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Resumo X

RESUMO

A reacdo de hidrdlise do 2-Naftaleno-1,3-dioxolano (2-ND) e do di-terc-butil benzaldeido
(BTBA) fai investigada em solugéo contendo albumina do soro bovino (BSA) e dodecilsulfato de sodio
(SDS). A hidrdlise do 2-ND foi seguida em tampao succinato pH 5,40, proximo do ponto isoelétrico da
proteina. Por comparaco, a hidrdlise foi também monitorada na presenca de um polimero hidrafilico,
poli (oxietileno) (PEO). O perfil da constante de velocidade de primeira ordem versus [SDS] foi obtida
em diferentes concentracdes de BSA e PEO. Foi observado que ambos polimeros inibem fortemente a
reacdo e a inibicdo dependia da concentracéo de palimero e de SDS. Esta inibicdo foi interpretada
pelos valores de pH aparente obtidos com o indicador piridina-2-azo-dimetilanilina (PADA) nas
mesmas condigdes experimentais em que foram feitas as medidas cinéticas. O efeito da concentragéo
de BSA na velocidade foi interpretada assumindo uma diminuicdo da concentracdo de H ™ interfacial,
um fato suportado pelo modelo de pseudofase de troca ibnica (PIE) aplicado para as reagles
bimoleculares.

Por outro lado, foi verificado catélise da reacdo em 1,0% de BSA proximo de 20 mM de SDS,
gue corresponde ao ponto de saturacdo classico. Porém, esse resultado ndo coincidiu com o segundo
platd do gréfico de tensdo superficial (20 mM de SDS/g BSA), que segundo a literatura representa a
formacao adicional de micelas. Além disso, a literatura define a saturacdo por didlise em 45 mM de
SDS /g BSA.

Os resultados obtidos por espalhamento de raio-X a baixas angulos (SAXS) indicaram que
para o sistema mais concentrado com SDS, os dados foram analisados via modelo do “colar de
pérolas" onde a cadeia polipeptidica torna-se mais flexivel e agregados micelares séo distribuidos ao
longo da cadeia desnaturada. Nesse contexto, foi verificado que micelas estdo presentes em
concentracdes de 20 mM e que os agregados crescem até 50 mM. Portanto, a saturacdo definida na
literatura em 45 MM esta numa regido tal que os agregados formados por proteinas e surfatantes
apresentam um tamanho constante e que a saturacdo obtida por condutividade elétrica é a que
representa a situagdo mais apropriada para definir o ponto de saturacao.

Fnalmente, a reacdo de hidrdlise acompanhada de misturas de BSA e SDS apresentou um
comportamento parecido com aquelas misturas formadas por PEQY SDS. Em principio, misturas de
PECQYSDS poderiam ser usadas como um modelo adequado para complexos proteina/surfatante em

reacdes quimicas.



Abstract XI

ABSTRACT

The acid-catalyzed hydrolysis of 2-naphthalene-1,3-dioxolane (2-ND) and di-tert-butyl
benzaldehyde acetal (BTBA) has been studied in solutions containing bovine serum albumin (BSA) and
sodium dodecyl sulfate (SDS). The hydralysis of 2-ND was performed in succinate buffer, pH 5.40,
near the protein isoeletric point. For comparison purposes, the hydrolysis was also monitored in the
presence of the hydrophilic polymer poly(ethylene oxide) (PEO). Frst-order rate constant{SDS]
profiles were obtained at several BSA concentrations and PEQO. It was found that both polymers
strongly inhibit the reaction and that this inhibition depends on the polymer and SDS concentrations.
The inhibition is supported by values of apparent pH obtained by means of the pH indicator, pirydine-2-
azo-p-dimethylaniline (PADA), under the same experimental kinetic conditions. The effect of BSA
concentration on the rate was interpreted by assuming a decrease in the interfacial H+ concentration, a
fact which was supported by the pseudophase ion exchange (PPIE) model concepts applied to
bimolecular reactions.

On the other hand, it was investigated the catalysis of the reaction in 1.0% of BSA next of 20
mM, which corresponds to the classic point of saturation. However, this result did not conform to the
second surface tension-[surfactant] plateau. Those results found on current literature set the definitions
for the additional formation of free micelles. Moreover, the literature assumes that the saturation
binding of SDS to BSA occurred in 47 mM SDS/g BSA.

The results of small-angle scattering (SAXS) have shown that for more concentrated SDS
systerrs, the data were analysed via the necklace model. In such a state, the polipeptidic chains
become more flexible and aggregates to the surfactant monomers, micelles-like, distributed along the
unfold chain.

In this context, it was verified that those micelles were formed in 20 mM concentration and
grew, in the presence of BSA, until 50 mM of SDS. Therefore, such saturation point specified by the
current literature in 45 mMwas in a such a region where the aggregates formed had a constant size.
On that case, the saturation point obtained by electric conductivity was the one that represented the
most appropriate condition.

Fnally, it was concluded that, ketal acid hydrolysis while in presence of mixtures of BSA/SDS
behaved like SDS and PEO mixtures. In principle, PEQG/SDS mixtures could be used as an adequate

model for interactions between anionic surfactants and proteins.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS
o Grau de ionizagéo
BSA Albumina do soro bovino
BTBA Acetal do di-t-butilbenzaldeido
cac Concentracdo de agregacao critica
o Concentracéo do fim do primeiro plat de tenséo superficial para BSA/SDS
cmc Concentragao micelar critica

CRYSOL Programa computacional para modelagem da estrutura cristalografica da HSA
Dméx Dimens&o maxima

GNOM Programa Computacional para a fung¢éo de distribuicio de distancia p(r)

HSA Albumina do Soro Humano

I Intensidade de fluorescéncia na presenca do supressor

lo Intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor
I(q) Intensidade de espalhamento

Kom Constante de segunda ordem em meio micelar

Kow Constante de segunda ordem em meio aquoso

kobs Constante de velocidade observada

Kp Constante de segunda ordem em meio polimero/surfatante
mM Milimolar

n NUmero de mondmeros

N NUmero de agregacao

n NUmero maximo de sitios disponiveis da proteina

np Densidade numérica de particulas

2-ND 2-naftaleno-1,3-dioxolano

PADA Piridina-2-azo-p-dimetilanilina
PEO Poli(oxietileno)

pHap pH aparente

PVP Polivinilpirrolidona

Pl Ponto isoelétrico
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P.LE. Modelo de Pseudo Fase de Troca lonica
psp Ponto de saturagao

P(q) Fator de forma da particula

P(r) Distribuicdo de distancia

q Vetor de espalhamento

S(q) Funcdo de interferéncia entre particulas
% Porcentagem em peso

R(g) Raio de giro

Rm Raio micelar equivalente

RMN 13C  Ressonancia magnética nuclear de carbono 13

RMNIH  Ressonancia magnética nuclear de proton

R Constante dos gases (1,98x10-3 Kcal.mol-1.K-1)
SDS Dodecil sulfato de sddio

SAXS Espalhamento de raio X a baixos angulos

c Tensao interfacial

S, S2e  Coeficientes angulares das curvas de condutividae elétrica vs. [SDS], acima e

S abaixo do psp.

Sw Substrato em meio aquoso

Sn Substrato em meio micelar

P pol Densidade eletronica polar

2 Angulo de espalhamento

T Temperatura absoluta, em graus Kelvin
r Excesso de superficie

7 Tensdo superficial

Vpar Volume da regido parafinica

Vpol Volume total da particula

uv Ultravioleta

NUmero médio de surfatante ligado por molécula de proteina
1% Anisometria (razdo entre eixo maior e menor da elipse)

¢ Alcance de correlagdo micela-micela
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CAPITULO I: INTRODUCAO

1. PROTEINAS

Todas as membranas hioldgicas apresentam uma estrutura geral comum: um filme muito fino
de lipideos e de proteinas mantidos juntos principalmente por interagdes ndo covalentes. As proteinas
sd0 as macromoléculas mais versateis, estrutural e funcionalmente, e sdo os principais instrumentos
de reconhecimento molecular e catélise. As proteinas participam de quase todos 0S processos
bioldgicos, ja que incluem as enzimas que catalisam reagdes quimicas extraordinariamente diversas
[123]

Apresentam importantes  fungBes bioldgicas tais como: funcdo de defesa (anticorpos),
hormonal e de transporte e ainda s&o responsaveis pela contragdo muscular. Elas séo formadas por
residuos de aminoacidos que se arranjam entre si por ligagdes amidicas ou peptidicas para formar a
sequéncia de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica (estrutura priméria) [.23!

Os amincécidos tem como estrutura basica um grupo amino e carboxilico com excegéo da
prolina, que contém um grupo imino no lugar do grupo amino. A Fgura 1 representa a estrutura de um
tetrapeptideo.

OH
5
DA I
HN— (lz—c—ll\l— |C— C—N—C—C—Il\l— |C—coo
H H H H H
Alanina — Tirosina — Acido aspartico — Glicina

Figura 1- Sequéncia de alguns aminoacidos para formar um tetrapeptidio.
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Nas membranas biologicas, as proteinas encontram:se rearranjadas de varias conformagdes
caracterizando as proteinas integradas e as periféricas, como mostra a Figura 2. As proteinas
integradas estéo associadas na metriz da camada lipidica e podem atrevessar a membrana gracas a
sua natureza anfipatica. As partes da cadeia polipeptidica ricas em aminoécidos apolares (valina,
metionina, fenilalanina, etc.) estendemse através dos dominios hidrofébicos da bicamada (como
gotas de dleo que se juntam apds terem sido dispersas mecanicamente na agua), € 0S segmentos
ricos em amincécidos polares (arginina, histidina, acido aspartico, etc.) projetamse para fora da
bicamada, interagindo com a agua ao redor da membrana.

A extencéo da cadeia polipeptidica que fica incluida na bicameada ou projetada para fora, esta
intimamente relacionada com a funcéo da proteina 131,

Glicoproteing \?
Fluido Extracelular . & | . Geee

]
L n

Rl
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| G Colesterol
Carbohidrato_| /
1

e
¢
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.||r. ¥
’ 0. T
Proteina i/
Integral Filamentos
do
Citoesqueleto

Protei'na

Periférica Citoplasma

Fgura 2- Representacdo de uma membrana plasmética formada por uma bicamada lipidica.
As proteinas integradas encontram-se embutidas na bicamada, enquanto as periféricas interagem com
a agua ao redor da membrana 3.4,
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Desde que as ligagBes peptidicas sejam polares, elas tendem a interagir tanto com elas
proprias, como com cadeias laterais polares, para formar pontes de hidrogénio, exercendo um
importante papel na manutencdo de diferentes regides da cadeia polipeptidica numa molécula de
proteina dobrada (2.

As proteinas periféricas estdo associadas as membranas por interagdes eletrostaticas ou
ligagdes covalentes dentro da cadeia. Por exermplo, as ligacOes de dissulfeto ( ligagbes S—S) entre
dois grupos —SH de residuos de cisteinas vizinhos numa cadeia polipeptidica dobrada, comumente
servem para estabilizar a estrutura tridimensional das proteinas extracelulares. A cadeia polipeptidica
pode difundir-se lateralmente na bicamada lipidica com estruturas em a-hélice 231,

Ao descrever a estrutura de uma proteina, € importante distinguir os varios niveis de
organizagdo [233, A seqiéncia de aminodcidos, ao longo da cadeia polipeptidica, € chamada de
estrutura priméria. Esta seqiéncia de amincécidos ira determinar o tipo de interacdo entre 0s grupos
gue apresentam distintas reatividades com agua. A organizagdo tridimensional de uma proteina,
iniciado pela seqiéncia dos amincécidos, passando pelo enrolamento da cadeia polipeptidica até a
associacdo de vérias cadeias, origina estruturas complexas que sdo descritas pelas varias ligagbes
gue as estabilizam As ligagbes por pontes de hidrogénio, dentro dos segmentos das cadeias
polipeptidicas adjacentes, originam dois arranjos espaciais particularmente estaveis denominados de
o-hélice e folhas B-pregueadas, constituindo assim a estrutura secunddria da proteina. Certas
interacOes de regides com estrutura regular (o-hélice e folhas B-pregueadas) ou de regifes sem
estrutura definida formam unidades globulares compactamente dobradas. Elas séo estabilizadas por
pontes de hidrogénio, ligaces eletrostaticas ou ibnicas e interagdes hidrofdbicas, descrevendo; neste
caso, a estrutura terciaria.

Fnalmente, a estrutura quaterndria descreve a associacdo de duas ou meis cadeias
polipeptidicas para compor uma proteina funcional (fibrosas e globulares) 39, As proteinas fibrosas
sao alongadas, insoliveis em agua, e desempenham papel estrutural nos sistemas biol6gicos.

