (listagem no apéndice I) usando o algoritmo descrito por Crabbe.”
A entrada de dados foi feita a partir dos valores de v e [S)yw. Obtidos cxperimentalmente
por medidas de equilibrio dc didlisc. Como exemplo da entrada de dados e execugdo deste
programa, mostraremos o cdlculo feito para a isoterma de intcragdo Tripsina-CPC na

solugio tampdo Acetato 1) mM pH 3,5.

PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampio Acetato)
SURFATANTE: CPC (Tampéio Acctato)
ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 13
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION
2.17E4, 10.97

2.02E-4, 9.61

1.76E-4, 8.68

1.69E-4, 5.85

1.40F-4, 6.20

1.39E-4, 4,30

1.19E4, 3.91

1.0BE-4, 3.57

9.70E-5, 3.22

8.46E-5, 2.53

7.38E-5, 1.79

7.16E-5, 1.10

4.56E-5, 0.17

OQUuUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=1.273997
N=1.246344
N=1.231871
N=1.208045
N=1.196733
N=1.196064
N=1.193574
N=1.191083
N=1.167377
N=1.158995
N=1,154282
N=1.143101
N=1.12559%
N=1.117316
N=1.115453
N=1.096887
N=1.093266
N=1,092748
N=1.092133
N=1.083394
N=1.081241
N=1.076304
N=1.074874
N=1.073674
N=1.070747

KD=-7.728086E-03
K=-4.69017E-03

KD=-3.540171E-03
KD=-3480045E-03
KD=-3.024491E-03
KD=-2.671822E-03
KD=-2.463797E-03
KD=-2.317932E-03
KD=-2.15594E-03

KD=-2.136508E-03
KD=-2.016571E-03
KD=-197788E-03

KD=-1.896349E-03
KD=-1.863035E-03
KD=-1.334142E-03
KD=-9.115634E-04
KD=-7.445785E-04
KD=-6.544215E-04
KD=-6.106744E-04
KD=-5.566673E-04
KD=-5424578E-04
KD=-5.339751E-04
KD=-5.263813E-04
KD=-4 975529E-04
KD=-4.870406E-04
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RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDIUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAIL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDIJAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDIIAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUJAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=1.066023
N=1.054803
N=1.052448
N=1.049778
N=1.043276
N=1.042901
N=1.03545
N=1.032757
N=1.029682
N=1.021819
N=1.018632
N=1.0181{4
N=1.004025
N=1.001242
N=1

KD=-4.575711E-04
KD=-4.323651E-04
KD=-4.265858F-(4
KD=-4.176011E-(4
KD=-3617361E-04
KD=-3.569286E-(4
KD=-3.455886E-04
KD=-3.279519E-04
KD=-3.191297E-04
KD=-3.140536E-(4
KD=-3.128503E-04
KD=-3.123432E-04
KD=-3.118851E-04
K=-3.(4698E-04

KD=-2.945704E-04

N=0,0834629 KD=-2.913367E-04
N={().9797149 KD)=-2.8771701E-(M
N=0,974442 KD=-2.859005E-04
N=0.9406459 KD=-2.7872385E-04
N=0.9397243 KD=-2.765883E-04
N=0.9307247 KD=-2.6268721:-04
N=0.912157% KD=-2.568618E-04
N=0.8977593 KD=-2.542206E-04
N=0.8678363 KD=-2.505312E-04
N=0.8584938 KD=-2.47466E-04

N=0.8538064 KD=-2.450118E-04
N=0.8414884 KD=-2.448127E-04
N=0.821264 KD=-2.416801E-04
N=0.805451 KD=-2.362011E-(4
N=0.7502005 KD=-2.352412C-04
N=0.7289395 KD=-2_349613E-4
N=0.7008006 KD=-2.276833E-04
N=0.6933248 KD=-2.2749%1E-04
N=0.5579623 KD=-2.263877E-04
N=0.458131 KD=-2243922E-04
N=0.4483153 KD=-2.147308L-04
N=0.2223472 KD=-2.10072E-04

N=-0.1971841 KD=-2.10072E-04

N=-0.2700998 KD=-1.95979E-(4

N=-0.4012047 KD=-1853691E-04
N=-0.7220674 KD=-1.777542E-(4
N=-0.8743346 KD=-1.75759 |E-(4

N=-1.255326
N=-1.346343
N=-1.422817
N=-2.060333
N=-2.634377
N=-3.453054
N=-4.840969
N=-6.63379

N=-6.87041

N=-8.5654(2

KD=-1.615792E-04
KD=-1.602328E-04
KD=-1.585811E-04
KD=-1.5419E-04

KD=-1.454676E-(4
KD=-1395326L-04
KD=-1.283223E-04
KD=-1.248351E-04
KD=-1.123498E-04
KD=-1.069031E-04
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Os valores residuais de N ¢ KD correspondem a difcrenga entre cada intersecgdo
calculada para os valores experimentais de v & [S}iwe € seu valor médio. A estimativa do
niimero dc sitios de interagiio Tripsina-CPC foi feita a partir da representagdo grifica de

KD/N em fungio de 1/N, como pode ser observado no seguinte gréfico.

2,010
. CPC/TRIPSINA (T.AC. 10 mMpH 3,5)
| ]
0,0 BT r
LY}
Kd/N - »
-2,0x107 4 |
| a
-4,0x10°3 *
-6,0x107 1 .
6 4 D 0 2 4 8
1/N

Fig. 3.3 Distribuigao livre dos valores residuais da interagio Tripsina-CPC,
pH3,5a298 K.

A determinagio do nimero de sftios de interagiio foi feita pela interpretacdo grifica
e tomando como base a interseco dos valores residuais de N e KD. Desle modo pode-se
analisar se a interagdo Tripsina-CPC poderd ser classificada numa populagdo de um dnico
sitio de interagdo ou multiplos sitios de interagiio. Deste modo foi claramente ohservado 1o
grdfico que existem duas linhas de intersccgdo correspondendo a uma populagdo de dois
sitios de interagdo. Fazendo eslta mesma interpretacio para as demais isotermas de
intcragdo Tripsina-Tensoativo (apéndice VI) , obteve-se os sitios de interacio os quais sio

mostrados na tabela 3.3.2.
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Tab. 3.3.2 Estimativa dos sitios de interacdo Tripsina-Tensoativo.

ISOTERMA DE | N° SITIOS DE INTERACAQ
INTERACAQ
Tripsina-OSS
pH3.,5 01
pH 7,0 -
pH 9.0
Tripsina-DSS
pH 3,5 02
pH 7,0 02
pH 9.0 02
Tripsina-SDS
pH 3,5 01
pH 7.0 01
pH 9,0 01
Tripsina-TDSS
pH 3,5 01
Tripsina-CPC
pH 3.5 02
pH 7,0 01
pH 9.0 01
Tripsina-DTAB
pH 3.5 0l
pH 7,0 01
pH 9,0 01
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CONCLUSOES
Na segio 3.0 apresentamos e discutimos por etapas os dados obtidos, acompanhados

de uma conclus@o. A seguir apresentamos as seguintes conclusdes gerais.

- Concluimos que na literatura n@ao existe nenhum estudo sistematico da interagido Tripsina
com sénes homologas de tensoativos em solugdes tampdo, pH's 3,5, 7,0 e 9,0, forga ionica

10 mM a 25 °C utilizando as técnicas do equilibrio de dialise e titulagdo microcalorimétrica.

- Dos resultados obtidos por equilibrio de didlise concluimos que a interagdo entre
tensoativo anidnico n-alquil sulfato de sédio e Tripsina em pH 3,5 ocorre com interagio
inicial dos tensoativos idnicos nos sitios aminoacidos carregados com carga positiva da

superficie da proteina especificamente nos residuos lisina, histidina e arginina.

