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Titulo: Otimizacio das Condigdes para TitulagSes Potenciométri
cas de Proteinas em Solucgdes Concentradas de Uréia. Ti
tulagBes Potenciométricas da Proteina de Bence Jones
(7J0} .

Aluna: Maria da Conceigdoc Silva

Orientador: Prof.Dr. Oswaldo E.S. Godinho

Experiéncias anteriores desenvolvidas neste laboratdrio
acusaram variacbes consideraveis no potencial de juncao ligui-
da e/ou coeficientes de atividade em titulacgdes potenciométri-
cas efetuadas em solugdes concentradas de uréia.

As investigagOes apresentadas neste trabalho revelaram
gue tais variagOes .sdo causadas pela alteracdao da composigao
do solvente parcialmente aquoso. Durante a titulagdo, ocorre a
diminuigdo da concentracgdo de uréia na solucgao, em consequén-
cia da adic8o do titulante aguoso. Dependendo da concentragdo
da solugdo titulante, observam-se ou nao variagdes no poten-
cial de jungdo liquida e/ou coeficientes de atividade.

Foram efetuadas titulagdes potenciométricas do aminoacido
Histidina e das proteinas Lisozima e Ovalbumina, em sclugoes
concentradas de uréia, sob condicgbes que ocasionassem pouca al
teragao'na composigdo da solugdo de uréia. Os resultados obti-
dos com a Ovalbumina confirmaram a estequiometria de grupos ti
tulados da proteina desnaturada em uréia, determinada ante-
riormente sob condigbes de maior variacdo da composicdo do sol
vente parcialmente aguoso. Isso demonstra a validez do procedi
mento empregado para transformar as medidas de f.e.m. em solu-
coes de uréia, nos correspondentes valores de pH.

0s dados das titulacgdes potenciométricas de proteinas fo-
ram analisados por um programa de cé&lculo mais exato que o uti-
lizado em trabalhos anteriores do grupo. Com iéso, pbde-se al-
cancar o limite méximo_de separacdo de acidos do programa.

Foram feitas, também, titulacbes potenciométricas.da pro-
teina de Bence Jones (JJO) , desnaturada em uréia, ou apds ex-

posicao da proteina a pH=3.



Titulo: Optimization of the Conditions for Potentiometric Titrations
of Proteins in Concentrated'Solufions of Urea, Potentiometric
Titration of Bence Jones (JJO) Protein.

Aluna: Maria da Conceicao Silva

Orientador: Prof.Dr. Oswaldo E.S. Godinho

In previous studies carried out in this laboratory involving
acid-base titrations in concentrated urea solutions a large
variation in the liquid junction potential and/or the activity
coefficient of hydrogen ion has been observed during the
tritation. )

In this investigation it has been shown that such variations
are dependent on the change in composition of the urea solution

in the course of the titration. This change in composition of

the urea solution dependes on the concentration of the titrant
solution.

Potentiometric titrations of the amino acid histidine and
of the proteins lysozime and ovalbumin in concentrated urea
solutions have been studied. The titrations have been performed
in conditions that cause a low variation in the composition of
the overall solution. Results obtained with ovalbumin agree
quite weel with those obtained with more dilute titrants.

A computer program involving the use of a more exact
treatment than that employed previously in this laboratory has
been used. With this more exact treatment it is possible to
attain the maximum capability of separation of the program.

Potentiometric titrations of Bence Jones (JJO) protein,

both desnatured in urea and at pH 3, have also been performed.
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I. IN:RonucAo

I.1. ESTRUTURAS DAS PROTEINAS

As proteinas sdo formadas por cadeias polipeptidicas de
g-aminodcidos unidos entre si por ligagOes peptidicas envolven
do o grupo o-carboxilico de um amincacido e o grupo @-amino do

seguinte, conforme €& mostrado na Fig. 1 (1)
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Fig. 1. Formacdo da ligacdo peptidic-a(l) '

Sdo 20 os aminocdcidos encontradeos com maior frequéncia
nas proteinas e eles diferem entre si na natureza quimica do
grupo R ligado ao atomo de carbono-c. Usando-se a polaridade

do grupo R como critério de classificagao, os aminoacidos po=-



‘ - 2
dem ser enquadrados nas 4 classes segulntes( ’3):

1. Aminoacidos com grupos R ndo polares ou hidrofébicos. Nes-
ses aminoacidos, o grupo R & uma cadeia alifatica (alanina,‘

valina, leucina, isoleucina e prolina), aromatica (fenilalani-

na e triptofanc}, ou uma cadeia contendo enxofre {(metionina).

Fssas cadeias laterais sio capazes de formar interac¢oes hidro-

foébicas.

2. Aminoacidos com grupos R polares, mas sem cargd. Esses gru-

pos R participam da formacio de pontes de hidrogénio entré

si ou com a agua, contribuindo para & solubilidade da proteina
e incrementando as interagdes soluto-solvente. Tais grupos po—
lares sao: hidroxila (serina; freonina e tirosina), sulfidrila
(cisteina) e amidico (asparagina e glutamina). A glicina pode
ser enquadrada nesta categoria, poié 0 seu grupo R, um atomo
de hidrogénio, & muito pequeno para interferir na polaridade
dos grupos a-amino e a-carboxilico.

3. Aminoacidos com grupos R carregados positivamente {basicos).
Esses grupos possuem cafga liguida positiva a pH 7,0. Sao
eles: grupo amino (lisina), grupo da guanidina (arginina), gru

po imidazol (histidina).
4. Aminodcidos com grupos R carregados negativamente (acidos).
0 principal grupo dcido & o carboxilico, que estd presente
na cadeia lateral dos dois aminodcidos dicarboxiliéos: o acido
aspartico e o acido glutdmico.
Outros aminoacidos podem ocorrer em proteinas, mas eles
sdo minoria e aparecem somente em uﬁa'determinada proteina.

Uma molécula de proteina pode ser constituida de uma ou



mais cadeias polipeptidicas, sendo que cada cadeia pode conter
centenas de aminoacidos. A uniéé dos aminoacidos para a forma-
¢do de uma cadeia polipeptidica de proteina nado é césual. Cada
tipo de molécula de proteina possui sequéncia Gnica de aminog-
cidos (estrutura priméria), o que lhe confere composigao qui-
mica caracteristica.

A presenca na molécula de tantos grupos, de natureza £§o
variéda, ?ossibilita a ocorréncia de varios tipos de intera-
goes quimi'cas.As ligagoes peptidicas :C=O e ‘EC-N sao estabi
lizadas por ressonancia, devido 4 maxima interacao do par de
elétrons desemparelhados do N com os elétrons wde C=0, Como
c0nseqﬁéncié, os Atomos envolvidos na ligacdo peptidica (O,. C,
N e H) situam~se num mesmo plano, como & apresentado na Fig.
2. A ligacdo simples C-N adquire carater de ligacdo dupla e
nao pode girar livremente. No esqueleto da cadeia polipeptidi-
ca, s0 & possivel haver rotacao livre, nas ligagées- que envol

vem o atomo de carbono-o.

Fig. 2. Natureza planar e rotacao limitada
(2)

da cadeia polipeptidica



Apesar do carétér planar da ligacdc peptidica, interagées
de natureza diversa-entre os grupos das cadeias laterais dos
residuos de aminoécidos, de uma mesma cadeia polipeptidica ou
de diferentes cadeias, permitem a molécula proteica um enrola-
mento tipico.

Podem-se distinguir 3 nivies de enrolamentd numa molécula
de proteina. Um, causado por pontes de hidrogénié entre os gru
pos ::Cﬁo e ::NH das ligagoes peptidicas de uma mesma cadéia,_
faz com que a cadeia polipeptidica assuma a forma de uma O=hé-
lice. Nessa forma, o atomo de oxigénio carbonilico interage
com o atomo de hidrogénio do grupo amida do terceiro residuo
situado atrds do seu na cadeia. Quando as pontes de hidrogénio
sao formadas entre‘grupos peptidicos de cadeias diferentes, a
conformacgdo resultante & chamada folha pregueada ou estrutura
B,

0 outro enrolamento, que determina a estrutura teréiéria
da proteina, envolve interagdes entre os grupos R das cadeias
laterais dos residuos de aminoadcidos. Os grupos R hidrofdbicos
de uma mesma cadeia ou de cadeias diferéntes podem formar liga=-
¢bes hidrofdbicas, criando uma estrutura compacta em que eles
ficam prétegidos no interior, e a maioria dos grupos polares
ou idnicos situam-se na superficie. As ligac¢des hidrofdbicas
sdao muito impbrtantes na estabilizagdo da estrutura nativa das
proteinas globulares. Essas ligac¢bes também contribuem para a
formacio de ligacdes idnicas e pontes de hidrogénio entre gru-
pos R idnicos e polares respectivamenté, gue ndo interagiriam’

entre si se em contato com a agua, por estarem fortemente hi-



dratados, mas o fazem quando situados em regioes hidrofdbicas
da molécula'4s3),

Qutro tipo de interagéo que ococorre entre grupos das ca-
deias laterails dos residuos de aminoacidos da cadeia polipepti
dica & a ponte de dissulfeto que ajuda também na estabilizagio
da estrutura terciérié da proteina. Dois residuos de cisteina

oxidados a cistina formam uma ligagdo covalente de dissulfeto,

unindo partes diferentes da cadeia ou diferentes cadeias.

Muitas proteiﬁas sdo constituidas de mais de uma cadeia
polipeptidica separada, que & agregada por interagOes intermo=-
leculares semelhantes ds gue estabilizam a estrutura terciaria.
A forma resultante do ajuste das cadeias entre si para formar
o] agregado molecular é designada estrutura quaterﬁéria.

Entretanto &€ a estrutura primiria, isto &, a ordem sequen
cial dos residuos de aminocécidos na cadeia polipeptidica quer
governa a conformacdo adotada pela proteina. O tamanho, forma
e polaridade dos grupos R das cadeias laterais dos residuocs de
aminoacidos e sua sequéncia na cadeia permitem ou nao: 1)} a
formacido, em maior ou menor grau, de estruturas em ¢-hélice ou
gonformagéo 8; 2) ou interrupcdo dessas com dobra brusca provo
cada pela presenca de um résiduo de prolina; 3) ou regiées de
enrolamento compacto,'sem estrutura definida, causadas pé: in-

teracgOes hidrofdobicas.
I.2. CURVAS DE TITULACAO ACIDO-BASE DE PROTEINAS

Em solucdo, muitos dos grupos presentes nas proteinas po-



dem se. envolver em équilibrio dcido~base, © gue torna possivel
seu estudo através da titulaclo potenciométrica, que pode for- .
necer varias informacoes de interesse para a quimica das pro-
teinas, tais como: quais e quantos sdo os grupos ionizaveis na
molécula; ocorréncias de grupos mascarados, ou seja, de grupos
escondidos no interior hidrofébico da proteina, inacessiveis,
portanto, ao solvente; e qual o efeito de outras substdncias
sobre a ionizacgao destes gruposts}.

Na Fig. 3 sfo -apresentadas as estruturas dos residuos de
aminodcidos que contém grupos titulaveis mais frequentes em
proteinas, em sua forma écida(j). O pH da solugdo de proteina
determina o tipo de carga cafregada por cada grupo. A forma
acida ?ode ser carregada como éem —NH;, entdo a forma acida
ndo tera carga, -NH,. Pode também ocorrer de a forma basica-
nao possuircarga, como -COOH, e a basica sera entao carregada,
-CO0~ . Todos os grupos acima, porém, comportam-se Ccomo écidos
ou bases monoproticos, de modo que, alpartir do wvalor de pKa
de cada grupo, & possivel se avaliar a regiaoc de pH em gque ca-~
da um & titulado.

O valor de pK_ dos grupos tituldveis em proteinas é esti-
mado a partir dos valores de pKa dos mesmos Jrupos em compos-
tos modelos, que sdao substdncias orgdnicas mais simples contég
dp o grupo ionizavel em‘posigéo semelhante ao gue o grupo ocu-
pa na cadeia lateral do residuo de aminoécido. Em proteinas,
porém, o valor do pK_'de um grupo pode nio ser exatamente o

mesmo que é encontrado em compostos modelos, pois esse grupo

estd sujeito a possuir interacgOes eletrostaticas com outros
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Fig. 3. Formulas dos grupos titulaveis mais comuns

(7

em proteinas

grupos carregados da macromolécula, originando variacdes nos

(7)

valores esperados de pKa de até 1,5 unidade . Na tabela 1,
sdo mostrados os valores de PK_ que os varios grupos titula-

veis de uma proteina devem apresentar, se ndo houver interacgao

eletrostitica com outros grupos da molécula (pK intrinseco).
0 procedimento experimental tradicional para se montar

uma curva de titulagdao de proteinas consiste na adigao de quan



Tab. 1. valores de PK; . dos grupos titulaveis

t
de proteinas a 2500(7).

GRUPO PK, o
o -carboxilico 3,8
Carboxilico da cadeia lateral . 4,6
Imidazol 6,3
o —amino 7,5
Fendlico 9,6
Amino da cadeia lateral 10,4
Guanidinico 512

tidades conhecidas-de solugdo padrdo de acido ou de base, a so
lucio aguosa da proteina com concenfragéo e pH conhecidos. O
pH é medido apds cada adicdo. Numa solucdo semelhante & ante-
rior, com relacio a volume, pH e forga idnica iniciais, mas
nio contendo a proteina, verifica-se qual a quantidade de rea-
gente titulante que deve sef adicionada para se atingir os mes
mos valores de pH . da experiénéia anterior. Essa gquantidade é
bem menor que a consumida pela solucdo da proteina e da indi-
cagdo da concentracao do ioh (H+ ou OH ) livre. A diferencga
entfe a concentracao total de acido adicionado.e a concentra=’
c¢ao do ion hidrogénio livre da a guantidade de ionslhidrogénio
ligados pela proteina a'um certo pH. Quando se trata do ion
OH  1ligado, ele é representado normalmente como Ion hidrogénio
dissociado da proteina. Os valores sﬁo'geralmente representa«

dos como equivalentes de hidrogénio ligados por grama de pro-



teina ou por mol de proteina(B’g),

A curva de titulac3oc é montada, colocando-se em grafico
os equivalentes de protons ligados por mol ou por grama de pro
teina versus o pH. Os valores de ions hidroxila ligados ou pro
tons dissociados si3c considerados como valores negativos de
protons ligados.

Uma curva de ti£ulagéo obtida com esse procedimento &

apresentada na Fig. 4. Pode-se observar que essa curva & cons-

tituida de duas curvas sigmoidais separadas por uma regiao

mais plana e se estende por toda faixa de pH entre 2 e 12. A
figura também revela a atuagao da forga idnica sobre a forma
da curva de titulacio. Observa-se que o aumento na forca idni-
ca faz com gue haja um deslocamento em toda a curva na direcéo
da regido neutra, principalmente o ramo acido. N&o ha, entre-
tanto, variagdo nos valores do numero de protons ligados ou
dissociados.

A inﬁerpretagéo mais antiga e também a mais simples das
‘curvas de titulagio de proteinas consiste na contagem do numero
de grupos titulados em cada uma das reqiéés de titulagao em gue
a curva €& dividida. A Fig. 4 mostra -também esta diviséo. Consi
dera-se gue oS grupos_carboxilicos s&o tituiados na parte aci-
da da curva, entre pH 2 e 6. Na regido neutra, pH 6-8,5, admi-
te-se que sao titulaéos os grupos imidazol e a-amino. Na regido
basica, acima de pH 8,5 até o pH méximé atingido, sao titulados
os grupos tc-amino da lisina e fendlicos da tirosina.

As criticas a esse tipo de analise sao muitas. Inicialmen

te, a divisao da curva de titulac3o nas faixas correspondentes
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fig. 4. Curvas de titulagao da Ovalbumina a 25°C .
(---) sem KC1; (....); (——); (-+=~+=) com KCl

0,03, 0,27 e 2,4 M respectivamente.

a titulacao de cada grupo & baseada nos valores de pK de com-
postos modelos. Sobre esses valores érfeita uma corregic para
o efeito eletrostatico de outros grupos mas sem um fundamento
teérico'sélido(G’lo). Alem disso, a contagem dos grupos titula
doé na regido basica da curva n3o fornece o valor referente a
cada grupo; mas apenas a soma dos 2 ou 3 presentes. E preciso
entdo usar outro métodb para saber 6 valor de um ou dois deles
e, por diferenca, calcular o restante. Ségundb Tanford(7), a

incerteza no nimero de grupos calculados por esse método & de

5% na regiao acida e alcalina. Na regido neutra, devido ao na-
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Agqui: £ € a unidade de carga eletrica; D, a constante
dielétrica do solvente; k, a constante de Boltzmann;
T, a temperatura; k, o parametro do Debye—Hﬁckel; R, o
raio da esfera gque representa a proteina; a & a distan
cia radial de maior aproximacdoc do centro da esfera ao
centro do ion'dd sal utilizado para ajustar a forcga
ianica(7).

7 - é.a carga liquida média sobre a proteina em um dado pH.
Eésa Carga'é obtida diretamente da cuiva de titulagao,
se o ponto de referéncia escolhido foi o ponto isoidni
co da proteina. Pode também ser calculada de outra ma-
neira, mas necessitam-se de dados sobre é ligagao dos
ions do sal da forca idnica pela proteina{

A equagao de Linderstrém-Lang permite o cdlculo de w e do

PR, 4 dos grupos titulados. Por rearranjo, a Eq. (1) pode ser

apresentada na seguinte forma:

pH - loglX,/(N;-X;)] = pK{n)

o - 0,868 Wi (3)

Para os pontos situados na regido onde o érupo i & titula
do, o grafico do lado'esquerdo da equacdo versus Z dara uma re
ta com intercessdo a Z = 0 igual ao PK; ¢ do grupo e com %ncyi
nacgdo igual a -0,868 w.

Diversos estudos da aplicacao deése tipo de andlise a ti-
tulacio de varias proteinas permitiram chegar as seguintes Cdﬂ
clusdes: 1) A teoria sb & valida para proteinas globulares cu-

ja forma se assemelhe & do modelo. Mesmo para elas, porém, oS
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valores experimentais de w ééo geralmente mais baixos que o va
lor calculado pela equagdo 2. 2) Com moléculas de proteinas
gque sofrem mudancgas conformacionais em decorré@ncia da protona-
¢c30, os valores de w nao sio constantes e variam através da
faixa de titulacdo, pois dependem da carga, tornando sua deter
minacao @xperimehtalldificil e de resﬁltado duvidoso{g). 3) Ou

tro fato comprovado que desafia a teoria & que grupos qguimica-

mente idénticos na proteina podem nao possulr o mesmo pK; . .

Isso aparece cCoOmo um valor de w anormalmente alto, como foi ob
(12

servado por Tanford e Wagner ) para 0s grupos carboxilicos

da lisozima.
Com relacac aos valores de pK, .

da teoria aos dados experimentais, os resultados s3o bem mais

obtidos pela aplicacao

concofdantes, pois a maior parte desses resultados foram pare-
cidos com os valores esperados com base no pKa de compostos mo
delos(13). Isso confirma que a maior parte dos grupos titula-

veis estdo localizados na superficie da proteina. ExistemAgru—

pos, contudo, que apresentam valores anormais de pKi Admi-

nt”
te-se que tal comportamento possa sex consequéncia de mudancas
conformacionais que ocorram na faixa de pH em guestao, tornan-
do © grupo, antes mascaxado, dispeonivel para ser titulado numa
regido de pH diferente, o gque resulta  num pKa anormal{g). ou~
tros grupos permanecem mascarados e nao sdo titulados na pro-
teina nativa. Uma razio possivel para isso & que esses grupos
estio escondidos na regifo interna hidrofébica da proteina,

inacessivel ao solvente (como & o caso de todos Os grupos fend

licos da ovalbumlna(14h Qutra p0581b111dade & gque esses gru-~
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pos estejam formando um par idnico com outro ion de carga opos
ta, em um ambiente parcialmente hidrofobico da molécula. Somen
te uma mudanca conformacional significativa como a que ocorre
por desnaturagado da proteiﬁa, libera esses grupos que, entdo,
podem ser titulados normalmente.

Tanford(7’l3) discorda da teorié de Linderstrgm-Lang,
quando este afirma que a carga esta distribuida uniformemente
na superficie da particula. Ao contrario, Tanford acha que as
falhas da teoria que foram observadas decorrem dessa simplifi?-
cacao. Tanford e Kirkwood(ls) elaboraram entdo uma teoria mais
exata para as interagles eletrostaticas nas proteinas. O mode-
lo considera‘uma molécula esférica, impenetravel ao solvente,
com distribuigdo nao unifofme de cargas, em posigoes fixas nao
neceséariamente localizadas na superficie. Nem todos os grupos
com O mesmo pKint s3o titulados simultaneamente, pois o trata-
mento leva em consideracdo as interacgodes especificas a que ca-.
da grupo esta sujeito. |
| A equacdo final de Tanford e Kirkwood é constituida por
dois termos: um que independe das posicOes das cargas e & de~
terminado em baixa forca idnica, e outro que & dependente do
conhecimento preciso da localizagdo dos varios sitios e também
da distdncia de maior aproximagdo do solvente com cada carga(s).
A aplicacdo desse tratamento & titulagdo de algumas proteinas
mostrou gue um dos parametros principais da teoria teﬁe que
ser modificado para conciliar a teoria com a experieéncia, su-
gerindo, como um dos proprios autores admite, ndo apresentar

vantagens sobre o tratamento mais simples de Linderstr¢m-Lang
(13,16)
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As anomalias énﬁontradas pela andlise das curvas de titu-
lacéao écidpmbase de uma proteina sao informacdes importantes,
pois acentuam as particularidades ée cada proteina. A existén-
cia de grupos mascarados ou sujeitos a interacdes especificas
na proteina nativa & comprovada pela andlise da proteina no es

tado desnaturado.

T.3. DESNATURACARO DE PROTEINAS

Entende-se por desnaturacdo de uma proteina o desenrola-
mento da estrutura nativa original, sem rompimento das liga-—
¢oes peptidicas. 0 estado conformacional ideal, atingido por
desnaturacio completa da proteina, & o enrolamento aleatodrio,
em que todas as ligacdes internas nio covalentes sdo rompidas,
permitindo rotagéq livre em todas as ligagOes simples da mole-
cula{l7’18). Diferentes técnicas fisico-quimica tém sidb empre
gadas na investigacado da transicao do estado nativo para o es-—
tado desnaturado, explorando‘variagaes que ocorrem em proprie-
dades tais como: éntalpia, entropia, capacidade calorifica, ro
tacdo Otica, viscosidade, ligacao acido-base, etc.

Um resumo bastante interessante de Baldwin(lg), sobre a
histoéria dos estudos de desnaturacio de proteina, revela que’
este tem sido, desde o inicio, um assunto sujeito a polémicas.
Acidos, bases, sais, aquecimento, pressap, reagentes como clo-~
ridrato. de guanidina (GuHCl) e uréia sao todos desnaturantes

de proteinas. Numerosos estudos comparativos da acao desnatu-

rante desses agentes sobre as proteinas conduziram a uma con-
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clusdo undnime: que somente em solucdes concentradas de GuHCl
as moléculas das proteinas alcangam O estado de enrolamento
aleatdrio. Tal nivel de desenrolamento também pode'sér atingi-
rdo por muitas proteinas &m éolucées concentradas de uréeia. Pa-
ra algumas, porém, a solubilidade limitada da uréia & um fator
de impediménto para é transicgao completa. A desnaturagao por
aquecimento ou por sais inorganicos, por outro lado, nio é éfg
tiva para levar a molécula a um desenrolamento completo. Um es
tado de enrolamento aleatorio parcial, com manutencao de certo
grau de estrutura ordenada da molécula, & obtido pela agdo des
ses desnaturantes(ls).