As proteinas globulares, ao contrario, sdo compactas e sollveis em agua. S&o também
responsaveis pelas fungdes vitais do organismo vivo e, em condigdes fisioldgicas, uma molécula de
proteina natural apresenta uma estrutura regular altamente organizada (258, As proteinas globulares
podem perder estas caracteristicas quando na presenca de acidos ou bases, solventes, detergentes,
aguecimentos €etc; 0 que ocasiona a perda de sua fungao bioldgica. Quando ela é desnaturada, ocorre

um desdobramento e uma deslindacao da estrutura, o que corresponde a um aumento de entropia [€l.
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1.1. ALBUMINA DO SORO BOVINO (BSA)

“Albus”, do latim, significa o diminutivo de “albumén” devido a cor esbranquicada de um
precipitado floculento produzido pela coagulagdo da proteina. Foi reconhecida por Ancel, em 1839,
como a principal proteina constituinte do sangue /1. A soro albumina € a meior proteina globular do
plasma, sua concentracdo media € de 5g/100mL e contribui com 80% da pressao sanguinea osmatica
do sistema circulatério. Além disso, foi determinado que albumina é a principalmente responsavel na
manutencdo de pH do sangue 671, As interagfes intensas da cadeia lateral tendem a se enovelar em
densas configuragBes globulares que conferem algumas caracteristicas fisicas pertinentes a esta
proteina.

A Tabela | mostra algumas propriedades fisicas de duas albuminas: (a) do soro bovino (BSA),
estudada neste trabalho, e (b) e do soro humana (HSA) [7:l.

Os residuos polares da albumina do soro conferem+he alta solubilidade em &gua e favorecem
a ligacdo com vérios compostos organicos e inorganicos. A constante de associacao tipica assume
valores entre 10# e 108 M 7], E aceito na indUstria farmacéutica que toda distribuicio, metabolismo e
eficiéncia de muitas drogas podem ser alterados baseados na sua afinidade com a albumina l.

Alguns trabalhos tém sugerido que a albumina do soro bovino modificada pode ser usada
como agente de contraste seletivo na deteccao de tumores. Tonsgard estudou a ligagdo de acidos
carboxilicos nos sitios de ligacdo da BSA, para entender o efeito do potencial de drogas e outros
ligantes, como por exemplo os acidos altamente toxicos, nos processos celulares .

Em funcdo destas importantes propriedades, a albumina € veiculo de transporte de moléculas
pouco soliveis no organismo e em concentragdes elevadas € usada no tratamento traumético e
chogues hemorrégicos, em queimaduras muito extensas e nos casos de perdas continuas de

proteinas [7.10],

Tabela I- Propriedades Fisicas da Aloumina Bovina (BSA) e Humana (HSA)

Propriedade Bovina Humana
Peso Molecular (daltons) 66,267 66,439
Ponto Isoelétrico, pH=5,3 4,7
Absorbancia Especifica,L/gem 0,667 0,51
Viscosidade intrinseca 0,041 0,042

Dimens&o global, A 41,6 x 140,9 38 x 150
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1.1.1. Conformacéo e Composicdo de Aminoacidos da BSA

Muitas ligagBes numa longa cadeia polipetidica permitem a rotagdo livre dos &tomos
conferindo a estrutura da proteina uma grande flexibilidade, podendo adotar um ndmero ilimitado de
conformagoes.

No caso particular das albuminas, os estudos de cristalografia de raio-X mostraram que a
estrutura da albumina € predominantemente em a-hélice. O restante dos polipeptidecs estdo
estendidos ou entre regides flexiveis ['8l. Esta estrutura também foi definida por espectroscopia
RAMAN [, cujos modos vibracionais das linhas de amida Il indicavam que a estrutura da BSA
apresentava cerca de 60 % do conteldo em a-hélice. Por técnica de infravermelho, os autores
mostraram que um aumento na regido de 1235 cm-1 e uma diminuigdo em 940 cm-1 para BSA, fornecia
um forte argumento de que a estrutura principal em hélice da proteina estava desaparecendo,
enquanto outras conformagdes estavam se formando, neste caso, um maior contetdo da conformacao
B (folha pregueada) foi observado (11,

Na molécula da albumina foram incluidos o alinhamento de 17 pontes (ligagBes) de dissulfetos
organizados dentro de uma série de nove “loops” (lagos) (L1-L9). Na observagéo desses lagos, fo
deduzido que a albumina era o produto de trés dominios homdlogas (1,11,111). Os lagos se repetem num
triplete que obedece a sequéncia formada por lacos grande-pequeno-grande. Cada dominio é o
produto de dois subdomineos (1A, 1B, etc.) e pode ainda ser dividida em 10 segmentos helicoidais, de
1-6 para o subdomieno A e 7-10 para o subdomineo B, criando duas grandes hélices na albumina.

A Hgura 3 mostra uma representacdo sinplificada da disposico dos lagos da estrutura
primaria da albumina.

Uma das caracteristicas principais da composicao das albuminas é a sua baixa concentracéo
de triptofano e metionina e altas concentracdes de cisteina e grupos carregados de aminoacidos como
acido aspértico, glutamico, lisina e arginina. A Tabela 2 mostra a conmpaosicdo dos aminoacidos
caracteristicos para a albumina do soro bovino, do soro humano e do soro de rato (19,
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Fgura 3- llustragdo simplificada dos “loops’, numerados de 1 a 9, da estrutura
priméaria da albumina do soro bovino, e também os trés dominios (I,IL11).
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Tabela 2- Composicdo dos aminoacidos de trés tipos de Albumina [7.10],

Aminoécido Bovina Humana Rato
Acido aspartico 41 36 32
Asparagina 13 17 20
Treonina 34 28 33
Serina 28 24 24
Acido glutamico 59 62 57
Glutamina 20 20 25
Prolina 28 24 30
Glicina 16 12 17
Alanina 46 62 61
Valina 36 41 35
1/2- Cistina 35 35 35
Metionina 4 6 6
Isoleucina 14 8 13
Leucina 61 61 56
Tirosina 19 18 21
Fenilalanina 27 31 26
Lisina 59 59 53
Histidina 17 16 15
Triptofano 2 1 1
Arginina 23 24 24
Total 582 585 584
NUmero atomos de Nitrogénio 779 786 785
Carga residual calculada, pH=7  -18 -15 -12

Média dos pesos dos residuos  113.86 11357 112.79
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InformagBes sobre a estrutura da albumina foram propostas por Hughes (1954), Squire (1968)
e Thompson (1975), baseados em experimentos hidrodin@dmicos (equilibrio de sedimentacdo e
microscopia eletronica,) e Bloomfield (1966) por estudos de espalhamento de raio-X a baixo angulo,
citados por Carter [7],

Todos os trabalhos concordavam que a albumina teria a forma de uma €elipsoide oblata, tendo
dimensdes da ordem de 140 x 40 A, com base nas andlises cristalograficas da albumina do soro
humano.

Brow e Shockley em 1982, citados também por Carter [7], copilaram uma variedade de dados
e construiram um modelo para a albumina do soro bovino na forma de um “charuto” 101, que
suportava as dimensdes ja sugeridas. A Fgura 4 mostra um modelo cléssico para a albumina do soro
bovino.

Estudos subseqientes de Hagag (1983), utilizando sonda fluorescente ligada covalentemente
no grupo Cis-34 puderam avaliar que os residuos de aminoacidos Cis-34, Trp-214 e Tir-411
apresentaram distancias préximes uns dos outros (~ 25 A) e que a estrutura da alburmina estava de

acordo com uma forma tipo “corag&o” (6.

Fgura 4- Modelo estrutural proposto para a albumina do soro bovino através de estudos
de espalhamento por raios X a baixos angulos [7.
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1.1.2. Flexibilidade Conformacional: Efeito do pH e temperatura

A albumina resiste a isomerizagao conformacional reversivel com mudangas da concentragdo
hidrogenionica [l e adquire pelos menos trés tipos basicos de formas que foram definidas por Foster
numa “série elegante” de estudos conformacionais. A forma normal “N’ € predominante em pH neutro,
onde preserva-se a neutralidade elétrica. Os grupamentos carboxilicos séo envolvidos em pares
iGnicos com os grupamentos laterais basicos, devidamente protonados. Em pH < 4,0, os pares ibnicos
sd0 destruidos e a forma “F’ € alcancada. Esta mudanca na estrutura acarreta um aumento na
viscosidade e uma reducao na solubilidade, favorecendo perda significativa na estrutura de a-hélice.
Portanto, a isomerizagcao N-F ocorre em pH &cido e envolve um desdobramento do dominio IIl.

Em pH menor que 4,0, a abumna toma-se totalmente expandida (desnaturada). Esta
expansdo é conhecida como forma “E” que apresenta um aumento da viscosidade intrinseca, e
consequente aumento do raio axial hidrodinamico .

Em meio alcalino, as mudancas conformacionais da forma “N’ passam para a forma altamente
protonada “B”. Se a solugdo de albumina for mantida em pH=9,0 por 4 dias e com baixa forga ibnica
emtomno de 3°C, ocorrera outra forma de isomerizacdo definida como forma envelhecida “A” [7.10.12.0
Esquema 1 mostra as rela¢@es das formas isoméricas da soro albumina 1101,

Quando a BSA é tratada por aquecimento, ela passa por dois estagios estruturais. O primeiro
é um estagio reversivel e o segundo é irreversivel (desdobramento de nlcleos expondo grupos Cis-34,
gue imediatamente formam ligagdes covalentes por pontes de dissulfeto), estes estagios ndo resultam
necessariamente na destruicdo da estrutura ordenada. Desta forma, foi encontrado que a 58,1 °C a

albumina sofre mudanca conformacional, e a 62 °C desnaturagdo (101,

E & F & N & B & A

pH de transicédo 2,1 4,3 8,0 10,0
Designacéo expandida réapida normal bésica envelhecida
% hélice 35 45 55 48 48

Esquema 1- RelacOes isoméricas da albumina em fungéo do pH.
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2. MICELIZACAO

2.1. Associag0es de Surfatantes: Micelas

Agregados supramoleculares; juntamente com associagdes coloidais, membranas bioldgicas,
vesiculas compaostas por fosfolipideos sintéticos e naturais, surfatantes, proteinas, DNA, polieletrolitos
e outras associagies, todas apresentam um aspecto estrutural importante. Estas sdo: uma regido
hidrofébica e outra hidrofilica (3. Tal propriedade torna-se relevante no estudo de adsorcéo de
substancias em interfaces.

Neste trabalho, dar-se-4 énfase a classe de misturas dos surfatantes e proteinas.

Surfatantes sdo moléculas cujas estruturas formam-se por duas partes de distintas
solubilidades: uma  parte que consiste numa longa cadeia hidrocarbonica solivel em dGleo
(hidrofébica), e outra que consiste em grupos polares que interagem fortemente com a agua
(hidrofilica) 41,

De acordo com a natureza do grupo hidrdfilico do surfatante, eles podem ser classificados
como aniénicos (dodecilsulfato de sodio), catibnicos (brometo de dodeciltrimetilambnio), zwitteridnicos
(n-dodecil-n,n-dimetil betaina) e ndo-ibnicos (éter poli(oxietileno) p-octilfenil).

Duas caracteristicas significativas dos surfatantes, também chamadaos de arfifilicos, séo: (i) a
formacéo de agregados micelares e (i) a tendéncia para adsorver em interfaces carregadas.

A agregacdo de mondmercs, em solugdo agquosa, € denominada de micelizagdo. Este
processo espontaneo e altamente cooperativo, € mostrado na Figura 5. A concentracdo na qual as
micelas séo formadas é chamada de concentragdo micelar critica (cmc). Experimentalmente, a cmc é
determinada pelo ponto de inflexdo de um gréfico de alguma propriedade fisica da solu¢éo em fungéo
da concentracdo do surfatante. Uma ampla variedade de técnicas envolve medidas de tais
propriedades fisicas como condutividade elétrica, tenséo superficial, fluorescéncia, viscosidade,
espalhamento de luz, etc [15],

Uma das mais importantes consequéncias da micelizagdo, do ponto de vista farmacéutico, é
gue as micelas sao capazes de solubilizar drogas com os mais variados tipos de solubilidades. Outras

aplicacBes ocorrem nas areas de cosméticos, tais como 0s agentes de limpeza [15.16],
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(v)

A cmc de surfatante idnico € influenciada por diferentes fatores, tais como:

A natureza do grupo hidrofébico, cujo um aumento no nimero de &tomos na cadeia
hidrocarbonica conduz a diminui¢do da cmc;

A natureza do grupo hidrofilico, cujo um aumento do nlimero de grupos hidrdfilicos acarretam
um aumento da solubilidade do surfactante e portanto, um aumento da cmc;

A natureza do contra-ion de surfatantes iGnicos, que causa uma grande polarizabilidade;
conduzindo a diminui¢do da cmc e a um aumento no nimero de agregacao, isto é, contra-ions
grandes causam diminuicdo da cmc. Este fato € atribuido ao menor grau de hidrataco para
jons maiores o que torna menor o trabalho elétrico para formar a camada de Stern 113

A adicdo de aditivas, como por exemplo sal, que induzem reducdo na espessura da atmosfera
inica ao redor dos grupos polares e conseguentemente repulsdo entre eles, diminuindo a
cme;

Variagdo da temperatura que pode influenciar na formagao de agregados micelares, isto €, um
aumento da temperatura favorece uma maior solubilidade do surfatante em agua e isso faz

aumentar a cmc [15.16.17],
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n mondmeros + contra-ions micela + mondmeros livres
e contra-ions

Figura 5- Processo de Miceliza¢do do Surfatante [251,
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2.2. Estrutura da Micela

A estrutura de uma micela iBnica tipica que apresenta didmetro entre 30 a 40 A, em meio
aquoso, e que contém 50-100 mondmeros de surfatante, é aproximadamente esférica. As micelas se
organizam de tal modo que a parte hidrofébica fica voltada para o nlcleo e a parte hidrofilica projetada
para a periferia interagindo com a agua e 0s ions de carga oposta (contra-ions) [14.18],

Imediatamente, ao redor do nlicleo esta a camada de Stern, que € uma regido extremamente
anisotropica, onde as noléculas se encontram num arranjo ordenado, e com propriedades
intermediarias entre a &gua e o alcoal, por exemplo. Nela estéo a parte hidrdfilica e tarmbém os (1-a)n
contra-ions.