- Na isoterma de interagdo Tripsina-(n-alquilsultato de sodio), pH 3,5, a concentragdo de
tensoativo livre na regifio de saturagio diminui na ordem TDSS<SDS<DSS<OSS, isto &,

com o aumento do carater hidrofobico do tensoativo.

- A taxa de aumento de v na parte inicial das isotermas de interagio Tripsina-Tensoativo
n-alquilsulfato de sodio, pH 3,5, comparativamente ao aumento da hidrofobicidade do
tensoativo demonstra que em baixas concentragdes de tensoativo predomuna interagdes

i0nicas.

- Em baixas concentragdes do tensoativo, os residuos de aminoacidos carregados da
Tripsina estio na superficie da proteina nativa e portanto acessiveis ao tensoativo, de
maneira que a interagiio idnica nio é marcadamente afetada pelo estado de desenrolamento

da estrutura terctaria.
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. Embora a mnatureza total das interacdes Proteina-Tensoativo, (interagdes 10nicas
principalmente na superficie da proteina quando a concentragio do tensoativo € muite
pequena, seguida pela interagdo hidrofobica nio especifica), no caso dos tensoativos
anionicos, o fator determinante no processo de interagdo depende da estrutura terciaria da

Tripsina.

- A desnaturagdo da Tripsina com tensoativos aniénicos ocorrem com concentrages do

tensoativo extremamente baixas, 107 M.

- Em termos termodinamicos, a variagio de energia livre de interagio AGv na saturagao

tabela 3.1 é da mesma ordem de grandeza da variagdo da energia fivre de Gibbs de
micelizagdo.® O complexo Tripsina-Tensoativo satura quando o tensoativo livre em
equilibrio com o complexo se aproxima da CMC. Como a saturagdo ocorre em
concentragdes do tensoativo abaixo da CMC, o complexo Tripsina-Tensoativo € mais
estavel que micelas. Nestas condigdes, a proteina ja esta desnaturada, € o complexo pode
ser do tipo micelar, no qual a molécula hidrofébica da Tripsina forma uma parte integral de

uma estrutura micelar.

- No caso dos tensoativos catidnicos, o CPC interage com a Tripsina nos pH 3,5 e 7.0

endotermicamente enquanto a interagio com DTAB ocorre quase que atermicamente.

_ A relagio linear observada entre a entalpia de interagdo da Tripsina versus a
hidrofobicidade dos tensoativos da série homologa dos n-alquilsulfato de sodio nos pH’s 3,5
e 7.0 é concordante com o comportamento conhecido como regra de Traube,” mas
observado para processos de partigdo ¢ interagdo de série homéiogas de compostos
tensoativos, anestésicos, etc, com sistemas organizados modelos como: dgua/octanol,

micelas de tensoativos, lipossomas naturais e sintéticos ¢ membrans biologica.
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5CLS

6 PRINT

10 PRIINT ™% %% 4 53 ok ook o oo KKK KKK KKK K KK oK Kok ook
15 PRINT "* PROGRAMA - LIGAND *

20 PRINT "* FAZ A INTERPRETACAO DA ISOTERMA DE INTERACAQO
22 PRINT **  PROTEINA-SURFATANTE ATRAVES DO MODELO DE  *"

25 PRINT "* DISTRIBUICAO LIVRE *
30 PRINT "* *

35 PRINT "* ADAPTADO POR: ELOI A. SILVA FILHO *
40 PRINT "*  CAMPINAS-SP 25/01/93 .

45 PRINT M e g e R Aok koo ook ko ke ke ek ok ok koo e ke ks kA ak
46 PRINT "* O ALGORITMO FOl ADAPTADO DA REFERENCIA *

47 PRINT "* The Analysis of Enzyme Reactions, M. . C. Crabbe *"
48 PRINT "* Microcomputadors in Biology a Practical Approach, ed. *"
49 PRINT "* by C. R. Ireland & S. P. Long, Pubiished tn the *

50 PRINT "* Practical Approach Senes editors: D, Rickwood and  *"
51 PRINT "* B. D. Hames. [Irlpress, Oxford, Washington DC ¥
52 PRINT 0ok ok e ke ok o ok sk ok sk k ak ok K o e ke ko ko kR o ki A i A A ok ok ok i ofe ol o e o s ok kol R ok ke ke M
53 PRINT

55 PRINT "PROTEINA:"

60 INPUT P$

65 PRINT "PROTEINA;";P

70 PRINT "SURFATANTE:";

75 INPUT S§%

80 PRINT "SURFATANTE:";S

85 PRINT "DATA DO EXPERIMENTO:",

90 INPUT D§

95 PRINT "DATA DO EXPERIMENTO:";D

110 print

300 PRINT "ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS"

400 INPUT N

405 PRINT "ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS";N

410 DIM S(30),V(30),M(200},K(200),P(30),A(200}),B(200)

420FOR =T TON

425 INPUT "ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION";S(I)

430 INPUT "ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION";V(I)
435 PRINT "FREE=";5(1)

440 PRINT "BOUND=";V(I}

445 PRINT "FREE=";5(1)

450 PRINT "BOUND="; V(T)

470 P(I=S(D):S(T=1/V(I): V(D=P(1)/ V(D)
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472 NEXT 1

473 L=1

475 B=2

480 FOR I=1 TO N-1

485 FOR =B TON

490 W=V(3)/S(J)

500 U=V(I)/S(I)

505 IF W<>0 GOTQ 510

506 IF U<>0 GOTO 510

510 KL)y=-((V(D-VAN((W)-(U))
520 M(L)=-((V(I)/S()*K(L))+ V(D)
§25 LPRINT "K(L)" K(L),"M(L)" M(L),"I",1,"J" J
530 L=L+]

535 NEXT J

540 B=B+1

542 NEXT 1

545 1=L-1

550 B=2

555 FOR L=1 TO I-1

560.FOR J=B TO I

562 IF K(L)>=K(J) GOTO 570
563 T=K(L)

564 K(L)=K(J)

565 K())=T

570 IF M(L)>=M(J) GOTO 580
572 T=M(L)

573 M(L)=M(J)

574 M(J)=T

580 NEXT J

585 B=B+|

590 NEXT L

595 LPRINT "K(L)","V(L)""INTERCEPTS"
600 FOR L=1 TO I

610 PRINT K(L),M(L)

620 NEXT L

625 L=INT(L+.5)

630 X=L

640 X=(X/2)

645 L=INT(L/2)

646 IF (X-L)<0.1 GOTO 700
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647 Z=X+(X-L)

648 L=Z

650 Al=1/K(L)

652 BI=M(L)*Al

653 LPRINT "1/NUMBER OF BINDING SITES (OR B(NY/A(N))="K(L)
655 LPRINT "[/NUMBER OF BINDING SITES (OR B(NYA(N)="K(L)
660 LPRINT "MAXIMUM NUMBER OF BINDING SITES="A1
662 LPRINT "K(D)/N (OR B(0)/A1))="M(L)

663 LPRINT "CONSTANT (K(D})="B1

665 LPRINT "CONSTANT (K(D))="BI

670 GO TO 750

700 Y=(K(L)}+K(L+1))/2

702 W=(M(L)+M(L+1))/2

704 A2=1/Y

705 B2=W*A2

710 LPRINT "NUMBER OF BINDING SITES="A2

720 LPRINT "K(D)="B2

730 GOTO 800

750 FOR L=1 TO 1

755 A(L)=K(L)-K(Z)

756.B(L)=M(L)-M(Z)