Estudos.termodihémicoé mais recentes, desenvolvidos prin-

cipalmente por Privalov(ZOer)’

utilizando microcalorimetria
com vérredura térmica para acompanhar o processo de desnatura-
cio de proteinas, ndo acusaram diferencgas entre as variacoes de
entalpia ou de capacidade calorifica associadas a desnaturacéo -
de proteinas por acido, aquecimento ou por sélugéo de GuHél,
Segundo Privalov, o acréscimo das propriedades éticas - Ob-
servado‘quando uma proteina j& desnaturada por aquecimento &
tratada com GuHCl - ndoc & causado por desenrolamento adicional
da estrutura, mas sim por efeitos de solvatacao.

O conhecimento da extensio da desnaturacdo de uma proteina
causada por um determinado agente desnaturante auxilia bastan-
te na definiglo das condigoles experimentéis que devem ser usa-
das para a titulacdo potenciométrica do material desnaturado.

Quando se usa um reagente desnaturante, como & o caso deste

trabalho, & importante saber qual a concentracao minima do rea
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gente e qual o tempo necessario para a desnaturacao completa.
Por outrc lado, os resultados obtidos da analise titulométrica
podem indicar se isso realmente aconteceu ou nao.

Numa cadeia polipeptidica enrolada aleatoriamente, as Gni
cas interagdes presentes sa@o as eletrpstéticas entre grupos
proximos. Essas inteﬁagaes, contudo, nao sao suficientemente
fortes para provocarem alteracoes no comportamento de ionizé—

¢80 desses grupos. Logo, espera-se que todos sejam titulados,
que 0s grupos do mesmo tipo apresentem O mesmo valor de pK, e
que ndo haja diferengas nesse valor para diferentes proteinas.

0 GuHCl & um reagente desnaturante de proteinas um pouco
mais forte que a uréia, pois suas solugOes atuam eficientemen-
te em concentracdes mails baixas que as requeridas pela uréia.r
Por sér um eletrolito forte, as titulagbes potenciométricas em
solucdes de GuHCl estdo menos sujeitas aos efeitos das intera-
coes eletrostéticas; Apesar disso, a uréia tambem tem sido muii
to utilizada, pois existem estudos gque exigem um melio desnatu-
rante nioc idnico, como o proporcionado pelas solugdes aquosas
de uréia(ZZ}.

Nio existe ainda uma explicagéé precisa da acao desnatu-
rante que o GuHCl e a uréia exercem sobre a proteina. Em um
trabalhé recente deste laboratério(23), foi apresentada uma
exposigldo detalhada das varias interpretacdes da desnaturacdo
dadas pelos pesquisadores. Dessas interpfetagées, a gue parece
cer a mais aceita & a que indica a acdo do solvente sobre as

porcdes hidrofdbicas da macromolecula. A maneira exata como

occorre esta interacdo ndo é conhecida, mas admite-se que ela



18

aumenta a solubilidade aquosa das regides hidrofdbicas da pro-
teina (18’22}.

A grande maioria das titulacgOes potenciométriéas que com-
pSem este trabalho utilizam solugdes concentradas de ureia co-
mo meio titulante. Além dos problemas relacionados com a medi-
da e interpretagéo.dds valores de pH comuns em solventes nio

‘agquosos ou mistos, no caso das solugbes aquosas de uréia, exis

te uma complicac¢do adicional, resultante da participagao .do

proprio solvente em equilibrio acido-base.

T.4. MEDIDAS DE pH EM SOLUCOES DE UREIA

(24)

Em 1930, Burk e Greenberg acharam que os pHs dos tam-

pbes acetato e fosfato, medidos com eletrodo de hidrogénio,

eram malores em uréia 6,66 M gque em agua. Posteriormente, Levy

(25) calculou a constante de dissoclacdo do acido acético em

uréia e encontrou valor maior que o valor em agua e dependente

(26)

da concentracdo da uréia. Donovan e colaboradores mostra-

ram graficamente o aumento nos valores de pKa dos grupos carbo
x1licos, imidazol, fendlico e amino, de compostos modelos com
o aumento da concentracao da solucdo de uréia. Essa tendéncia

foi também observada posteriormente por Levy e Magoulas mnas

constantes de dissociac8o de acidos dicarboxilicos(27). Bull

(28)

e colaboradores constataram que o pH de uma solugido de HC1

- O - . - ’
em uréia 9,44 M, a 30 C & maior gue o pH em agua em cerca de

(29)

1,63 unidade. Tahin investigou o efeito da uréia sobre os

valores de pK_ de varios ions orgdnicos e inorganicos e obser-
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vou aumentos significativos nos valores de pK_ dos grupos car-
boxilico, imidazol e fendélico entre outros. Para o grupo ami=-
no, porém, observou a quase auséncia de alteracdo. No caso do
acido acético, Tahin mostrou que o aumento do PK, & linear com
~ - - (30) -
o aumento da concentragao da ureia. Shafer ™ tambem relatou
o aumento do pK_ do acido acético em ureia.
Atribuir esses comportamentos somente 4 diferente constan

te dielétrica do solvente leva-nos a uma expectativa exatamen-

te contraria a real. Como as solugdes de uréia possuem maior

(31}

constante dielétrica que a agua , © normal seria que os aci
dos se tornassem mais fortes em uréia do que o s3ao em agua. 0s
resultados das medidas potenciométricas, porém, indicam que

N . .. (25,27)
eles 540 menos ionizados em urelia .

Em 1958, Levy(25) desenvolveu uma tecoria para explicar o
comportamento acido-base em solucgbes de uréia, tomando como
ponto de partida o carater de base fraca da uréia. Ele calcu-
lou a constante de dissociacdo da uréia protonada (que ele de-
signou K&) em concentracgoes de uréia de 1-8M e verificou sua
diminuicao com o aumento da concentragao da solugéb. De acordo
com os argumentos de Levy, eésa variagao é causada pela dimi-
nuigdo da concentragao da agua nas soiugées mais concentradas
de uréia. Escrevendo o equilibrio de dissociac¢do da uréia na
forma acida com diferentes niveis de hidratacdo para reagentes
e produtos, ele desenvolveu uma equagﬁo‘através da qual é& pos-
sivel calcular o pKa conhecendo-se a atividade. da égﬁa na so-~

lucdo. Um tratamento semelhante foi dado a dissociagao da agua

e também se chegou a uma relagdo entre o pK, e a atividade da
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dgua. 0 valor do pK_ do Acido acético em ureia, calculado com
uma equacdo semelhante, aproximou~se bastante do experimental,

como se vé na tabela 2.

Tab. 2. Constantes de dissociagdo do Acido

Acético a ZOOC(ZS).
ggi;i‘ pKexp. chalc. =
‘ 4,78-2,78 log (H,0)
0 4,78 4,78
3,5 4,97 4,99
7,0 ' 5,28 5,25
"Bull e colaboradores(28) ndo concordam com a teoria da hi

dratacdo preferencial desenvolvida por Levy. Eles calcularam
os valores de pK do acido acético, p-nitrofenol e hidroxido de
amdnio a-vérias concentracoes de uréia por potenciometrié e 0s
compararam com os valores dados por condptimetria ou colorime-
tria. Os resultados da potenciometria foram sempre maiores que
os obtidos pelds outros métodos, como & visto na tabela 3.
Segundo Bull e colaboradores, os valores menores de pK em
uréia obtidos por cgndutimetria e por colorimetria apoiam a
tendéncia sugerida pela alta constante dielétrica das solugdes
de uréia, isto &, que os acidos sao mais dissociados em uréia
que em Agua, se bem que a constante dielétrica ndo seja a pro-
priedade determinante desse comportamento. Isso & causado pe-

1a menor atividade dos ions hidrogénio nas solugbes concentra-
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das de ureia, maniféstada nas medidas potenciométricas, visto
gue © eletrddo de vidro mede a atividade do proOton, independen
te de sua assoclacgao com uma molécqla de agua ou com uma molée-
cula de ureia. Os aﬁtores, entretanto, nao propuseram gualguer

mecanismo para a associacdo entre a uréia e o proton.

Tab. 3. Valores de pK_  a 30°C de Bull e colaboradones(zg).

Ureia 9,44 M

Agua Cond. Color. Potenc. -
Ac. acético 4,76%1¢ - 3,88 ~ 5,55
p-Nitrofenol 7,16°;7,06%;7,08° 6,19 6,17 7,84
Hidréxido de 4,68 5,28 - 9,529

amdnio

a-dado potenciométrico; b-colorimétrico; c—-condutimétrico;

d-medida experimental sujeita a erros,

Uma outra interpretac¢io do problema foi apresentada mais

(30), resultante de um estudo do\compog

recentemente por Shafer
tamento de titulacdo do acido acético em uréia. No desenvolvi-
mento de‘uma equacac de Henderson-Hasselbalch para descrever a
curva de.ti?ulagao em uréia} Shifer, assim como Levy, levou em
considera¢do a afinidade de protons pela uréia. A concordiancia
entre as curvas tedricas e experimentais a varias concentra-

coes de uréia foi boa. Como, porém, a constanfe de dissociacao

da urdia protonada ndo apresentou relagdo linear com a concen-

tracdo da uréia, foi desenvolvido um tratamento matematico, ad
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mitindo a dimerizagac da uréia. Os resultados foram considera-
dos melhores que os anteriores pelos autores, mas o valor da

constante calculado com a equacao deduzida apresentau erro de
no minimo 15% em cada concentracao, com relacido ao valor expe-
rimental.

Neste trabalho,.a basicidade da uréia em solugoes acidas
foi levada em consideracido, de acordo com as orientacgdes de

(25) (30)

Levy & confirmacdo de Shafer 0 procedimento de titula

ca0 potenciométrica empregado nao requer o conhecimento dos va
lores dos coeficientes de atividade, mas que eles ndo variem
durante a ti;ulagéo.

A influéncia da uréia.sobre os valores de pKa de grupos

tituladveis em proteinas tem sido algumas vezes desconsiderada

(32'33). Mesmo Levy, qgue desenvolveu um estudo sério sobre o

tema, ndo o aplicou num trabalho sobre a titulagdo potenciome-

trica da albumina do soro bovino em uréia, publicado no mesmo

volume em que foi discutida a basicidade da uréia(32). No mes-

mo ano, porém, Levy publicou um outro trabalho scobre a determi

na¢do de grupos fendlicos na ribonuclease, por titulacgdes es-—

(34)

pectrofotométrica e potenciométrica Esse trabalho indica

que o pKint dos grupos fendlicos é 0,7 unidade maior em uréia
que em agua. -

(35)

Antes disso, Foster e Sterman , também aplicando a teo

ria de Linderstr¢m-Lang, calcularam valores de pKin do grupo

t

carboxilico da albumina do plasma bovino a varias concentra-
¢bes de uréia em varias forcas ionicas. Eles foram, contudo,

muito cautelosos na apresentagdo dos resultados, salientando
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com &nfase possiveis falhas nos calculos. Marini e Wunsch(36)
respeltaram tambéﬁ o efeito da ureia scbre o pKint do grupo
carboxilico na titulacdo potenciométrica do quimotripsinogénio
e da awquimotripsiha em uréia 8 M. Como, porém, sua analise da
curva de titulacido fol baseada no critério das regides de titu
lacado, eles simplesmente ampliaram o limite de'pH onde titulam

os carboxilicos de 5,5 para 6,0.

O primeiro trabalho deste grupo que apresentou titulagoes

potenciométricas de proteinas em solugdes concentradas de uréia

nioc considerou o efeito da uréia sobre o pH{37). No trabalho

seguinte, porém, esse aspecto foi detalhadamente abordado(23).

I.5. pH EM SOLVENTES NAO AQUOSOS E PARCIALMENTE AQUOSO0S

A medida de pH em solucgdes aguosas diluidas, de acordo
com as normas recomendadas pela IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), envolve medidaé de forca eletromo-

triz (f.e.m.)} da cela:

Eletrodo de Solucgdo X ou Eletrodo de Hp, ele-

' trodo de vidro ou ou (1)
tro eletrodo indica-

dor para ions HT

Referéncia Padrao S

A combinagio de eletrodos mais utilizada & entre o eletro
do de calomelano saturado e o eletrodo de vidro. O procedimen-
to envolve a padronizagdo do medidor de pH com um ou mais tam-

pdes padrdes da escala NBS (National Bureau of Standards). O
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circuito do potencidmetro & ajustado de modo a indicar o_pH{S)
correto do tampdo padrio. Posteriormente, o tampdo & substitui

do pela solucdo X cujo pH se deseja medir e que € definido por
(38) | '

E, - E :
pH(X) = pH(S) - X 5 {5)

2,3026 RT/F

EX e ES representam a f.e.m. da cela contendo, respectivamen=-

te, a solucdo X ou o tampdo S. Os demais termos tém o signifi-
cado usual.

Sob condigdes ideais, ou seja, em solugd@o aquosa com for;
¢a ibnica néo.superior a 0,1 e pH entre 3,5-10, admite-se que
o potencial de juncdo liquida na cela (4) pode ser ignorado e
o pH operacional ser relacionado com -log Qg onde ay é a ati-
vidade do ion hidrogénio.

Existem, contudo, situac¢bes de interesse académicé, comer
cial ou industrial, em que a amostra cujo pH deve ser determi-
nado ndo se enquadra nas condicles acima, como & o caso das me
didas de pH em Agua do mar ou em fluidos biocldgicos (due pos—
suem composicio salina constante), em solventes mistos tipo al-
cool—égﬁa, ou em solos, gque necessitam de outra interpretacgao.

A cela eletroguimica normalmente utilizada com solventes
nao aquésos ou parcialmente aguosos € a mesma cela (4) acima
usada com solugbes aquosas. Os eletrodos que a- compdem dao ori
gem a medidas de f.e.m. reprodutiveis em virios solventes nio
aquosos ou parcialmente aquosos, © qué e um claro sinal de sua

conveniéncia para tais medidas(Bg).
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Eletrodo de Spl. X em sol- Eletrodo de Hp

-~ . vente misto ou ou Eletrodo de {6)
Referencila ~ .
nag aquoso vidro

Entretanto eles incorporam um potencial de juncgdo liquida
geralmente grande, que depende da natureza do solvente e da
composicdo, guando se trata de um solvente misto. Os coeficien
tes de atividade dos ions também sdo afetados por mudangas na

natureza ou composigao do solvente, visto que essas mudangas

geralmente acarretam alteragdes na constante dielétrica do sol
vente, afetando, pois, as forgas interidnicas. Além disso,
existe um outro efeito denominado efeito do meio, relacionado
com a variagéorna energia livre de transferdncia de uma espé~
cie do estado padrdo em Agua para o .estado padrao nao aguoso
ou misto{39'40).

Para se fazer uma relacdo entre a atividade do prdton em
um solvente ndo aquoso e a atividade do prdton em égua,'é ne-
cessario o conhecimento desses parametros. O.valor do coefi-
ciente de atividade do soluto.na'solugéo nao agquosa pode ser
_estimado sob condicbes de baixa forca idnica pela equaéﬁo de
Debye-Hiickel.Porém, as varias tentativas praticas de se deter-
minar o éfeito do meio em alguns solventes parcialmente agquo-

4

gsos resultaram em valores muito discordantes, ‘como pode ser
visto nas tabelas 8-3 e. 8-4 do tratado de Bates(39), ¢ que de-

mostra a impossibilidade atual de se relacionar a atividade de
um soluto em dois solventes diferentes.

0 caminho sequido pelos pesguisadores tem sido o de mon=-

tar escalas de pH comestados padrdes caracteristicos para cada
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solvente ou para cada composicao de solvente misto, com a fina
lidade de medir a acidez relativa, designada pH*, em um solven
te de composigao fixa. Sabe-se gue o potencial de jﬁngéo liqui
da mantém-se constante, quaﬁdo nao ha variacdo na composigao
do solvente. Sabe-se também que o efeito do meio, apesar de
nao poder éer estimaao, & também constante a uma dada tempera-
tura e composigdo do solvente. Segue-se que a diferenca entfe
os dois da origem a outra constante, representada por 6.

(41,42)
'

Segundo procedimento de Bates e colaboradores 0

deve ser subtraido do pH da solugao amostra lido no medidor,
apbs calibracdo dos eletrodos com os tampdes aquosos NBS, para
obter o pH*.- |

Para se chegar ao valor de &, & necessario fazer medidas
de f.e.m. do tampdo no solvente em questdo em celas sem jungao
liguida, de modo que, para tornar a utilizacdo do procedimento
mais facil, existem valores tabelados de §, principalmente pa-
ra solventes parcialmente aguosos de metanol e etanol.
| Uma outra possibilidade para medir o.pH* em solugbes nao
aquosas'é calibrar os eletrodos com tampdes de pH* conhecido,
preparados no mesmo solvente da amosﬁra. Nesse caso, admite-se
que o potencial de juncado liquida & eliminado, desde que as
mesmas restrigdes que foram postas as medidas em meio aguoso
sejam mantidas, quais sejam: a solucdoc .desconhecida deve se
aproximar do padrao com respeito a baixa forga idnica, faixa
de pH*, temperatura e composicao do solvente. Somente dessa ma
neira o pﬁ* medido pode ser relacionado com -log aﬁ. Valores

tabelados de pH* de virios tampdes em misturas etanol ou meta-
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nol-agua a varias concentrac¢des e temperaturas podem ser encon
trados na literatura(39).

A cela (6) também pode ser usada para medir concentracdes
do ion hidrogénio. Esse tipo de aplicacio é muito utilizado
pelos guimicos de coordenacdo no estudo da formacio de comple-~
X0s em sistema complicados. O procedimento fundamenta-se na ca

pacidade gque um sal inerte, presente em alta concentragio no

solvente, tem em suprimir variagdes nos coeficientes de ativi-

dade de Ions presentes em quantidades bem menores, quando a
concentracdo dessés lons & pouco variada. Por esse -motivo, es-

se método & chamado método do meio idnico constante.
I.6. pH EM MEIO IONICO CONSTANTE

Uma revisac histOrica sobre o procedimento foi feita ha

anos atras por Biedermann e Sillén(43).

Os argumentos usados
para defender esse tipo de procedimento ndo diferem muito dos
apresentados acima. |

Na medida do pH de uma solucao desconhecida X em relagéo-
a uma solucdo de referéncia S, utilizando-se o‘eletrodo de ca-
lomelano, o eletrodo de vidro e uma ponte salina, o pH opera-
cional & dado pela Egq. (5), admitindo—se que o potencial de
jungao liquida AEj'= Ej(x) - Ej(s) e zero. Quando se ﬁsa uma
solucdo X com composicdo ou forga idnica diferente da- solucgdo
de referéncia S, o potencial de juncio liquida aumentari e o

pPH medido ndo representard com exatiddo a atividade do ion hi-
(39)

drogénio, pois inclui um erro igual a
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B, (X)-E.(8)
AR, = ] (7)
J RT 1n 10/F '

pH(X) = pay + AEj = ch + AEj - log Yy : (8)

H

ou pH(X) pey - A (9)
Medidas em varios sistemas acido-base em meioc idnico aquo

so constante revelaram que A & uma constante tipica do meio sa
lino. Conhecendo-se seu valor, as medidas de pH podem ser con-

vertidas em concentracoes de ion hidrogénio. Geralmente o va-
lor de A & determinado através de uma titulacidoc de um acido
forte com base forte, num meio igual ao da amcstra(44!.

Mas existem também sistemas em que AEj & uma fungao li-

(43,45,46). A

near da concentracdo do ion hidrogénio da solucgao
variacgao de AEj com a concentracdo do ion hidrogénio é& obtida
também a partir de uma titulacdo de solugao de acido forte com

(47,48)  a uma forga idnica maior, a dependéncia &

base forte
mais atenuada.

Biedermann e Sillén(43) demonstfaram gue a variadéo de um
termo relacionado com A, observada quando os jons HT eram subs
tituidoé por cations diversos em meio aquoso de perclorato 3 M,
devia-se exclusivamente & variacio no potencial de juncgao 1i-
guida, sem-qualquer contribuigdo de variagao no coeficiente de
atividade. |

Apesar do alto potencial de juncao liquida gue aparece na

interface ponte salina aquosa_l solugao X em solvente nao aquo

so, & possivel fazer medidas de concentracdo de ions hidroge-
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nic em tais soluc¢des, utilizando-se o eletredo de calcomelano e
o eletrodo de vidro, desde que o potencial de jungao liquida
seja medido com cuidado. Uma maneira de diminui-lo é preparar

: . ~ {(47)
a ponte salina no mesmo meio nao aquoso da amostra .

(49)

Van Uitert_e Haas usaram eletrodo de vidro e eletrodo
de calomelano saturado para medidas da concentracdo de ion hi-
drogénio em solugdes agua-dioxano. A medida (B) do medidor de

pH em solugdes agua~-dioxano a varias concentragdes, contendo

quantidades variadas de HCl-NaCl, foi relacionada com a concen

tracdo do ion hidrogénio por:
. | .
B =« log [H ] + log UH (10)

Uma inveétigagéo cuidadosa mostrou que UH’ o fator de cor
regdo, & dependente da composicdo do solvente e da forga ioni-
ca, mas independente da concentracao de H+.

Rossotti e ROSSOtti(SO)

investigaram o comportamento do
coeficiente de atividade médio do HCl em misturas parcialmente
aquosas‘de.metanol, etanol ou dioxano, contendo altas concen-
tracoes de perclorato ou'nitréto (de sb6die ou de litio), utili
zando celas sem juncdo liquida. Em quase todos os sistemas es-
tudados pdde ser constatado gue mudan¢as na concentracgdo do

ion hidrogénio ndo apresentaram qualquer efeito sobre o coefi-
ciente de atividade do ion hidrogénio. Dessa maneira, as varia
coes observadas em Eﬁ com a concentracdo do ion hidrogénio em

celas contendo jungdec liguida foram atribuidas, com seguranca,

ao potencial de jungdo liquida.
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Conclui-se, enﬁéo, gque os potenciais medidos nas titula-
goes potenciométricés em meio idnico constante, alem de repre-
gsentarem é variagao na concentracio do ion hidrogénio, podem
incluir contribuicdes de mudancgas ﬁo potencial de jungao liqui
da, coeficiente de atividade e efeitos do meio sobre o ion hi-
drogénio, se ocorrer variacdo na composigdo do éolvente. Ape-
sar de esses efeitos poderem ser computados como um todo, e a

concentracgio real do ion hidrog@&nio ser calculada apos corre-
cd0 apropriada, o ideal & eliminar a causa dessas contribui-

cdes indesejaveis, o gue é.possivel, fazendo-se com que a com-
posicdo do solvente seja alterada o minimo possivel em conse-

quéncia da adigdo do titulante.

Ohtaki e Biedermann(51) observaram o efeito da adigado de
diversos sais de perclorato a solugdes aquosas - também de per
clorato, mas possuindo cation de diferente tipo - sobre o po-

tencial de celas com juncdo liquida, mantendo-se fixa a concen
tracdo dos ions hidrogénio e perclorato. As variacbes observa-
das foram principalmente atribuidas as variag¢Oes nas constan-
tes dielétricas dos solventes, causadas por mudanca na composi
cao do meio.

Nesﬁe trabalho, foi investigado também esse aspecto da va
riagdo da composigao do solvente, com o intuito de contribuir
um pouco nobaprimoramento da técnica da titulagido potenciomé-

trica em solugdes concentradas de uréia.
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IT. OBJETIVOS

Titulacoes potenciométricas de proteinas nativas, desnatu
radas em uréia ou em GuHCl, foram ja apresentadas‘em traba-
lhos anteriores, desenvolvidos neste laboratério(23’37’52).