Os an contra-ions remanescentes estdo localizados em uma camada meis difusa; chamada
camada de Gouy-Chapman. Na superficie externa da camada de Stern esta a camada periférica
hidrodindmica da micela 31 A estrutura deste modelo foi proposta por Stigter a qual € usada para
deduzir o tamanho e a concentracdo de carga na superficie da micela 1181, A Fgura 6 representa a
forma de uma micela ibnica; proposta por Gruen 191, Existern muitos modelos conflitantes na literatura
sobre a estrutura de uma micela. Como ndo hé evidéncias sobre efeitos de estrutura em reatividade
micelar, € aceito que a micela apresente uma forma aproximadamente esférica, desde que néo
exceda a cmc do surfatante, onde podem existir outras conformagdes causadas pelo excesso de
surfatante.

Entdo, as micelas ibnicas apresentam estrutura aproximadamente esféricas com os grupos
ibnicos na superficie e os contra-jons ao redor que neutralizam parcialmente a carga residual.

Entretanto, em concentragdes elevadas de surfatante, as micelas podem assumir formas
flexiveis de agregados alongados tipo elipsdide, passando para uma nova mesofase e,
posteriormente, para a forma de um cristal liquido (181920, O comprimento da cadeia estendida do
dodecilsulfato de sodio para uma micela esférica é de 1,657 nm [15],

Estes agregados micelares sdo termodinamicamente estaveis, pois se formam com
diminuicdo de energia livre, resultado da desorganizacdo da é&gua ao redor das cadeias
hidrocarbbnicas para formar o nicleo hidrofbico. Sendo assim, a forma, o tamanho e a estabilidade
das micelas sdo resultantes de um delicado balango entre a parte hidrofobica e a forte solvatacao dos

grupos hidrofilicos em contato com 0 meio aquoso [21.22],
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Fgura 6- Estrutura da micela proposto por Gruen. A camada de Stern contém os

grupamentos hidrofilicos (O ) e os contra-ions (@ ).
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2.3. Reagdes em Meio Micelar

Reages quimicas que ocorrem em meio micelar podem sofrer tanto um efeito catalitico como
inibitorio, que é atribuido as mudancas de reatividade ou mudancas relacionadas a concentracéo local
dos reagentes [1620. A adicdo suficiente de um surfatante iGnico numa reacdo quimica cuja
concentracdo do substrato permanece constante, favorece a formacéo de micelas e frequentemente
produz mudangas no valor da constante de velocidade observada (Kobs).

Menger e Portnoy, propuseram o primeiro modelo cinético para simular reagdes enziméticas
na esperanca de que micelas pudessem funcionar como modelos simples de reagdes catalisadas por
enzimas.

O modelo considera a solucdo contendo o surfatante (S) e o substrato (D) mostrado no

esquema 2 [16.23];

Esquema 2

na qual, P é o produto da reagdo, e kv e kn S80 as constantes de velocidade de primeira ordem do

substrato em &gua (w) e na micela (m), respectivamente. A constante de ligagc&o (Ks) € dada por:

s [D.S)]

= 1
[D.][S,] W

[Dn] corresponde a quantidade de surfatante micelizado que € dado por:
[D, =[D]-cme (2)

Embora esse modelo se adapte para reagBes espontaneas, ele ndo poderia simular a

velocidade maxima caracteristica do aumento do conteudo micelar de reacdes 241,
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Berezin e colaboradores propuseram um tratamento baseado no modelo de pseudofase no
qual o substrato se encontra particionado entre as pseudofases aguosa e micelar 25261, O modelo de
pseudofase expressa a reatividade em solucéo de reagBes entre um substrato organico neutro( S) e
um ion hidrofilico (N), pela soma das velocidades das reagBes que acontecem na fase aquosa e
micelar, conforme Equagéo 3:

Velocidade = Ky Sr] = Kol Sl [Ni] + Koo [SW1[N,] (3)

Em que kons € a constante de velocidade observada de primeira ordem, e os subscritos “w’ e “n’
indicam a fase aguosa e micelar, respectivamente. As constantes de velocidade de segunda ordem
em cada pseudofase s&o representadas por: k,,, € K-

Da combinagdo dos principios basicos dos tratamentos que levam em consideracdo a
pseudofase e a admisséo da troca inica entre as fases, surgiu 0 modelo da pseudofase de troca
ibnica (PIE) elaborado por Quina e Chaimovich 202627, As principais aplicagbes do PIE estdo
relacionadas abaixo.

(a) A ligacdo de um ion reativo na micela; na presenca ou auséncia de sal e de tampao,
(b) Avaliar as constantes de velocidade de substratos neutros e de carga oposta a micela,

(c) Interpretar a reatividade de sistemas mais complexos na presenca de polimeros.

O modelo de pseudofase de troca ibnica considera que um equilibrio do substrato nas fases
aguosa e micelar, conforme a Equagéo 4:

Kxry

(4)

Na qual X e Y representam o ion adicionado e o contra-ion original, e sdo representados pela
concentracdo analitica em mol/L. Os subscritos “W’ e “mi’ referemtse aos ions ligados (meio micelar) e
livres (meio aquoso), respectivamente. A constante K xyy corresponde a constante de troca ibnica entre

0s ions na fase micelar e na aquosa.
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O modelo considera ainda que:

(i) O grau de ionizacdo (o) das micelas é constante e independe da concentracdo do surfatante
e da forca ionica;

(i) As interacOes ion-ion e ionregido hidrofilica néo séo cooperativas, 0 que permite supor que a
velocidade de troca ibnica depende somente dos contra-ions ligados na micela e também da
concentragao dos ions livres;

(iii) A velocidade de troca ibnica é muito rapida em relacdo ao tempo de vida da micela 26.27],

O modelo de pseudofase de troca ionica (PIE), apesar de solucionar o problema de sistemas
tamponados e na descri¢do dos efeitos observados em reagdes bimoleculares de ions uni e bivalentes
com substratos organicos em solucdo micelar, ignora detalhes da estrutura micelar em reagtes
bimoleculares em que o surfatante € do tipo que possui contra-ion reativo hidrofilico, como por
exemplo, CTAOH [20],

Romsted 128 estudou o efeito de contra-ions na catélise acida da hidrdlise de um acetal
hidrofébico em micelas catidnicas em alta concentracdo salina, e racionalizou que a concentracdo de
contra-ions na interface é igual a concentracdo inicial efetiva de contra-ions mais os contra-ions da
pseudofase aquosa.

O modelo PIE tem sido, dessa forma, sujeito a tratamentos quantitativos que admitem
variagbes no grau de dissociacdo 127281, A aplicagdo do modelo de pseudofase na velocidade de
reagfes quimicas e na estimativa da constante de equilibrio em sistermas micelares, ignora alguns
parametros de grande importancia como por exemplo a fracdo de contra-ions ligados, aspectos

termodindmicos e geométricos e de for¢as que atuam significativamente nos agregados.
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3. PROTEINAS EM SOLUCAO E EM INTERFACES

3.1. Relevancia da Associagéo: Aplicagdes

Muitos sistemas de importéncia comercial e tecnolégica contém misturas de proteinas e
surfatantes. As proteinas em solucdo agquosa contém uma variedade de grupos quimicos com
caracteristicas polares e apolares que interagem fortemente com surfatantes 29301, A ligacdo do
surfatante na proteina pode mudar a energia de adsorcao da proteina na interface, o que afeta a carga
residual e a hidrofobicidade da macromolécula. O contato dos surfatantes anidnicos (SDS) com as
cargas residuais provocam inativagao biologica da proteina como resultado da forte ligagdo entre as
duas espécies.

A desnaturacdo € provocada pelo desdobramento da estrutura da macromolécula. 1sso
acarreta um aumento na entropia e, como consequéncia, a proteina pode apresentar diferentes
configuracdes no meio em que se encontra (631,

Essa condicdo oferece um vasto campo de pesquisa com especial interesse nas indUstrias de
alimentos e cosméticos. Na primeira, as emulsdes utilizadas em produtos comestiveis como molhos
de saladas ou sorvetes, por exemplo, contém proteinas e emulsificantes na interface agual/dleo fator
importante na formagao, reologia e estabilidade do sistema [29.32.33], Em aplicagbes cosmeticas, existe
a necessidade de se obterem emulsfes altamente estaveis ou que sejam conmpletamente
transparentes 1341,

Em bioquimica, muitos surfatantes tém sido estudados para quantificar sua utilidade como
agente solubilizante dos componentes de membranas. Na odontologia, os agentes antiplacas séo
formulados com surfatantes e usados neste tratamento [1.31535],

Portanto, o estudo envolvendo interacdo entre uma proteina globular, tal como BSA, com
interfaces carregadas promovidas pelo surfatante, € de extrema importancia comercial e tecnoldgica.

Qutro aspecto de grande importancia € o da dermatologia, que trata dos efeitos causados pelas
reagbes de irrtagdo do surfatante quando em contato com a pele humana. Os surfatantes utilizados
para limpeza podem ser agressivos e produzir aspereza, inchago e vermelhiddo quando em contato
com a pele.
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Alguns surfatantes podem promover a perda da permeabilidade e hidratagdo da pele e também
favorecer a penetragio de outros materiais aumentando a irritabilidade. E importante entender que os
processos de imtagdo, formacdo de espumas, emulsdes e propriedades de biocidas estéo
relacionados a concentracdo monomérica.

Esse fendmeno pode estar associado particularmente as diferentes formas da micela. A forma
da micela globular pode ser alterada para a forma cilindrica pelo aumento das concentragbes de
surfatante, de sal e até mesmo de um co-surfatante. A mesma concentragéo global do surfatante pode
acontecer como micelas globulares e alto conteldo de mondmeras ou como micelas cilindricas e
baixo contelido de mondmeros 361, Esse efeito € relevante no processo de diminuicdo da irritaco
causada em xampus por diminuicao da cmc, como adicdo de sais quaternarios de amonio ou misturas
de micelas 13436}

Os efeitos causados pelos surfatantes no transporte através da pele pode alterar profundamente
a sua permeabilidade. Estas alteragbes séo correlacionadas a mudancas na conformacdo das
proteinas e, como consequéncia, 0 inchago na epiderme.

Em 1960, Bettley e Donoghue B7] demonstraram que surfatantes aumentavam a velocidade de
transporte de agua através da epiderme humana. Mais tarde, eles propuseram que surfatantes
alteravam a permeabilidade da pele por desnaturacdo da proteina “extratum corneum”.

O mecanismo de irritagdo causada por varios surfatantes depende de cono eles entram em
contato com a pele. Os surfatantes anidnicas, por exermplo, causam danos na barreira funcional da
“extratum corneum”, porque téma capacidade de desnaturar proteinas [38:39.4041],

Imokauwa e colaboradores 3941, sugeriram que a interacao de surfatante com BSA reflete, em
parte, a interacdo destas substancias com a pele. Eles estudaram o potencial de desnaturacdo da
albumina do soro bovino, utilizando medidas de rotacdo especifica. Os resultados obtidos foram
correlacionados com a intensidade da aspereza da pele “in vivo" causadas pela formacdo de
“complexos proteina/surfatante”. Por outro lado, sabe-se que o dodecilsulfato de sodio reduz a
capacidade do tecido em reter grande quantidade de agua. Se surfatantes influenciam na hidratagdo
de proteinas, alguns sistemas modelos, tais como BSA, podem ser usados para avaliar as interagbes

de surfatantes com a pele humana B71.
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3.1.1. Interagdo da Albumina do Soro Bovino com Moléculas de Surfatantes

Surfatantes sao fortes agentes desnaturantes de proteinas. A baixa estabilidade
conformacional de proteinas provoca susceptibilidade a desnaturagéo por alteragdo do balango das
forcas que mantém sua conformacao.