757 B(L)=B(L)*Al

760 LPRINT A1+A(L),B1+B(L)

765 LPRINT "RESIDUAL:N=": 1+A(L),"KD="B+B(L)
770 PRINT

772 NEXT L

790 END

800 FOR L=1 TO 1

805 LPRINT K(L)-Y, M(L)-W

210 A(L)=K(L)

820 B(L)=M(L)-W

830 B(L)=B(L}*A2

840 LPRINT A2+A(L) B2+B(L)

850 LPRINT "RESIDUAL-N=";A2+A(L);"KD=":B2+B(L)
860 PRINT

870 NEXT L

880 PRINT "VOCE DESEJA FAZER OUTRO CALCULQ (Y QU N):*;
890 INPUT V$

892 PRINT

895 IF V$="Y" THEN 55

900 IF V$="N" THEN 910

910 END
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ESPECTRO NO INFRAVERMELHO
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DADOS DA CURVA DE CALIBRACAO - METODO DE EXTRACAO DO PAR

IONICO TENSOATIVO-CORANTE

DSS 6,2x10° M EM TAMPAQ FOSFATO, AZM 2,0x10*M

[DSS] | Vol(mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs

mol L™ [DSS] TFosf. | AZM CHCl, 660 nm
1,78x10° 1.80 1,20 0,25 3.0 0,824
1.49x10° 1,50 1,50 0,25 3,0 0,796
1,20x107 1,20 1,80 0,25 3.0 0,667
7,.94x10° 0,80 2,20 0,25 3,0 0,456
4.96x10° 0,50 2.50 0,25 3.0 0,319
9.92x107 0.10 2.90 0,25 3,0 0,137
4,96x107 0,05 2,95 0,25 3,0 0,086

DSS 6,2x10° M EM TAMPAO BORAX, AZM 2,0x10™ M

[DSS] | Vol(mL) | Vol. (mL) | Vol. (mL) | Vol (mL) | Abs

mol.L"! [DSS] T.Borax. | AZM CHCl; 660 nm
2,97x10” 3,00 0,00 0,25 3.0 1,095
2,48x10° 2,50 0,50 0,25 3.0 1,041
1,98x107 2,00 1,00 0,25 3.0 0,977
1,79x10° 1.80 1,20 0,25 3.0 1,101
1,50x10~ 1,50 1,50 0,25 3,0 1,059
1,20x10° 1,20 1,80 0,25 3.0 0,965
9.92x10° 1,00 2,00 0,25 3.0 0,768
7,94x10° 0,80 2,20 0,25 3,0 0,423
4,96x10° 0,50 2,50 0,25 3.0 0,279
1,98x10" 0.20 2,80 0,25 3.0 0.134

$DS 1,0x10° M EM TAMPAO ACETATO, AZM 2.0x10* M

[SDS] | Vol.(mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs

mol L [SDS] T.Ac. AZM CHCl: 660 nm
3,75x10° 3,00 0,00 2,0 3,0 0,98
3,50x10° 2.80 0,20 2,0 3.0 0,94
3,13x10° 2,50 0,50 2.0 3.0 0,74
2,25%10° 1,80 1,20 2.0 3,0 0,57
1,87x10° 1,50 1,50 2,0 3.0 0,53
1,50x10° 1.20 1,80 2.0 3.0 0,46
1.25x%10° 1,00 2,00 2,0 3,0 0,35
1,00x10° 0,80 2,20 2,0 3.0 0,34
6,25x107 0.50 2,50 2.0 3.0 0,34
6,25%10° 0,05 2,95 2.0 3,0 0,13
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SDS 5,0x10° M EM TAMPAQO FOSFATO. AZM 2,0x10* M

[SDS] | Vol{mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Vol. (mL) | Abs

mol.L™! [SDS] T Fosfato | AZM CHCl; 660 nm
1,07x107 1.50 1,50 1,0 3,0 1,698
8,57x10° 1,20 1,80 1,0 3,0 1,300
6,26x10° 1.00 2,00 1,0 3,0 1,097
5.71x10° 0,80 2,20 1,0 3,0 0,886
4.28x10° 0,60 2.40 1.0 3,0 0,657
3.57x10° 0,50 2,50 1,0 3,0 0,568
1,43x10° 0,20 2,80 1,0 3.0 0,292
7.14x107 0.10 2.90 1,0 3.0 0,174
3.57x107 0.05 2.95 1.0 3.0 0.092

SDS 6,0x10° M EM TAMPAO BORAX, AZM 2.0x10"* M

[SDS] | Vol(mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Abs

mol L [SDS] T Bérax AZM CHCI, 660 nm
2.88x107 3,00 0.00 0,25 3.0 0,944
2,40x107 2,50 0,50 0,25 3,0 0,940
1,73x107 1,80 1,20 0,25 3,0 0,919
7,68x10™ 0.80 2.20 0.25 3.0 0,897
5,76x10° 0,60 2,40 0,25 3.0 0,850
4,80x10° 0,50 2.50 0,25 3.0 0,798
1,92x10° 0,20 2,80 0,25 3,0 0,397
9.23x10" 0,10 2,90 0,25 3.0 0,24

TDSS 1,0x10° M EM TAMPAQ ACETATO, AZM 1,0x10° M

[TDSS] | Vol{mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs

mol.L"! [TDSS) T.Acetato | AZM CHCI; 660 nm
3.74x10° 2,80 0,20 0,50 4,0 0,087
2,40x10° 1.80 1,20 0,50 4.0 0,086
2.00x10° 1,50 1,50 0,50 4,0 0,082
1,60x10” 1,20 t,80 0,50 4.0 0,078
1,34x10° 1,00 2,00 0,50 4.0 0,077
1,07x10° 0,80 2,20 0,50 4.0 0,071
6,67x107 0.50 2,50 0,50 4.0 0,067
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TDSS 1.0x10”° M EM TAMPAQ FOSFATO, AZM 1.0x10° M

[TDSS] | Vol¢mL) | Vol (mL}) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs
mol.L"! [TDSS] | T Fosfato | AZM CHCI; 660 nm
4,00x10° 3.00 0.00 0,50 4.0 0,082
3,07x10° 2.30 0,70 0,50 4.0 0,088
2.67x10° 2.00 1,00 0,50 4.0 0,083
2,40x107° 1,80 1,20 0,50 4.0 0,078
1,60x10° 1,20 1,80 0,50 4.0 0,073
1,.07x10° 0,80 2.20 0,50 4.0 0,068
2.67x107 0,20 2.80 0.50 4.0 0,046
1,34x10” 0.10 2.90 0.50 4.0 0,030
TDSS 1,0x10° M EM TAMPAO BORAX, AZM 1,0x10° M
[TDSS] | Vol{mL) | Vol. (mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs
mol.L"’ [TDSS] T Borax AZM CHCl; 660 nm
4.00x10° 3,00 0,00 0,50 4,0 0,084
3.07x10° 2,30 0,70 0,50 4.0 0,120
2.67x10° 2,00 1,00 0.50 4.0 0,106
2.40x10° 1,80 1,20 0,50 4.0 0,092
2 00x10® 1,50 1,50 0,50 4.0 0,085
1,60x10° 1,20 1.80 0,50 4.0 0,075
1,34x10” 1,00 2,00 0,50 40 0,076
2.67x107 0,20 2,80 0,50 4,0 0,055
0SS 1,0x10° M EM TAMPAO ACETATO, AZM 1,0x10° M
[0SS] | Vol{mL) | Vol (mL) { Vol. (mL) | Vol (mL) | Abs
mol.L" [OSS] T Acetato | AZM CHCls 660 nm
3,75x10™ 3,00 0,00 1,0 40 0,1508
2.50x10™ 2.00 1,00 1,0 4.0 0,1730
2,25%10° 1,80 1,20 1,0 4.0 0,1693
1,88x10™ 1,50 1,50 1.0 4.0 0,1633
1,25x10™ 1,00 2,00 1,0 4,0 0,1606
1,00x10™ 0,80 2,20 1,0 4,0 0,1574
6,25x10~ 0,50 2,50 1,0 4,0 0,1563
5,00x107 0,40 2,60 1,0 4.0 0,1530
3,75x107 0,30 2.70 1.0 4.0 0,1452
1,25x107 0,10 2,90 1.0 4,0 0,1012
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0SS 1.0x10° M EM TAMPAO FOSFATO, AZM 1.0x10° M