A constatacgido da capacidade de ligacgdo de protons que,
apesar de fraca, € exercida pela uréia dirigiu os estudos de
alguns membros do grupo para esse sistema. Foram desenvolvidas
equégées'para descreverem as medidas de pH em solugdes concen=
tradas de uréia'Z3),

Nas titulacdes realizadas em solugdes de uréia, observou-
-se que a variacdo do potencial de jun¢ac liquida e/ou coefi-
cientes de atividade era muito grande.

Continuou-se, pois, a investigar o sistema uréia, com a
finalidade de se entender melhor a variacao do potencial de
jungdc liquida e/ou coeficientes de atividade no decorrer da
titulacdo. Outro objetivo seria buscar alternativas experimen-
tais que pudessem éliminar tal variacao ou, ao menos, reduzir
sua relevincia. Este trabalho.descreve essas investigagoes.

Depois que se atingiu esse.objetivo inicial,.foram feitas
titulagdes de proteinas que ja tinham sido estudadas anterior-
‘mente pelo grupo, em condigdes experimentais gue acusavam al-
tos coeficientes de variacdo do potencial de jung¢do liguida
e/ou coeficientes de atividade. Os resultados dessas'titﬁla—
¢Oes levantaram alguma dﬁvida.quanto 3 eficiéncia dos procedi-
mentos empregados.

Em estudo anterior reaiizadOi neste laboratdrioc com a

(23)

Ovalbumina , foram encontrados 3 grupos ionizdveis a mais
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na proteina desnaturada em uréia. A realizacdo de novas expe-
riéncias, nas quais o potencial de jungdo liquida e/ou coefi-
cientes de atividade nao variasse tanto, poderia reﬁéla: se o
aparecimento desses grupos estava relacionado com algum erro
nas equagdes que relacionavam o potencial medido com o pH.

Também a 1isoéi@a foi de novo titulada em uréia, pois,
por ter sido a primeira proteina desnaturada em uréia estudada perlc)
grupo, o efeito da basicidade da uréia nao foi considerado no
tratamento matematico dos dados da titulagao.

A proteina de Bence Jones (JJO) feoi tambem estudada,
apbds ser submetida a acao de dois agentes desnaturantes dife-
rentes, com o.objetivb especifico de se determinar o numero de
grupos carboxilicos da proteina, a fim de complementar dados

da composicgdo 'de amincacidos da proteina.
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III. EXPERIMENTAL

III.l1. APARELHAGEM

As medidas de f.e.m. ou d¢ pH foram feitas com um pH-me~
tro Orion 701 A ou com um pH-metro Micronal B-575 com precisao
de 0,1 mV ou 0,001 pH, respectivamente. Em quasé todas ‘as tity
lacdes, foram usados um eletrodo de referéncia de jungéo‘dupla

Orion 90-20, com ponte salina de solugdo saturada de KCl e um

eletrodo de vidro Metrohm EA 109.

As solucdes sob andlise, contidas em celas de titulacao
de paredes duplas da Metrohm com capacidade de 40 ml, foram
mantidas a 25,0 t'O,lOC durante toda a experiéncia, através da
circulacio de Agua entre as paredes. A temperatura da agua foi
mantida no valor desejado por um banho termoétatizado Colora.

O titulante foi adicionado através de uma microbufeta Me-
trohm E457 com unidade intercambiivel de 0,5 ml e precisdo de
0,2 Ul. Em algumas experiéncias, utilizou-se a unidade de 5ml,
que possui precisdo de 2 ul. |

Na titulacgdo da proteina de Bence Jones (JJO)X, devido a
quantidéde limitada de material disponivel, amostras iguais
ou menores que 10 mg foram analisadas e, para isso, foi neces-
sario usar.equipamentos de microandlise. Usou-se entdo um mi-—
croeletrodo combinadovMetrohm EA 125 e a cela de titulacdo da
Metrohm com capacidade total de 5 ml. |

Para os calculos, utilizou-se um‘microcomputador CP-500

da PROLOGICA e uma impressora P-700 domesmo fabricante.
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I171.2. REAGENTES
IT1I.2.1. Base, Acido e Sal

Solugoes de NaOH livresck3C02:0,1 ou =1 M foram prepara-
das com o reagente PA da Grupo Quimica em KCl 0,10 M e padroni
zadas com biftalato de potdssio, padrdo acidimétrico da Fi-

1 (33)

sher, - de acordo com instrucdes de Kolthoff e Sandel . As .

solucdes padronizadas foram mantidas em vasilhames especlais
de polietileno, com dispositivos para evitar contaminag¢ao com
o CO, atmosférico.

Solugoes ae HCl=0,1 M fdram feitas com o reagente concen-
trado RPE da Carlo‘Erba e padronizadas com carbonato de sddio
padrdo acidimétrico da Fisher.

KCl PA da Merck fol utilizado: 1) para ajustar a forga id

nica das solucdes tituladas e do titulante; 2) em solugao satu

rada, para formar a ponte salina das celas eletroguimicas.

ITI.2.2. Tampoes NBS

Preparados segundo orientagdes de Bates(39).

- Tampao-BiftalatO - a partir do C8H5KO4 da Fisher.

- Tampao Fosfato - preparado com KH,PO, padrao primario

da Fisher e Na2H304.12H20 PA da Qeel.

- Tampdo Borax - a partir do Na,B,0.,.10H,0 RPE da Carlo

Erba.



I11.2.3. Aminocacido e Proteinas

- L(+4) Monocloridrato de Histidina, RPE da Carlo Erba.

- Lisozima da Clara de Ovo da Aldrich Chemical Co., lote
ne 12567.

- Ovalbumina grau V da Sigma Cheﬁical Co.; livre de sal,
lote 108C-8135.

- proteina de Bence Jones (JJO)A. Isolada da urina de pa-
ciente portador de mieloma multiplo, purificada, tipifi
cada quimicamente e gentilmente cedida pelo Per.Dr. Be
nedito Oliveira e sua equipe, do Instituto de Biologia

da UNICAMP.

Foram preparadas solugdes padrdes de Lisozima e.Histidi—
na. Aliquotas dessas solucoes foram tomadas para analise.

Com a proteina de Bence Jones, para aproveitar ao maximo
o material disponivel, a gquantidade de proteina requerida em
cada titulacio foi pesada com precisaoc de 0,01 mg, transferida
para a cela de titulacdo e diluida coﬁ.o volume apropriado de
solucido acidificada de KC1l ou de uréia contendo KCl, conforme
o tipo ée experiéncia a ser realizada.

Com a Ovalbumina, devido a problemas de solubilidade, Poi
preparada uma solucdao mais concentrada que a necessaria. Essa
solucio foi filtrada através de cadinho de vidro sinterizado,
o filtrado foi ent3o usado como solucdo estoque. A concentra-
¢do dessa solugdo fol determinada a pértir do peso seco de uma

aligquota, obtido por secagem em estufa a 105-110°¢C até peso
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constante(6'23).

Todas as solugles foram preparadas, utilizando-se agua
destilada de um destilador de vidro ou agua biwdeséilada, se a
agua destilada foi obtida de um destilador metdlico. Antes de
preparar as solu¢des, a agua destilada era fervida por alguns
minutos para eipulsar C02 e resfriada até temperatura ambiente
em recipiente fechado. As solucles estoque foram conservadés

em refrigerador.

III.2.4. Solucgoes de Uréia (NHzCONHz)

Sdlugaés de Uréia PA da Merck foram utilizadas para desna
turar a proteina de Bence Jones. Nas demals experiéncias com
uréié, usou~se Uréia Ultra Pura da Schwarz/Mann.

As solugdes de uréia decompdem-se lentamente a temperatu-

(28,30,33) | como se tré

ra ambiente, formando cianato de amdnio
ta de uma impureza tituladvel por acido ou base, & costume pre-
parar as solugdes de uréia momentos antes de serem utilizadas,
a fim de que sua decomposicgao seja minima. Mesmo emrsoluQSes
preparadas com reagentes purificadds, é possivel detectar sua
presenga em niveis superiores a 107 mol/mol de uréia(25’30).
Com o procedimento utilizado neste trabalho, nas solugoes
de uréia utilizadas, foram identificadas duas espécies titula-
veis: uma, em menor quantidade, proxima de pH 7 e cutra na re-
gido alcalina. Na tabela 4, sdo apresentadas as concentragoes

das impurezas titulaveis nas duas marcas de uréia utilizadas.

As precisdes desses resultados e de todos os outros apre-
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sentados neste ﬁrabalho estdo representadas pelo desvio médio
absoluto. Como véfios resultados que serdo apresentados sao a
média de.apenas 3 determinacoes, seria incorreto exprimir a
precisio como estimativa do desvio padrao. Para uniformizar a
representacdo, mesmo resultados que representam a média de
mais de cinco valores terido suas precisdes definidas pelo des-

vio médio absoluto.

Tab, 4. Concentra¢les das Impurezas Titulaveis

nas Solugdes de Uréia Utilizadas.

/mol

Procedéncia molim ureza urédia
da : P _
urela Impureza I Impureza IT
a -6 -5
Merck (2,5, £ 0,75)x10 (3,6,£0,4,)x10
Schwarz/Mann® (5,, 1,7}x10_6 (7,02io,42)x10"5

a- Mé&dia de 3 determinac¢des; b—- Média de 8 determinagoes

Na tabela 5, sdo apresentados os valores de Ka (em termos
de concentracdo) das impurezas titulidveis nas solugdes de
uréia, nas varias concentragfes empregadas.

Os produtos finais da decomposicido da uréia em solugao

HZ(54). O pK, da primeira impureza na tabela

acida sao Co, e N
5 {(6,7-6,%94) assemelha-se com © pKa da primeira dissociagdo do

(55)

sistema COZ/Hch3 (pKa¢6,35 em agua) aceitando-se a ten~

dencia guase geral -de maiores pK, s emuréia. Entretanto, Tahin
(29} encontrou um valor um pouco menor em uréia 5 M (6,20 a

30°C) que em Agua. Além disso, o fato de ndo se ter conseguido
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Tab. 5. Valores de K  das Impurezas Titulaveis

nas Solucgdes de Uréia

(uréial Impureza I ' ImpureZé II
(mo1/4) Ka. PR, Ka | PK,
9,10%C (1,35 & 0,5,)x107 6,86 -(2,99 £0,2,)x101% 9,52
8,008 (1,1, £ 0,1,)x107 6,94 (3,4, £ 0,1)x107° 9,47
9,30°'% (2,, ¢ 1,)x1077 6,7 (3,24 % 0,25)x107 " 9,48

a- Uréia Merck; b- Uréia Schwarz/Mann; c- Média de 3 determina

¢Oes; d- Média de 4 determinacdes

neste trabalho detectar a segunda etapa da dissociacdo C02/H2C03
deixa davidas gquanto a identificagdo da primeira impureza.
b pKa da segunda impureza (9,47-9,52) assemelha-se bastan

(55) 5 trabalho de Bull

te com o pK do ion NHZ em agua (9,26)
e colaboradores(zs)'sugere que o pK desse ion é maior em uréia
que em agua, o que reforga a identificacdao da segunda imﬁure—
za.

Foram feitas varias tentativas para purificar a uréia,

utilizando-se 3 procedimentos diferéntes(25'27'28).

Nenhuma de
las, porém, foi bem sucedida. Isso porque o procedimento de ti
tulacdo potenciométrica utilizado neste trabalho exige excesso
de écido forte no meio, mas a decomposigado da uréia é favoreci
da em meio &cido e a solucho de uréia tem que ficar em contato
com o dcido pelo menos o tempo necessario para que os eletro-

dos atinjam o equilibrio, que &€ de mais ou menos 30 minutos.

Dessa maneira, os resultados obtidos com o reagente purificado
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nio foram muito melhores que 0s com O reagente ndo purificado.
Assim, a uréia foi utilizada sem purificacgdo. O volume referen
te A titulacio de cada impureza foi subtraido, na regido de pH
em que a mesma & titulada junto com grupos da proteina.
conforme se vé na tabela 4, a concentracao de impurezas
titulaveis da uiéié PA da Merck & quése duas vezes menor dque a
da uréia Ultra Pura da gchwarz/Mann. Infelizamente, porem, a

quantidade de uréia Merck disponivel no laboratdrio esgotou-se
com as primeiras experiéncias, de modo que & maioria das desna

turacgdes foram feitas com ©O reagente da Schwarz/Mann.
III.3. PROCEDIMENTOQS

.Este trabalho concentra-se mais em titulacgOes de protei~
nas desnaturadas com solugdes concentradas de uréia. No caso
da proteina de Bence Jones (7J0) , porém foram feitas titula-
cbes da proteina também em meio aguoso. Todas as titulagSes fo
ram realizadas em meio i8nico constante de KC1 0,10 M, com agi

tacdo a 25,0°C, sob atmosfera de nitrogénio.

I71T.3.1. Titulacdes da Proteina em KCl 0,10 M

A calibracgdo do eletrodo combinado foi feita com tampao
biftalato (pH=4,008), tampdo fosfato (pH=6,865) e tampao borax
(pH=9,180)(39). Foi adicionado & solugao de proteina volume cQ
nhecido de solucdo padrdo de HCl, para deixar todos 0s grupos

jonizaveis na forma acida e ‘ainda, ficar em excesso na solu-
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cido. A forga ionica fol ajustada com solucdo de KCl e, apds os
eletrodos fornecerem leitura constante no medidor, a titulacao
fo0i realizada com adigdes de solugdo padrdo de NaOH em KCL
0,10 M. 0 pH fol anotado apSs cada adigao.

Admitindo-se que nessas condigées a proteina nao interfe-
re na forgé idnica dé_solucéo(lO}, o pH medido pode ser rela-

cionado com a atividade do ion hidrogénio. A concentracaoc do

ion hidrogénio foi calculada, dividindo-se sua atividade pelo
coeficiente de atividade dado pela equagdo estendida de Debye-

Hickel.
ITI.3.2. Titulacdes da Proteina Desnaturada em Solugdo de Uréia

ﬁxceto pela calibracgdo dos eletrodos e pela presenca da
uréia, a titulacgao da proteina desnaturada foi realizada de ma
neira semelhante 53 descrita acima. A titulacio sb era iniciada
apds decorrido o tempo necessario para a desnaturagao da pro-
teina. A f.e.m. era anotada apds cada adigao do titulante.

Em‘algumas titulacSes, utilizou-se solugao de NaOH=0,1 M.
Na maioria delas, contudo, empregou-se golucao =1 M, pois um
dos objetivos do trabalho era investigar a extensdo da contri-
buicdo da diluicdo do meio parcialmente aquoso, provocada pela
adicio do titulante aquoso. Titulacdes potenciométricas em so-
lucdoes concentradas de uréia, que foram réalizadas neste labo~
ratério, acusaram variagbes consideraveis no potencial de jun-
¢ao liquida, durante as titulagées(23). Nessas titulacdes, so=~

lugdes titulantes de NaOH 0,1 M eram normalmente empregadas.
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171.3.2.1. Equilibrio Acido-Base em Solugoes de Uréia

A Fig. 5 mostra curvas de titulacio de HCL em solucao de
KCl 0,10 M e em solucio simultaneamente 9,10 M em ureia e 0,10
M em KCl.

Em ureia, o ramo acido da curva é acentuadémente desloca~-
do para valores menores de f.e.m., devido a fraca basicidade
da uréia. Na regido alcalina, © deslocamento & hem menor.e é

atribuido ao efeito da uréia sobre a dissociacdo da égua(zs'

56)

Na presenca de acido cloridrico, a uréia (U) se protona,

formando a espécie UH+, de acordo com a reagéo(25’30):

v + 57 —= unt (11)

A constante de dissociagao da espécie UH+ (K8H+) em termos de

concentracio é:

_ ety

K.+
foat

UH (12)

A concentracao analitica de HCL (CHCl) na solucido & dada por:

¢

_ + + '
Cioy = [H'1 + [UH'] (13)
Tomando-se o valor de {UH+} da equacdo 12 e substituindo-o em
13, chega-se a equagado gue relaciona a concentraciao do ion hi-

drogénio com a concentracdo analitica do HCl, em solucgoes de
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100,0 |

0.0

v

03 0,4

v (ml)
NaOH

-100,0 -

~200,0 -

-300,0 -

Fig. 5. Curvas de titulagao de solugao de HC1 7,157x10_3 M em
KC1 0,10 M {O) e em solugdo de ureia 9,10 M + KC1

0,10 M (A), com solugdo de NaOH 0,1223 M.

(23)

uréeia :

m) = HCl (14)

(1 + —2

KUH+

ou:
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Choy = ity o+ 2 (15)

KUH-{-

TI1.3.2.2. Calibracio dos Eletrodos em Solugado de Uréia

Os eletrodos'foram caiibrados através da titulacdo deruma
solucio de HC1 de concentracao anali?ica conhecida em solugao
de uréia, com solucdo padrdo de NaOH. Essa solugao apresentava
a mesma concentracdo inicial de uréia e mesma forga idnica da
solucdo de proteina. Apds cada adicdo do titulante, a concen-
tragido do lon hidroéénio foi calculada com a equacgdo 18, gue &

deduzida da equacao 14 pelas seguintes substituicdes:

(Vv _-Vv}cC
Chey = e 'B (16)
VvV _ 4V ‘
o
CUOVO
[U] = CU = . , {17)
Vv _+V
o
Resultando em:
(V =V)CLK .+
+ H
ity = e ~ BU (18)
{VO+V)KUH+ +-CUOVO

nas quais:

v, = volume de equivaléncia da titulacao;
v = volume de titulante adicionado;
CU = concentracao analitica inicial da solucio de uréia
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\Y = volume inicial da solugédo

C = concentracdo analitica da solugao de NaOH

"i' - - -
Antes de se chegar ao valor de [H ], e necessario que se

conhecam os valores de Ve e KUH+‘
IIT.3.2.2.1. Determinacaoc do Volume de Equivaléncia

0 volume de equivaléncia da titulacdo de calibracdo foi

determinado pelo Método de Gran(57), utilizando-se as seguin-

tes FuncgoOes de Gran (FG)(23):

Antes do Ponto de Equivaléncia:

pG = 10°/59/16 (19)
Apds o Ponto de Equivaléncia:
FG = (vc}-wr)10"E/59'1’6 (20)

onde E & a f.e.m. (em mV), medida apos adicio de V ml do titu-
lante, e 59,16 & o_valor de (RT 1n 10/n F) a‘ZSOC.

O grafico das Funcdes de Gran versus o volume do titulan-
te sao duas retas gue cortam o eiio x no ponto correspondente
ao Volume de Equivaléncia da titulagdo.

Nas figuras 6 e 7 sao apresentadas a detérminagéo do volu
me de equivaléncia para duas titulacdes de HCl em solugdes de
uréia 8,00 M e forga ionica 0,10 M. A titulacdo representada
na Fig. 7 foi feita com solucdo de NaOH com concentracio apro-
wimadamente dez vezes maior que a do titulante utilizado com a
solugio da Fig. 6. A utilizacdo de solugao titulante mais coh—
centrada implica em adicio de volume menores. Dessa forma, ©

meio de titulacdo & menos alterado.
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Fig. 6. Fungdes de Gran para a titulacdo de HCL 7,256x10_3 M

em uréia 8,00 M e KC1 0,10 M com NaOH 0,1181 M.

Na Fig. 6, observa=-se que a relacdo entre as Funcgdes de

Gran e o volume afasta-se da linearidade, gquando a concentra-

~ + - - " ' ; 2 - 1
cdo de H ou OH e alta. Por 1sso, oOs volumes de equivalencia
sBo calculados (por regressdo linear) com os pontos experimen-

tais de uma regido limitada da curva de titulacgao.
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Fig. 7. FungOes de Gran para a titulagao de HC1 7,256x10"3 M

em uréia 8,00 M, forga idnica 0,10 M, com NaOH 1,139 M.

Esse problema deixa de existir com o titulante mais con-

centrado. As Fungbes de Gran mantém relacdo linear com o volu-~
me do titulante em toda a faixa de titulacdo. Os pontos experi
mentais de qualquer regido da titulagio podem ser usados para

a determinacao dos volumes de equivaléncia, dando, portanto,

mais confianga aos resultados.
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Fala—-se em volﬁmes de equivaléncia, pols, como se vé nas
Figuras 6 e 7, em éolucées de uréia as duas retas ndo intercep
tam o eixo X no mesmo ponto, devido a presenca das impurezas
ja citadas. Por iséo, tém-se dois volumes de equivaléncia dife
rentes: Ve, e Ve, correspondentes as regides acida e alcalina.
Tais volumes definem o encerramento da titulacgdc do acido for-

te e o inicio da existéncia de OH em excesso, respectivamente.

111.3.2.2.2. Determinagao da Constante de Dissociagdo da Uréia

Protonada (K___+)

UH

0 procedimento utilizado para determinar Kot foi descri-

to anteriormente(23). 0 valor de Kygt para solugOes de uréia

8,0 M calculado por Vasconcelos‘zB)

foi também usadec neste tra
balho. Foi feita a determinacao de KUH+ para solucdes de uréia
9,10 M. O mesmo valor foi usado com as solugdes 9,30 M. O va-—

lor encontrado é apresentado na tabela 6, junto com outros va-

lores da literatura.

Tab. 6. Valores de KUH+

mol/1) fum’
7,0 - 0,242
8,0 0,22%; 0,23°
9,10 0,21
a- Valores de L@vy(ZS} a 20°c;
b- Valor de Vasconcelos(23) a 25°C

c- Valor deste trabalho a ZSOC
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T11.3.2.2.3. Relacdo entre Concentracdo do fon Hidrogénio e

F.E.M.

A cela utilizada nas titulacgdes potenciométricas pode ser

representada como:

Eletrodo de Solugao X em Eletrodo '
- . Uréia e KC1 . (21)
Referencia 0,10 M de Vidro

A barra dupla representa uma ponte salina de KCl saturado.

A relacao entre a forga eletromotriz da cela e a concen-
tracio do ion hidrogénio, comumente empregada em titulagdes em

meio idnico constante, € dada pela equagéo(43’46’48):

+
_ Y
E_m an 4+ 59,16 log[H ] + Ej | (22)

a 25°C, onde:

Eéa = constante que inclpi os potenciais padrdes dos ele-
trodos e contribuigodes dos:coeficientes de ativida-
de e do potencial de jungao independentes da acidez.

Ej = representa a parte do potencial de jungdo liquida e

dos coeficientes de atividade que gejam dependentes

da acidez.

o + . - .

jH e jOH sio constantes caracteristicas do meio.
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No ramo acido da curva, a [0H ] pode ser ignorada e a

equacgdo 22 pode ser escrita:
E =B + 59,16 log(u'] + 3, [H'] (24)
oa ! H _ g

0s valores de E'_ e sao calculados com a Eq. 24 na

oa © 7H

forma:

+

E - 59,16 log[H'] = E'_ + ] (25)

j LH
oa t In!

0 grafico do lado esquerdo da equagdo versus a (7] é uma’
reta com interéessaq a {H+} = 0 em Eéa e inclinagao igual a jH‘

Na regido alcalina, a equacdo de Nernst assume a forma:

E = El,, — 59,16 log[OH ] + jOH{OH‘] (26)

Para os pontos da regiéo basica da curva, o grafico de
E + 59,16 log{OH#] versus a {OHf] dara uma reta com interces—
sdo a IOH"}ﬁO igual a El, e inclinacdo igual a on-

Foi realizada uma investigagdo a respeito da adegquagao
dessas eQuagées, guando esse procedimento é empregado para a
definigao da_[H+] em solugdes de uréia, a partir da f.e.m. me-
dida. - |

Este estudo foi féito num sistéma contendo solugado de
HC1, de concentracdo.analitica conhecida} em solugdo de uréia
8,00 M e forca ionica 0,10 M. Outra soiugéo de uréia 7,00 M

sob a mesma forca idnica e contendo HC1 na mesma concentragao

Lal ge Nampines

: ks Lo
Plpgwergifams w7

EN L e b E
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analitica foi adicionada em quantidades medidas. A f.e.m. foil
anotada apds cada adigéo. Nessas condigées,.como CHCl foi man-
tida constante e [U] diminuida gradativamente, a cohseqﬁéncia
foi que EH+] também.variou. Assim, a variag¢d&o na f.e.m. pode
ser atribuida 3 variacgao em {H+] em decorréncia da variacdo em
[U] e também devido a outros fatores, tais como variagdes no
potencial de juncdo e nos coeficientes de atividade.