Quando uma proteina € aguecida, suas propriedades conformacionais mudam, conforme ja
mencionado no item 1.1, e podem ser identificadas por medidas como rotacdo dtica, viscosidade,
absorcdo no ultra-violeta, etc. Outros fatores como pH, adicdo de aditivos organicos e uréia também
provocam mudancas na estrutura da proteina. As moléculas de surfatante induzem mudancas até
mesmo em baixas concentragdes (1x10-6 mol/L), assumindo uma conformacéo tipo bastdo 22311

A interacdo entre surfatantes e proteinas ocorre envolvendo a formacdo de um complexo
proteina-surfatante, o qual apresenta propriedades diferentes da proteina pura. Além disso, a ligacdo
do surfatante na proteina reduz a concentragdo de mondmeros disponiveis para a interacdo com a
proteina na interface aquosa 13,

Como interacdo entre polimeros sintéticos e surfatantes, muitos estudos tém sido feitos para
elucidar o verdadeiro mecanismo de interacdo entre as espécies, ja que este modelo é utilizado para
mimetizar interagdes entre proteinas e membranas bioldgicas. Devido a grande variedade de
proteinas, varios tipos de transiches sdo esperadas. Nesse contexto, varios trabalhos tém sido
desenvolvidos para justificar a natureza real das forcas envolvidas nesta interagdo, bem como
apresentar propriedades fisico-quimicas que possam sugerir modelos que visualizem melhor o tipo do
agregado formado.

A formacdo de complexos, proteina-surfatante e polimero-surfatante em solucdo aquosa, é
investigada por varias técnicas fisicas, como é feito com as medidas de cmc para solugdes de
surfatantes  puros. Algumas delas s&o a tensdo superficial, viscosidade, condutividade elétrica, e

técnicas espectroscopicas 1#2434445],
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3.1.2. Por que Moléculas de Proteinas Interagem?

Quais as Forgas Envolvidas neste Processo?

O comportamento de macromoléculas bioldgicas em solucdo é regido por trés principais
fatores: () elas sdo grandes, (b) podem interagir fortemente com o solvente ou entre si, e (C ) sdo
freqientemente portadoras de cargas elétricas (1. As forcas que regem as interagdes que ocorrem em
solucdo e que orientam as moléculas para uma interface sdo de natureza entropicas e energéticas
(entalpicas). Quando surfatantes sdo envolvidos, a tendéncia entrOpica para expelir os
hidrocarbonetos da fase aquosa representam um papel importante 461,

Os fenbmenos interfaciais em sistemas  biologicos, estudados por Kondo 7, também
apresentam propriedades elétricas na superficie celular. A metéstase das células cancerigenas ou a
fagocitose de células brancas, por exermplo, envolvem propriedades elétricas no estégio inicial e final
do processo. Por outro lado, as células vermelhas sfo afetadas pela adsorcdo de polimeros
carregados positivamente, tal como palilisina. As glicoproteinas localizadas na regi@o periférica das
membranas sao capazes de exercer uma atracao especifica por outra molécula numa distancia menor
que 5x107 cm, e a interagdo entre glicoproteina- glicoproteina é excepcionalmente eletrodinamica 47,

Em 1948, Foster [48; em seu trabalho sobre interacdo com a proteina vegetal denominada
Zeina (insolivel em &gua) e dodecilbenzeno sulfonato de sodio, sugeriu a participacdo de ligagdes
ibnicas. Surfatantes idnicos aumentam a solubllidade de Zeina, e este fato se correlaciona
intrinsicamente com o processo de irtabilidade da pele [“9. Love e colaboradores 01 estudaram a
conformacao nativa da albumina do soro humano na presenca de uréia, e observaram que a proteina
era estabilizada pela ligagdo com as moléculas de surfatantes extendidas entre os residuos apolares e
0s grupos carregados positivamente em diferentes “lacos” da cadeia polipeptidica.

As interagBes entre a albumina do soro bovino com surfatantes catiénicos também resultaram
em mudancas conformeacionais. Em altas concentragdes do surfatante cationico, a desnaturagéo para
uma forma extendida € acompanhada por ligagbes cooperativas semelhantemente aos surfatantes
anionicos B, Da mesma forma, Jones propds uma interacdo cooperativa do dodecilsuifato de sodio

com a proteina globular tripsina [21.
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De uma maneira geral, a superficie das proteinas sdo muito heterogéneas pois possuem
grupos carregados, grupos com habilidades de fazer ligacdes de hidrogénio e grupos hidrofobicos.

Devido a complexidade na superficie dos diferentes tipos de proteinas, elas podem interagir
com outras moléculas ou superficies pelos mais variados caminhos. Ha possibilidade de interagbes
ibnicas (atrativas ou repulsivas), ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, forgas de hidratacdo,
interagbes acido-base e interagbes de Van der Waals. Porém, as forcas meis importantes que
orientam as interagBes das proteinas sdo freqientemente as hidrofdbicas e ibnicas que combinadas

com um ganho de entropia causam mudancas conformacionais durante a adsorcao [2346.53],

3.1.3. Termodindmica da Ligacao

Uma macromolécula, sendo grande e complexa, pode dispor de diversos sitios para interacao
com peguenas moléculas. Muitas dessas interagdes envolvem ligacdo reversivel e sdo estudadas em
termos de mitiplos equilibrios. Os mltiplos equilibrios s&o aplicados, por exemplo, na ligacdo do
oxigénio pela hemoglobina, ligacdo de prétons nas cadeias macromoleculares, ligagdo de ions
magnésio pelo DNA, e no transporte de acidos graxas pelo sangue no sisterma circulatdrio. Para varias
proteinas globulares, a interacdo com n-dodecilsulfato de sédio ocorre com ligagbes cooperativas
quando a concentracdo do surfatante livre é aproximadamente 1-3 mM [5.6.3053554],

A ligag&o depende do mitiplo equilibrio termodindmico com a ligagdo estequiométrica dos
componentes em solugdo. Considerando-se uma proteina (P), que supde-se ter “n” sitios de ligagdo

que interage com um surfatante (S), o equilibrio em cada sitio sera definido por uma série de etapas:

P+S ==PS; (5)
PS1+S == PS, (6)
PSna+S =— PSq (7)

Considere-se n 0 nimero maximo de sitios disponiveis da proteina.
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Se a constante de equilibrio K for a mesma para cada etapa da ligacao, obtém-se a seguinte Equacao:
_[PS,]

No= : )
[PI[S]™
O nimero médio de surfatantes ligados por molécula de proteina (V) 5629 é dado por:
__Nn(K[S] : 9)
{1+ (K[S])"}

A Equacdo 9 corresponde aguela situacdo na qual os sitios de ligacdo da macromolécula séo
idénticos e independentes.

Mais realisticamente, o ligante que se liga em um sitio pode conduzir um aumento ou
diminuicdo da afinidade de outros sitios (62930, A aproximacdo da Equacdo 9 pode ser escrita pela
equacéo de Scatchard:

\Y%

ﬁ = K(nl - V) (10)

Esta pode ser arranjada para a Equacéo 11:
1 1 1

R e — (1)
V. on (nKY{1$

Através do gréfico de 1/V versus 1/[S], pode-se determinar V bem como K. A ligagdo do
surfatante num sitio da proteina pode conduzir um aumento ou diminuicdo da afinidade por outros
sitios. Isso pode ser cooperativamente positivo ou negativo. Para uma ligagdo positivamente
cooperativa (n>1), témse que a presenca de ligantes “ligados” facilita a ligagéo adicional do outro.

Por outro lado, a ligagdo sera cooperativamente negativa (n<1) se os ligantes previamente
ligados ajudarem a manter os outros afastados 6293055, A interacdo entre proteinas e surfatantes é
funcdo da razéo da concentragdo surfatante/proteina.

A Figura 7 mostra uma isoterma de ligacdo do surfatante com a albumina do soro bovino 491, O
ndmero de moléculas de surfatante ligado por molécula de proteina pode ser determinado diretamente

por técnicas de equilibrio de didlise e cromatografia em gel [549.51],
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log (c)

Fgura 7- Representacdo esquemética da interacdo proteina/surfatante, onde V é o
ndmero de surfatante ligado por molécula de proteina como funcdo do logaritmo da concentracéo do

surfatante livre.

Conforme se observa, a isoterma de ligacdo exibe trés regides distintas que podem ser
definidas pela seguinte sequéncia de etapas 1951.5456]; (a) regido em baixa concentracdo de
surfatante, na qual ocorre ligacédo especifica dos monémeros com sitios da proteina de alta afinidade.

Na ligacdo especifica ocorrem interagtes eletrostaticas e hidrofobicas. Esta regido € muitas
vezes seguida por um plato que define a ida para regido (b) e nenhuma mudanca conformacional da
proteina é observada pela ligacdo dos ligantes; (b) Ligacdo de um nlmero grande de mondmeros que
provoca uma expansao da macromolécula, neste caso, témse ligagcdo ndo-cooperativa.

Entretanto, ainda néo esta claro se todas as proteinas passam direto desta regido para a
regido (¢); (c) A medida que a concentracdo de surfatante aumenta, observa-se um aumento da
ligacdo devido as intensas ligagBes dos outros sitios ativos que sdo imediatamente preenchidos. O
desdobramento estrutural da proteina provavelmente ocorre nesta regido. (d) Finalmente, uma regiéo
de saturacdo é alcancada pelo excesso de surfatante adicionado. Provavelmente, pode acontecer um

alongamento na cadeia macromolecular com um consequente aumento da viscosidade.
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O ponto de saturagdo, em gue todos os sitios de ligagdo da proteina estariam ocupados por
moléculas de surfatantes, ocorre com 1-2 g de surfatante por grama de proteina (29511,

A definicio para a associagdo de surfatante e macromolécula chama-se de complexos. Sao
assim definidos, porque ainda ndo se tem idéia do tipo de ligagdo, apenas sabe-se que as forcas
dirigentes sdo de natureza elétrica e hidrofdbica e que apresentam caracteristicas distintas daguelas
em que somente o surfatante esta presente em solucdo. Nesse contexto, existem muitas técnicas que
tém sido amplamente empregadas para determinar a composicao desses complexas, bem como para

evidenciar o inicio e o fim dessa intrigante associagao.

3.2. Evidéncias da Formacao de Complexos: Métodos de Investigacado

Evidéncias da existéncia dos conplexos de proteinas-surfatantes e de polimeros sintético-
surfatantes tém sido identificadas por diversos métodos experimentais tais como, tensdo superficial,
condutividade elétrica, fluorescéncia, espalhamento de raio-X a baixos angulos e!HNMR, etc [30.57],

3.2.1. Tensdo Superficial

A tensdo superficial de um liquido € a medida da energia livre interfacial por unidade de area
da interface limite entre o liquido e o ar. A energia livre interfacial é a quantidade minima de trabalho
requerido para criar uma interface. Assim, a tensdo interfacial pode ser definida como a quantidade
minima de trabalho requerido para criar uma unidade de érea de interface ou para expandi-la por
unidade de area.

Embora referenciada como energia por unidade de area, a tensdo superficial pode ser
expressada como forca por unidade de comprimento. As unidades tipicas sao erg/cn? ou dyna/cm,
dimensionalmente idénticas. As correspondentes em unidades Sl sdo J/ m2 ou mN/ m (8591,

Moléculas de surfatantes orientam as cadeias hidrocarbonicas para um meio ndo aquoso.
Esta orientacdo promove adsorcdo na interface conduzindo, portanto, & uma reducdo da tensdo
superficial (Figura 8). Quando a adsorcdo torna-se constante, devido ao aparecimento de agregados
micelares, tém-se valores constantes na curva de tenséo superficial. O ponto de interseccéo da curva
é chamado concentracdo micelar critica (cmc), como j& anteriormente definido [18.5859.60],
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A maior caracteristica do fendmeno de adsorcéo € a carga elétrica da interface, pois a
adsorcdo reduz o desequilibrio das forcas atrativas que existem na superficie, e portanto a energia
livre superficial de um sistema heterogéneo. O valor da tensdo superficial (y) pode ser reduzido pela
adsorcao como define a lei de Gibbs, na qual relaciona o excesso de superficie (I ) com as variagdes

da tensdo interfacial (c) e a atividade do surfatante (c) 46591,

Y _dinec=-RTT (12)
c

Emque R € a constante dos gases (1,98x103 Kcal.mol-L.K1) e T € a temperatura absoluta, em graus
Kelvin.

Para os sistemas complexos em que um polimero e/ou uma proteina estejam dissolvidos
numa solugdo de surfatante, observa-se mais uma regido constante num tipico gréfico de y vs. Log
[surfatante].

Para o0 sistema PEO-SDS foram verificadas duas transighes caracteristicas: (i) uma €
denominada concentracdo de agregacao critica, cac, e a outra (i) de ponto de saturacdo, psp. A cac
ocorre em baixas concentrages de surfatantes, que inicialmente foi definida por Jones, como Ty 611,

A Hgura 8 mostra que a tensdo superficial € diminuida até chegar a cac, quando uma
macromolécula esta presente. Este ponto define o inicio da ligagdo dos mondmeros do surfatante na
cadeia polimérica do polimero ou proteina. O psp ocorre em concentragbes mais elevadas de
surfatante e corresponde ao ponto T, definido também por Jones [ 4249611, Este ponto representa a
saturacdo da cadeia polimérica pelos agregados micelares.

Qutros sistemas ja definidos na literatura, como por exemplo, gelatina/SDS 621, PVP/SDS 57 e
proteina/SDS 9 apresentam os dois pontos de transi¢do nos gréficos obtidos por tenséo superficial.