[0SS] | Vol{mL) | Vol {mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Abs

mol L’ [OSS] T Fosfato | AZM CHC} 660 nm
2.50x10™ 2,00 1.00 1,0 4,0 0.1353
1,00x10™ 0,80 2,20 1,0 4.0 0,1420
8.75x10~ 0,70 2,30 1,0 4,0 0,1425
5.00x107 0,40 2 .60 1,0 4.0 0,1352
1,50x10” 0,12 2,88 1,0 4.0 0,1205
1,00x10° 0,08 2.92 1,0 4.0 0,1109
6.25x10° 0,05 2,95 1,0 4.0 0,1080
2.50x10° 0,02 2.98 1,0 4.0 0,1034

0SS 1,0x10° M EM TAMPAO BORAX, AZM 1,0x10° M

[0SS] | Vol{mL) | Vol (mL) | Vol.(mL) | Vol {mL) | Abs

mol.L"! [08S) T Borax AZM CHC; 660 nm
2,50x10™ 2.00 1,00 1,0 4,0 0,1208
8,75x10° 0,70 2,30 1,0 4.0 0,1038
6,25x10° 0,50 2,50 1.0 4.0 0,0870
5.00x10” 0,40 2,60 1,0 4.0 0,0855
2.50x107 0,20 2.80 1,0 4.0 0,0721
1,88x10° 0,15 2,85 1,0 4.0 0,0719
1,00x10° 0,08 2.92 1,0 4,0 0,0622
6,25x10°° 0,05 2,95 1,0 40 0,0619

DTAB 1,0x10* M EM TAMPAO ACETATO, ORANGE I1 4,0x10° M

[DTAB] | Vol{mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs

mol.L" [DTAB] | T.Acctato | OR II CHCls 483 nm
4.44x10° 4,00 0,00 1,0 4,0 0,167
3,33x107 3.00 1,00 1,0 4,0 0,165
2,78x10° 2,50 1,50 1.0 4.0 0,162
1,67x107° 1,50 2,50 1,0 4,0 0,164
1.11x10° - 1,00 3.00 1.0 4.0 0,152
5.56x10° 0,50 3,50 1,0 4.0 0,151
2.22x10° 0,20 3,80 1,0 4,0 0,083
1,11x10° 0.10 3.90 1,0 4.0 0.066
5,56X107 0,05 3.95 1.0 4.0 0,024




Apéndice IV

DTAB 1.0x10"* M EM TAMPAO FOSFATO, ORANGE I 4.0x10° M

[DTAB] | Vol.(mL) | Vol. (mL) | Vol. (mL) | Vol. (mL) | Abs
mol L' [DTAB] | T Fosfato | OR.TI CHCl; 483 nm
3.89x10° 3.50 0.50 1.0 4.0 0,168
2,78x10~ 2,50 1,50 1.0 4.0 0.162
2,22x10° 2,00 2.00 1.0 4.0 0,163
1,67x10° 1,50 2.50 1,0 4.0 0,157
1,i1x10° 1,00 3.00 1,0 4.0 0,160
5.56x10° 0,50 3,50 1,0 4,0 0,158
2,22x10° 0,20 3,80 1,0 4,0 0,092
11x10° 0,10 3.90 1.0 4.0 0,056
5,56X107 0,05 3,95 1,0 4,0 0,022

DTAB 1,0x10* M EM TAMPAO BORAX. ORANGE II 4.0x10° M

[DTAB] | Vol{mL) | Vol (mL) | Vol (mL) | Vol. (mL) | Abs
mol.L! [DTAB] | T Bérax OR. I CHCls 483 nm
3,33x10° 3,00 1,00 1.0 4.0 0,153
2,78x107 2,50 1,50 1,0 4.0 0,158
2,22x10° 2.00 200 1,0 40 0,160
1,11x107 1,00 3,00 1,0 4.0 0,157
8,89x10° 0,80 3,20 1.0 4.0 0,155
5,56x10° 0,50 3,50 1,0 4.0 0,152
2,22x10°° 0,20 3,80 1,0 4.0 0,097
1,11x10% 0,10 3.90 1.0 4.0 0,045
5,56X107 0,05 3.95 1,0 4.0 0.018
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DADOS DA TITULACAO MICROCALORIMETRICA

TAB.1-TITULACAO TDSS 0.01 M /TRIPSINA 4.0 mg/mL

Viet) N.molesx10” [TDSS]x10™ EQups /)
. de TDSS mol.L"’ pH 7.0
2,026 0.6 0.3 1,01
2,052 1,19 0,58 2,02
2,07% 1,79 0,86 2.53
2,104 2,39 1.4 3,24
2,130 3,00 1,40 4,05
2.156 3.59 1.66 4.86

TAR.2 -TITULACAQ TDSS 2.3x10 M /TRIPSINA 1.2 mg/mL

Victal N.molesx107 [TDSS]|x10™ Q. /M)

. de TDSS mol.L." pH 3.5
2.078 1,79 0,863 0,086
2,104 239 1,14 0,172
2,130 3,00 1,40 0,258
2.156 3,60 1,66 0,387
2,208 478 2,17 0.588

TAB.3 -TITULACAQ TDSS 0,01 M /TRIPSINA 4.0 mg/ml

Viots! N.molesx 107 [TDSSjx10™ Qo /m)

oL de TDSS mol.L" pH 9.0
2,026 2,60 1,28 0,312
2,052 5,20 2,53 0,935
2,104 10,40 4.94 1,715
2,130 13,00 6,10 2,965

TAB.4 -TITULACAQ SDS 5x107 M /TRIPSINA 1.2 mg/mL

Vit | Nomolesx10” | [SDSIx10 | - ZQgu/mJ | SQop /m) | ZQops /mJ
ol de SDS mol.L” pH 7.0 pH 3.5 pH 9.0
2,026 1,30 6,42 1,19 0.206 2,32
2,052 2,60 1.27 2,40 0,102 4.64
2,078 3,90 1,87 3,14 0,231 6,96
2,104 5,20 2,47 5,19 0,430 6,69
2,130 6,50 3,06 5,54 - 5.19
2,156 7,80 3.62 6,65 - -
2.182 9,10 4.17 7.76 . .
2,234 11,70 5,24 10,28 . .
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TAB.5 -TITULACAO DSS 0.01 M /TRIPSINA 1.2 mg/mL

Vi | N.molesx107 | [DSS]x10™* | - ZQq, /m)
. dc DSS mot. L pH 7.0
2026 2.60 1.26 -
2,052 5.20 2.5% 1,91
2,078 780 3,75 3,82
2. 104 10,40 4,94 -
2.130 13,00 6,10 5,73
2,150 15,60 7,24 -
2,182 18.20 8.34 783
2.234 23,40 10,50 9,81