-Na tabela 7, sdo apresentados os resultados deste estudo.
0s valores de [H+}' da coluna A foram calculados a partir da
concentracao analitica do HC1l, com a Eg. 14. Na coluna B, os
valores de (Eé + Ej) foram calculados com a Eg. 25. As figuras

8 e 9 apresentam a variacdo de (Eé + Ej) em fungﬁo da {H+] e

™ Iy
&
B 4130
-0
ul
411,0
409,0 210 27,5 28,0 !

Hflxlgk

Fig. 8. Variacgao em_(Eé + Ej) com {H+]

[U] respectivamente. Nessas figuras, observa-se que a soma
{Eé + Ej) aumenta com a diluigio da solucdo de uréia e com o

+ 3 L3 End
aumento na [H' ] causado por essa diluigao.



Tab. 7. Calculos de Eé, jH e [H+] em uma solucdo de uréia 8,00
M, contendo KCl 0,10 M e HC1 9,694x107> M, diluida gra

dativamente com solucio de uréia 7,00 M, contendo KC1

e HC1l nas mesmas concentracgoes acima.

A, [H+} - calculada com Eg. 14

B. (EQ+E,)=E-59,16 log[H"]

C. Ej=(Eé+Ej)fEé Eé= 336,2 mv
E—Eé—E.
+ _ 59,16
D. (H ]calc. = 10
" —
E. (EO+E3)—E"59,16 logCHCl
F. E'=(E"+E!)-E" E"= 220,2 mV
3+ ° ]‘ 1OY (E—?"“59 16 log(l+ Lgl—)—E'
G. [H lcalc._ 0 B ' 0g KUH+ 3
Y o=
59,16
A B C D E F G
. + aw. o -+ VAR . J\ -+ .
(m¥) (m%) (mggfl) xig'l M %§G§J (g%) iielza%c %gV§J . (E%) iio}ﬁaéc.

0,000 | 198,6 | 8,004 2,709 || 409,6 73,4 2,715 || 317,7 97,5 2,704
0,100 | 198,8 | 7,974 2,715 || 409,6 73,4 2,73, || 317,9 97,7 2,72,
0,200 | 198,9 | 7,95, 2,725 |} 409,8 73,6 2,725 || 318,0 97,8 2,728
0,300 | 199,1 | 7,93 | 2,73 || s09,9 | 73,7 | 2,73, || 3182 | 98,0 1 2,73
0,400 | 199,4 | 7,904 2,739 || 10,2 74,0 2,73, || 318,5 98,3 2,750
0,500 | 199,7 | 7,88 2,74 || 410,54 74,2 2,745 || 318,8 98,6 2,787
0,600 | 200,0 | 7,87 2,755 || 410,6 74,4 2,75 || 319,1 98,9 2,754
0,700 | 200,3 | 7,85, 2,759 || 410,9 | 74,7 2,755 || 319,4 99,2 2,75q
0,800 | 200,5 | 7,833 2,765 || 411,0 4,8 | 2,766 || 319,6 99,4 | 2,76
0,000 | 200,7 | 7,814 2,77, || 411,2 75,0 2,76 || 319,8 | 99,6 2,774
1,000 | 200,9 | 7,80 2,775 |} 11,3 75,1 2,777 || 320,0 59,8 2,775
1,100 | 201,1 | 7,78, 2,78, || 511,5 | 75,3 2,777 || 320,2 | 100,0 2,785
1,201 | 201,3 | 7,764 2,78, || 411,6 75,4 | 2,785 || 320,4 | 100,2 2,791
"1,300 | 201,5 | 7,755 2,79, || 411,8 75,6 2,78¢ || 320,6 | 100,46 | 2,79
1,400 | 201,6 | 7,741 2,79, 1| #11,8 75,6 2,795 || 320,7 | 100,5 2,79
1,500 | 200,7 | 7,727 2,80, || 411,9 75,7 2,79g || 320,8 | 100,6 | 2,804
1,600 1-201,8 | 7,71, 2,80, |1 411,9 75,7 2,80 || 320,9 | 100,7 2,817
1,700 | 202,0 | 7,70, | 2,811 || #12,1 75,9 2,809 || 321,1 | 100,9 | 2,813
1,800 | 202,2 | 7,89, 2,815 || 512,2 76,0 | .2,829 || 321,3 | 10,1 | 2,81y
1,901 | 202,& | 7,67g 2,81 || 4124 76,2 2,825 |} 37,5 | 101,3 2,82,
2,000 | 202,7 | 7,667 | 2,823 || 412,7 | 76,5 | 2,829 || 32L,8 | 10L,6 | 2,82
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; 4
€
. 413,04
13
_+
EJ:)
41,0 1
408D — : : —
76 77 7,8 7,9 8,0

Fig. 9. Variacgao em (Eé + Ej) com [U]

Aplicando-se regressdo linear aos dados da Fig. 8, a reta

4 mV/M e intercessaoc

obtida possui inclinacao (jH) de 27,03x10
com a ordenada (Eéa) igual a 336,2 mV. Esse valor foi usado pa
ra calcular Ej (coluna C). Finalmente, a [H+}calc. foi determi
nada com a Eq. 27.

ety = lO(E—Eé"Ej)/SQ,J.G ‘ (27)

A concorddncia entre os valores das colunas A e D é muito
boa na grande maioria dos pontos.. Somente um dos resultados.
(sequnda linha) apresentou desvio absoluto de 1,7x107% M. com
os demais valores, o desvio absoluto foi_sempre'io,leO_s M.

Uma experiéncia semelhante foi feita, paftindo—se de solu

cio de uréia 9,00 M e diluindo~a com uréia 7,00 M, mantendo-se

a concentracio analitica do HCl e a forga idnica constantes.
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0 valor de Eé obtido com a sélugéo 9,00 M foi maior que O
da solucdo 8,00 M. Isso indica que Eé'é dependente da concen-
tracdo da uréia. |

Quando a (871 do termo logaritmico da Eq. 24 é substitui-

da pela Eq. 14, a Eq. 24 toma a forma seguinte:

C
g = E' + 59,16 log —CX — 4+ 5 (a*] (28)
oa [u] H
1+ —=
Kyt
ou,
5= &' - 59,16 log(1+ =) + 59,16 log Cyny + JylHT] (29)
oa | ! Kyt ! HC1 H
Fazendo?se:
gt - 59.16 log(l + t¥l) = E" (30)
oa d -0d KUH+ oa

pretende-se corrigir as variagbes em Eé causadas por mudangas
na concentracdo da uréia. Em consequéncia, a equagao 28 assume

a forma:
_ " . . +
E =Bl + 59716 log Cynq *+ ]Q[H 1 (31)

Construindo-se o grafico de E - 59,16 log CHCl versus

+ - - ~ .
[H 1, obtém-se uma reta com intercessao a [H+]=O igual a Ega e

inclinacdo igual a jj. A coluna E da tabela 7 apresenta os va- .
— —_ " 1 a —
lores de E 59,16 log CHCl ED + Ej. Essgs valores sao colo

cados em funcao da [H+] na Fig. 10.
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HmV)

321,07

u+E}

(&

319,0

30 7o 275 28,0 >
' " 18

Fig. 10. Variacdo de (Eg + E%) com {H+]

4

(35,94x10 ,mv/M) é maior que jH e consequentemente E!

1t
Jg 3

é maior que Ej'

0 valor de Eg (220,2 mv) foi utilizado para calcular os

valores de E% {coluna F). Posteriormente, a [H+] foli calculada

com a equagao:

— 1 [U] + "
E = an + 59,16 log(l + EE;:) + 59f16 log [H'] + Ej (32)

rearranijada para:

(33)

[+ =10 (EEp,=59,16 1og (1+([U1/Kyyt)) —ES) /59,16

Na equacdo 32, E"_+ 59,16 log(l+ —lgl) & igual a E'_. A
. 0a KUH+ 0a

equacgdo & semelhante & equacado 22 com a diferenca que esse El.

nio é constante, como foi considerado nos calculos das colunas
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B,C e D. A equacao 32 permite varilacgdes em Eéa de acordo com

variacoes em {[U]. Os valores de [H*+] obtidos com a equa-~

calc.
cido 33 (coluna G), sdo melhores que os obtidos com a equagao
em que Eéa é considérado constante. Nenhum dos desvios absolu-
tos foi superior a 0,5x107°% M.

Baseados nesses resultados, todos os calculos de [Ht] em
uréia foram feitos com a Eg. 33, utilizando Ega e jﬁ calcula—

dos da maneira acima descrita.
Voltando ao exemplo das titulagdes de calibragdo que esta

vam sendo discutidas no item anterior, as figuras 11 e 12 apre
sentam as curvas obtidas pela representacdo grafica de E-59,16

log C versus [HY] (parte superior) e E + 59,16 log[OH ] ver

HC1
sus [OH ] {parte inferior) da ritulacdo de HC1l em solucao de
uréia 8,00 M e 9,00 M respectivamente, sob forga idnica 0,10 M,
com solucgao padréo“de NaOH=0,1 ou 1 M, sob amesma forcga idnica.
Nas titulagdes feitas com titulantes=z0,1 M (circulos cla-
ros), (E"_+E.} aumenta e (E' +E.) diminui acentuadamente com a
oa J ob 73 .
diminuicdo nas concentracbes de H+ e OH respectivamente. Nes-
sas titulag6es, o efeito em (Ega+Ej) mostra-se exatamente o
contrario do observado com a experiéncia de diluicdo de uréia
recém-discutida, em que (E"_+E.) ou (E' +E.) diminui com a di-
oa " j oa "~ Jj
.. + ' N - + .
minuicdo em [H ] - apesar da pequena variacdo em [H ], a varia
cdo em (Ega+Eé) & consideravel - e aumenta com a diluicido da
uréia (figuras 8-10). Nas titulacles das figuras 11 e 12 a di-
) 1 ~ + - P | * . .
minuicdo em [H' ] & muito mais acentuada. Mas mesmo assim,
(Ega+Eé) comporta-se diferentemente. Ocorre que essas titula-

cBes sio também acompanhadas por diluicdo das solugdes de
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T
3360 -
D
3340 - | _ G’WS
3320 -
330!0 T T T >
. 5 1,0 , 1,5 -4
o° O ' ' tH'T x10M
' LOH3 x10°M
0,0 1,5 3,0 4.5 6,0
-428,0 ) - A
- 4280 1
-430,0
azzp Lo--mTTT
&M ‘ 2 o~ p I
4340 {----m - v oo T & o b b—6-ooBH OB O o6 OB
Fig. 11. Determinacio de Ef; e jf (curvas superiores) e Ebp e

jop. (curvas :;Lnferiores) , de titulacdes de HCl 7,256x
19" M em uréia 8,00 M e forga idnica 0,10 M com solu
cao de NaOH sob a mesma forc¢a idnica, com concentra-

caos

(O) - 0,1181 M (E},=336,3 mV; jf=-12,98x103 mv/M;
Edp=—432,1 nv; Jjou=487,1 mv /M)

(A) - 1,139 M (E85=337,2 mV; j4=0,0 mV/M, Ejp=-434,0
mv; Jjop=0,0 mvV/M )
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1
sor,0 4 - S84 BB By e BB
325,0 -
323,0 A
3210 A
318,0 T T ( -
0.0 05 1,0 1,8 4
(H'1x10M
.. -3
(OH1x10M

Fig.

12. Determinacdo de Eja € Jf (curvas superiores) e Ebp e
jog (curvas inferiores), de titulacbes de HC1l em solu
coes de uréia a forga ionica 0,10 M, com solugoOes de

NaOH sob a mesma forca ionica. :

() ~ HCL 7,277x1073 M em uréia 9,10 M, titulads com
NaOH 0,1312 M. (E§z=323,7 nV; i4=-13,75x103mV/M,
Ely=-447,4 mV; Jop=783,4 mV/M) .

(A) - HCL 6,463x1073 M em uréia 9,30 M titulado com
NaOH 1,200 M. (E8;=327,2 mV; j§=0,0 mV/M; Ejp=
-447,7 mV; Jjog=123,1 mv/M) .
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uréia. Observando-se também por esse lado, a coincidéncia de
comportamentos indica que € a variagdo na concentracdo da
uréia a responsavel pelos.altos valores de jH‘

Na titulagdo de HCl com NaOH=0,1 M apresentada na figura
11, a solucao de uréia inicialmente 8,00 M passa a ser 7,56 M
no ponto de equivaléncia do HC1l e diminui ainda mais na seqﬁég
cia da titulag¢ao. A variacdo de Ej pode ser consequéncia: 1}

de variacoes nos coeficientes de atividade dos ions H e OH ;
2) de variagOes na energia livre de transferéncia dos ions; 3)

de variagdes no potencial de juncdo liquida na interface da so
lucao de uréia/KCl saturado, pois todos esses fatores sido de-

pendentes da composicdo do solvente (42

Identificar a causa
da variacdo de Ej nao foi uma das propostas deste trabalho.
Neste tipo de investigacao importante & saber gue Eé estd bem

definido pela equacao:
E! = 32[H'] + 3. [OH ] | (34)
! H OH

Quando se comparaﬁ as curvas da parte superior ou da par-
te inferior das figquras 11 ou 12 entre si, confirma-se mais
uma vez a importancia da variacldo da concentracdo da uréia.
Com efeito, nas titulagbes em que foram utilizadas solugdes de
NaQH=z1 M, (Eo + Ej) nao varia com a concegtracéo de u" ou OH ,
apesar das variac¢des das concentracgdes de H+ e OH serem as
mesmas das titulagOes com NaOH=0,1M. A diferenca é& que, nessas
condigaesf a concentracdo da uréia & alterada em mencr exten-—

s80 pela adigao do titulante, e os fatores que constituem E.
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permanecem praticamente constantes.

Na titulacgdo da Fig. 11 que foi feita com NaOH=1 M, a con
centracio inicial da uréia & 8,00 M, no ponto de eguivaléncia
do acido & 7,95 M. No fim da titulacgido, quando a [OH™] na solu
¢do ja é superior a 5,5x10"3 M, a concentracdo da uréia & ain-
da 7,91 M, ou seja,'a diluicdo da uréia & de apenas 1%. Obser-
va-se, porém, dque cém solucido de NaOH={0,1 M, nas mesmas condi-
coes iniciais,la diluicdo & de 10% até atingir o mesmo nivel
de [OH ].

Na titulacdo feita com NaOH=1l M, que esta apresentada na
Fig. 12, ocorreu variacdao em {Eé + Ej) na regido alcalina. Es-
sa variacdo, contudo, foi muito pequena (jOH=l23,1 mV/M) , guan
do comparada com o valor da outra titulacdo no mesmo grafico
(jOHi783,4 mv/M). Além do mails, eésa variagdo foi observada em
apenas duas das doze titulacdes feitas com NaOH=1 M.

S30 perfeitamente viaveis as titulacdes potenciométricas |
e1m solugSes concentradas de uréia, com solugodes de NaOH:O,l M,
~ como as anteriormeﬁte feitas neste 1abor§t6rio, desde que a va
riacdo do potencial de jungdo liquida - que gexaimente aparece
nessas condicgdes - seja corretamente calculada pelas equagoes
desenvolvidas para tal fim. Mas, para eliminar realmente as
causas do aparecimento dessa yariagéo, uma maneira simples e
eficaz & utilizar o titulante em concentracido dez vezes maior.
£ claro gue surgem algumas desvantagens de ordem pratica, tais
como maior desgaste do material de vidro, especificamente a mi
cro bureta, e maior dificuldade de manipulacdc com uma solucdo

de NaOH=1 M. Esses problemas, porém, séé compensados pela ob-
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tengdo de uma titulacdo potenciométrica em uréia, num meio pra

ticamente constante.
IIT7.3.2.2.4. Determinacdo do Produto IGnico da Agua (Kw)

As concentracgdes dos ions H' e OH  sdo dadas pelas equa-
- . + - -
goes 32 e 26, respectivamente. Como Kw = [H ][{0H }, a equacgao

26 pode ser modificada para:

E = E!

Lt
!y~ 59,16 log K + 59,16 log [H'] + El (35)

fazendo-se [OH | = KW/[H+]. Assim as equagles 32 e 35 podem

ser usadas com a mesma finalidade.

; | (0] + .
an + 59,16 log {1 + KUH+) + log [H ] + Ej =

' 1 - . . S + 1 . '
Eob 59,16 log Kw + 59,16 log [H'] + Ej (36}

O rearranijo dessa egquagao forneces

o '_El -
fgiuugg + log (1 + éU}+
59,16 UH

pK, = ) (37)

0 segundo termo do lado direito da equacdo define a depen
déncia de K, com a concentracaoc da uréia.

Os valores de KW determinados dessa maneira para uréia
8,00, 9,10 e 9,30 M sao apresentados na tabela 8.

O valor de pK, em uréia-8,00 M é concordante com os valo-
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res calculados por Vasconcelos(23)

(14,52-14,58) a essa concen
tracao.

PGde ser feité uma confirmacio definitiva da validez do
procedimento empregado para calculaf Kw, comparandc-se 0O pKw
obtido da maneira descrita com o valor calculado com O procedi

mento apresentado pox Levy(ZS).

Tab. 8. Valores de Kw a 25°C a varias

. ConcentracoOes de Uréia

Ureia K pK
mol/1 W W
8,00 {2,617i0,044)ax10—15 14,58
9,10 (2,1 £0,1 )Px107H> 14,66
9 30  (1,75.%0,05.)x107t> 14,76
r ! 4— ! 5 Xz [

a- média de 8 determinacdes; b- media
de 3 determinacdes; c- média de 4 de-

terminagoes

Como resultado de sua ampla investigacao de medidas de pH

em uréia, Levy indica que o pKw pode ser obtido pela equagao:
pK_ = 13,90 = 3,25 log(H,0), a 20°¢c (38)

onde (H,0) & o peso da agua por litro de solucdo de uréia.
0 valor de pK _-obtido desse modo para uma solugdo 9,10 M
foi 14,63, que se aproxima bastante do valor dado na tabela 8,

jevando-se em conta as diferentes temperaturas.
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I11.3.2.2.5. Determinagaoc de pH

Todas as titulacdes foram realizadas em condicéés de for-
ca idnica constante, de modo a permitirem que o pH calculado

seja relacionado com a concentragdo do ion hidrogénio.
+ .
pH = - log [H'] (39)

Por sua vez, a concentracdo do Ion hidrogénio, em qual~
quer ponto da titulacdo, foi calculada pela equagao 33 da for-

mas:

(E~E8,-59,1610g (1+([U] /Kggt) ) =g [0 1-jon [0H 1)
('t = 10 59,16 , (40)

El.r Jf © Jon sdo calculados a partir de uma titulacao de cali
bracido de HCl em uréia nas mesmas condigdes da titulacao da
proteina. O calculo de pH estd ja incluido no programa de éom*
putador que lineariza a curva de titula¢do da proteina, e o
programa o faz por‘aproximagées sucessivas.

A titulo de ilustragao, os valores de f.e.m. das curvas
de titulacdo ja apresentadas na figura 5 foram transformades
em pH pelo programa de computador. As curvas de titulagdo em
termos de pH sdo apresentadas na figura 13. O pH da solucao de

HCl em uréia 9,10 M e KC1 0,10 M & cerca de 1,66 unidade maior

que em solucdo de KCL 0,10 M.
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oH

50

v

o 03 0,4

VNuOIS mi)

90. -

11,0

Fig. 13. Curvas de titulacdo de solugdo de HCl 7,157x10"3 M en .
KCl 0,10 M () e em solugac de uréia 9,10 M + KC1

0,10 M (A), com solugao de NaOH 0,1223 M.

II11.4. Determinacdo da Estequiometria e'pKa

dos Grupos Titulaveis da Proteina

A titulagdo da proteina foi feita de modo tal gue pode
ser considerada como a titula¢do de uma mistura de acidos mono
proticos: um acido forte e varios acidos fracos. Funcles de

Gran modificadas foram desenvolvidas neste laboratdrio para
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descreverem a titulagao de uma mistura de um acido forte e até

{37,52)

cinco acidos fracos em meio aguoso ou em solucgao de

-, _(23) : ~
uréia . Essas Fungoes de Gran (FHCl' FHAl' FHAZ' FHA%' FHAZ
e FHA+) sao relacionadas linearmente com o volume do titulante.
5

0 grafico de F 1 versus o volume do titulante & uma reta cuja

HC
intercessao com a abcissa da o volume de equivaléncia do acido
cloridrico. Para os acidos fracos, o grafico da funcdo corres=-

pondente versus V sera também uma reta com inclinac8o -Ka e in

tercessao em V igual ao volume de equivaléncia ateé aquele aci-
do.

Inicialmente, todas as titulagdes de proteinas apresenta-
das neste trabalho foram resolvidas com os progrémas PROTE (pa
ra titulagées da proteina nativa) ou PROTE MODIFICADO {titula-
¢oes da proteina desnaturada em uréia), ja apresentados em tra

(23,37,52}

balhos anteriores do grupo Em termos de composigao

estequiométrica, os resultados para a histidina e ovalbumina

(23)

foram concordantes com resultados anteriores Para a liso-

zima em uréia, tals resultados foram éoncordantes com Os encon -
trados na literatura. Deve-se, porém, frisar que sd se conse-
guiu separar 4 séries de grupos na ovalbumina e.na lisozima.
Para a proteina de Berice Jones em uréia, ndo foi possivel
separar mais que 3 grupos com O programa PROTE MODIFICADO._O

programa nao & capaz de separar Os grupos fendlicos e'Ewamino.

As limitacdes dos programas foram atribuidas as simplifi=-
cacOes feitas durante a dedugio das Fungdes de Gran Modifica-
das, que constam dos programas. Essas simplificacdes afetam as

equacoes gue exprimem a titulacdo dos grupos mais bisicos.
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A dedugao das fungbes de Gran modificadas do programa PRO
TE MODIFICADO foi detalhadamente apresentada no trabalho de

Vasconcelos(23)

. Para se chegar a essas fun¢oes, admitiu-se
que a hidrélise da espécie resultante da titulacdo de cada.aci
do fraco era desprezivel. Foram, portanto, utilizadas as se-

guintes equagbes aproximadas:

Na obtengao de FHAz

_ (VHAI“VHC1)CB |
fa,] =¢C = {41)
1 HAy V 4V
o
Na obtencao de FHA§
e (VHAZ’VHAl}CB
EAz] = CHA = - (42)
2 VY
Na obtencao de FHAZ
(VHAg“VHAZ)CB
[A,] = C_.4+ = (43)
3 HA V_+V
) Q
e na thengao de FHAg
(VHAZ"VHAg)CB
[A,] =C 4 = (44)
4 HAy Vv

A fimﬁde se obter maior eficiéncia do programa na separa-
cdo dos gfupos tituléfeis de proteinas, novas Fungoes de Gran
foram deduzidas de-tal forma que essas simplificacdes foram su
primidas. As equacgdes aproximadas 41—44 foram substituidas pe-

las equagdes completas correspondentes:
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Para F

HA,
: (VHAI_VHCI)CB KHA1
[AT] = C ~[HA,] = (45)
1 HA 1 ] N
1 Vv KHA1+[H i
Para FHA;
_ Vaa, Vua )% Faa,
[A2} = CHA m[HAzi = i {46)
2 VY ‘KHA2+[H 1
Para F
HAZ
(VHAg"VHAZ)CB KHA§ :
(23] = Cyp+—(HAT] = — " (47)
3 , vV | KHA§+{H ]
Para F ¥
HAY
(VHAZ—VHAg)CB KHAI
[a,] = Cyi-[HAL] = : " (48)
4 VO+V KHAE+[H ]

As demais expressoes de balanceamento de massa e de carga

seguem as orientacgdes de VasconCelos(23).