Schwuger e Bartinik #91 definiram que conplexos formados por proteina/surfatante, mais
exatamente BSA/SDS, apresentavam certo grau de atividade interfacial em concentracBes baixas de
surfatante. A diminuicdo da tenséo superficial alcancava uma regido horizontal quando a proteina
estava presente. Estes pesquisadores definiram que o primeiro platd do grafico de y vs. Log
[surfatante] era caracteristico de saturagdo e que o segundo representava a formacdo adicional de
micelas no meio. Os valores de cac e psp apresentam algumas caracteristicas pertinentes as solugdes
em que complexos polimero/surfatante estéo presentes em solucdo: (i) Da mesma forma que acmc, 0
valor de cac é dependente do comprimento da cadeia hidrofbica do surfatante e da forga idnica, a
presenca de sal provoca a diminuicdo da cac.
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Por outro lado, o psp aumenta na presenca de sal; (i) Os valores de psp aumentam
linearmente com a concentracdo do polimero, enquanto que cac varia muito pouco; (jii) Um aumento
na temperatura aumenta os valores de cac, 0 que torna a interacdo menos favoravel [49.57.61],

A magnitude destes efeitos depende do balanco de solubilidade entre as partes hidrdfilica e
hidrofébica das moléculas ou ions, que conduz por exenmplo, a reducdo da tensdo superficial. Esta
caracteristica influencia diretamente nas propriedades da solugdo como:  emulsificacdo, dispersao,
umectante, espumante, antiespumante, solubilizante, etc. Estas sdo algumas propriedades que
proporcionam a aplicacdo dos surfatantes e complexos surfatantes/polimeros em formulagBes
industriais de detergentes, téxteis, agroquimicas, cosméticas, farmacéuticas, de tintas e vernizes,

processamento e tratamento de papéis, metais, petroleo, etc [45.:47.49.50,58,60,61,62],

Adsorgao na superficie Adsorgao na superficie constante

2 ¢ e Hilenliens -

Tensao Superficial

Log da Concentragdo do Surfatante

Fgura 8- Variacdo da tensdo superficial em fungdo da concentragdo do surfatante
na auséncia (onde se observa o valor da cmc) e na presenca de polimero e/ou proteina (onde se
observam os valores de cac e psp).
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3.2.2. Condutividade Elétrica

Medidas de condutiviade fornecem informagBes sobre a concentracdo dos carregadores de
carga elétrica e sua mobilidade para misturas de surfatantes. Também fornecem informagdes sobre a
densidade de carga das micelas e seu grau de dissociagao [47:49.58.59],

A técnica baseia-se na medida da resisténcia elétrica de solugdes, ja que surfatantes, quando
em solugdes diluidas, comportantse como eletrdlitos fortes 31, Portanto, através do classico perfil de
condutividade versus concentracdo do surfatante, pode-se determinar o valor da cmc e o grau de
ionizacdo () (Figura 9).

Utilizando essa técnica também para complexos, Jones 11 investigou as mudancas na
condutividade elétrica da solucdo de SDS provocadas pela presenca de Poli(oxietileno) (PEO). O
gréfico de condutividade versus concentracdo de surfatante em presenca de polimero, exibe duas
descontinuidades que estéo relacionadas com o comego (cac) e o fim (psp) da ligagéo do surfatante
na cadeia polimérica cujas definigdes sdo semelhantes aquelas obtidas por tensdo superficial na
regido entre o cac e o psp. Assumiu-se que agregados micelares se formam em solucdo, conforme é
observado no perfil dos gréaficos de tensdo superficial e condutividade (Figura 9) [42:44.61.63],

Do grafico de condutividade, pode-se estimar o valor do grau de ionizacéo (), que € definido
pela razdo dos coeficientes angulares da regido linear do gréfico de condutividade elétrica versus
[SDS], acima e abaixo da cmc, no caso de solugdes contendo surfatante puro. Para os sistemas na
presenca de polimeros, 0 « é estimado pela razdo dos coeficientes angulares da curva abaixo do cac
e acima do psp 3. O valor de « calculado por este método € geralmente grande, porque na
contribuicdo micelar para o valor observado de conduténcia considera-se 0 mesmo nUMero
equivalente ao de ions monoméricos 64, Outro método empregado para estimar o valor do grau de
ionizagdo € proposto por Evans (65,

Os valores de  [6466.67.68.69.70] para dois sistemas foram calculados por diferentes processos e
estéo listados na Tabela 3. Os polimeros estudados foram a palivinilpirrolidona (PVP) e poli(oxietileno)
(PEO) 467, A Tabela 3 mostra que os conplexos formados por polimero e surfatante séo mais
ionizados que os micelares de SDS.



Introdug&o 28

Tabela 3- Valores de « para os sistemas PVP/SDS e PEQO/SDS.

Grau de lonizagéo

Sistema (@) (b)
SDS 0,35 0,37
PEO/SDS 0,65 0,58
PVP/SDS 0,85 0,74

Referéncias 64 (a) e 67 (b).

Condutividade

cac psp

Inicio da
agregacéo de

monémeros .......... /

de surfatante

. Complexo formado
no polimero .. Formagéo de +
somente um tipo de micelas livres
complexo
[ Surfatante |

FHgura 9 Representacdo esquematica de uma curva de Condutividade elétrica em funcdo

de[SDS] na auséncia (curva tracejada) e na presenca de polimero (curva cheia) .
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3.2.3. Catélise Micelar

Muitos acetais sdo hidrolisados em solugdo aquosa onde 0 mecanismo esta associado a
transferéncia do ion hidrénio no estado de transicéo. Nestas reagdes, 0 mecanismo é denominado de

catdlise especifica pelo ion hidronio (Esquema 3).

+
,OHR
R'CH
\OR
1

R CH(OR)2

R CHO + ROH + H30+<———rélpido [R CH::xxeee: OR]"+ ROH
H0

Esquema 3

Numa descricdo simples a etapa determinante € a decomposicdo do substrato protonado 1
para formar o carbocétion e o &lcool correspondente. E possivel observar catélise cida geral dessa
reacdo de hidrdlise alterando a formacéo do equilibrio e acelerando a decomposicdo do produto.
Geralmente micelas ibnicas apresentam a habilidade de controlar a velocidade de reagbes e
equilibrios. Essas micelas aumentam a velocidade da reacéo catalisadas por acido e séo tratadas
quantitativamente em termos da concentragdo dos reagentes (substratos e agua) na regido de
interface na superficie micelar [68.70],

Em sistemas contendo micelas ibnicas e complexos palimeros/surfatantes, a reacdo de
hidrdlise acida de acetais € usada como um argumento para investigar a concentragdo de préton
interfacial.

As reagdes de hidrdlise de acetais em solucdo de SDS apresentam um rapido aumento no
valor de kobs € atinge um méximo da curva, o qual é consistente com a forte ligacdo do acetal em
micelas de SDS, desde que o acetal seja suficientemente hidrofébico. A adicdo posterior de mais SDS
aumenta a quantidade da pseudofase micelar e isso proporciona uma diluicdo do acetal e dos prétons,

diminuindo o valor de ks [671.
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Na presenca de polimeros, o perfil da curva kos Versus [SDS] € diferente daguela na
presenca de SDS somente. A adicdo de polimero inibe fortemente a reacdo de hidrdlise e as
mudangas nos valores de kqps dependem da concentracdo do polimero. O méximo da curva de Kops €
deslocado para concentrag@es meis elevadas de surfatante, sugerindo que outros agregados, além
das micelas, se formam em solug&o.

A hidrdlise de acetais, na presenca de polimeres, pode ser também tratada pelo modelo PPIE,
para uma reagdo bimolecular catalisada por &cido, entre um substrato neutro (S) e o proton (H*).

Nesse modelo assume-se que 0s reagentes estdo em equilibrio din@mico entre as
pseudofases aquosa, micelar e polimero/surfatante [27.66.711 conforme definido pelo esquema 4.

A velocidade observada é, entdo, a soma de cada pseudofase e é dada por:

kObS = kZW[S]W[H +]W + kZm[S]m[H +]m + k2p[S]2p[H +]Zp

Em que os subscritos ‘W', “nt’ e “p”’ definem as pseudofases aquosa, micelar e polimero/surfatante,
respectivamente. kaw, kom € kop S0 as constantes de segunda ordem em cada pseudofase.

As mudancas nos valores de ks Na presenca de polimero sdo explicadas assumindo que
uma fracdo da reagdo ocorre no complexo polimero/micela (Esquema 4).

Pseudofases
Polimero- _
surfatante | /duosa Micelar
Sp SW Sm
+ =+ +
+ + +
Hp Hw Hi
k2p k2 w k 2m
' v
Produto

Esquema 4
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A'inibicdo €é induzida pelo aumento da concentracéo de polimero e isso € explicado assumindo
deslocamento de H* da superficie micelar, onde esta localizado o substrato, para a superficie do
polimero ou para a agua ["1l. Por outro lado, num caso particular, pode haver formacdo de pré-
agregados como pode ser visto na Fgura 10. A Fgura mostra o perfil obtido para a reacdo de
hidrélise catalisada por &cido do substrato hidrofébico 2-(p-nanoxifenil)-1,3-dioxolano 671 (Esquema 5).

Esse acetal funciona como uma “sonda cinética’’, isto é, de um substrato altamente sensivel
as mudancas no microambiente da reacdo e que, portanto, consegue captar as mudangas que
ocorrem nas proximidades da cac e do psp, quando estdo presentes complexos polimero/surfatantes.

0. 0O A0
H
+
HIHO é + |CHz—(sz
| OH OH

OCgyHyq OCgHqg

Esquema 5- Reacéo de hidrolise do 2-(p-nanoxifenil)-1,3-dioxolano.

E interessante observar que o valor de ks comega a aumentar proximo a cac. Nesse ¢aso, a
reacdo ocorre somente na pseudofase polimero/surfatante e também na pseudofase micelar, quando
a [SDS] é grande e chega aos limites do psp. O valor kyps diminui devido ao processo de diluicdo dos
reagentes na pseudofase micelar . O substrato usado pode ser considerado como uma “sonda
cinética”’ que acompanha mudancas na compasicao do sistema, indicando os parametros de ligacdo

cac e psp [67,71,72]
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Figura 10- Efeito da adicdo de SDS sobre a constante de velocidade para a reacdo de
hidrdlise &cida do 2-(p-nanoxifenil)-1,3-dioxolano na auséncia (O) e na presenca de 35 Mm (A) e de
105 mM (o) de PEO[67].
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3.2.4. Modelos Propostos para Complexos Formados por Proteina e Surfatante

Surfatantes ibnicos ligamse aos sitios ativos de proteinas e causam desdobramento da
estrutura terciaria. Usualmente, a perda da estrutura terciaria da proteina ocorre na regido “c’ da
isoterma de ligagdo (Fgura 7) onde existe um significativo aumento da ligagdo do surfatante
ocasionado pelas interacdes cooperativas 131,

As forcas que séo responsaveis pela desnaturacdo [29.3045485051] de proteinas ainda séo
objeto de muitas investigacdes. No entanto, tem sido aceito que: (a) as repulsdes eletrostaticas devido
as cargas oriundas do ligante provocam aumento das repulsdes com eventual abertura da estrutura e
(b) interacdo da parte hidrofébica do surfatante nas regides apolares da proteina, o qual resulta na
substituicdo de interagces hidrofdbicas dos segmentos da proteina por interagdes proteina-surfatante.
Entdo, com base nos conceitos aceitos para as forgas dirigentes do processo de interacdo muitos
modelos foram elaborados para elucidar a estrutura destes complexos proteina/surfatante em solucao.

Em 1945, Lundgren e colaboradores sugeriram que o grupo fortemente polar do surfatante
interage com os grupos carregados positivamente da albumina do ovo 31, Trinta anos mais tarde,
Oakes com base nos resultados de RMN, argumentou em favor de agregados tipo micelares ligados a
cadeia polipeptidica da proteina 131,

Reynolds e Tanford, com base em seus resultados de viscosidade intrinseca de varios
complexos proteina/surfatante, propuseram que o complexo na presenca de um excesso de surfatante
assemelha-se a uma longa elipsoide prolata (“rod-like” ), mostrado na Figura 11(b) (74,

Shirahama e colaboradores sugeriram um modelo altemativo tipo “colar de pérolas” (necklace
model) , para o complexo PVP/SDS [5]. Lundahl e colaboradores propuseram gque micelas cilindricas
sdo ligadas nos segmentos hidrofbicos da cadeia polipeptidica arranjando-se numa estrutura flexivel
helicoidal. Esta ligacdo seria estabilizada principalmente por pontes de hidrogénio entre as espécies
(Figura 11(c) (61,

Recentemente, Teixeira e colaboradores /7], utilizando espalhamento de néutrons a baixos
angulos, apdiam o modelo “colar de pérolas” para complexas formados por proteinas e surfatantes em

solugdo aquosa (Figura 11).
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Turro e colaboradores propuseram um modelo para a desnaturacdo da albumina do soro
bovino baseado em técnicas espectroscopicas e nas isotermas de ligagdo 6. O modelo de Turro
considera o seguinte mecanismo de desnaturacdo: (a) uma etapa inicial considerando a molécula de
proteina no seu estado natural, (b) moléculas de surfatantes ligam-se especificamente na proteina por
ligagBes ibnicas ou hidrofdhicas, () ocorréncia ligagdo cooperativa e formacdo de estruturas do tipo
“colar de pérolas”, como o0 esguema estrutural da Figura 12(a), que indica uma abertura da estrutura
da proteina induzida pela presenca de micelas e (d) neste estagio ocorre um crescimento do agregado
proteina-surfatante, com a proteina desnaturada em solucéo. Este modelo é observado na Figura 12.