TAB.6 -TITULACAO DSS 0.1 M /TRIPSINA 2.0 mg/mL

Vo | Nomolesx10 | [DSS)x107 Qo /11

L de DSS mol.L" pH3.5
2.026 2.60 1.26 7.82
2,052 5,20 2,53 15,84
2,078 7,80 3,75 23,19
2.104 10,40 4.94 29,00
2,130 13,00 6,10 3421
2,156 15,60 7,24 3922

TAB.6 -TITULACAQ DSS 0,1 M /TRIPSINA 1.0 mg/mL

Ve | Nomolesx107 | [DSSIx10% | EQqy /mJ

L dec DSS mol L pH 9.0
2.031 3.12 1,54 0,693
2,039 3,90 1,91 0,891
2,047 4,68 2,28 1,131
2,055 5.46 2,66 1.343
2,062 6,24 3,03 1,512




Apéndice V

TAE.7 -TITULACAOQ CPC 5.0x10"° M /TRIPSINA 2.0 mg/mL

View | N.malesx107 | [CPCix10™ ZQu, /ml] ZQows /mJ
L de CPC mol L’ pH 3.5 pH 7.0
2.026 1.30 6.42 5,45 -
2,052 2,00 1,27 9.98 -
2,078 3.90 1.88 13.4] -5,45
2,104 5.20 2.47 11,83 -4,51
2,130 6.50 3,08 13,29 -2,26
2.156 7.80 362 13,73 0,68

TAB 8 -TITULACAQ CPC 5.0x10” M /TRIPSINA 1.2 mg/ml.

View | Numolesx107 | [CPCIx10™ Qs /]

ml. de CPC mol L™ pH 4.0}
2.026 1.30 0.642 1,00
2.052 2,60 1,26 1.76
2.078 3,90 1,87 2,26
2,104 5,20 2.47 2,57
2,130 6.50 3.05 2,91
2.156 7,80 3.62 3,33

TAB. 9 -TITULACAQ DTAB 0.1 M /TRIPSINA 1.2 mg/mL

View | N.molesx10¢ | [DTABIx10? | ZQue/m) | EQobs /mJ | TQqw /m]
il de DTAB mol L pH 3.5 pH 7.0 pH 9.0

2.026 2,60 1.30 1,26 1,07 3,62
2,052 5.20 2.53 3,22 2.87 8,16
2.078 7.80 3,80 4,30 4.14 12,14
2,104 10,40 4.94 6,35 6,46 17,24
2,130 13,00 6.10 8.33 7,83 22,34
2,156 15,60 7,23 - - -
2,182 18,20 8,34 - - -
2,208 20,80 442 - - -
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ENTRADA DE DADOS - PROGRAMA LIGAND
GRAFICOS: MODELO DE DISTRIBUICAO LIVRE

Tripsina-QSS (T. Acetate 10 mM pH 3,5)

e s oo o o o o o o o o o o o oo o o o o K OR  RRk Ek
PROTEINA: Tripsina 0.6 mg/ml. (Tampédo Acetato)
SURFATANTE: Q8§ (Tampio Acetato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 7
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION
1.61E-5, 30.38

1.57E-5. 14.89

1.51E-5, 11.04

1.16E-5, 7.30

1.06E-5, 3.08

9.61E-6.2.92

9.08E-0, 2.36

OUTPUT

RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL-
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:

=-2.001065
N=-2.216272
N=-2.283448
=-2.3834
N=-2.503383
=-2.520321
N=-2 578493
N=-2.613893
=-2.621118
N=-2.675305
N=-1.68243
N=-2.990846
=-3.008351
N=-3 464155

25¢10°4 =
2,000 -

1,510 -

Kd/N

5,0x10% -]

1,040

KD=-4.968853E-05
KbD-=-4.658935E-05
KD=-3 018252E-03
=-2.478279E-05
KD=-1.992397E-05
KD=-1.949156E-05
KD=-1.809228E-03
KD=-1.792739E-05
KD=-1.58R869E-05
KD=-1.468507E-05
KD=-1.43346E-05
KD=-9.299294E-06
KD=-6.678079E-06
KD=-5.000346E-06

0,0

OSSTRIPSINA(T. AC. 10 mMpH 3,5)

050

045

040

1/N

035

© 020

0,25



Apéndice VI

Tripsina-DSS {T. Acetato 10 mM pH 3,5)7

e o o e o ofe ok e ke ook ke ke sk b ko ke o ke s ob kook ko ke de e R A e R ek ok kak dk ok ok R K
PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampdo Acetato)
SURFATANTE: DSS (Tampdo Acetato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 10
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION
1.08E-5, 3. 46

9.39E-6, 2.74

9.16E-6, 2.36

8. 69E-6, 2.00

7.87E-6, 1.63

5.42E-6, 1.34

4.50E-6, (.98

3.02E-6, 0.85

1.70E-6, 0.71

1.12E-6. 0.54

OUTPUT

RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUJAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:

N=1.769515
N=1.676617
N=1.670157
N=1.636707
N=1.593763
N=1.444034
N=1.350109
N=1.335465
N=1.299828
N=1.286273
N=1.21158
N=1.191797
N=1.170867
N=1.154751
N=1.116593
N=1.096738
N=1.091135
N=1.031499
N=1
N={1L9836181
N=0.9716989
N=0.9619502
N={1.9452943
N=0.8481115
N=0.8363369
N=0.8328955
N=0.7393429

KD=1.193922E-04
KD=92801726E-05
KD=8.749111E-05
KD=8.699956E-05
KD=8.673741E-05
KD=7.510673E-05
KD=6,717298E-05
KD=5.214876E-05
KD=4 878225E-05
KI=4.598269E-05
KD=4 48912E-05

KD=3 957356E-05
KD=3.952353E-05
KD=3 438708E-05
KD=3 27853E-05

KD=3.134576E-05
KD=2.893952E-05
KD=2.711853E-05
KD=2.549921E-05
KD=2.136545E-05
KD=2.087509E-05
KD=1.899844E-05
KD=1.805004E-03
Kb=1.774564E-05
KD=1.684309E-03
KD=1.606459E-05
KD=1.593232E-03
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RESIDUAL; N=0.720173

KD=1.515938E-03
RESIDUAL: N=0.6584019 KD=1.494627E-03
RESIDUAL: N=0.4284107 KD=1.442577E-05
RESIDUAL: N=0.3118954 KD=1 345347E-05
RESIDUAL: N=0.3092693 KD=1.324508E-03
RESIDUAL: N=0.3025118 KD=1.145896E-05
RESIDUAL: N=0.2971745 KD=1.111269E-035
RESIDUAL: N=0.1578026 KD=9798994E-06

7x10°
6x107°
5x10°°
Kd/N )
410°
0™

21071

Tripsina-DSS {T.Acatato 10 mM pH 3,5)
| |
t N
| |
N

Tripsina-DSS (T. Fosfato 10 mM pH 7,0)
B A 06 ok 3 i 3 o o ok ok ol o ol e s ok o o e o ok o o ok e e e ke e o e ol e O R
PROTEINA: Tripsina 0.6 mg/mL (Tampéo Fosfato)

SURFATANTE: DS$S (Tampdc Fosfato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 9

05 10 15 20 25 30 35

1N

ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

1.17E-5, 3.42
1.07E-5, 2.69
1.04E-5, 2.12
9.74E-6, 1.95
7.34E-6, 0,49
4.98E-6, 0.39
3.57E-6, 0.64
2.54E-6, 0.48
1.60E-6, 0.33
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OUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL,;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=6.716844
N=4.2(5905
N=3.924025
N=3.484746
N=3.159648
N=2.906331
N=2.077924
N=1.6128
N=1.287444
N=1.260847
N=1.1539314
N=1.147827
N=1.128454
N=1.100108
N=1.09222
N=1.062782
N=1.04363%
N=1.006162
N=1
N=0.980304
N=0,9371144
N=0.7143759
N=0.5846871
N=0,3383607