As modificacgdes introduzidas pelas equacdes 45-48 alteram

as Funcces de Gran: FHAZ, FHAg’ FHAZ e FHAE enguanto gue FHCl
<] FHA permanecem na mesma forma anterior. Todas sdo apresenta-

1
das abaixo para as titulac¢des feitas em solugdao concentrada de

+ - + ‘
([71-(0H1) (Vov)4Cy Vg [H'] /Kyt = Via, "Vnc1) Ca



KHAl ‘ KHAZ
X e = (V. =V ) C,, e = (L eV )C
T+l VEA,TVHAYCB uat”'ma,’ “B
HA HA
1 2
KHA% KHAZ
X e = (V= V4) O —————— = (V.. 4=V ,)C
Kyt [HY] HAy HA3T'B ¢ i(m*) HAg "HA," "B
| HA
| 3 4
fmat ‘
X 2 =y C. - VC (49)
K ot HC1“B B
HAY

pode ser representada mais simplesmente por:

C, -~V C | (50)

Para HA
([H¥] - [OHT]) (V_ + V) Ky, + [HY])/Cp +

1

+ (V-V

+ + +
KHA2
- (v Voo ) (K., +[H*]}) -
HA2 HAI K +[H+} HA1
i HA2
, KHA§
(Viq=Ven ) — (K, +[HT]) = (V 4=V )
R “uay* ) By Hhg HA3 '
KHAZ . KHAg
+ HAT 'HA
KHAZ+[H ] 1 5 4 KHAE+[H ]
¥ (K. +[EY]) =v, K VK . (51)
HA, HA,"HA, . HA, .



ou simplesmente:

Para HA

({a*] - EOH'l)(VO+V)(KHA2+{H+})/CB +

+ + | - +
+C VO[H ](KHA2+[H ])/KUH+CB + (V VHCI)[H ]+

U
(@]
KHAl .
(V. =V VK. =(V. =V . .} ——=— (K. +[HT])
HA; HCL' “HA, HA, 'HCL K +[HT] HA,
1
‘ KHAg .
b - (Vv +"V ) ————— (KHA +[H"]) - (VHA+“VHA+)
HAT THAy' g+ (HT] 2 3 HAg
3
KHAz KHAE
X ———— Ry, +HHY]) = (Vs Vi) —
+1 +
R+t [HY] 2 5 4 Kyt [HY]
4 . 5
. ¥ (K., +{H¥]) =V K., -V K
HA," Y HA, “HA, HA,
ou F. =V_ K - VK
HA, HA, “HA, HA,
Para HAg
+1 - - +
([HT] [oH })(V0+V)(KHA++{H 1)/Cq +

3 .

A

68

(52)

(53)

(54}
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+ + - +
CUOVOEH ](KHA§+[H 1) /KytCg + (V=Y ) [HF] +
_ KHAI
(V. =V VK 4= (V_ =V )} e
HA,"HCL' "HALT HA) TUHCL K, +(H*]
A _
1
. e KHAz N
¥ (K, 4++[HT])=(V -V ) ——————— (K, 4++[HT]) -
HAY HA,” "HA, K ] HAY
2
KHAZ
(Viat=Viag) ———— (K 4+ [HY]) - (V_ 4=V . 4)
A} 'HAY Ko+ ] HAY HAY VHA]
4
KHAE N
X ——2— (K ,4+[H']) =V, . K .4 - V K_ 4 (55)
KHA++[H+} HAY HAL “HAZ HAY
t | :
ou F =V 4 K 4+ - vV K + (56)
HA, HAY “HAY HAZ .
 Para HAE

([H*] ~ [OHT]) (V +V) (R4t [HF)) /Cp +

HAY
+ ‘ + - g
CUO VO[H ](KHAZ+IH ])/KUH+ Cp + (V VHCl)[H ] +
KHAl
(Vi t=Verm VR = (Vo =V ) i (K +[HY])
HA "HCL'“HA} ''HA,T "HCL' o +[H] HAT
HA
1
KHAZ
(Voon =V, )} ————=— (K 4+[HT]) = (V. .=V. . )
HA, "HA; K, +[H] HAY HAY "HA,

2
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At X HAY
(K. +[HF]) = (V. 4=V, ) ——— 2
Al HAg HAL® g L 4[HT]

Ryatt [HY] HA

HA

+1) = -
X (Kgas+[HF]) VHAX KHAK v KHAZ, - (57}

ou FHA+ = VHA+ KHA+ -V KHA+ (58}

Para HAt

((H*] - [OH"}"Vo+v"KHAg+EH+]’/CB +

cUO vO{H+](KHA+[H+3)/KUH+ Cy + (V-V,. ) [HY] +

HC1

K
HA1

4
KHA1+ [H™]

(VHAZ_VH01)KHAE+(VHAl-VHCl)

Kya

7 +1) - - _—2
X(KHAg+[H 1) (VHA2 Vaa,) T (KHA§+[H+]}
2.

Kya+
(V..

| ¥ ,

+=Vyn ) ——=— (K 4+ [HY]) =V, 1-V . 1)

HAY™ 'HA, K+ [HF] HAY HA}™ 'HAY
T3

(59)

ou F = VHA+ KHA_F -V KHA+ {60)
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Os programas anteriores foram adaptados as novas Funcgoes
de Gran e todas as titulac¢des de proteinas e amincacidos foram
recalculadas. Para as titulagoes da proteina em meio aquoso,

valores aproxima=-

fornece-ge ao programa ¢os valores de Vo’ CB’

alem dos pares de dados VI(N)}, pH(N},

dos de KHAl' ..y KHA%’
onde N & o numero total de pares. Com as titulacdes em uréia,
0s @ados requeridos pelo programa s&o: Vor Cpr Ko Ega' jﬁ,

jOH’ valéres aproximados das constantes de dissociacido dos éci
dos fracos e os pares de dados V(N), E(N).

Os valores iniciais de V e E sao usados para .calcular um
valor aproximado de VHCl’ utilizando~se apenas os dols primei-
ros termos-de FHcl (Egq. 49). Sdo utilizados entgo os 4 ou 5

pontos seguintes ao (V nos 3 primeiros termos de

HCl)aprox.
Fun (Eq. 51} para a obtencido por regressao linear de
1
(VHAl)aprox. e ("KHAl)aprox.' Quatro ou 5 pogtos seguintes a
(VHAl)aprox. sao usados nes 5 primeiros termos de FHA2 {(Eq.

53), para se chegar aos valoreg de (VHAZ)aprox. e (—KHAz)aprox.

por regressdo linear. O mesmo esqﬁema e seguido para os demais
acidos. Esses valores aproximados sio utilizados nas equagdes
completas para calcular Fung¢does de Gran mais é%atas para cada
dcido. Assim por exemplo para o HCL, utilizando-se os'pontos
na regiao 0<V<VHCl, 0s valores aproximados sao usados na Eq.

49 para se obter valores mais refinados de F Um valor mais

HC1®

refinado de VHCl €& obtido por regressdo linear. Esse.novo va-
lor de Vel é usado para se chegar a valores mais refinados de

F » utilizando-se a eqguacdc 51 e os pontos na regido Vi

HAl Cl

Vya, - Por regressac linear, chega-se também a um valor mais re
1 5 : ; ‘ e

<V< -
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finado de V e K . O mesmo & feito para as demais Funcgdes
HA}. HAI

de Gran.
O processo interativo prossegue até gue, para cada acido,

os valores do pari@metro V calculados em duas interagoes con

HAn
secutivas sejam menores ou iguais a 1x10-5.

Quando 1sso & alcangado, o computador manda imprimir, pa-
ra cada acido, V(N), pH(N), FG refinada e FG ajustada (ajusta-

da por regressao linear), além do valor do volume de equivalén-

cia e da constante de dissociagdo, no caso dos acidos fracos,
dados pela regressao linear.

A ccmpqsigéo da proteina em termos de numero do grupo por
mol de proteina & calculada a partir de cadlculos estequiométri
cos simples, envolvendo o peso da .proteina, peso molecular, vo
lume‘do titulante requerido para a titulacao do grupo e a con-
centracdo molar do titulante.

A utilizacgao dessas equacbes completas trouxe muitas difé
rencas aos resultados. Em todas as titulagdes de proteinas,
foi possivel separar 5 grupos, além do acido forte, indicando
que o programa realmente atingiu o nivel de separacio deseja-
do. Em decorréncia disso, o tempo requerido pelo microcomputa-
dor CP 500 para realizar um cadlculo completo também aumentou

muito em alguns casos.
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IVv. TITULACAC POTENCIOMETRICA DA HISTIDINA EM UREIA 8,00 M

Geralmente o comportamento &cido-base dos grupos ioniza-
veis de uma proteina ndo & muito diferente do comportamento’
desses mesmos grupos quando presentes em compostos modelos.
Por esse motivo, & possivel identificar os grupos ionizantes
das proteinas, comparando os valores de suas constantes'de dis
sociacdo com valores determinados nessas substancias mais sim-
ples. Isso demonstra a importancia de estudos desses sistemas
menos complexos para que se complementem os conhecimentos so-
bre as proteinas. |

Com base ﬁessas evidénciés, a avaliacdo das modificacdes
introduzidas nos pfogramas pelas equacgOes completas foli feita
através da titulacidoc do aminoacido Histidina. Em titulagdes de
aminoacidos, n3o aparecem diferencas nas constantes de disso-
ciagdao dos grupos titulados que possam ser atribuidos a'ocor—
réncia de grupos mascarados ou sujeitos a interag¢des eletrosta
ticas com outros grupos. Assim, se o programa nao estiver cor-
reto, aparecerao diferencas na composicao dos grupos tiéulados
do aminodcido ou nas constantes de dissociac¢doc dos mesmos.

(58)

Como se pode ver na estrutura da Histidina » dada abal

)

X0, sdo 3 os grupos titulaveis por mol do amino&cido: um grupo

carboxilico, um grupo imidazol e um grupo amino, cujas constan

HC == C CHé CH (NHZ) COOH ‘(Histidina) (61}

HL 'N
N

H
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tes de dissociagao aparentes sao dadas na tabela 9.

Tabela 9. Constantes de dissociagdo aparentes
dos grupos ionizaveis da Histidina

a ESOC, encontradas na literatura

Referencias pKCDOH pKIm. PKNHE
58, 59 1,82 6,00 9,17
B, 60 _ 1,78 5,97 8,97

IV.1l. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a histidina utilizada nas titulagdes estava .
na forma do sal &cido hidratado, L(+)-Monocloridrato de histi-
dina, cuja formula é CEHBNBDE'HCl‘HEO' peso molecular 209,63.

Solucgces do aminoécido com concentracoes da ordem de

3 M em solucdes de urdia 8,00 M & KC1 0,10 M

(5,109-5,134)x10"
e em excesso de HC1l foram titulaaas com solucaoc de NaOH 1,207
M, contendo tambéﬁ KCl 0,10 M.

A tabela 10 apresenta os dados de uma das titulacoes fei-
tas. Na tabela 11, estdo os dados da curva linearizada da mes-
ma titulagdo. As curvas de titulagdo normal e linearizada séo
mostradas na figura 14. Os resultados expressos como numero de
grupos/mol, como também as constantes de dissociacdo, encon-
tram-se na tabela 12.

Foram titulados dois grupos que, pelos valores de pKa, fo-

ram identificados como sendo o grupo imidazol e o grupo amino.
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Tab. 10. Dados da titulacdo de 0,03229 g de Monocloridrato de
Histidina em 30,00 ml de ureia 8,00 M, contendo RC1
0,10 M e adicao de 0,232 milimol de HC1l, com solugao
de NaOH 1,207 M a mesma forga iénica. (E a=340,1 mv;
Eobt—431,3 mvV; 3f=-14,08x10¢ mv/M; Jop=0, 0 mV/M)

Vol ) £ mv) (T3]
0.0100 FOBLH B.Y80
0.02G0 2G.7 3.808
GL.0301L FAVI I B8
0. 0400 2048.0 HLA70
D.0H0L 2GL.0 .00
0 GO0 178.8 B2
0.0700 : L9465 Hew8u
0. 080 194, 0 a DDA
0.09006 191.8 WL.H70
0.106G0 18.0 Y. l29
G.1101 184, 4 L. i85
(0. 1200 LG E 257
0. 13800 178, L, Bl
0. 1LH00 16%.0 Y, Litia
O.1500 161.0 .58
GLLEUE LRl R S F &Y
G L7G0 L83 .49 B OHL

) 0. 1E00 COLLELS RPEYaL
. O.01900 G0 ' S5.675
(L 26010 Hh.6 H.0H%0

G.2101 ALY HaGEZ
0,2200 HBHLH H.2L0
O 2HLG Shad & BYUT

. OLa2uG0 Lg.v GuH7Y
Q. 8500 1.0 & HOY
Q.2&0) aa2.7 VY
VL2700 3.7 0_901
0.2800 Ade® 7084
QL 2VE0 -10.2 YA
03000 ~a8aH B =14

G.D006 : ~E50.3 7813
0.3026 ~61.0 fH.B332

O.51580 Y. Bz
Quadan -7&u 7 : 8598
0.a8850 —~glhia M ‘ Ha P28
0. 8500 ~@0.4 Heidio
0. 800 -101.2 Gaulli
Duahui “110.0 PANEN -1V]
0.8&600 wll? a ?.H?E
0.3700 AT I P u
0.5800 -iAB1.7 Qabza
Jw 2?00 ’ ~1EH. 6 ¥ u kS .
GalQO0 ~LME.7 Ya P HG
QubLO0 oo =188.04 VL EPA
SRRV LT ~1hE.0 10. Q%
GLLa0G ~1 724 10254
O HHG0 -185.9 10 .42
OuMhail -1%4.4 . 10853
V N Li \.EQ\J "';’?.0::) " E) I(J a / f\:)
G.HBE1 -2Lhah 10 . Faa
UL HAEGO ~DET Wb ) 1iile
Do H&HFQ ~ABY .Y llﬂaﬁw
OuW700 EeA 1Y s 11 ;
Juh7E0 3502 I.q H
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Dados da curva de titulacio linearizada do Monoclori-
drato de Histidina, cujos parametros foram dados na
tabela 10.

Tab. 11.

GRAM HODTFICADAY .
‘ Fakda HOL

VO UHE H FiE REFINADA
0.010U H.760 1.776E-01

FURGOES DE

Ga QEG
0L0501
O e 0
0.0501
0. 086G
IRV
0. 08GO
0. 0%00
0. QG0
(O IRV E]
Vw200
0e L300
O 4HOG
0. 1500
L1400
0. L7006

S.B08
B89
L8770
Z.904
5.9Hf

Y81
L‘} 05....}
W.O7G
L, 135
L. 193
L 2u7
Wadul
Yo hlg
H.881
L, 749
.00

L. ba8E

"‘(f L

BE 1.

HLESE-01

LuHYYBE-OL
1w GEME~O]
1.¢rnL UL

..921%~OP

3.H49E-02
L, 7758E-02
AL HPFE-02
2.4610E~02
L. S5LEE-02

3. $75E-03

7.687E~02
oW HHEE-GR
5. 255802
L, ORBE-02
2.89818-02
L& LHE-OR
U, O73E~03

? !ui& Oa =7 YPHE~0F
-2 = GOTE-02
CLTHET S

G.1BO0 5.8084
. L7000 HBu&VS a9

GOLURE DE ERQUIVALENLTA FARA HF.
CEEFICIENTE DE GURRELﬁEﬁU“'“W?“?Vl
- Frada ACLDO HAL
VO LHE i
UuJOOU

Fi aJUBTaADA
u mUHu-UH

Fa

REFINADA
5.890 oE

o GdHa
G2l
Yy

0.2300
0. 2400 Ga4Fy
O.25860 6aG0%
Ga.860% Gu VMY
L BFG0 B.90L
0. 2800 7.084
). 2950 7L U474
Q. 3000 7L680
u.q09u 7.813
; Z IV
50 By
0.3200 . avh :
GOEFT HWTE DE CUORRELACAD=-,599%HEY
VDL URE DE EQUIVALENCIA FARA HAl= L 3505298
CORBTHNTE DE DISS0GLACAD FAHAL= B.42272E-O7
Fafa ARTDED HaZ
VOLUME PH Fii REFINADA
Ul Snoe .0l JE— Lk
0. 5500 D w0
Deatd00 G.and
DaE700 PuHLE
Gu o0 2026
5.2%00

1. SUYE~0Y
1. ROOE~0B
ﬂ 6)9L 09

G
e LR E-GY
5. ER2LE~09
SN

FG AJUSTADS
W"HO?E*il

Y

3.1108-11

VL
MGG Q.760
04100 F.873
G200 16,088
QL4300 10214 7 28812
g HHUO L0442 H.Ai/h"ld
10,8592 Ea 7 1@
LO./778 1edt L 1
10.560 “1.&‘U&'J: -
Pialbe Led7IE-LE .
11,35 L FEVE-LR —5 v BLE
AN Y =4, 620413 ki, 6NQL‘LL

'ud}iL“JL'
L GRVE-:

GLHAabU
Q.Ua70
GuH700
COEFIGIENTE LE CORRELACAG=-, 99994y

W HORH0E
Z.9T7TPBE~LO

EQUIVALENCTA FadA HAZs
DIHGHOCLACAD FARA HAR=
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Tab. 12. Resultados da titulacio potenciométrica do Monoclori-

drato de Histidina em uréia 8,00 M e forca idnica

0,10 M .
Grupo n? de grupos/mol K; ‘ PK,
-7
Tmidazol 0,99 % 0,02 (3,35%0,03)x10 6,47
Amino 1,07 + 0,01 (3,0540,08)x10” %0 9,52
* -~ média de 3 determinacdes

0 grupo carboxilico, por ter um valor de PK, muito baixo, nado
pode ser titulado separadamente do HCI.

A variaééo do pK dos grupos imidazol e amino, entre ou-
tros, em funcdo das concentragbes de uréia, KCl e GuHC1l, foi

(26). Do

repreéentada graficamente por Donovan e colaboradores
seu grafico, pode-se calcular que o pK do grupo imidazol é
0,45 unidade maior ém uréia 8 M que em agua. A diferenga nos

(29)

valores de pK encontrada por Tahin para o grupo imidazol
da histidina em uréia 5 M e em agua (0,28 unidade de pK)} coin-
cide com o wvalor thido do grafico de Donovan e colaboradores
a esta concentracao.

Usando-se os valores de pK' do grupo imidazol em agua,
dados na tabela 92, aodiferenga encontrada neste trabalho para
) pKa do grupo imidazol da histidina, em ureia 8,00 M com rela
cdo ao valor em agua, @ de 0,47 ou 0,50 unidade de PK,, que é
razoavelmente concordante com os resultados da literatura aci-

ma citados.

Para o grupo amino da histidina, a diferenca entre o,pKa
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em uréia 8,00 M e em Agua {(dados da tabela 9) pode ser de 0,35
a 0,55 unidade de pK_. Pelo grafico de referéncia 26, a dife~
renca calculada & de 0,27 unidade de pK para o grupo amino da

(29) encontrou uma diferenca de apenas 0,09

n-butilamina. Tahin
unidade de 29 entre os valores em uréia 5 M e em agua do dgru-
po amino da histaminé. Pelo grafico da referéncia 26, a dife=

renca em relagaq 4 concentracgac de uréia 5 M seria de cerca de

0,16 unidade.

A diferenca entre os valores de pKa do grupo amino da his

tidina em uréia 8,00 M e em agua, encontrada neste trabalho
nio coincide com as quantidades semelhantes calculadas para o
grupo amino ém outros compostos organicos. Provavelmente, a di
ferente vizinhanca do grupo amino na histidina, histamina e n-
putilamina influencia a titulacdo do mesmo diferentemente.

Observando-se, porém, a diferenca entre os valores de pK'
dos grupos amino e imidazol da histidina em agua (3,17 ou 3,00
unidades de pK'), com a mesma diferencga em uréia 8,00 M (3,05
‘unidades de pK,), nota-se que a diferenga.existenﬁe na agua &
a mesma da encontrada na uréia. Isso foi considerado como um
bom indicio em relagio i exatiddo dos valores de pK,  aqui de-
terminados.

Com relagao a composicdo dos grupos titulados, o resulta-
do coincide perfeitamente com o esperado.

Com ¢ objetivo de testar o programa PROTE MODIFICADO, um
estudo semelhante a este foi feito anteriormente por Vasconce-
108{23), usando titulante 0,1 M. A estequiometria dos grupos

ionizaveis da histidina calcilada por Vasconcelos fol gquase
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igual a obtida neste‘trabalho (0,98 grupo imidazol e 1,07 gru-
pos amino).'Quanto Aos valores de pX desges grupos, O0S vélo—
res encontrados néste trabalho sao um pouco maiores que os Ob-
tidos com o programa PROTE MODIFICADO (PR, =6/39; pKﬁHg§=9,43).

Assim sendo, ©s8 resultados apresentados na tabela 12.de—
monstram gue O programa se mostrou adequado paré a determina-
cio da composigdo e P, dos grupos ionizaveis do composto mo-
delo histidina. Dessa forma, foi o programa considerado apro-

priado para o estudo de sistemas mais complexos, como & o caso

das proteinas.
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V. LISOZIMA DESNATURADA EM UREIA 9,30 M

V.1l. CONSIDERACOES GERAIS

As lisozimas sao enzimasrcarbohidrato'hidrolases que sao
encontradas na clara de ovos de aves, no leite, na urina e em
outros tecidos e secre¢des humanos. Elas diferem um pouco eﬁ—
tre si no posicionamento de alguns grupos da sequéncia de ami-

noacidos; no pesq molecular e na atividade enzimatica.