Fgura 11- Representacdo esquemética de modelos de complexo; formado por
proteina/surfatante nas seguintes estruturas: (a) modelo necklace and bead, (b) modelo rod-like, (C)

modelo da hélice flexivel .
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{al (b)

(c)

FHgura 12- Representagdo esqguemdtica de modelo proposto por Turro e
colaboradores para complexo formado por proteina/surfatante. As letras indicam a sequéncia do
evento de desnaturagdo e consiste em: (a) proteina no seu estado nativo, (b) ligagdo especifica, ()

ligacdo cooperativa e (d) saturagéo [6l.
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3.2.5. Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS)

As medidas de espalhamento de raios -X a baixos angulos fornecem valiosos detalhes sobre a
estrutura de macromoléculas, tais como raio de giro, tamanho de persisténcia, forma e tamanho do
objeto espalhador [7.78],

As curvas de SAXS de solugles de proteina na auséncia e na presenca de pequenas
quantidades de surfatantes serao analisadas a partir da estrutura cristalogréfica da albumina do soro
humano (os dados da albumina do soro bovino néo estéo disponiveis no banco de dados-protein data
bank) e da funcdo de distribuico de distancias p(r) que fomece indicagbes do envelope (forma e
tamanho) do objeto espalhador). Por outro lado, as curvas de SAXS de complexos proteina/surfatante
serdo analisadas através de ajuste da curva experimental a0 modelo de “colar de pérolas’, conforme

descrito abaixo /7.

3.2.5.1. Sistemas néo interagentes: Funcéo de distribuicdo de distancias p(r)

A intensidade de espalhamento 1(q) de uma solucdo isotrdpica de particulas esféricas ou
esferdides de baixa anisometria (razdo entre os eixas maior € menor da elipsoide) € fornecida pela

equagcao [77.78.79;

1(@) = n,P(q).S(a) (14)

Em que n, é a densidade numérica de particulas (nimero de particulas, n, por volume V); P(g) é o
fator de forma da particula e S(g) é a funcdo de interferéncia entre particulas; q € o vetor de
espalhamento de mbdulo 4n/) senb (A € o comprimento de onda da radiagdo e 20 é o angulo de
espalhamento).

Nesse parte, serd apresentada uma breve descricdo da metodologia empregada na andlise
dos dados. Para um maior detalhamento ver referéncias 80,81,82 e 83.

Para sistemas que ndo interagem S(g) = 1 a intensidade de espalhamento € relacionada
diretamente a forma de particula espalhadora. Serdo estudados inicialmente sistemas néo

interagentes monodispersos.
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Estes sistemas sdo caracterizados pela presenca de particulas com a mesma forma, tamanho
e estrutura interna.

Estas condigBes sdo normalmente encontradas em solugBes de macromoléculas bioldgicas a
diluicbes infinitas, nas quais a intensidade total de espalhamento € o somatdrio do espalhamento de
cada uma das “n” particulas existentes na amostra irradiada. Variagdes na forma, tamanho e estrutura
das particulas do sisterma analisado s&o refletidas na funcdo de forma do objeto espalhador P(q) e
consequentemente na funcéo intensidade de espalhamento 1(q).

Nesste contexto, pode ser mostrado que a intensidade de espalhamento 1(q) esta relacionada
com a funcdo de distribuicdo de distancias p(r ) da particula, tal que:

(@)= 4 [ PO (15

A funcdo p( r ) fornece informag&o sobre a forma da particula espalhadora (ver exermplo na
Fgura 13) e da dimensdo méxima, Dnax, da mesma, umavez que p (r)=0 parar=0 e r= Dna. A

funcdo p( r) pode ser obtida da Equacéao 16 através de uma transformada indireta de I(q), tal que:

p(r) === [ 1(a)(ar)sen(ar)dq (16)

272

Na pratica a funcéo de espalhamento ndo pode ser determinada em todo o espago reciproco,
mas € conhecida apenas dentro de umintervalo gmin < g < gmax, 0 que gera efeitos de truncamento no
clculo de p() (Eg. 16). Além disso, as flutuagbes estatisticas geram instabilidades na
antitransformada de Fourier. Para solucionar esses problemas, existem na literatura alguns métodos
de transformacdo indireta 18082, Para estimar a p(r), neste trabalho foi utilizado um programa
computacional chamado GNOM, desenvolvido por D.l. Svergun e colaboradores [841,

Assim, a partir da funcéo p(r ) pode-se estimar a dimens&o maxima da particula e sua forma.

Além disso, o raio de giro eletrdnico, Rg, do objeto espalhador pode ser obtido através da relagao 17:

1 P
Rg=.|> I’
9=,/5 ij(r)r (17)
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FUNCAO DISTRIBUCEO DE DISTANCIAS plr) DE:

o. PART[CULAS COM DISTRIBUIGEO DE DENSIDADE ELETRONICA HOMOGENEA

Fgura 13 — As fungBes de distribuico obtidas est&o relacionadas intrinsecamente com a estrutura do
objeto espalhador (eg. 28). A curva de distribuicdo perfeitamente simétrica se correlaciona com uma
esfera; j& a curva de distribuicdo nao-simétrica e alongada corresponde a forma elipsoide prolata 01,
Quanto mais anisométrico for o objeto espalhador, mais alongada € a funcéo p( r). O didmetro maximo

da particula (Dmax), é obtido quando p(r) — O parar > Dmax.
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3252, Espahamento de Proteinas em Solugdo a partir das Coordenadas
Atdmicas

Neste trabalho sera utilizado um programa de computador (CRYSOL) desenvolvido por
Svergun e colaboradores 5, que calcula 0 espalhamento de macromoléculas a partir da estrutura
cristalografica conhecida. Dadas as coordenadas atomicas (provenientes do banco de dados da
proteina -PDB), 0 programa gera a correspondente curva de espalhamento da proteina em solucdo
que pode ser comparada a curva experimental de SAXS. Para maiores detalhes ver referéncia 31,

3.2.5.3. Complexos Proteina-Surfatante: O Modelo do “Colar de Pérolas”

Tem sido sugerido que a estrutura de agregados de conplexas formados por proteinas e
surfatantes é consistente com o modelo de “colar de pérolas”, no qual as cadeias polipeptidicas, sob a
acdo da interacdo com o surfatante, tornamse mais flexiveis e os agregados de mondmeras, tipo

micelas, distribuem-se ao longo da proteina estendida, conforme Figura 11(a) [771.

A partir da equagéo 28, o fator P(g) pode ser modelado de acordo com a geometria da
particula.

Nesse caso, a micela serd modelada numa forma elipsoidal e prolata com dois niveis de
densidade eletronica diferentes em relagdo ao solvente, ppar= 0,275 (parametro fixo) que representa a
densidade eletronica da cadeia parafinica (cuja unidade € dada por e/ A3) e ppo (primeiro parametro
livre), densidade eletrnica da camada polar em relagiio ao solvente. Para a agua po = 0,327 e/ A3
(parametro fixo). O modelo micelar para P(q) € mostrado na Figura 14(a).

Para micelas de SDS o semi-eixo menor do €lipsdide, que corresponde ao tamanho da
cadeia estendida 6], fornece Rpar= 16,7 A Temse ainda, como segundo parametro v,
correspondente a anisometria da micela. O terceiro parametro de ajuste é o, correspondendo a
espessura de regido polar (incluindo as cabecas polares mais a agua de hidratacéo).

Quando se usa 0 modelo de esferdide de revolucéo de semi-eixas Rpar (Figura 14(b)), P(q) €
definido pela Equacéo 18 ['7):
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P@=[" [P~ £ps Ve (R 80,(0) + (015 ~ Po NV (R + )0, (0))] coserle

Onde: g, =3(senu - cosu)] /u® (18)
Vear € 0 volume da regido parafinica e Voo € 0 volume total da particula, e
9,(0) = (cos* 0+ v?sen? ) e g,(0) = (cos’ 0 +v  sen?9)> . O parametro v/ é a razo axial

da particula inteira (incluindo a regido polar de espessura o), definida por v'= (VRyar *+ ©) / (Rpar +0).

Da Equacdo 18 observa-se que P(g) depende essencialmente dos trés parametras, o, ppol €
v. O pardmetro v esta relacionado com nimero de agregagdo médio n que, para um prolato, é
computado diretamente da relacdo de volume nv=4nv Rf)ar / 3, onde v= 350 A3 é definido como sendo

0 volume méximo por cadeia dodecilica relacionada com o volume especifico da cadeia hidrocarbonica.

(A) (B)

v Rpar+o

v Rpa \
(s}
y Rpar + ¢

_ __Interior
X Parafinico
N

alERNT

Figura 14— (a) Modelo micelar esquematico mostrando os parametros do ajuste v, G € ppol €
(b) Modelo para uma micela elipsoidal. O eixo de revolucdo € z, e a espessura ¢ da regido polar €

quase constante.
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No modelo de “colar de pérolas”, o fator S(q) (Eq 14) é definido em analogia com o “modelo
fractal” /787, Esse assume que complexos formados por proteina/surfatante apresentam uma
estrutura consistente de um “colar’ de agregados micelares, aleatoriamente distribuidos ao longo da
cadeia polipeptidica.

Assim, S(q) pode ser definido em termos de uma funcéo de correlacdo de pares g(r ) dada
por:

S(q) =1+ npfdr4ﬂr2%g(r) (19)
Em que g(r )= (D / 4nnp) (1 / Rm P )rP3, Num espago dimensional D, o nimero de espalhadores
individuais N(r ) dentro de uma esfera de raio r € dado por N(r )= (r / Rm)P. Entdo, D € a dimens&o
fractal do agregado micelar. Se D=3, tém-se esferas num arranjo compacto. Em geral, D pode ser um
numero fracional < 3 para empacotamento com estruturas abertas ( D ~ 1, arranjo quase linear). Além

disso, no modelo espera-se que a correlacdo entre micelas tenha um alcance limitado.

Portanto, assume-se que a correlagdo micela-micela tem alcance finito &, que é uma medida

da extensdo da cadeia polipeptidica desnaturada ['7]. Assim, a Equag&o 19 pode ser escrita como:

S(g)=1+n, f drdzar® =% g(r)exp(-r / &) (20)

Substituindo por g(r) na Equacéo 20, tem-se:

1 DI(D -1)
(QRM)® [1+(Q)*1[(D - 1)/ 2]sen[(D 1) tan™*(QS)]

S(q)=1+

Na qual Rm é o raio micelar equivalente de mesmo volume da elipsdide modelado por P(q). Neste
contexto, os parametros de gjuste da funcdo S(q) sdo D e &, que correspondem a dimensao fractal e o

tamanho de correlacéo, respectivamente.
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3.2.5.4. Forma da Curva de Espalhamento para Polimeros Naturais

Um importante modelo relacionado com a estrutura de solugbes macromoleculares é
denominado de “Wormlike chain”. Ele considera uma cadeia cujo eixo € submetido a continua e
completa mudanca aleatdria da direcdo de todos os pontos ao longo do eixo. O grau de espiral é
caracterizado por um “tamanho de persisténcia P’, que esta relacionado com a conformacdo do
polimero em solugdo (2],

A curva de espalhamento a baixos angulos de cadeia da macromolécula “dissolvida”,
freqlientemente atribui-se a curva Gaussiana consistente com trés regies (Figura 15). A parte mais
interna da curva segue, aproximadamente, uma curva Gaussiana, devido a forma total da particula
globular. Portanto, um gréfico de Guinier 71 desta parte da curva fornece o raio de giro da particula
toda. Devido a reciprocidade entre o angulo de espalhamento e a dimensdo da regido de
espalhamento, a forma da curva espalhada em valores altos de angulos sera dominada por elementos
estruturais. Tamanho destas estruturas diminui com o0 aumento do angulo de espalhamento.

A regido externa da curva, correspondente a parte final da curva de espalhamento (altos
angulos), € consistente com a forma de “agulhas’, pois | ~ 1/ 2 6, uma vez que nesta regido tém-se
uma meior resolucdo da estrutura que apresenta-se aproximadamente linear quando comparada ao
diametro da cadeia que parece ser consistente para polimeros naturais. Porém, como esse corte
transversal € de area finita, témse para uma molécula “coil” (encaracolada) e a intensidade € dada
por:

et

| =
20

e lc=1x20 (22)

Na qual I é o fator da se¢do transversal a qual é determinada pela dimens&o da se¢do transversal.

A parte intermediéria da curva | versus 26, originando as subsegdes maiores da molécula na
qual pode-se visualizar como arranjos aleatdrios da estrutura polimérica, segue uma relacéo definida
por | x (126 )2. Construindo-se um gréfico de | x ( 26 )2 versus 20, esta regido torna-se horizontal
(Fgura 15(b)), e a parte final da curva segue uma linha ascendente, cuja extrapolacdo passa pela
origem.