N=8.177084E-02 KD=-3.410255E-035
N=-6763935E-04 KD=-3 (70872E-05

KD=-3.220562E-04
KD=-2.769679E-04
KD=-2.760454E-04
KD=-2.6233E-04
KD=-2.436725E-04
KD=-1.479015E-04
KD=-1.445087E-04
KD=-1414734E-04
KD=-1.393682E-04
KD=-1.187471E-04
KD=-1.083633E-04
KD=-9.067995E-05
KD=-7.028782E-05
KD=-6.23627E-03
KD=-5 734804E-05
KD=-4 465728E-05
KD=-1.111212E-03
KD=-4.033591E-05
KD=-3.91397E-05
KD=-3.832455E-05
=-3.818277E-05
KD=-3.590614E-0S
KD=-3 53%946E-05
KD=-3.423258E-05

N=-0.2453039 KD=-2.911954E-03

N=-0.249768 KD=-2896861E-05

N=-0.3095133 KD=-2.59158E-03
N=.0,3956518 KD=-2.527219E-(}3
N=-0.4919386 KD=-1.432451E-}5

N=-1.509711

N=-2.133043
=-2, | 50804

=-7.7762T4E-06
N=-1,951884 KD=-1.168475E-06

KD=1.7635E-03
KD=3.852962E-05
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PP T TP T T IPT P P T T LY PP PR PP L PSP IR LT Y T

PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampdo borax)

15x10™
| & DSSTRIPSINA(T. FOSF. 10 mMpH7,0)
1,010
] O
5,010 -
4 O
Kd/N  ppd o
5,0:10° - o F
] e I:,‘E
1,007 =
- 50t T T T
-4 2 0
1/N

SURFATANTE: DSS (Tampdo borax)
ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 12
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

1 12E-3, 3.44
1.44E-3, 2.54
1.24E-5, 2.23
1.19E-5, 2.06
1.12E-5, 1.8%
7.92E-6, 1.63
6.41E-6, 1,30
5.15E-6, 0.77
5.54E-6, 0.56
3.92E-6, 0.429
3.05E-6, 0.269
2 98E-6, (1195

OUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL.
RESIDUAL:
RESTDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=2.11487

N=1,902202
N=1.80983

N=1.712761
N=1.711272
N=1.688384
N=1.554101

KD=-9.041859E-G5
KD=-95766]18E-05
KD=-8,106533E-05
KD=-5.811101E-05
KD=-5.187683E-05

=-4,604568E-03
KD=-3.291007E-05
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RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:

N=1337659 KD=-2.949278E-03
N=1.5222% KD=-2.8735E-05
N=1.454161 KD=-2.800735E-05
N-1.444077 KD=-2.758616E-O3
N=1313735 KD=-2660931E-05
N=1.26727 =-2.611831E-03
N=1.245079 KD=-2.610532E-05
N=1212841 KID=-2575165E-05
N=1.207644 =.2.491233E-05
N=1.137625 KD=-2.406523E-035
N=1 KD=-2.128075E-05
N=0.9364749 KD=-1.881925E-05
N=0.8927816 KD=-1.833226E-05
N=0.8655749 KD=-1.773644E-05
N=0.8459435 KD=-1.566097E-05
N=0.7832217 KD=-1.414456E-03
N=0.7305275 KD=-1.412369E-05
N=0.714412 KD=-1.349793E-05
N=0.6898822 KD=-1.29894E-05
N=0.6584333 KD=-1.203023E-05
N=(0.6046065 KD=-1.12412E-05
N=0.5045462 KD=-1.066005E-05
N=-0.2363046 KD=-1.047682E-05
N=-{1.5241125 KD=-9.800842E-06
=-2.347748 KD=-8.873834E-06
N=-2.838599 KD=-7.139617E-06
N=-6.173163 KD=-6.430029E-006

Trpsina-SDS (T. Acctato 10 mM pH 3,5)

T T T TP T P P PR e P P L T L

PROTEINA: Tripsina 0.6 mg/mL (Tampao Acetato)

SURFATANTE: SDS (Tampao Acctaln)
ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 6
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

7.26E-G, 19.1

6.31E-6, 11.38

6.03E-6, 3.64
5.07E-6, 1.74
3.46E-6, 0.64
1.23E-6, 00.34



Apéndice VT

OUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=-8§.795202E-03

KD=-1.861127E-05

SDS/TRIPSINA(T, AC. 10 mMpH 3,5)

N=-0.994154n KD=-9.809217E-06
N=-1.1136}8 KD=-9.048368E-06
N=-1.219412 KD=.8 72 7046E-06
N=-1347765 KD=-8.477072E-06
N=-1391553 KD=-8.094557E-06
=-1.848655 KD=-7.746449E-06
N—1.967795% KD=-7.118905E-06
N=-2.120443 KD=-6.417549E-06
N=-2.133529 KD=-3.512561E-06
N=-2.26987 KD=-3 468889E-06
N=-2.358969 =-3.340876E-06
N=.2 4735 KD=-3.116214E-06
N=-2.6227204 KD=-2.133459E-06
1,010 M
8,0610° n
J [ ]
6,010 1
Kd/N 1
4000%°+
2,0x10% 4
00

Tripsina-SDS (T. Fosfato 10 mM pH 7,0}
300 2000 e S ol e sk e o oo o s o ok o ok o oo ok e ol o ol e o a0 ARG I 3
PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampio Fosfato)
SURFATANTE: SDS (Tampdo Fosfato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 6
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

7.63E-6, 30.7
7.20E-6. 20.8
7.06E-6, 19.1
6.91E-6, 3.61
4 42E-6, 1.77
2.27E-6, 0.30

1
5
1

1/N

41 10 09 08 07 06 05 04 -03




Apéndice VI

OUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=11.02494
N=4 435474
N=2.573096
N=2.235023
N=1.743402
N=1.501463
N=1.4983564
N=1.460852
N=1.343773
N=1.34230}
N=1.332128
N=1.325832
N=1.310229
N=1.016947
N=1
N=0).9657928
N=0.92%6235
N=0.9242464
N=0.8438485
N=0.8209297
N=0.7820176
N=0.7425793
N=(.7384247
N=0.6133442
N=0.55636

KD=-1.342301E-04
KD=-7.555993E-05
KD=-3.28B109E-05
KD=-1.3492]E-05
KD=-1280647E-05
KD=-1.113095E-03
KD=-1.109721E-05
Kb=-1.0777E-05
KD=-1.027498E-05
KD=-i.006096E-05
KD=-8.694497E-06
Kb=-8.651334E-06
=-8 56383 5E-06
KD=-8 086394E-06
KD=-7.950354E-06
KD=-6.48832E-06
KD=-4 060941E-06
KD=-3.431333E-06
KD=-3.38315E-06
KD=-3.2838763E-06
KD=-3.2B0327E-06
=-2.609319E-06
KD=-1.098614E-06
KD=-9.89955E-07
KD=1.827637E-06

N=-0,7690511 KD=3.765216E-06
N=-4,131384 KD=3.318111E-03

1,0¢10°°

5,000
0,04

Kd/N
-5,0010°
1,0x10° 3

-1,5x10°

SOSTRIPSINA(T. FOSF. 10 mMpH 7,0}

B oot

DDEEu?