A que é isolada da clara de ovo da galinha € a que tem
sido mais investigada e, por isso, & melhor caracterizada que

as demais. Em conseguéncia, geralmente o nome lisozima & ime-
{61)

diatamente associado a lisozima da clara do ovo da galinha
A estrutura tridimensional completa da lisozima foi deter

(62), utilizando difra

minada em 1965 por Blake e colaboradores
cdo de raios-X. A forma da molécula da proteina assemelha-se a
de uma elipse, contendo, em um dos lados, uma fenda que separa
a molécula em duas partes: uma contém as duas extremidades da
cadeia, enrolada em torno de um nGcleo de residuos hidrofobi-
cos; outra, mais estendida,'contém a parte central da cadeia
(61}. '

A molécula é constituida de uma s6 cadeia polipeptidica,
enrolada na forma citada acima e contém 4 pontes =S-S5, unindo
partes diferentes da cadeia (pontes eﬁtre os residuos: 64-80;
76-94; 6—127 e 3O~ll5)(63). Muitos pesquisadores_acfeditam que
a alta estabildiade da lisozima frente a altas temperaturas,

variag¢des no pH e reagentes desnaturantes deve-se exatamente
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3 presenca do alto conteQdo de pontes de dissulfeto numa molé-

cula de proteina relativamente pequena(64_67),

A determinacdo completa da estrutura primaria da lisozima

foi feita independentemente por canfield'®®)

(69)

e Jolles e colabo

. As duas sequéncias divergiram na identificagdo de

alguns grupos amida. Investigagles posteriores(70) porém, con-

radores

firmaram7osrre5ultadds deTCanﬁieid:,
De acordo com a sequéncia de aminoacidos de Canfield, a
lisozima possui 22 grupos titulaveis: 1 o-COOH; 8 Asp; 2 Glu;

1 His:; 1 o-NH 3 Tyr e 6 Lys.

2?
Somente em 1972 foi descoberto que o residuo 103, inicial
mente identificado como acido aspartico, &€ na realidade aspara
. _{61) . . - .
gina . Uma investigacido recente confirma essa descoberta
1) - - e I .
(7 ). Esse fato & de muita importdncia para os estudos de titu
lagdo potenciométrica da lisozima, pois indica que, se existem
7 residuos de Asp nda molécula da enzima o nimero maximo de car -

boxilicos titulaveis deve ser 10 e ndc 11, como se considerava

‘até entdo.
V.2, COMPORTAMENTO.ACIDO—BASE DA LISOZIMA NATIVA

As pesquisas sobre o comportamento acido-base da lisozima
foram iniciadas bem antes de ter sido descoberta sua sequéncia
completa de aminoacidos. Tanford e Wagner(lzl, em 1954, foram
0s pioneiros e interpretaram a curva de titulacgdo da lisozima,

utilizando a teoria de Linderstrgm~-Lang. Foram determinados

10,5 grupos carboxilicos, 1 imidazol, 1 tG-amino, 5 ou 6 €-ami-
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no, 3 fendlicos ¢ 11 ou 12 guanidinos por mol de proteina. Apa
receram, entretanto, algumas anormalidades com os grupos carbgo
xilicos e fendlicos. A anormalidade nos carboxilicos foi atri-

buida & presenca de grupos com valores de pK muito diferentes.

(65)

Posteriormente, Beychok e Warner analisaram a mesma

curva de titulacdo e concluiram que 6 grupos carboxilicos pos-

suiam pXK. = 5,08.

int = 3,53 e os outros 4,5 grupos, pK.

int
(26,72}

Donovan e colaboradores titularam liscozima do mes-

mo lote utilizado por Tanford e Wagner e encontraram o mesmo

nGmero de grupos carboxilicos. Porém, na titulacdo de um outro
lote de proteina do mesmo fabricante, foi encontrado 1,5 grupo

a menos.

(73)

Sakakibara e Hamaguchi realizaram também a titulagao

da proteina nativa e encontraram 8 grupos carboxilicos, um com

3,5, outro com pkK,. = 4,3, A

ink = 6,0 e sels com pKi

PRint = nt
anormalidade observada anteriormente nos grupos fendlicos fol
também confirmada. Segundo os autores, os trés grupos fendli-
cos tém comportamento bem disﬁinto‘um dos outros frente a titu
lagdo. Dois grupos ionizam—sg reversiveimente, s0 éue um tem
pK' de 9,95 e outro de 11,6; © terceiro ioniza=-se irreversivel
ﬁente com pK' = 12,6.

Uma tentativa de interpretar a curva de titulacgao de li-
sozima pela teoria de Tanford e Kirkwood foi feita por Taﬁford

e Roxby(13), mas Sem sucesso.

(74)

Godinho e colaboradores encontraram que 05 grupes car

boxilicos da lisozima nativa pertenciam a duas classes: a pri-

meira, contendo cerca de 5 grupos com pKa = 3,77; a segunda,
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constituida por 5,6 grupos com pR_ = 5,03. A estequiometria to
tal dos grupos carboxilicos foi comparavel a encontrada por

Tanford e Wagner. ‘ oo
V.3, INVESTIGAGCOES ANTERIORES SOBRE A LISOZIMA DESNATURADA

Como foi afirmado anteriormente, a lisozima &€ uma protei-
na muito estavel. Tal constatacio decorre de estudos onde a

desnaturacdo da lisozima provocada por eleva¢des na temperatu-

ra, variacdes no pH ou pela acao de reagentes desnaturantes
foi acompanhada por oﬁservagéo da variacao de varias proprieda
des fisico~quimicas da enzima.

Dados de viscosidade indicam que, em solug&o sob baixa
forca' idnica,. a molécula da lisozima é simétrica(64). Nessas
condicdes e a pH neutro, nao ocorrem mudangas conformacionais
por elevagao da temperatura até 77OC. Mantendo-se a temperatu-~ -
ra num vaior deerado, nao foram observadas mudancas nas pro—
priedades Oticas da enzima na faixa de pH 1,2~11,3(61).

Mesmo os reagentes desnaturantes GulCl e uréia g6 atuam
efetivamente a altas concentracoes. Solugdes de GuHCl com con-
centracdes de, no minimo 5 M, sdo necessarias para levarem a
lisozima ao estado de desenrolamento total, limitado apenas peg

la manutencao das pontes de dissulfeto(67). Com solugoOes de

uréia, a concentracgao requerida & ainda maior. A polémica quan
to ao nivel de desenrolamento atingido pela lisozima nessas so

lucdes ainda existe.

(64)

Em 1956, Lednis fez -um estudo do comportamento da li-
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sozima em solugbes de uréia, por medidas de viscosidade, rota-
¢do Otica, atividade enzimatica. Concluiu gque a desnaturégéo
da proteiﬁa sb6 ocorre em concentracoes de uréia acima de 7 M.
Contudo, mesmo em solucdos de uréia 10 M, a lisozima nio al-
canca o estado de enrolamento aleatorio caracteristico de com-—
pleta desnaturagdo. Foi mostrado posteriormente que, em uréia
9 M, a lisozima s6 & desnaturada completamente a extremos de pH

(66,75)

ou a temperaturas elevadas . Essas conclusdes foram con-

firmadas por outros pesquisadores(22’76).

Entretanto, para outros grupos de pesguisa, a interpreta-
cao dos resultados de estudos comparativos da desnaturacio da
lisozima em uréia e em GuHC1 léva a conclusdo de que a exten-
sdo do desenrolamento provocado pelos dois desnaturantés e a
mesma. O GuHCl & mais efetivo, pois—age a concentragoes mais
baixas. A sua capacidade relativa como desnaturante, porém, de
pende da_proteina,kmais precisamente da polaridade da cddeia
polipeptidica, que permanece escondida. No caso da lisozima, ©
GuHCl é 1,7 vez mais efetivé que. a uréia(77'78).

Como consequéncia dessa predomin§n¢ia do GuHCl sobre a
uréia,.a maioria dos trabalhos sobre titulagao potenciométrica
da lisozima desnaturada forém feitos, utilizando-se o GuHCl co
mo desnaturante. ‘ o .

Donovan e colaboradores(26’72)

acharam que, na lisozima
desnaturada, 3 grupos carboxilicos sao titulados, além dos en-
contrados por titulacido da proteina nativa. Na proteina desna~

turada, todos os grupos carboxilicos sio normais. Os grupos

fendlicos s0 apresentam comportamento normal em solucgles de
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- . . o
GuHCl. Em uréia 9 M, mesmo com aguecimento a 50 °C, a curva de
titulacdo espectrofotométrica dos fendlicos é semelhante a cur
va obtida com a proteina nativa.

(73) ¢ambém encontraram 3 grupos

Sakakibara e Hamaguchi
carboxilicos a mals por titulagdo da lisozima desnaturada em
um solvente misto de GuHCl 5 M e uréia 1,2 M.

Esses resultados, que a?ontam para um total de 13,5, 12 e

11 grupos carboxilicos, ndo concordam com a contagem dada pela

sequéncia de aminodcidos. Todavia, a titulagdo da proteina em

GuHCl 6M; feita por Roxby e Tanford(79)

em 1973, jé indicava

o namero correto de grupos carboxilicos: 10. Esses autores su-
geriram a existéncia de 2 grupos mascarados na lisozima nativa
e nfo observaram comportamento anormal nos grupos fendlicos da
proteina desnaturada.

(16)

Recentemente, Kuramitsu e Hamaguchi fizeram uma rein-
vestigacio dos dados de titulagOes da lisozima apresentadas an
teriormente por outfos pesguisadores. Esses autores utilizaram
a teoria de Linderstrémeanq e valores de pK' determinados an-
teriormente para cada grupo titulavel da proteina.lDos 21 gru-
pos normalmente titulaveis da enzima{ 17 tiveram seus valores
ae pK' determinados experimentalmente. Nos 4 restantes, foram
utilizados valores estimados de pK'. Utilizando-se 0s mesmos
valores de pK', o tratamento mateméticq aplicado aos dadoé das
3 titulagdes ndo indicou a existdncia de grupos mascarados na
lisozima nativa, Entretanto, as curvas de titulagdao cbtidas por

(12) (72)

Tanford e Wagner e Dbonovan e colaboradores nido foram

explicadas.
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Esses problemas‘relacionados com a interpretacao de cur-
vas de titulacao poéenciométrica da lisozima mostram muito bem
as dificuléades e limitacdes das teorias existentes para anali
sar o comportamento acido-base de éroteinas. Marini e Martin
(80) apresentaram um trabalho emn que‘discutem a questao dé exa
tiddo dos parametros calculados pela teoriaé@nLiﬁderstxém—Lang
sobre o conhecimentc exato do nGmero de grupos qﬁe sdo titula-
dos numa mesma regido de pH -(que normalmente ndo & conheci-
do)- e também sobre o nimero total de grupos ionizantes, que &
determinado através da curva de titulacdo, sendo portanto limi
tado pela exatiddo da mesma.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade do desen-
volvimento de tratamentos alternativos para interpretar os da-
dos de titulagdes potenciométricas de proteinas.

0 procedimento desenvolvido no grupo e utilizado neste
trabalho nd3o requer o conhecimento prévio do numero de grupos
que sio titulados com o mesmo pK. Os dados de titulacdo sao
ajustados, por tratamento matematico rigoroso, as equagdes re-
sultantes da aplicacao das leis do eqﬁilibrio guimico as espé-

(80)

cies presentes em solugao. Marini e Martin também acredi-

tam na viabilidade da utilizacao de tais tratamentos.
V.4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A concentracdo da lisozima nas solucbes analisadas variou

4

entre (3,263*3,295)x10“ M. Devido & conhecida resisténcia da

lisozima frente & uréia, a desnaturacdo da proteina foi reali-
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em ureia 9,30 M durante 2 horas. Apds esse periodo, as titula-
coes foram efetuadas com solugdo de NaOH 1,200 M, contendo KC1
0,10 M,

0 peso molecular utilizado nos calculos do nGmero de gru-
pos/mol de lisozima foil 14307{63'68’81).

0s dados de uma das titulacdes feitas sido apresentados na
tabela 13. Na tabela 14, estao os dados da mesnma titulagéd
apés.a lihearizagao. As curvas de titulagao normal e lineariza

da sio mostrada nd figura 15.

A composicdo da lisozima, calculada em termos de nimero
de grupos por mol, & apresentada na tabela 15, ao lado dos ni-
meros dados pela seqgiiéncia de aminoacidos. Os valores de K, ob

tidos sdo apresentados na tabela 16.

Na interpretacdo dos resultados, sera utilizado o concei-

(32)

to desenvolvdio por Levy ;, e gque devido aos problemas com a

teoria de Linderstrgm-Lang tem ganhado forga fecentemente(sz’

83). De acordo com esses pesquisadores, a ionizacgao dos grupos
dos residuos deraminoécidos de uma proteina ndo depende da cax
ga da molécula, mas apenas das propriedades idnicas dos gru-
pos. Grupos com propriedades idnicas semelhantes formam uma
gérie, independente da identidade gquimica, que possui constan-
te de dissociagéo fixa.

Em ureia, espera-se que a titulagdo dos grupos carbo%ili—

cos seja completa até pH 6,0. Os resultados obtidos neste tra-

balho indicam que nessa regido € titulada uma série de grupos

(HA].) com pKHA = 5,11. Donovan e COlabOradores(72)

1
kibara e Hamaguchi(73)

e Saka~

encontraram, respectivamente, os valo-
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Tab. 14. Dados da curva de titulagdo linearizada da lisozima,

cujos parametros foram apresentados na tabela 13.
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Fig. 15. Curvas de titulacdo da lisozima, cujos dados foram
apresentados nas tabelas 13 e 14. (A) =~ curva de
titulacado normal (ordenada a direita); (QO) - curva
de titulacao linearizada (ordenada a esquerda)
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Tab. 15. Composicao de grupos titulaveis da lisczima

desnaturada em uréia 9,30 M e forga idnica

0,10 M
Série de Narb Grupo seq. ge (61)
Grupos Aminodcidos
HA; ' 9,92i0,23 Carbox. 10
' + : 3
HAZ 1,92_0,16 imldazol 1
HAg 0,65%0,08 O-Amino 1
HAZ ' 2,9910,37 Fenolico 3
HA‘_%‘ | 5,14%0,2, e-Amino 6
Total 21

a - n? de grupos/mol de lisozima

b -~ média de 4 determinacoes

Tab. 16. Valores de Ka determinados
para os grupos titulaveis
da lisozima em uréia 9,30 M

e forga idnica 0,10 M

Grupo 7 K; pKa
HA, | (7,64%0,2,)x107° 5,11
HA, (7,64%0,44)x10™’ 6,11

+ + -8
HAY (1,4,%0,3,)x10 7,84
~10
HAE (2,5,20,3,)x10 =~ 9,59
HAY (1,51io,14)x10"11 10,82

* - média de 4 determinagoes
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res 4,6 e 4,4 para o‘pKin dos grupos carboxilicos da lisozi~

t
ma, desnaturada numé mistura de GuHCl e uréia com concentra-
¢Oes relativas que permitissem reproduzir o valor encontrado
em KCl 0,1 M. O maior valor determiﬁado neste trabalho & con-~
cordante com o aumento no pK dos grupos carboxllicos em uféia,
observado por outros pesquisadores(29'64’72).

A estequiometria dogrupo HA, é também concordante com o

nimero de grupos carboxilicos dado pela segiéncia de aminoaci-

dos. Titulacdes anteriores da lisozima desnaturada, feitas em

472,73)

outros laboratorio , indicam que todos os grupos carboxi

licos sao titulados com valores normais de PK. y-

Nio parece haver dividas de que em uréia os grupos carbo-
xilicos sdo normais e apresentam pK, = 5,11.

Na regifo neutra da curva de titulacédo, pH 6 - 8,5, devem.
ser titulados os grupos imidazol e a-amino. A lisozima possui 1
grupo de cada. Nessa regido de pH, foram tituladas duas séries
de grupos, HA, e HAg (pKHAZ = 6,11; pKHA§'= 7,84). Nesse caso,
a composicdo das séries de grupos ndo confere com a sequéncia
da aminoécidos. 0 nimero de grupos HA, & 2 e um deles € certa-
mente o grupo imidazol. O pK' do grupo imidazol na lisozima na
tiva encéntrawse entre 5,2—5,8(61}. Como em uréia esse valor é
maior, o nimero determinado neste trabalho indica que também-o
grupo imidaéol é titulado normalmente em uréia.

A presenga de outfo grupo com pka = 6,11 & intrigante. Es
se valor & muito mais baixo que. o pKint de um grupo d-amino,

fenblico ou €-amino normal. Poder-se-ia pensar gue esse grupo

fosse mais um carboxilico, pois na titulacdo da lisozima nati-
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va foi detectada a presenca de um grupo carboxilico com pK' =

6-6,516:61)

Constatou~se, entretanto, que esse grupo & nor-
malizado por desnaturacdo. Além disso, a aceitagdo de um grupo
carboxilico a mais vai de encontro ao resultado da seqliéncia
de aminoacidos.

o pKa do grupo HAg aproxima-se do valor de pKa de um gru-

po G-amino normal.

Em trabalhos anteriores, ndoc se observou a ocorréncia de
interacbes que pudessem alterar os comportamentos ionizantes

dos grupos aminos da lisozima. Todavia, resultados recentes da
titulacio desses grupos seguida por ressondncia magnética nu-
clear demonstram que dois grupos estdo envolvidos na formacgao

de par idnico com grupos carboxilicos e que a destruicdo dessa

interagdo pode diminuir os valores de seus sz{84).

Os grupos fendlicos sdo reconhecidamente anormais na liso

(12) | psse comportamento se mantém também na lisozi

(72)

zima nativa
ma desnaturada em uféia . A anomalia observada, porém, apon.
ta um deslocameﬂto da titulacdo dos fendlicos para regides
mais basicas. |

0 aparecimento desse grupo ndo pode ser atribuido a con-
£ribuigéo das impurezas da.uréia, pois, apesar da primeira im-
pureza comegar a ger -titulada na mesma regido da série HAz, o}
volume gasto para titular a impureza fol descontado na océ-
sido do calculo da composicgao do grupé. Mesmo que isto nao ti-
vesse sido feito, a contribuicdo da impureza seria apenas de
=0,13 grupo/mol de lisozima;

Dados somente da titulacdo potenciométrica nao sdo sufi-
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cientes para a identificacao de um dos grupos que & titulado

em HA. e do grupo que é titulado como HAg. Pode-se concluir,

2
vorém, que em uréia 9,30 M, os grupos imidazol e a-amino séo
titulados na faixa de pH previsivel. Também se pode concluir
gue ém grupo t-amino ou fendlico & encontrado numa regido de
pH abaixo da normal.

O0s grupos fendlicos e g-amino sdo titulados juntos na re-
giéo'bésiéa, pH 8,5-11. Para se saber a contribuicao dos gru-

pos fendlicos, faz-se geralmente uma titulag@o espectrofotomé-

trica. O nimero de grupos e£-amino & achado por difgrenga.

As curvas de titulagdo obtidas neste trabalho mostraram
que, nessa fegiéo, sdo tituladas duas séries de grupos, HAE e
HAT, com valores de pKa 9,59 e 10,82 respectivamente. O total
de grupos nessas duas séries & de 8,1. Somando-se esse total
4 fracg3o de grupo fendlico ou e-amino que foi deslocado para a
regido superior, o balango dos grupos basicos fica semelhante
ao da sequencia de éminoécidos.

O total de‘grupos encontrados na titulacao da lisozima em
uréia 9,30 M (20,67t0,2 g) g;upos/mol aproxima—seibastante dos
‘21 grupos/mol dados pela segiiéncia de aminocacidos. Isso indica
éue nio existem grupos mascarados na lisozima em uréia 9,30 M.
Como a presenca de tais grupos foi detectada na lisozima na-
tiva, pode~-se concluir que solugoles de_uréia 9,30 M siao efetiw
vas em desnaturar a proteina. O resultado mais polémipo desta
anidlise & a presenga de um grupo €-amino ou fendlico na regido
de titulacdo dos grupos imidazol-e o =—amino.

As precisbes dos resultados da titulagdo da histidina (ta
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bela 12) foram melhores gque as precisdes dos resultados da li-
sozima. A diminuicdo da precisdo dos resultados da titulaééo
da proteiﬁa ja eré prevista por causa da complexidade estrutu-
ral da molécula. O desvio medio abéoluto no nimero de grupos/
mol foli sempre menocr que 0,40 unidade. O desvio médio relativo
foi maior nas séries que sao tituladas na zona de transigao en
tre a regido neutra e alcalina {HAg e HAZ; EerZ%). Sempre
acontece menor precisio na determinacdo dos grupos titulados

na regifo neutra. Existem duas causas: 1) hd a sobreposigao

das regides de tituléqéo; 2} o nimero de grupos titulados na
regido & relativamente pequeno.

Foi feita uma investigacéo do efeito de um erro sistemati
co de 10,5 mV na forca eletromotriz medida sobre o nimero de
grupos/mol e o valor de Ka de cada série de grupos determina-
dos da lisozima. 0 erro relativo em cada resultado & apresen-

tado na tabela 17.

Tab. 17. Efeito de um erro sistematico na f.e.m.
sobre a determinacdo do nimero de grupos/
mol (N) e Ka da lisozima desnaturada em
uréia 9,30 M. AE = % 0,5 mV.

Série de Erro, % na determinagao de:
Grupos - S
a
HAl ' 1,0 ;
HAZ 2,8 0,3
HA*B* ’ 1,5 | 1,8
HAY 0,6 1,7
HA“g 1,0 0,6
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A influéncia de um erro sistemidtico na f.e.m. medida &
.maior nos grupos da’xegiao central da curva de titulaqéo.-

Com o.objetivo de ilustraf a dependéncia da interpretagao
dos dados de curvas de titulagao dé proteinas sobre resultados
obtidogs de estudos de outra natureza, foi feita uma outra.in—
terpretacdo dos resultados das tabelas 15 e 16,.tomando como

base a sequéncia de aminoacidos de Canfield(GS)

. Como fol cita
do anteriormente, a Gnica diferenga na contagem dos grupos ti-

tulaveis & a presencga de mals um grupo carboxilico, elevando o

resultado a 11 carboxilicos.

Considerando-se que 0s grupos sdo titulados nas mesmas
faixas de pH citadas antes, concluiriamos que cerca de 10 gru-
pos carboxilicos sao titulados na rggiéo acida com pX, = 5,11,
como a série HA;. Na regidc neutra, os quase 3 grupos encontra
dos nas duas séries HA, e HAg poderiam ser identificados como
sendo 1 grupo imidazol normal com pKa = 6,11 e um grupo carbo-
xilico anormal com © mesmo‘pKa. Isso fecharia o balango dos
grupos carboxilicos e também mostraria que a desnaturagao em
uréia, mesmo em concentragao tao alta; ndo normaliza o ‘compor-
tamento desse grupo, ao contrério do que fol observado em
GuHCl. |

0 outro grupo com pKa = 7,68 seria com certeza o grupo a-
amino. -

Na regido alcaliné, 0s guase 8 érupos determinados nas sé
ries HAZ e HAE corresponderiam a soma de.z grupos fenolicos e
6 grupos g-amino. A.existénciaAde um gfupo fendlico que perma-

nece mascarado em uréia 9,30 M seria facilmente explicavel.
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(72) relataram que, frente titulacdo es-

Donovan e colaboradores
pectrofotométrica, o comportamento dos grupos fenblicos da li-
sozima em uréia 9 M, com aquecimento a 50°C & igual ao compor-
tamento desses grupos na lisozima nativa. Varias determinagoOes
espectrofotométricas dos grupos fendlicos da lisozima nativa

concluiram que um dos grupos sb & titulado a pH > 12, nio sen-

do, portanto, detectavel por titulagdo potenciométrica(6l’63’

75,85 PR . . -
! ). Al ficaria demonstrado mais uma vez a desnaturacao in-

completa da lisozima em uréia 9,30 M.

Com esta interpretacio, baseada na segii®ncia de aminodci-
dos de Canfield, a explicagdo dos compértamentos das séries de
grupos frente & titulacfo é mais coerente com o comportamento
normal. Os resultados sdo também perfeitamente explicaveis e
confirmados por trabalhos anteriorés. Diante disso, a polémica
quanto a exist@&ncia de 10 ou 11 grupos carboxilicos na lisozi-

ma nao parece ser um assunto encerrado.
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VI. OVALBUMINA DESNATURADA EM UREIA 8,00 M

vI.1l. CONSIDERACOES GERAIS

A primeira publicagido sobre curvas de titulacgado de protel
nas apareceu em 1898 e tratava da ovalbumina(7). Foi ela tam-
bém a proteina cuja curva de titulagdo foi analisada pela pri-

(10,86)

meira vez com a teoria de Linderstrém-Lang . Também foi

na ovalbumina que se revelou pela primeira vez a existéncia de
- . . (14)

grupos fendlicos mascarados em protelnas nativas .