O valor da ahcissa (20)" do ponto de interseccdo P das duas linhas de extrapolacdo, € um

importante pardmetro caracteristico relacionado com a forma da macromolécula.
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Fgura 15 A figura (a) mostra uma curva de Intensidade de espalhamento versus o angulo de
espalhamento para uma solucdo polimérica. A figura (b) mostra o tratamento matematico da figura (a)

que considera a curva de 1(26)2 versus 26 fornecendo o “Tamanho de persisténcia P".
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4. Objetivos

As propriedades quimicas de uma molécula de proteina dependem exclusivamente de seus
grupos expostos na superficie, que sdo capazes de formar ligagdes com moléculas de surfatantes, por
exemplo. Com isso uma variedade de pesquisas tentam elucidar esse mecanismo e a estrutura destes
agregados em solugdo. Com isso, chega-se as idéias do tipo de equlibrio que acontece em
concentracdes abaixo e acima da cmc, e 0 quanto de surfatante esta ligado na molécula de proteina, e
0 quanto isso afeta as propriedades da solucdo. Em alguns casos, esses sistermas complexas causam
inibic&o da velocidade de reagdes de hidrolise de acetais [71.

Entdo, conforme apresentado na Introducdo, o principal objetivo deste trabalho € estudar a
influéncia de agregados formados por uma proteina globular, tipo albumina do soro bovino, com o
dodecilsulfato de sodio na reacdo de hidrdlise acida dos acetais 2-naftaleno-1,3-dioxolano (2-ND) e o
di-terc-butilbenzaldeido (BTBA).

A utilizaggo das técnicas fisico-quinmicas é relevante nos estudos de interacdo entre polimeros
neutros hidrossollveis e surfatantes, bem como, as interagdes entre biomoléculas.

Considerando o grande interesse industrial exemplificado no item 3.2.1 destes complexos,
pretende-se:

() Estudar o comportamento na superficie dos complexos BSA/SDS e também PEQ/SDS, por
medidas da tensdo superficial, determinando os parametros de ligagdo cac e psp. O que séo
definicBes importantes, pois tratam das mudangas estruturais que ocorrem em solugéo;

(if) Observar as mudancas que ocorrem nas propriedades da solucdo, por medidas de condutividade
elétrica, determinando também os valores de cac e psp e do grau de ionizacdo dos complexos;

(iif) Conhecer a reatividade quimica dos complexos BSA/SDS e PEQ/SDS na reacéo de hidrdlise dos
acetais 2-ND e BTBA, e avaliar os fatores responsaveis pela modificacdo da constante de velocidade
observada com efeitos de concentragdo e mudancas do pH aparente;

(iv) investigar a estrutura dos complexas através de medidas de espalhamento de raio-X a baixos
angulos, obtendo informag@es sobre o raio de giro e parametros relacionados coma forma da micela e
modificacdo estrutural dos complexos. Fnalmente, comparar os dados obtidos por cinética,
condutividade elétrica e SAXS com modelo do “colar de pérolas’ definido na literatura para os
complexos BSA/SDS.
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CAPITULO Il: EXPERIMENTAL

2.1. MATERIAIS

Os &cidos utilizados para preparar os tampdes foram, o succinico proveniente da General
Purpose Reagent e bdrico proveniente da Quimica Fina, ambos com grau P.A. O é&cido cloridrico,
hidréxido de sodio e cloreto de sodio foram obtidos da Merck e Sigma, respectivamente.

A sonda de pH, piridina-2-azo-p-dimetilanilina (PADA), foi proveniente da Aldrich. O ruténio bi-
piridineo ( Ru(bipy);?) e o 9-metilantraceno foram obtidos da Aldrich.

O dodecilsulfato de sodio foi procedente da Sigma com 98% de pureza. O perfil de tensao
superficial do SDS , ndo apresentou nenhum minimo referente a presenca de impurezas.

A proteina, albumina do soro bovino (BSA) foi obtida pela Sigma da fragdo V (Lot 56H0659)
com 98-99% de pureza, apresentando principalmente as globulinas. O poli(oxietileno) (PEO) foi obtido

da Aldrich, com peso molecular médio 10.000 daltons. Ambos foram utilizados sem prévia purificagéo.

2.2. METODOS

2.2.1. Preparacdo dos substratos

O substrato, acetal di-terc-butil benzaldeido (BTBA) foi preparado de acordo com
metodologias ja descritas [70.89],

O 2-naftaleno-1,3-dioxolano foi preparado segundo Ffe, reagindo 2-naftaldeido com etileno
glicol na presenca de acido p-tolueno sulfénico, utilizando benzeno como solvente 801,

Num bal&o de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 10 mmoles do dioxolano, 6,2 g de
etileno glicol (excesso), 1 mmol de &cido p-tolueno sulfénico e 75 ml de benzeno seco. Adaptou-se ao
baldo um aparelho de Dean-Stark . Foram adicionados um agente secante (carbonato de sodio). A
reacao permaneceu em refluxo por 5 dias a temperatura de 50°C. O produto sdlido foi recristalizado
com metanol a quente e seco a vacuo, onde obteve-se um rendimento de 60%. Inicialmente foi
caracterizado por (i) infravermelho, no qual se observou o completo desaparecimento da banda em
1665 cm-! referente ao grupamento C=0 do aldeido.
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(ii) O espectro de RMN 1H (referéncia interna TMS e CDClz como solvente), que mostra um
pico em ¢ = 6,0 e 4,1 ppm referente ao préton do carbono ligado ao oxigénio e os prétons dos
grupamentos CHy do dioxolano, respectivamente. (jii) 13C na qual mostra um pico em 6 = 104 ppm

referente ao &tomo de carbono entre os anéis (apéndices 1, 2 e 3).

2.2.2. Preparacéo das Solugdes

As solugdes estoques da BSA e do PEO foram preparadas pesando quantidades em massa e
submetidas a uma suave agitagdo por 12h para completa solubilizag&o.

As solugdes estoques 0,10 M de SDS, em tamp&o succinato 0,020 M, foram preparadas
titulando com hidroxido de sodio misturas apropriadas de &cido succinico, na presenca da BSA ou de
PEO, até atingir o pH desejado.

Todas as solugdes foram preparadas com agua destilada e desmineralizada atraves de um
sistema do tipo Milli-Q Water System.

As medidas de pH foram feitas utilizando um eletrodo combinado de vidro acoplado num pH-
metro Beckman modelo @71, calibrado com padrdes pH 4 e 7 para as soluces de SDS e pH 7 e 10

para as solucdes de SDoD, na temperatura desejada.

2.2.3. Tensdo Superficial

As medidas de tensdo superficial foram feitas utilizando o tensibmetro da Microquimica
Modelo MQ-STI conectado numa bomba de injecéo de fluxo de marca Orion, modelo 352.

O método utiliza 0 peso ou o0 volume da gota 5859, e consiste em medir 0 volume da gota de
um liquido que se desprende liviemente na extremidade inferior de um tubo de vidro estreito, mantido
na vertical, colocado entre um sensor fotovoltaico. O valor da tensdo superficial foi feito pela média do

volume de cinco gotas [58.59.89],
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Todas as medidas foram efetuadas a temperatura ambiente utilizando um fluxo de vazéo da
solugdo titulante de 10mi/h. As solugdes diluidas foram preparadas a partir de misturas de uma
solucdo estoque de 0,1 M de SDS e de tampdo (com ou sem polimero) no pH desegjado. Apds a
preparacao, elas eramfiltradas comfiliro de nylon de porosidade 0,22 pm A Fgura 16 mostra a curva
de tensdo superficial para 0 SDS. O valor cmc foi dado pelo ponto de interseccdo das retas e para

este medida foi encontrado com sendo de 3,98 mM.

2.2.4. Condutividade Elétrica

As medidas de condutancia foram feitas em uma cela de diluicdo termostatizada conectada
em um condutivimetro Analion Modelo C-170 equipado com eletrodo de platina, acoplado em um
computador através de uma interface MQ 12 bits A/ID. A técnica consistia em adicionar o eluente
(solucdo do surfatante) através de uma seringa de 20 mL conectada numa bomba de fluxo da marca
Orion modelo 352, que fo interfaciada a0 computador. Os dados de condutividade foram
armazenados no computador e graficados versus a concentragdo molar do surfatante.

Utilizou-se também um condutivimetro ATI-ORION, Modelo 170. As titulagdes foram feitas
adicionadando pela adi¢cdo de aliquotas da solugao 0,1 M do surfatante em 12 L da solucdo tampéo,
previamente termostatizada a temperatura desejada e agitada suavemente. A adicdo da solucdo
estoque foi feita através de uma bureta Metrohm Herisau Multi-Burete E 485. Os dados de
condutividade foram transportados manualmente para o programa ORIGIN 3.0 que fornecia um gréfico
de condutividade elétrica versus concentracdo do surfatante. A Hgura 17 mostra a curva de
condutividade para a solugdo de SDS em tampao succinato de sédio, o valor da cme foi encontrado
pela interseccdo das retas foi 3,40 mM.

A cmc do SDS em &gua foi 8,35 mM e esta de acordo com o valor de 8,32 mM [90.91.92]],

Para os sistemas onde ha formacdo de complexos na presenca da proteina ou do polimero,
0s parametros de ligagéo cac e psp foram calculados a partir do final da regi&o linear abaixo da.cmc e
do comego da regido linear em valores maiores que a cmc do surfatante puro, respectivamente.

O grau de ionizagdo (o) para micelas de dodecilsulfato de sodio foi estimado utilizando a
definicéio de Lianos e Lang Pl ¢ =S,/ S, onde S; e S, correspondem aos coeficientes angulares

das retas obtidas através dos graficos de condutividade elétrica [1.92],
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Fgura 16- Gréfico da tensdo superficial versus concentragdo de SDS em 20 mM de tampéo

succinato de sédio, pH=5,6 a temperatura ambiente (25 °C).
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Fgura 17- Grafico da condutividade elétrica de uma solugdo de SDS em 20 mM de tampéo
succinato de sodio, pH=5,4, a 25,0 °C. O ponto de interseccéo é definida pela concentracdo micelar

critica (cmc).
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2.2.5. Medidas Cinéticas

As reagdes de hidrdlise do BTBA e do 2-ND foram feitas pela adicdo de 10 uL da solugdo
estoque do acetal (3x102 M em acetonitrila seca) em 2,5 mL da mistura da solucdo tampéo de
succinato, 20 MM pH=5,4 com a solugdo estoque do surfatante, a 30,0 °C. A formacdo dos produtes,
benzaldeido e p-naftaldeido, foram seguidos espectroscopicamente em 252 e 340 nm,
respectivamente. Foram utilizados os espectrofotdmetros HP UV 8452-A e Ultra VGA 1280 Hewlett
Packard Vectra XA 8453. As medidas foram feitas numa cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm.

As reagdes de hidrdlise foram realizadas em condigdes cinéticas de pseudo-primeira ordem.
Os valores de absorbancia obtidos em fungdo do tempo foram coletados num computador, e os
valores da constante de velocidade foram estimados através de um programa HP 89532K. O desvio

padrdo sobre os valores de Log( A - A) versus tempo foi menor que 10-5.

2.2.6. Determinagdo do pH aparente (pHapp)

O pHapp interfacial das solugbes aquosas contendo SDS e misturas de BSA/SDS e
PECQYSDS, em 20 mM de tarmpéo succinato de sodio pH= 5,4 a 30 °C; foi estimado utilizando a sonda
indicadora de pH, piridina-2-azo-p-dimetilanilina (PADA) 1, determinada por espectrofotometria de

absorcdo através das Equacdes 23 e 24:

pKa = pHapp + Log([p[‘i{]} (23)
[AH]_(A-A,,)
(Al (A - A )

Os valores de Anax € Anin representam as absorbancias das espécies protonada e
desprotonada, respectivamente, enquanto A € a absorbancia na presenca de BSA , ou PEO ou ainda
de SDS somente. As medidas das absorbancias foram feitas seguindo a variagdo da banda de
absorcéo no comprimento de onda Amax = 555 nm, utilizando o espectrofotometro Ultra VGA 1280
Hewlett Packard Vectra XA 8453. As solugdes foram feitas na cubeta através de misturas de solucdes

tamponadas ( com ou sem polimero ) e solugdo contendo o surfatante.
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As solugbes foram preparadas fixando-se as concentragfes de polimeros (0,1-1,0 %) e
variando as concentragdes de SDS. A seguir, adicionava-se um volume de 10 pL de uma solucdo de
PADA (1x10-3 M em acetonitrila) em um volume de 2,0 mL da solucdo a ser analisada. A concentracdo
final de PADA foi de 5x10% M. O valor de pHapp foi calculado a partir das equagdes 23 e 24 utilizando
o valor de pKa do PADA como sendo 4,5 1], Os espectros de absorcdo foi registrado logo apds
adicdo de PADA. Os valores de Amax € Anin foram obtidos com solugdes de 0,10 M de NaOH e de HC,

respectivamente.