2.0x10°

00 05 10 15
1/N

20



Apéndice V]

Tripsina-SDS (T. Barax 10 mM pH 9,0)

rprppa prpnppngnppnp e P LT LET I LE TIPS EER S LS 2 L

PROTEINA: Tripsina 0.6 mg/mL (Tampdo Bérax)

SURFATANTE: SDS (Tampdo Borax)
ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 6
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION
8 09E-6, 26.82

7.34E-6, 19.09

6.09E-6. 2.86

4 81E-6, 2.14

2.538E-6, 1.84

2.43E-6, 1.46

QUTPUT

RESIDUAL: N=-5.97]244 KD=-4.048705E-05
RESIDUAL: N=-6.06818%9 KD=-3 811774E-05
RESINUAL: N=-6.101592 KD=-3.732930E-05
RESIDUJAL: N=-6,139062 KD=-3.426602E-05
RESIDUAL: N=-6.202256 KD=-3.289064E-05
RESIDUAL: N=-6.293088 KD=-3 18466 1E-03
RESIDUAL: N=-6.387303 KD=-1.481475E-05
RESIDUAL: N=-6.467074 KD=-1.450294E-05
RESIDUAL: N=-6.507326 KD=-1.259662E-05
RESIDUAL: N=-6.512375 KD=-1.236268E-05
RESIDUAL: N=-6557804 KD=-1.104013E-05
RESIDUAL: N=-6.647066 KD=-8 041792E-06
RESIDUAL: N=-6.66113 KD=-7.706878E-06
RESIDUAL: N=-6 688099 KD=-6.891231E-06
RESIDUAL: N=-6.708002 =5 337332E-06
RESIDUAL: N=-7.020615 KD=-5.31808E-06
RESIDUAL: N=-7.040632 KD=-4 500375E-06
RESIDUAL: N=-7.084982 KI=-3.912483E-06
RESIDUAL: N=-7.183762 KD=-3.769468E-006
RESIDUAL: N=-7.250488 KD=-3.27195E-06



Apéndice V1

Kd/N 2510 -

ax10®

74054 , SDS/TRIPSINA(T. BORAX10 mMpH 9.0)
£0107°
5107

3104
20° SN R

%
1x‘100_ fay AA Ap

0170 0,165 0160 -0,155 0,150 -0,145 -0,140
1/N

Tripsina-TDSS (T. Acetate 10 mM pH 3,5)

03 3 e e o o oo ol o ok ok o o sk OO o ok ok ok o ko ok oK R R R
PROTEINA: Tripsina 0.6 mg/mL (Tampdo Acetato)
SURFATANTE: TDSS (Tampio Acetato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 6

ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

1.37E-6, 3.82
1.29E-6, 3.24
1.22E-6,2.28
1.21E-6, 1.89
1.02E-6, 1.5]
6.45E-7, 0.75

OuUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

=-1.394792
N=-1.542447
N=-1.598087
N=-1.70109
N=-1.774147
N=-1.900614
N=-1.911127
N=-1.957921
N=-2.1143%
N=-2.343167
N=-2,385408
N=-2.968914
N=-4.0071327
N=-5.346359

KD=-1.615375E-03
KD=-6.826839E-06
KD=-4.86%04E-06
KD=-3.348683E-06
KD=-2382139E-06
KD=-2.213357E-06
KD=-1.9332 14E-06
KD=-1.682537E-06
KD=-162379RE-}6
KD=-1.578107E-06
KD=-1.48048E-06

KD=-1.423307E-06
KD=-1.343179E-06
KD=-1.045761E-06



Apéndice VI

14x10°°
1.240°%
1nm06:
3nmo*l

. TOSSTRPSINA(TAC. 10 mMpH35)

6,0x1 0°
40 0%
2,0x1 0%-

0.0

08

Tripsina-DTAB (T. Acetato 10 mM pH 3.5)

o o T e ok e ko e R R R R AR R R R R KRR R R MM R Rk
PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampdo Acetato)
SURFATANTE: DTAB (Tampio Acelato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 10

ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

6.07E-6, 19.14

5.81E-6, 17.22

5.68E-6, 11.41]

5.59E-6, 9.47

4.76E-0, 7.57

3.89E-6, 3.73

3.23E-6, 3.36

3.10E-6, 2.98

2.36E-6, 2.62

1.88E-6, 2.25

OUTPUT

RESIDUAL: N=-7.006074 KD=-5.438703E-03
RESIDUAL: N=-7.062598 KD=-5.083241E-05
RESIDUAL: N=-7,109458 KD=-4 589238E-05
RESIDUAL: N=-7.121693 KD=-2.73244E-03%
RESIDUAL: N=-7 142153 KD=-2.267155E-05
RESIDUAL: N=-7.152156 KD=-2.097107E-(}5
RESIDUAL: N=-7.152411 KD=-1.791229E-05
RESIDUAL: N=-7.175714 KD=-1.693911E-05
RESIDUAL: N=-7,291709 KD=-1.64335R8E-05



Apéndice VI

RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL-
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL-
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL-
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=-7.304879
N=—-7.311418
N=-7312833
N=-7.31709%
N=-7.320731
N=-7.323237
N=-7.334188
=-7.34034Y
N=-7.341431
N=-7.358626
N=-7.366679
N=-7.369035
N=-7.372063
N=-7.38103
N=-7.385625
N=-7.387687
N=-7.402521
N=-7.402619
N=-7 408602
N=-7.434491
N=-7.462636
N=-7.472129
N=-7.483217
N=-7.487134
N=-7.511549
=-7.522831
N=-7.549823
=-7.578224
N=-7.612754
N=-7.70856%
N=-7.721282
N=-7.814364
N=-7.826004
N=-8.272821
N=-8.394793

KD=-1.613869E-03
KD=-1503991E-05
=-1,412697E-05
KD=-1.276077E-(3
KD=-1262428E-03
KD=-1.227313E-05
KD=-1.205096E-03
KD=-1.139233E-05
KD=-1064415E-05
=-9.46616 1 E-06
KD=-2.318464E-06
KD=-9.216171E-46
KD=-8 601635E-06
=-8 463941E-06
Kb=-8.351273E-06
KD=-§.266708E-06
KD=-8.169914E-06
KD=-7.780443E-06
KD=-7.739173E-06
KD=-7 51804E-06
=-7.264517E-06
KD=-7.157017E-06
=-7.031733E-06
KD=-7 01167E-06
KD=-6.954362E-06
KD=-6.865294E-06
KD=-6 156094E-06
KD=-5.724987E-06
KD=-5.336339E-06
KD=-4 9378373E-06
KD=-4,785029E-06
KD=-4 648773E-06
KD=-4 203424E-06
KD=-4.072§02E-06
KD=-2.406381E-06



Apéndice VI

KM

8010° u
6.0x10°% -
401084 -
' H
2001078

0.0

DTABTRIPSINA(T, AC. 10 mMpH 3.5)

Tripsina-DTAB (T. Fosfato 10 mM pH 7.0)

ramaramarenpapngeprpnpre e ST PE P TE T P S L L L S L L L L L L

PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampio Fosfato)

SURFATANTE: DTAB (Tampdo Fosfato)
ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 6
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION
5.47E-6, 26.92

53.35E-6, 24.98

5.31E-6, 7.55

J43E-6, 3.36

3.15E-6, 3.17

1.97E-6, 3.02

OuUTPUT

RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL;
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=-4.46582%
N=-4.502718
N=-4 658182
N=-4,734985%
N=-4.824435
N=-4 840882
N=-4,889562
N=-4.924021
N=-5 00683

N=-5,01375%
N=-5.054683
N=-5.057426
N=-5.080738
N=-3.084426

KD=-4.967321E-03
KD=-2.680888E-05
KD=-1.041768E-05
KD=-9.784719E-06
=-9 739986E-06
KD=-8.599093E-06
KD=-8.495309E-06
KD=-7.608882E-06
KD=-6.738781E-06
KD=-3.90518E-06
KD=-3.751109E-06
KD=-3.273127E-0f
KD=-2 958835E-6
=-7.373978E-07