Apesar de vir sendo objeto de estudos.ja por muito anos,

a sua seqiiéncia completa de aminoadcidos s6 foi desvendada re-

(87). A ovalbumina & constituida por uma sO cadeia

centemente
polipeptidica, contendo 385 residuos de aminoécidos. A forma
da molécula é elipsoidal. Possui ainda uma ponte de dissulfe-
to, uma cadeia lateral dJde carbohidratos, residuos de fosfato
e 4 grupos sulfidrilicos livres.

As preparacdes de ovalbumina saoﬁheterogéneas e constitul
das por 3 componentes, que contém respectivamente 0, 1 e 2 gru
pos fosféto por mol de proteina(gs).

Na andlise da curva de titulac¢do da ovalbumina nativa fei
(86)

ta por Cannan e colaboradores , foram determinados 51 gru-

pos carboxilicos, 4 grupos imidazol, 1 grupo fosfato, 23 gru-

pos aminos e 14 grupos guanidinicos. Comparando-os com os nime

ros de grupos da composicdo de aminodcidos disponivel na épo-

ca, esses resultados pareciam estar corretos apenas nos nume-

Universidade Estodual de Dampines
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ros de grupos imidazdis e guanidinicos. 0s valores referentes
aos grupos carboxilicos e aminos reveleram-se cerca de 50%
maiores que os nlmeros da composicido de aminoacidos.' Todavia,
se aqueles resultados forem‘comparados com a sequéncia de ami-
noacidos disponivel atualmente, constata-se que a maioria des-
ses resultados estdao muito proximos do valor real.

Qutro resultado.importante trazido por esse trabalho, que
gerou pesquisas e descobertas de interesse para a quimica das

proteinas, foi a ndo titulacdo dos gru?os fenélicos da protei-

na nativa. A ovalbumina contém 10 grupos fendlicos. Crammer e

(14)

Neuberger introduziram um método espectrofotométrico para

a determinacao dos grupos fendlicos de proteinas e confirmaram a

naoc ionizacaoc desses grupos na ovalbumina, na fa;xa de pH 9;12.
Somente apbs a desnaturacio da profeina a pH 13, observou-se a
ionizag¢do dos mesmos. Na proteina desnaturada por aquecimento
ou por tratamentc com uréia, a titulacdo dos grupos fendlicos
ocorreu na faixa normal. |

A liberacio dos grupos fendlicos da ovalbumina em GuHCL
foi registrada também por Harrington(Sg), que obsérvou, ao mes
mo tempo, © aparecimento,de 8 grupos carboxilicos gque poderiam
estar mascarados na proteina nativa. Essa constatagao contra-
ria o que foi determinado por Cannan e colaboradores(86). Se-
gundo esses autores, todos os grupos carboxilicos Fforam titu~
lados na proteina nativa, com o mesmo valor de pKi

nt”*
Resultados posteriores mostraram o mascaramento de alguns

grupos carboxilicos na ovalbumina nativa. Um estudo da varia-
cdo do volume da proteina provocada pela ionizacao de seus gru

pos indicou que 44,5 grupos carboxilicos sio ionizados entre
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(90}

pH 2-5,5 . Notaram-se também anormalidades na ionizacio dos

grupos imidazodis. Na titulagdo potenciométrica da ovalbumina
nativa feiﬁa nesté grupo(sz), foram determinados 43,2 grupos
carboxilicos, enquanto que, na titﬁlagéo da proteina desnatura
da em uréia 8,00 M, foram encontrados 46,94 grupos carboxili—
COS(23) .

Esse resultado encontrado em uréia 8,00 M é perfeitamen-
te concordante com a soma dos residuos Asp e Glu presentes na

(87)

ovalbumina . 0 total de grupos titulados na ovalbumina des-

naturada em uréia, entretanto, foi superior a soma dos resi-
duos Asp, Glu, His, Lys e Tyr da sequéncia de aminodcidos. Cer
ca de 3 grupos, de natureza desconhecida, foram titulados na
regiéo.dos grupos imidazdis.

0 aparecimento desses grupos a mais na titulacdo da oval--
bumina desnaturada exigiu a continﬁagéo das investigacgOes so-
bre o sistema, coﬁ o0 objetivo de se buscar a origem do érro ou
a explicag¢ao do fato.

Por causa disso, foi reexaminado todo o processo de cali~-
bracdo dos eletrodos em solug¢des de uréia, conforme foi apre-
sentado no capituloc IIT deste trabalho. Outras titulacdes da
ovalbumina foram também realizadas, reproduzindo ao maximo as
condigbes iniciais das titulacles anteriores, com a diferenga
de se usar égora solugées titulantes de NaOH em concentracdes
dez vezes maiores que és das experiéhcias anteriores.

Essas providéncias foram tomadas a fim de se investigar a

existéncia de possiveis erros causados pelo procedimento de ca

libracado dos eletrodos e pela variagdo do meio idnico, provoca
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da pela utilizagao do titulante mais diluido.
VI.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos utilizados na preparacgao das solucdOes de
ovalbumina e na determinagao de suas concentragoes foram des-
critos no item IXT1.2.3.

lAs concentracoes das solugdOes situaram-se na faixa f6,556

5

-8,250)x10 ° M. A massa molecular da proteina utilizada nos

cidlculos foi de 42 699(87).

A desnaturagao da ovalbumina por solugdes de uréia & um
processo lento. Em uréia 8 M, o equilibrio & alcancado apds

(91,92)  poy isso, as titulagdes foram iniciadas

100 minutos
ap0s duas horas de contato da proteina com a solucao de uréia.
As'titulagées foram feitas com solug¢des de NaOH 1,139 ou 1,200
M, contendo KCl 0,10 M. |

A tabela 18 apresenta o0s dad&s de uma dessas titulacdes.
Os dados da curva linearizada da mésma titulacao sdo mostrados
na tabela 19. As curvas de titulacdo normal e linearizada sdo
ilustradas na figura 16.

Os resultados deste estudo, representados pela média arit
mética de 5 determinac¢des, sdo apreéentados nas tabelas 20 e
21 e comparados com os resultados obtidos por Vasconcélos(23).
A tabela 20 traz a estequiometria das séries de grupos titula-
dos e a tabela 21, os valores de Ka e pK_ das respectivas sé;

ries.

As curvas de titulacao linearizadas mostraram que a ioni-
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Tab. 18. Dados da titulacao potenciométrica de 0,11197 g de
' Ovalbumina em 40,00 ml de solucgao de uréia 8,00 M, em
excesso de acido (adicao de 0,290 milimol de HCL) e
em KCl 0,10 M, com solucaoc de NaOH 1,139 M. (Ejz=
337,0 mV; BEbp=-434,0 mV; j#=0,0 mV/M Jor=0,0 mV/M).
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Dados da curva de titulacio linearizada da Ovalbumina
em uréia 8,00 M, cuios parametros foram apresentados
na tabela 18.
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® V{ml)

Fig. 16. Curvas de titulaglo da Ovalbumina em uréia 8,00 M,
cujos dados foram apresentados nas tabelas 18 e 19,

(A) - curva de titulacdo normal (ordenada & direi=-
ta).
{O) = curva de titulacdo linearizada (ordenada a

esquerda) .
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Tab. 20. Estequiometria das séries de grupos titulados na Oval

bumina desnaturada em uréia 8,00 M e forga idnica

0,10 M.
Série de a,b Sequencia de
Grupos N '. Ret.23 Aminoacidos(87)
HA 34,9,%0,3. |38,69 Grupo | N°
1 27776
HA2 4 ?,42i0,15 8,24 Agp 14
HA§ _ 4,19%0,09 |14,88 Glu 33
HAz 16,45%0,74 |27,59 His | 7
+ + ‘
HA5 25,50_0,35 Cys 4
Tyr 10
Lys 20

a - numero de grupos/mol

b - média de 5 determinacdes

Tab. 21. Valores de Ka e pK, determinados para as séries de
grupos titulados na Ovalbumina em uréia 8,00 M e

forca idnica 0,10 M

Serie de’ K* PK,
Grupos 2 [Ref.23
HA, (1,73 +0,08)x10"°| 4,76] 5,10
-7

HA, (9,, *1,3)x10 6,0 | 7,02
-8

HAg (7,4 i1,3)x10 7,; 9,55

HAY (4,0, io,zo)xldio 9,39/10,95
=11

HAg (2,3, £0,1,)x10 ~7|10,64

* - média de 5 determinacOes
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zacdo dos grupos carboxilicos da ovalbumina estende-se até qua
se pH 8. Até o limite normal de titulacao desses dgrupos em
uréia, que foi estipulado como sendo a pH 6, cerca de 11,5 dos
47 grupos carboxilicos da ovalbumina permanecem na forma nao
dissociada. A titulacdo dos grupos carboxilicos corresponde as
séries de grupos HAl{ HAz e HA§ das tabelas 20 e 21. A soma do
naimero de grupos/mol nas 3 séries referidas esta em bom acordo
com a soma Asp+GLu da segliéncia de aminoacidos. Essas trés seée-

ries de grupos equivalem as séries HA, e HA, atribuidas por

Vasconcelos(23) ﬁara a titulacido dos grupos carboxilicos em
suas titulacdes de ovalbumina. E grande a semelhanga entre o
valor do totél de grupos carboxilicos encontrados neste traba-
lhe (46,5 grupos/mol) e o que foi encontrado por Vasconcelos
(46,94 grupos/mol} .

0 fato de se ter usado, neste trébalho, equacoes mais exa
tas para segulr a idnizacdo de cada uma das series de grupos .
resultou numa descricdo mais detalhada da titulacao dos gfupos
carboxilicos. Dos 46,5 grupos carboxilicos titulados na ovalbu
mina desnaturada em uréia, congtatou-se que: 34,9‘grupos pos-—
suem pK_ = 4,76; 7,4 grupos possuem pK_ = 6,0 e os demais 4,2
grupos} PK, = 7,1.

Seguindo-se a analise das curvas de titulacdo, a regiao
basica & constituida por duas séries de grupos: HAE e HAY, com
um total de 41,9 grupos/mol. Vasconcelos encontrou também duas
séries de grupos com um total de 42,47 grupos/mol na mesma re-
giSo.

A série HAE provavelmente representa a titulacdo de 25,5
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grupos t€-aminos e fendlicos com PK, = 10,64. Como a ovalbumina
contém um total de 30 desses grupos, 4,5 grupos €=—aminos éu fe
nblicos - bu uma mistura dos dois tipos - s&o titulados na s&-
rie HAZ com pK, = 9,55.

0 total de grupos em HAz"é-l6,4. Excluindo~se os 4,5 gru-
pos £-aminos ou fenolicos, s30 titulados nessa série outros
11,9 grupos. Provavelmente estdo incluidos ai os 7 grupos imida

26is da ovalbumina, gue sao titulados numa regiao de pH anor-

malmente alta. Essa tenddncia foi também observada na ovalbumi

na nativa. Rasper e Kauzmann{QO) sugeriram que os grupos imida
26is da proteina nativa s6 comecam a se dissociar acima de pH
6,8.

Faltam ainda ser identificados 4,9 grupos da sérié HAE. o}
grupo 4-amino da ovalbumina nao pode ser titulado, pois se trg.
ta de uma glicina acetilada. Os dois residuos de fosfato da
ovalbumina podem contribuir com dois grupos na regido dé titu-

lagao do imidazol(86’90).

Dessa forma, sobram 2,9 grupos qué
ndo foram ainda identificados, exatamente O mesmo nimero que
foi considerado estar em excesso no tfabalho anterior. -

‘

Todas as titulagdes de ovalbumina em uréia 8,00 M feitas
neste trébalho, cujos resultados estdo sendo discutidos, trans
correram sem alteracdo significativa do meio ionico, fato com-
provado pelé auséncia de variagao nos termos (Eé + Ej) com a
concentracao do ion hi&rogénio ou do ion hidroxila nas expe-
riéncias de calibragao.

Portanto, o aparecimento desses grupos ndo pode ser atri-

buido a gualquer influéncia de procedimento experimental ou de
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calculos utilizados no trabalho anterior.

Sugeriu-se que.as impurezas da uréia poderiam ter, de al-
guma maneifa, contribuido para a titulagdo da proteina. Contu-
do, os resultados obtidos com as démais titulacdes de protei-
nas e com a histidina ndo forneceram nenhum indicio de que a
correcido das impurezas, da maneira como foi feiﬁa, estivesse
incluindo erro de tal grandeza.

Analisadas essas possibilidades, uma conclusao coerente &

admitir que esses grupos fazem parte realmente da molécula da

proteina.

A ovalbumina possui 4 residuos de cisteina, que contém
grupos -SH tituldveis na regifio dos grupos.imidazdis. Esses
grupos nao sao detectados na proteina nativa, mas aparecem na

(93). 0 contetdo de

proteina desnaturada por uréia ou por GuHCl
cisteina, obtido por tratamento da proteina com cada um desses
reagentes, ndo & concordante e depende da natureza e cohcentpg

c3o dos mesmos. O GuHCl & mais efetivo na liberacao dos grupos

sulfidrilicos e, por isso, admite-se que o conteido encontrado
(94)

)

em GUHCl seja ¢ mais correto

A liberacdo dos grupos sulfidrilicos da ovalbumina ocorre
em solugSes de uréia com concentrag¢oes de pelo menos 8 M(95).
O conteGdo de cisteina da ovalbumina, determinado por titula=

cio redox dos grupos sulfidrilicos em uréia 16,6 M, correspon-

de a 1% dos grupos totais da proteina. Os 2,9 grupos encontra-

dos neste trabalho, em uréia 8,00 M, constituem 0,75% dos gru-

pos da ovalbumina.

£ importante frisar que o aparecimento dos grupos sulfi-
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drilicos da ovalbumina, provocado por desnaturacdo em uréia ou
em GuHCl, ndo esta éssociado com a destruicdo da ponte de dis—l
sulfeto da molécula(gs).

Diante dessas evidéncias, néo‘parece haver dQvidas de
que, na ovalbumina desnaturada em uréia 8,00 M, sao ionizados

2,9 grupos sulfidrilicos com pKa = 9,39, na mesma regido em

que sdo ionizados os grupos imidazdis da proteina.
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VII. TITULACOES POTENCIOMETRICAS DA PROTEINA DE

BENCE JONES (JJO) DESNATURADA EM ACIDO E EM UREIA 9,10 M

"VII.l. ESTRUTURA DAS IMUNOGLOBULINAS

0 organismo dos animais vertebrados reage ao aparecimento
de qualquer subst@ncia estranha (antigeno), produzindo uma pro

teina que atuara especificamente sobre esse antigeno. Essas
proteinas, chamadas anticorpos, sdo produzidas nas células lin

faiticas e constituem a importante classe das imunoglobulinas
(3}

0 isolaﬁento das-ﬂnunoglobulinas do soro do sangue de ver-
tebrados fornece um material heterogéneo, como se consistisse
de umé mistura de moléculas guimicamente diferentes.

A estrutura geral de todas as imunoglobulinas & semelhan-
te. Elas sdo constituidas por dois tipos de cadeias polipepti-
dicas, unidas por interacgdes ndo covalentes e por pontes de
dissulfeto. As cadeias polipeptidicas sdo. designadas cadeia le
ve e cadeia pesada, por causa da diferenca em seus pesos molecu
lares, que sdo aproximadamente 23 000 e 50 000 respectivamen-
£e (96)

A causa de heterogeneidade das imunoglcbulinas e muito
provavelmente a origem de sua ac¢do anticorpo reside nas dife-
rentes segiiéncias de aminodcidos das cadeias leves e pesadas,
encontradas até mesmo em imunoglobulinas de uma mesma classe.

S3oc 5 as principais classes de imunoglobulinas: IgG, IgA,

IgM, IgD e IgE. Essa classificacdo & baseada na estrutura da
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cadeia pesada apresentada pela proteina. Cada uma dessas clas-
ses pode possuir varias subclasses, gue refletem diferencas em
determinados pontos da estrutura. As cadeias leves das protei-
nas de cada classe podem sér do tipo x ou do tipo A.
Individuos sadios produzem todas as 5 classes de imunoglo
bulinas, além das subclasses. Como & praticamente impossivel a
purificagio de uma mistura homogénea que se preste & caracté:i
zacdo gquimica, a determinagéo da sequéncia de aminoacidos das

imunoglobulinas normais & impossivel(97).

Muitas informacdes sobre as imunoglobulinas normais sao
obtidas a partir de investiga¢des em imunoglobulinas anormais
e incompletaé, que 550 liberadas respectivamente no soro do
sangue e na urina de pacientes portadores de uma doenga das cé

lulas do plasma, chamada mieloma mﬁltiplo(98)

. A imunoglobuli-
na encontrada em grande guantidade no soro do sangue do enfer-
mo é de uma sé espécie e & por isso, chamada anormal. E também -
caracteristica de cada individuo. Na verdade, a imunoglobﬁlina
incompleta ou Proteina de Bence Jones, liberada também em gran
de quantidade na urina do enfermo, & a cadeia leve da imunoglo
bulina.

Essas proteinas homogé&neas nao possuem atividade anticor-
po, mas sdo estruturalmente semelhantes as imunoglobulinas norx
mais. O fato de cada uma delas possuir seqiiéncia de aminoaci-
dos propria parece indicar que cada protéina ancrmal & uma das
constituintes da populagdo normal das imunoglobulinas(QG).

A estrutura deuma IgGl humana & mostrada na figura 17 e

foi montada a partir de estudos de uma proteina de mieloma ®?),
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A molécula completa contém duas cadeias leves idénticas e duas
cadeias pesadas idénticas. Cada cadeia leve & ligada a uma ca-
deia pesada por uma ponte de dissulfeto. As cadeias\pesadas
sdo ligadas entre si por dﬁas pontes de dissulfeto vizinhas.
Outras pontes de dissulfeto unem partes diferentes de uma mes-
ma cadeila.

A comparag¢do da seguéncia de aminoadcidos de varias proﬁei
nas anormaig mostrou que, em uma regiao da molécula, a sequén-

cia de aminoacidos é quase constante em todas as proteinas (re

gido constante). Na outra regido, a sequéncia de aminoacidos

& muito diferente nas varias proteinas (regido variavel).

Fig. 17. Estrutura da'IgGl, apresentanto as pontes de dissulfe
to intercadeia e intracadeia, as posigOes aproximadas
dos residuos de carbohidrato (CHO) e as regides cons-
tante (secldo negra) e variavel das cadeias leves e pe

(99)

sadas
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VII.?. PROTEINAS DE BENCE JONES

Estudos sobre a segliéncia de aminodcidos de proteinas de
Bence Jones mostraram que os dois tipos de cadeia polipeptidi-
ca K e ) sado constituidos por duas regides: uma gque compreende
a metade da cadeia‘qﬁe contém o grupo.amino—terminal, com se-
giiéncia diversa de aminoacidos nas diferentes proteinas; a ou-
tra regifio, que & a metade da cadeia que contém o grupo carbo-

xilico terminal, com seqgiiéncia de aminocacidos praticamente

(96)

constante em todas as proteinas .

Cada uma das regides possui uma ponte de dissulfeto fe-
chando um anél constituido por aproximadamente 60 residuos de
aminodcidos, o que da & molécula uma forma simétrica.

Nas proteinas de Bence Jones do tipo Kk, © residuo amino=-
terminal & geralmente acido aspartico ou asparagina. O residuo
carboxilico-terminal & a cisteina. Nas proteinas do tipo A, ge
ralmente o residuo amino-terminal & blogueado, e um residﬁo de

(96,97)

cisteina ocupa a pentltima posigdo na cadeia ;, na extre-

midade carboxilico-terminal.
Normalmente, as proteinas de Bence Jones existem na forma
dimérica, associadas por uma ponte de dissulfeto intercadeia e

(100)

interacgdes ndo covalentes . Estudos conformacionais indica

ram que as regides varidvel e constante das proteinas de Bence

Jones sado enroladas independentemente(101)

. Investigac¢bes so-
bre a desnaturacdo das proteinas também conduziram a mesma

conclusao.



117

VII.3. DESNATURACAO DAS PROTEINAS DE BENCE JONES

Proteinas de Bence Jones dos dois tipos, k e A, manifesta

ram mudancas conformacionais abaixo de pH 4(102)

. A desnatura-
cdo provocada por acido néao & un processo de 2 estados, envol-
ve dois ou mais estagios e nao leva as molécula§ da protéina
ao estado completamente desordenado.

A desnaturacido por GulHCl de proteinas de Bence Jones(103)

dos dois tipos comega a ocorrer a concentragdes de GuHCl da or

dem de 0,9 M. O estado de desnaturacdo total é atingido em
GuHC1l 3 M. A transicao da-se em dois estdgios. A primeira trag-
sigdoc se completa em GuHCL 1,5 M. A partir. dessa concentracao,
inicia-se a segunda transicdo. Nas proteinas do tipo A, a pri-
meira transigdo corresponde ao desenrolamento da regiao cons-
tante e a segunda transigdo, ao desenrolamento da regido varia
vel. Com as proteinas do tipo ¥, a regido constante e uma por-
¢do da regido variavel sao desnaturadas na primeira transigdo.
Esses fatos confirmam ndo s0 o enrolamento independente
das duas regides, como também que a regido constante das pro-
teinas de Bence Jones tipo X & mais estavel que a regiao va-
riavel. Mostrou-se também gue a estabilidade ndo é igual em to
das as proteinas do mesmo tipo. . ‘ '
Em solugdes de uréia, foram também observados dois esta-
gios de desnaturacao ehtre uréia 2~7 M(104). Todavia um outro
estudo indica gque, mesmo em uréia 8 M, a.tranéigéo nao & com-
pleta‘lOS). '

Nas proteinas do tipo kx, a desnaturagdo em ureia foi seme
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lhante & observada em GuHCl citada acima. Porém, duas protei-
nas do tipo A apresentaram diferentes comportamentos. Numa de-
las, observou-se maior estabilidade da regiao constante em

uréia. Na outra, a desnaturagao foi em duas etapas, sem esta-

dos intermediérios(los).

VII.4. TITULACAO POTENCIOMETRICA DE UMA PROTEINA DE BENCE JONES

Na literatura especializada, fol encontrada apenas uma pu

blicacio sobre o equilibrio acido-base de uma proteina de Ben-

ce Jones(los)

. Ainda assim o objetivo do estudo foli uma protei
na do tipo K., Deve-se frisar, porém, que a proteina (JJO), es-
tudada neste trabalho &€ do tipo A.

A composicdo de aminodcidos da proteina de Bence Jones
(Ta) indicava a existéncia dos seguintes grupos ionizaveis por
mol do dimero: 36 grupos carboxilicos, 4 grupos imidazbis, é
grupos G~aminos, 20'grupos e-aminos, 18 grupos fendlicos e 22
grupos guanidinicos.

A interpretagio da curva de. titulagdo pela téoria de Linw.
derstrgm-Lang revelou gue as ionizagﬁes dos grupos carboxili-
cos e e-aminos ocorreram de acordo com o previsto. Porém as io
nizacdes dos outros grupos (imidazdis, c-aminos e fendlicos),
apresentaram alguma anormalidade.

Dos 4 grupos imidazéis-presentes; apenas 2 foram titula-
dos com valor de PK; ¢+ normal. Os outros dois eram mascarados

na proteina nativa.