1N

0145 0140 0135 0130 -0125 0120



Apéndice VI

1,210
a

1,0010° - DTABTRIPSINA(T. FOSF. 10 mMpH 7,0)

80010
Kd/N 1
6,0x10% o

40x10°

-6-‘ ]
2,0010° 4 B Bog

=lval

0,0 o

023 022 021 020 -019 -018

1N

Tripsina-DTAB (T. Borax 10 mM pH 9,0}

MR KRR R R R R kR kkkE
PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampdo Borax)
SURFATANTE: DTAB (Tampédo Bérax)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 7

ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

6.26E-6, 24.93

5.98E-6, 13.33

5.52E-6, 11.4]

5.08E-6, 7.56

2.72E-6, 3.77

2.37E-6, 3.39

2.21E-6, 3.02

OUTPUT

RESIDUAL; N=-8.370903 KD=-7.04672E-03
RESIDUAL: N=-8.44484 =-3.254672E-05
RESIDUAL: N=-8.45502 KD=-2.39927E-05
RESIDUAL: N=-8.455665 KD=-2.095748E-035
RESIDUAL: N=-8.455803 =-1.873355E-05
RESIDUAL: N=-8 503177 KD=-9.97911E-06
RESIDUAL: N=-8.509744 =-9.196189E-06
RESIDUAL: N=-8.519711 =_9_135447E-06
RESIDUAL: N=-8.54808]1 KD=-8.48%733E-06
RESIDUAL: N=-8.55004 =-8 3R5R76E-06
RESIDUAL: N=-8.553193 KD=-8.379123E-04
RESIDUAL: N=-8.553556 KD=-8.2002354E-06
RESIDUAL: N=-8.555523 KD=-8.179075E-06



Apéndice V1

RESIDUAL: N=-8,567752

=.8.033265E-06

RESIDUAL: N=-§.570399 KD=-7.569174E-00
RESIDUAL: N=-8.639023 KD=-7.263428E-06
RESIDUAL: N=-8.749527 KD=-6.567082E-(6

RESIDUAL: N=-8.791645

=-6.56]1 105E-06

RESIDUAL: N=-8.86248]1 KD=-6.54907E-00
RESIDUAL: N=-9.062113 KD=-6097236E-00

10x10°5 DTAFTRIPSINA(T. BORAX 10 mMpH 9,0)
] A
B,0x10° -
B,0x10° 4
Kd/N :
40:10% 1 A
2.0x107° ﬁ
1 A A A L4%.¥N
0,0 ™ 1 T > T 1 — 1 ¥ T
0,145 -0,140 -0,135 -0,130 -0,125 -0,120 -0,115

Tripsina-CPC (T. Fosfato 10 mM pH 7,0)

1IN

23 3 3 e e 3 2 2 s S s 3 ke o 0 ol M0 S0 NG e NG R 06 ok o e ol s ol ol ke ok ook e ok ook

PROTEINA: Tripsina 0,6 mg/mL (Tampio Fosfato)

SURFATANTE: CPC (Tampéoc Fosfato)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 7
ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION
ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION
2.71E-4, 6.94

2.26E-4, 6.74

1.92E-4, 6.12

1.82E-4, 5.35

1.42E-4, 2.25

1.32E-4, 1.86

1.09E-4, 0.43

OUTPUT

RESIDUAL: N=-1366206 KD=-1.599082E-03
RESIDUAL: N=-1.440773 =-1.491379E-03
RESIDUAL: N=-1.541798 KD=-9.686741E-04
RESIDUAL: N=-1.64282 KD=-8.309236E-04



Apéndice VT

RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:

N=-1.652355
N=-1.694309
N=-1.827956
N=-2.089614
N=.2.168675
N=-3,30967

N=-4.105789
N=-4.436128
N=-6.024934
N=-8.674251

Kd/N

KD=-7 794445E-04
KD=-6,333802E-04
KD=-2.409224E-04
KbD=-2.26002E-04

KD=-1.766219E-04
KD=-1.174901E-04
KD=-1.059738E-04
KD=-1.040926E-04
KD=-8 416104E-05
KD=-5.131947E-05

x10°
CPC/TRIPSINA(T. FOSF. 10 mMpH 7.0)
O
110° o
0 O oo 0O M o

08 -07 -06 -05 04 03 02 -01
1/N

Tripsina-CPC (T. Borax 10 mM pH 9,0)

0000 3 M e e ek ok ek ek ko ko kk kk ko k kR kkkk
PROTEINA: Tripsing 0,6 mg/mL (Tampdo Bérax)
SURFATANTE: CPC (Tampio Borax)

ENTER NUMBER OF OBSERVATIONS: 10

ENTER FREE LIGAND CONCENTRATION

ENTER BOUND LIGAND CONCENTRATION

1.68E-4, 10.93
1.16E-4, 11.01

1.14E-4, 7.98
1.12E-4, 7.28
1.08E-~4, 5.50
1.02E-4, 4.57
1.01E-4, 3.84
9.69E-5. 2.06
9.41E-5. 1.04
9.25E-5, 0.29



OUTPUT

RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL,;
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:
RESIDUAL.:
RESIDUAL:

=-(1.853094
N=-.925979

KD=-0.0127986
KD=-7.1453754E-03

=-0.9463196 KD=-3 3 14868E-03

=-1.017163
N=-1.051355
N=-1.109226
=-1.14423
N=-1.393254
N=-1.495521
N=-1.615548
N=-1.633133
N=-1.639553
N=-1.787753
N=-1790445
N=-1.80642]
N=-1 837842
N=-1.845775
N=-1.870404
N=-1.898314
N=-1 908902
N=-1.938364
N=-1.962445
N=-1.997148
=-2.009001
N=-2.083628
N=-2.158255
=-2.201332
N=-2.820986
N=-4.59652
N=-4.774966
N=4.928648
N=-4.967194
=-3.141383
N=-6.042792
=-9 574087
=-10.24733
N=-14.07073
N=-15.11722
N=-16.51431
N=-20.25764
=-19.93699
N=-32.17197
N=-35.37709
N=-79.1529%

=-3.034383E-03
KD=-2 666519E-03
=-1.991744E-03
=-1.664161E-(13
KD=-1.54]1899E-03
KD=-1.450312E-03
=-9.136374E-04
KD=-8.537106E-04
KD=-6.53657IE-04
KD=-5.39337E-04
KD=-4 53%089E-04
KD=-4,264687E-04
KD=-4 105826E-04
KD=-4.034306E-04
KD=-2.157285E-04
KD=-1.76084E-04
KD=-1.429978E-04
KP=-1422474E-04
KD=-1.348079E-04
KD=-1.271829E-04
KD=-1.253173E-04
KD=-1.197194E-04
KD=-1.158734E-04
KD=-1.156329E-04
KD=-1.132065E-04
KD=-1.0198876E~(4
=.] 096346E-04
KD=-1.063059E-04
=-1.048518E-04
KD=-1,023373E-04
KD=-9.053481E-05
=-8 803634E-05
KD=-8.571985E-05
KD=-7.277471E-05
KD=-6.426867E-03
KD=-4 604051 E-03
KD=-4.047372E-03
==3.127583E-05
=.2.584171E-05
KD=-1.458154E-05
KD=-1.134859E-03

Apéndice VI
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400>

Ka/N 20x10°1

0,0

A CPC/TRIPSINA (T, BORAX 10 mM pH 5.0)

40 08 68 -04 02 0O