Os dois grupos C-aminos foram titulados, mas com valor de
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pKint um pouco maior que o normal.
Dos 18 grupos fendlicos, apenas 2 ionizaram-se normalmen-—

te. Os outros 16 sb o fizeram com pK, = 11,24, depois da mu-

int
danca conformacional gque ocorreu na protelna acima de pH 10,2
(106)

InvestigagOes envolvendo modificac¢des quimicas dos resi-
duos de tirosina de proteinas de Bence Jones dos tipos K e A
(107)

indicaram diferentes reatividades desses grupos, por ace

tilagdo com N-acetilimidazol (NAI). Na proteina monomérica fo-

ram distingliidos trés tipos de residuos de tirosina:

1) 1,5 residuo que & acetilado a baixas concentracdes de NAIL;

2} 1,5 residuo adicional & acetilado a concentragoes maiores
de NAI;

3) os demais residuos sio acetilados apds desnaturacdoc em

uréia.
VII.5. PROTEI&A DE BENCE JONES (JJO)

A proteina de Bence Jones utilizada neste estudo foi iso-
lada da urina do paciente paraproteinémico (JJO) e caracteriza
da quimicamente no grupo de pesquisas do Prof.Dr. Benedito 01i

(108"111). A protei-

veira, do Instituto de Biologia da UNICAMP
na foi tipificada como sendo A(108).
O aminoacido da extremidade carboxilico-terminal & uma se

rina, tendo um residuo de cisteina como grupo vizinho, que é

uma das_caracteristicas das cadeias leves A(108). Na outra ex-

tremidade, a tirosina & o aminodcido amino-terminal.
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A_compcsigﬁo de aminodcidos da proteina de Bence Jones
(JJ0) foi determinada apos os procedimentos de tipificacdo e
purificagéb(leg).

A tabela 22 apresenta o0s dados da composicao de aminoaci-
dos da Proteina de Bence Jones (JJO). Tais dados estdo compara
dos com a composicdo de aminoacidos de outras pfoteinas de Ben
ce Jones.

Apesar da semelhancga geral com outras proteinas de Bence

Jones, a proteina (JJO) & fnica, pois os aminodcidos podem ser

oz mesmos em todas as proteinas, apenas na regido constante.
Na outra regifdo, as variagles s&o imprevisiveis(log).

Com base nos dados da tabela 22, & possivel se fazer uma
estimativa dos grupos ionizaveis da proteina BJ(JJO).

0 nimero de grupos carboxilicos dos residuos de acido as—
partico e dcido glutdmico ndo & conhecido, pois a composicao
de aminodcidos fornece apenas 0s valores de Asx e Glx, que cor
regspondem respectivamente és somas (Asp+Asn) e (Glu+Gln). Essa
& uma das respostas buscadas:_o-nﬁmero de grupos carboxilicos
da proteina BJ(JJO).

Além dos grupos carboxilicos, devem ser encontrados 2 gru
pPoSs imidazéis dos residuos de histidina, 1 grupo a-amino, 11
grupos fendlicos dos residuos de tirosina e 11 grupos e-ami-:
nos dos residuos de lisina, por peso molecular de 22 600, con-

siderando~se a forma monomérica.



121

Tab. 22. Composicgdo de aminodcidos (expressa como moles do re-
siduo/mol"de proteinaa) da proteina de Bence Jones

{JJO) e comparagéo com outras proteinas de Bence Jo-

nes(log).

Residuo (JJ0) Mau X Ag
Lys 11 11 10 13
His

Arg

Cya

AsxX 14 - 13 16 21
Met (S0,,) 1 - 2 -
Thr 22 19 20 _ 20
Ser 26 35 . 31 27
Glx 22 20 .23 26
Pro ' 17 16 15 11
Gly 16 17 ' 14 13
Ala 15 17 16 12
val 16 16 17 13
Ile 5 7 5 9
Leu 13 12 12 15
Tyr 11 - 10 9 9
Phe 4 o4 9
Met - - ‘ ' . 1
Trp - - 4 2
Total - 206 209P 211 215

a- Calculos baseados no peso molecular de 22 600.

b- Valor total normalizado (ndo inclui Trp).
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VIT.6. RESULTADOS

VII.6.1. Titulagdoc Potenciométrica da Proteina de Bence Jones

(JJO) Desnaturada em Acido

Como o método utilizado neste trabalho exige excesso de
acido cloridrico no meio e as proteinas de Bence Jones sao des

(102)

naturadas em pH<4 , as preparacgbes que foram tituladas em

KCl 0,10 M estavam.certamente desnaturadas. A extensao da des-

naturacdc por acido & geralmente menor gue a provocada por

uréia ou por GuHCl(17)

. No caso de proteinas de Bence Jones,
esse fato foli confirmado por observacao da.reatividade dos re-
siduos de triptofano na proteina nativa ou desnaturada por va-

rios aqentes(107).

Na proteina nativa, nenhum residuo de trip-
tofano foi encontrado. Na proteina desnaturada por acido, foi
detectado um residuo. Na proteina desnaturada em uréia, todos
os residuos ae triptofano presentesforameprstos.

Nas solugles de proteinaABJ(JJO) tituladas, a concentra-

5 M. Além

¢dao da proteina situou-se na faixa (7;433~9,833)x10_
da proteina, as solucéos tituladas continham XCl 0,10 M e ex-
cesso deIHCl. Cerca de 00,0191 milimol de HCl foi adicionado em
cada preparacao. O pH inicial das solucgdes foi da ordenm de
2,617-2,930l

A calibragdo dos életrodos foi feita com os tampdes NBS
citados no item III.3.1. |

Utilizou-se como titulante solucdo padrao de NaOH 0,1108

M, contendo KCl 0,10 M.
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Durante as tituiagées, observou-~se uma leve turvagéo_das
solugdes, quando eré atingido pH 5-6. Egsa turvacgdo, porém, de
saparecia Quando mais uma unidade de pH era alcancgada.

O0s dados de uma das titulagéeé sdo apresentados na tabela
23. Os dados da curva linearizada encontram-se na tabela 24.
As curvas de titulacdo normal e linearizada séo.ilustradas na
figura 18.

Os resultados, expressos como numero de grupo/mol de pro

teina das séries de grupos titulados na proteina BJ(JJO), des-

naturada por acido, s3o apresentados na tabela 25, junto com
as quantidades de grupos ionizaveis da proteina, fornecidas pe

la composigdo de aminoécidosflog)

. 0s valores de Ka e PK, das
séries de grupos titulados séo-apresentados na tabela 26. O pe
so molecular usado nos calculos foli o da forma monomérica da
proteina, que & 22 600(109).

A discussdo desses resultados serd feita adiante, juntq

com a dos resultados da proteina desnaturada em uréia.
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Tab. 23. Dados da titulacao potenciometrica de 10,00 mg de pro
teina de Bence Jones (JJO), em 4,50 ml de solugao de
KCl 0,10 M em excesso de acido (adigdo de 01,0191 mili

mol de HCl), com solugao de NaOH (0,1108 Mem KC1 0,10 M.
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Tab, 24. Dados da curva de titulacfo linearizada da proteina

de Bence Jones (JJO), desnaturada em acido, cujos pa-

rametros foram apresentados na tabela 23.
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Figura 18. Curvas de titulacgdo da proteina de Bence Jones (JJ0)
desnaturada por acido, referentes aos dados das ta-
belas 23 e 24. (A) - curva normal (ordenada a di-

reita); ((O) - curva linearizada (ordenada a esguer-
da) . ' '
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Tab. 25. Estequiometria das séries de grupos
titulados na proteina de Bence Jo-
nes (JJ0), desnaturada em acido

Série a.b Composigao de

de N7 Aminoacidos (108)
Grupos Grupo Nb
HA1 11,24i0,3l Asp ?
3A2 16,, *1,5 Glu ?
HAg 0,94%0,07 His 2
HAY 1,7,%0,1 a-amino 1

4 0 4
+ +
HAL 12,3.%0,8 Tyr 11
Lys 11

a -~ média de 3 determinagodes

b - namero de grupos/mol de proteina, PM=22 600

Tab. 26. Valores de K,6 e PK_ determinados para

as séries de grupos titulados na pro-

teina de Bence Jones (JJO), desnatura-

da por &acido

Série
de X K; PK,
Grupos
HA, (6,93i0,50)x10—5 , 4,16
HA, (1,96+0,03)x107" 6,71
-9
HAg (9,4 ¢3,0)x10 8,0
HAY (5,71£0,03) x10" 10 9,24
~11
HAg (3,22i0,15)x10 10,49
* - média de 3 determinacgOes
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VIT.6.2. Titulacdo Potenciométrica da Proteina de Bence Jones

(JJ0) Desnaturada em Uréia 9,10 M

Como as proteinas de Bence Jones exigem altas concentra-

(105),.solugées de uréia

¢bes de uréia para serem desnaturadas
9,10 M foram utilizadas com a proteina (JJO).

Permitiu~-se um contato de duas horas entre a proteina e a
soluééo dée uréia. Decorrido esse periodo, a titulacdo era ini-

ciada.

Como essa parte do trabalho foi a primeira a ser feita e,
na época, ainda ndo se cogitava a investigagao da influéncia
da diluicio sobre a variagdo do meio de titulacao, as expeyié&
cias foram feitas com solugdes titulantes de NaOH (0,1280-
0,1326) M.

Forém feitas 3 titulagdes. A primeira delas, porém, nao
pbde ser aproveitada, pois foli encerrada antes de se ter con-
cluido a titulacao da Gltima série de grupos. |

As solucBes de proteina BJ(JJO) com concentragdes (1,164~

1,617)x10” 2

M, em solucdoes de uréia 9,10 M, conteﬁdo KCl 0,10
M e adicido de 0,0194 milimol de HCl,’foram tituladas com solu-
cGes de NaOH (0,1280-0,1326) M, em KC1 0,10 M.

As tabelas 27 e 28 apresentam os dados da curva de titula
cao noimal e da curva de titulacado linearizada, respectiVémen—
te, de uma das experiéncias. Essas curvas sdo ilustradas na fi
gura 19.

A estequiometria das séries . de grupos titulados em uréia

9,10 M & apresentada na tabela 29. Os respectivos valores de

K, e Pk, estio na tabela 30.



130

Tab. 27. Dados da curva de titulacl@o potenciométrica de 14,40
" mg de proteina de Bence Jones (JJO}, em 4,00 ml de
uréia 9,10 M, contendo KCl 0,10 M e excesso de acido
(adicao de 0,0194 milimol de HCl}, com solucao de
NaOH 0,1312 M em KC1 0,10 M. (Eg “323 7 mV; Bdp=
-447,4 mv; jl=-13 559 mV/M; jQH:783,4 mv/M) .
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Tab. 28. Dados da curva de titula¢do linearizada, da proteina
de Bence Jones (JJO), em uréia 9,10 M, cujos parame-

E

tros foram apresentados na tabela 23
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Figura 19. Curvas de titulacdoc da proteina de Bence Jones (JJO},
em uréia 9,10 M e KC1 0,10 M, referentes aosg dados
das tabelas 27 e 28. (A ) - curva normal (ordenada

i direita); (O) - curva linearizada (ordenada a es
querda) .
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Tab. 29. Estequiometria das séries de grupos
titulados na proteina de Bence Jones

(JJ0), desnaturada em ureia 9,10 M

Série de Na,b
Grupos '
A : +
HA, 12,49 *1.4
HAz 6,97%0,01
e
HAB 0,78i0,15
+ ' +
HA4 | 4,58...0,1l
+ - +
HAS 17,37_0,19

a - média de 2 determinacOes

b- nlmero de grupos/mol de proteinas
PM = 22 600

Tab. 30. Valores de K, e pK, determinados para as
séries de grupos titulados na proteina de

Bence Jones (JJO), desnaturada em uréia

9,10 M
Série de * :
Grupos Ka PKa
r
HA, [(9,45%0,99) %10 5,0
-8
HA, (6,84%0,10)x107° 7,16
+ + -8 :
HAY (1,04%0,1,)%10 7,96
HAY (2,14+0,03)x10" 10 9,67
HAY (1,4740,05)x10™ 1 10,83

* -~ média de 2 determinacgoes
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VII.7. DISCUSSAO

0 totél de grupos titulados na proteina BJ(JJO), determi-
nado pelos dois tipos de experiéncias, € concordante: (42,4
grupos na proteina desnaturada em acido e 42,6 grupos na pro-
teina desnaturada em uréeia 9,10 M). Isso indicalque todos os
grupos ionizaveis da proteina sao expostos por agao desses
dois agentes desnaturantes. Entretanto, a diferente distribuif

cdo nas séries de grupos das duas experiencias, comprova nao

ser o mesmo o estado da proteina resultante da acgao dos dois
desnaturantes.

Normalmente, as separacéés de grupos obtidos de experién-
cias em urédia sdo mais coincidentes com os valores da seqilién-
cia de aminodcidos que as separacdes obtidas de experiéncias
com a proteina nativa(23’112). 0 desenrolamento da cadeia po-
lipeptidica promovido por solugdes de uréia elimina boa.parte
das interac¢8es ndo covalentes. Os grupos podem, entao, assumir
seus comportamentos normais.

Neste trabalho, observa-se também que os resultados obti-
dos em uréia (tabelas 29 e 30) estdo mais de acordo com a ex-—
pectativé, por isso, a discussao sera iniciada por eles.

Devido ao desconhecimento do nimero de grupos carboxili-
cos ﬁresentes na proteina, a analise dos resultados da titula-
gcdo em uréia sera iniciada pelos grupos que se ionizam na re-
gido alcalina. A composicdo de aminoacidos sugere a presenca
de 22 grupos (11 fenolicos e 11 €~amin§s) sujeitos a ionizacgao

nessa regido. Os resultados da titulagdo da proteina desnatura
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da em uréia 9,10 M estio plenamente de acordo com © esperado.
Acima de piH 8,5, 22;0 grupos foram titulados em duas séries: a
série HAE com pK_=9,24 constituida por 4,6 grupos/mol; a série
HAg com pKale,49, contendo 17,4 gfupos/mol.
Provavelmente os grupos que constituem a série HAZ cor-
respondem aos residuos de tirosina mais reativoé, que foram ob
(107)

servados em experiéncias de modificacdo quimica . A série

HAE é formada pelos demais residuos de tirosina e pelos 11 re-

siduos de lisina, todos normais.

Duas séries de grupos (HA2 e HAE) foram encontradas na re
gidao neutra das curvas de titulagéo (pH 6-8,5), possuindo um
total de 7,8 grupos. A série HAg, contendo .0,8 grupo , possuil
valor de pK, caracteristico do grupo ®-amino. Na série HA,,
foram determinados 7 grupos com pK, = 7,16. Dois desses grupos
sao os imidazois dos 2 residuos de histidina da proteina BJ
(JJO), apresentando comportamento normal de ionizac¢3o. Os ou-
tros 5 s6 podem ser grupos carboxilicos que foram titulados nu
ma regido de pH acima da normal.:

Esses 5 grupos carboxilicos anorméis, somados aos demais
13 gruéos carboxilicos normais, que foram encontrados na éérie
HAl com pKa = 5,0, apontam para um total de 18 grupos carboxi-
licos na proteina BJ(JJO) na forma monomérica.. '

Um desées grupos deve ser o o-carboxilico e os outros 17
devem corresponderéisomé dos residuoé {(Asp+Glu) da proteina.

Proteinas de Bence Jones de individuos diferentes sio di-

ferentes entre si, mas a grande diferenga se manifesta na dis-

tribuigao dos grupos ao longo da cadeia polipeptidica, princi-
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proteina em uréia 9,10 M, & concordante com a média de grupos
carboxilicos presentes em outras proteinas de Bence Jones.

Ao contrario, a interpretacao dos resultados dg titulacao
da proteina desnaturada por-écido {(tabela 25 e 26) nao & tao
simples.

Onze érupos carboxilicos normais, com PK, = 4,16, constiﬂ
tuem a série HAI' Entretanto, na regiao neutra (pH 5,5“8,0);
observa~-se que ocorreu a titulagao de grupos de varias nature-

zas'quimicas, nas séries HA2 e HA§. 0s valores de pKa das sé-

ries HA, e HAg sdo caracteristicos dos grupos imidazol e ¢-ami
no, mas a contagem dos grupos nas duas séries & superior a so-
ma dos imidazéis e u—émino da proteina (JJO).

Além dos grupos carboxilicos que nado foram titulados em
HAl, aos dois imidazois e do grupo a—-aminco, outros grupos fo-
ram titulados nessa regido.

A ionizagdo de varios tipos de grupos na regiio neutra
foi também observada na titulacao potenciométrica da IgGl(JJO)

(37)

em condigOes semelhantes . O mesmo ocorre com outras protei

nas que'sofrem mudangas'conformacionais durante a'titulacéo{7t
As proteinés de Bence Jones paséam por mudancas conforma-

cionais a pH 4 e a pH 10,2(102’106). Tentativas de se cons-

truir as curvas de titulagao inversa, apds a proteina ser leva

(106)

da a extremos de pH, nao foram bem sucedidos e forneceram

indicios de desnaturac¢do irreversivel por exposicao a pH 2 ou
12.
E possivel que os grupos acima sejam grupos fendolicos que

estavam envolvidos diretamente no arranjo conformacional da es
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trutura nativa, mas gque foram liberados, guandc a proteina foi
tratada por acido. Quando o pH foi de novo aumenﬁado, pela adi
cdo do titulante, a proteina ndo deve ter retornado a conforma
¢d3o nativa, mas assumindo um estado intermediario em que esses
grupos ndo ficaram totalmente livres das interacdes anteriores,
o gue se manifestou através de seus diferentes comportamentos
de ionizagao.

'As s@ries encontradas na regido alcalina HAT e HAY contém

4 5

um total de 14 grupos. E possivel que correspondam aos 11 gru-

pos c-aminos e 3 grupos fendlicos normais.

De gualquer maneira, a titulagdo da proteina de Bence Jo-
nes (JJO) desnaturada por acido também confirma a existéncia
de 17-18 grupos carboxilicos na proteina, como se justifica a
seguir.

A proteina (JJO) contém 42,4 grupos ionizaveis/mol de pro
teina. A titulagdo da proteina desnaturada em uréia confirma
que esse € o total de grupos ionizaveis na mesma. A composigao
de aminoacidos indica que, além dos grupos carboxilicos, ou-
tros 25 grupos/mol de proteina sdo ionizavelis. Ssio os seguin-.
tes: 2 imidazdis, 1 a—amino,-ll fendlicos e 11 -e-aminos. Sub-
traindo-se esse valor do total de grupos ionizaveis na protei-
na, encontra-se o total de grupos carboxilicos, que & de 17,4

grupos/mol.
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VIILI. CONCLUSOES

As investigagdes empreendidas no procedimento de calibra-
cao dos eletrodos em solugdes de uréia demonstraram gque a uti-
lizag8o de solugdes titulantes d,l M provoca cogsiderével alte
racao do meio parcialmente aquoso durante a titulagéo. Diante
de tal variacio, o meio idnico formado por KC1 0,10 M nao_é su
ficiente para manter estaveis os fatores que contribuem para o
potencial de juncao liquida e/ou coeficientes de atividade.

Quando se utiliza o titulante com concentracao dez vezes
maior, a variagdo na composicdo da solugdo parcialmente aquosa
& dez vezes menor e assim, o botencial de juncdo liquida e/ou
os coeficientes de-atividade devem ser menos afetados. As fun-
¢Oes de Gran, utilizadas para determinar os volumes de eqguiva-
léncia das titulacbes de calibracdo, ndo se afastam da lineari-
dade em toda a extensac da titulagdoc e praticmente, nao se ob-
serva variagado de potencial de juncido liquida e/ou coeficien-
tes de atividade.

Todavia, mesﬁo nas titula¢des em que ha considerévél alte
racao no_meio parcialmente aquoso, as variacOes do potencial
de jungao ligquida podem ser estimados. |

De todo modo, durante a titulacao é mais aconselhadvel a ﬁg
nutencao do meio parcialmente agquoso o mais proximo possivel
das condigOes iniciais.

As modificagBes introduzidas nos programas de cdlculo
PROTE (para titulacbes em meio aquoso) e PROTE MODIFICADO (pa-

ra titulagfes em soluctes de uréia) consistiram em abolir
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aproximagdes que forém inseridas na dedugdo das equag¢des, que
descrevem as titulaéées dos &cidos fracos HA,, HA%, HAE, HAE.
As equagbes completas resultantes, incorporadas aos pro-
gramas, permitiram que o limite superior de separac¢ao de S_éci
dos fracos fosse atingido, nas titulagdes de proteinas.
Nas versdes anteriores desses programas, geralmente so se
conseguia separar um maximo de 4 séries de grupos com os dados

das titulacbes de proteinas. Com a proteina de Bence Jones deg

naturada em uréia, -0 programa PROTE MODIFICADO nao conseguia

separar mals que 3 séries de grupos. As séries com menor teor
de grupos eram incorporadas as séries vizinhas, mais ricas em
grupos.

Com esse aperfeigoamento dos programas de calculo, a ioni
zagdo dos grupos da proteina é acompanhado commaior rigor, e
mais informacgdes deem ser obtidas dos resultados.

0 ﬁratamento dos dados das curvas de titulacao poténciomé
trica da lisozima em uréia 9,30 M, levando-se em consideragao
o efeito da uréia sobre o pH medido, forneceu resultados dife-
rentes dos anteriormente obtidos de titulagdes semelhanfes mas
onde o efeito da basicidade da uréia foi desconsiderado(37).

A aﬁélise dos resultados baseada em informag¢Oes mais re-
centes, gue consideram a existéncia de 10 grupos carboxilicos
na lisozima, sugere que todos os grupos carboxilicos, o grtpo
imidazol, o grupo o-amino e a maioria dos grupos fendlicos e
€-aminos ionizam-se, em uréia, em suas regifﬁes‘ normais de pH.

Mas a ionizagdo de um grupo de natureza quimica desconhecida,

gque ocorreu na mesma série do grupo imidazol, provocou sérias
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cdo em acido ou em ureia.

A desnaturacao em uréia 9,10 M parece levar as moléculas
da proteina ao estado completamente desordenado. Essa conclu-
sao se fundamenta na verifiéagéo de que todos os grupos ioniza
veis apresentaram comportamento normal frente & titulacdo aci-
do-bhase. |

As mudang¢as conformacionais pelas quais as proteinas dé

Bence Jones passam, na regiao de pH coberta pelas titulagles
potenciométricas, envolvem diretamente 8 grupos que foram ten-

tativamente identificados como sendo fendlicos dos residuos de
tirosina.

As titul&gées potenciométricas da proteina desnaturada in
dicaram a existéncia de 42,4-42,6 grupos ionizaveis na protei;
na BJ(JJO) monomérica. Dezoito deles sdo grupos carboxilicos,
sendo um grupo carboxilico-terminal e dezessete grupos carboxi
licos dos residuos de acido aspartico e acido glutdmico.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam mais uma
#ez a grande eficiéncia do procedimento utilizado em descrever
o comportamento dcido-base de grupos ionizdveis de proteinas.
Por caminhos diferentes dos tradicionais e com o auxilio de in
formacdes dadas por estudos de diversos tipos, foi possivel
identificar a ionizagdo de grupos relativamente raros em pro-
teinas e grupos diretamente envolvidos no arranjo nativo de
proteinas.

Essa necessidade de relacionamento de resultados de diver
sas fontes é essencial no estudo de sistemas tdo complexos co-

mo sao as proteinas. Conscientes dessa realidade, o grupo vem
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tentando ampliar os estudos nessa area.

Investigagoes aéualmente em andamento no laboratdrio vém
acompanhando o comportaménto dcido~-base das proteinas, pela ob .
servacao de outras propriedades figico—quimicas do sistema.
Assim, estudos preliminares tém mostrado a possibilidade de 'se
titular os grupos guanidinos das proteinas por titulagao termo
métrica, o gque nao se consegﬁe pela titulagdo potenciométrica.

Outro aspecto gue vem sendo investigado &€ o de proteinas

que sao estaveis apenas numa estreita faixa de pH. Com o pro-.
cedimento atual, ndc & possivel estuda-las na forma nativa, de

vido a exigéncia de excesso de acido. Um programa de calculo

que elimine esta exigéncia esta sendo desenvolvido.
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