2.2.7. Medidas de Fluorescéncia: Determinacdo do Numero de Agregacao

As medidas de intensidade de fluorescéncia foram feitas num espectrofotometro Hitachi
modelo F4500 equipado com uma cela termostatizada a 30 °C. Os dados de fluorescéncia estética
foram usados para determinar o nimero de agregacdio (N ) de misturas de SDS e de BSA, em
tampao succinato de sodio pH=>5,4.

A técnica utilizada compreende a supressdo da fluorescéncia do cloreto ruténio tris(2,2-
bipiridil), ion Ru(bipy);>, pelo supressor 9-metilantraceno (5x103 M). Inicialmente, o supressor ficou
em contato com as diferentes solugbes de SDS por duas horas. A concentracdo molar de micelas
associadas a proteina [M] foi determinada a partir dos graficos do logaritmo das razdes de intensidade

de uma solugdo 5,0x10¢ M de Ru(bipy):?, In (II—OJ versus a concentracdo molar do supressor [MA]

e N foi estimado a partir das inclinacdes,

" , onde Ct € a concentracdo total do surfatante (661,
—cac

As fendas selecionadas foram de 5 nm para excitacdo e 20 nm para emisséo,
respectivamente. Todo o experimento foi conduzido em uma cela de 10 mm de comprimento, e as

amostras excitadas em 450 nm.



Experimental 51

2.2.8. Medidas de Espalhamento de Raio-X a Baixos Angulos (SAXS)

Os experimentos de SAXS foram feitos em colaboragéo com o Instituto de Fisica da USP
(IFUSP) e os dados foram obtidos na linha de Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos do
Laboratdrio Nacional de Luz Sincroton, Campinas, SP/Brasil. O esquema da estacdo experimental do
LNLS esta representado pela Fgura 18. As medidas foram feitas & temperatura ambiente por
intervalos de 15 minutos, alternando-se amostras de proteina e solucdo tanpdo (branco). O

comprimento de onda foi de 1,608 A e a distancia da amostra ao detector de 723 mm. Os

experimentos foram repetidos ap6s 4-8 horas e o0s resultados foram reprodutiveis.

As amostras de SDS em tampéo succinato de sédio pH= 5,4 (com e sem proteina) foram
acondicionadas numa cela plana especial de teflon revestida por duas janelas de “ Mylar” (plastico
impermedvel e de baixa atenuacdo do feixe de raios-X). As amostras foram colocadas no porta-
amostra com auxilio de microseringas descartaveis. As curvas de espalhamento de cada amostra
foram corrigidas pelo espalhamento do tampéo, pela sua atenuacéo, normalizada pela intensidade de
feixe direto monitorado ao longo de medida e, finalmente corrigida pela homogeneidade do detector

linear sensivel a posicao.

anel de armazenamento

monocronrador curvo

~--_——-

Fgura 18- Estacdo experimental de SAXS do LNLS. Em geral, a linha de SAXS é formada
por: (a) conjunto de fendas de entrada que define o feixe vindo da fonte, (b) espelho de raio-X, (c)
monocromador, (d) caminhos de vacuo para o feixe incidente e para o feixe espalhado, (€) conjunto de

fendas anti-parasiticas, (f) porta amostras e (g) detetor de raio-X.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde que o modelo de complexos formados entre 0 SDS e a BSA foi sugerido cono
constituido de um arranjo de agregadaos, ao longo da cadeia proteica [56.77], tipicamente de estruturas
micelares, aplicaram-se os fundamentos e caracteristicas cataliticas que as micelas ibnicas exercem
sobre reagdes quimicas para investigar as caracteristicas cinéticas e cataliticas em misturas de
proteina e surfatante ibnico. O sistema SDS-BSA foi escolhido porgue € o que tem sido mais utilizado
como modelo em diferentes estudos ja que, 0s inUmeros resultados e interpretagdes estruturais; que a
literatura. acumulou nas Ultimas trés décadas, poderdo servir como base para uma ampla discusséo
sobre a relacdo estrutura- propriedades e resultados cinéticos.

Acetais s80 substratos que tém sido usados, extensivamente, em nosso laboratdrio para
verificar os efeitos cataliticos exercidos por sistemas tipicamente micelares com interfaces carregadas.
A vantagem do uso destes substratos € de que €eles facilitam a interpretacdo quantitativa dos dados
cinéticos com o uso da teoria de catalise micelar e, principalmente, com a aplicacao do formalismo do
modelo da pseudofase de troca ibnica (PPIE) [27.28.67.9293], Além disso, a velocidade da reacdo depende
das concentragdes de H* e do substrato em ambas as pseudofases. Por outro lado, a interpretacéo de
reagbes bimoleculares tem sido amplamente feita com sucesso (6779 facilitando, neste caso, 0 seu uso
em sistemas micelares para monitorar o comportamento desses sistemas organizados com relacao a
habilidade de concentrar préton e substrato.

Assim, neste trabalho, foram usados dois substratos diferentes, o di-terc-butilbenzaldeido
(BTBA) e 0 2-naftaleno-1,3-dioxolano (2-ND). O sucesso do uso do BTBA, tanto na auséncia [’ como
em presenca de PEO e PVP 7] ficou limtado pela condigbes experimentais relativas ao
acompanhamento cinético da formagéo do benzaldeido, em 252 nm.

Neste comprimento de onda; diferentes segmentos de amino &cidos da proteina, como o
triptofano; absorvem fortemente na regido 282 nm, competindo com a contribuicdo a absorcdo do
benzaldeido. Dessa forma, o trabalho cinético com este substrato ficou limitado somente a baixas
concentracdes de BSA.



Resultados e Discussao 53

Para expandir a faixa de concentracdo de BSA que pudesse ser estudada, preparou-se um
acetal derivado do 2-naftaldeido e, assim, devido a sua estrutura cromoforica, foi possivel monitorar o
aparecimento do produto de hidrélise em 340 nm, evitando a da interferéncia espectral da proteina.

Péde-se, assim, monitorar o efeito da concentracdo em concentracdo de BSA até 1 %. Sera
dada énfase na discusséo dos resultados cinéticos obtidos com o 2-ND, embora ambos com 0s
substratos exibem equivalentes comportamentos dos perfis cinéticos como veremos adiante.

Discutiremos inicialmente como pode ser caracterizada a fase de agregacao, isto €, identificar o
inicio e o final da ligacdo do surfatante na cadeia macromolecular da proteina e, em seguida,
discutiremos os efeitos cinéticos da reagéo de hidrdlise do 2-ND em presenca de SDS e em misturas

de BSA/SDS, em idénticas condi¢Bes experimentais, isto €, em tampé&o succinato, pH 5,40, a 30 °C.

3.1. Hidrdlise do 2-ND na Presenca de SDS

A maioria dos acetais hidrolisam-se por um mecanismo de transferéncia do ion hidrénio no
estado de transicéo e a reacdo € catalisada especificamente pelo ion hidrogénio. Alguns acetais, no
entanto, como o acetal do di-terc-butilbenzaldeido (BTBA), com estruturas estericamente impedidas,
alteram o mecanismo da reagéo hidrolisando-se também via catalise acida geral (1726701, A hidrdlise do
2-ND, numa simples descri¢éo, ocorre numa primeira etapa da reacao de hidrolise que envolve um pré-
equilibrio dirigido pela protonacdo do &tomo de oxigénio, e uma etapa lenta que consiste na
decomposicao unimolecular do intermediario protonado (Esquema 6).

Na auséncia de BSA, o perfil cinético; apresentado na Figura 19, é semelhante a outros ja
publicados para reagdes bimoleculares de substratos hidrofdbicos, tais como p-nitrofenil octanoato de
sOdio [2426,28,67,70]

Assim, 0 aumento de kops, até atingir o méximo em~ 0,030 mM de SDS, é consistente com o
comportamento de um substrato pouco hidrofobico. Os valores da constante de ligag&o aumentam com
a hidrofobicidade do substrato, isto €, com o comprimento da cadeia alquilica. Por exermplo, o valor de
Ks para 0 acetato de 2,4-dinitrofenila e do octanoato de 2,4-dinitrofenila foi estimado por Frescura e
colaboradores como sendo 50 M e 1550 MY, respectivamente 4. Os valores de kobs estédo no
apéndice 5.

O valor estimado da constante de ligacdo do BTBA, substrato usado neste trabalho, foi
estimado ser 70 M1 [70], portanto, um tipico valor de um substrato pouco hidrofébico. Em tratamento

cinético pela aplicagdo da teoria de pseudofase de troca ibnica para misturas de SDS e PEO, nas
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nas simulagdes dos perfis cinéticos, assumiu-se gue o parametro Ks é o mesno tanto quanto na
presenca de micelas de SDS como para agregados PEO-SDS. E possivel supor que o substrato estava
estatisticamente distribuido entre as pseudofases micelar e pseudofases complexo polimero/surfatante
[71,93,94,95]

Uma caracteristica dos perfis cinéticos de substratos hidrofdbicos é de que o maximo da curva
kobs Vs. [Surf.] ocorre em concentragBes muito proximas da cmc. Um caso tipico de perfil de um
substrato hidrofébico é o ja documentado para a hidrdlise do acetal 2-(p-nonoxifenil)-1,3-dioxolano (p-
NPD) em presenca de SDS [57],

sonFisens

rapido

l H20

CHO

v — i+

+ O OH, + HO
OH OH

Esquema 6- Mecanismo da reac&o de hidrdlise do 2-ND.

Portanto, nos tratamentos de dados cinéticos, assumiu-se que O substrato esta
termodinamicamente em equilibrio entre as pseudofases na escala de tempo em que ocorre a reacdo
de hidrdlise, e sua distribuicdo € definida por uma constante de ligagcdo (Ks) (item 1.2.3), conforme o

equilibrio 1523271 S +Cd < S,

Desta forma, Kg=—2 (25)
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Figura 19- Constante de velocidade observada (Kobs) Versus [SDS] na reacdo de hidrdlise acida
do 2-ND em tamp@o succinato de sodio 20 mM, pH=5,40 a 30,0 °C. Os valores representados por (e)
sS40 resultados experimentais e os valores representados por (—) 0 ajuste tedrico a partir do modelo

de pseudofase de troca ibnica.
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Os termos Sy e Sy indicam o substrato nas pseudofases agquosa e micelar, respectivamente;
Cd é a concentracdo estequiométrica de surfactante micelizado relacionado com a concentragdo total

em solugdo (Ct) através Equacdo (40).

Cd=Ct-cmc (26)

Observa-se que a cmc, nas condigbes da experiéncia com o 2-ND, é de 3,40 mM. Assim,
qualitativamente, o maximo da curva, que aparece em algumas ordem de magnitude acima da cmc, €
interpretado como sendo uma combinacdo ideal de concentragBes maximas naguele ponto, tanto do
substrato como do reagente.

Entende-se, entdo, que 0 agregado catalisa a reacdo porque tem a habilidade de concentrar os
reagentes num pequeno volume da interface micelar. Assim, se ocorrer a diluicdo de um deles na
pseudofase micelar, ocorre diminuicao de kobs. Esta Ultima observagdo é relevante porque, embora seja
o tema principal de discusséo deste trabalho, antecipamos que, provavelmente, a inibicdo da
velocidade provocada pela proteina, que veremos adiante, também pode estar relacionada com um
fendmeno de diluicdo de um dos reagentes na interface do complexo BSA-SDS. A diminuicao de Kobs,
no entanto, acima de 0,030 M SDS &, basicamente, atribuida a dois fatores: (i) o efeito salino devido ao
aumento progressivo da concentragdo de ions sodio na fase aquosa com o aumento da concentracao
de SDS e (i) a dilui¢do do substrato na fase micelar devido também ao seu aumento com a [SDS].

A catdlise micelar em solugBes aguosas, interpretada pelo modelo de pseudofase, considera
gue a reagcdo ocorre em fases separadas, denominadas de pseudofases aquosa e micelar. Em
solucBes micelares, os reagentes distribuemtse rapidamente entre as fases induzidos por um equilibrio
resultante de intrigadas forcas hidrofébicas e/ou hidrofilicas, eletrostéticas e polares. Por outro lado,
agregados micelares sdo anisotropicos, tém regides de diferentes polaridades podendo localizar
reagentes preferencialmente em diferentes meios do agregado [78.
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3.2. Estimativa da constante de ligagdo do 2-ND

Embora, qualitativamente, o perfil cinético da Hgura 19 indique que o substrato € sO
moderadamente  hidrofdbico, € importante, para posterior discussdo, estimar o valor, mesmo
aproximado, de um parametro de ligagdo do 2-ND as micelas de SDS. Uma aproximacdo, embora
sendo uma medida indireta, € o uso de uma técnica de simulacdo tedrica por aplicacdo de uma teoria.
A teoria de pseudofase para catélise micelar € a mais adequada e tem sido amplamente testada tanto
para rea¢es mono como bimoleculares [95.96.97.98],

A premissa da teoria € a de que a velocidade total da reacéo € fornecida pela soma das
velocidades nas duas pseudofases (Esquerma 4). Assim, para uma reacdo bimolecular, como para a
hidrélise acida do 2-ND, a velocidade da reagdo na solucdo é expressa por:

Vel =k,[2-NDJ,[H "], + ky[2-ND],[H ], @)

Em que os subscritos ‘W’ e “m’ representam as quantidades estequiométricas do substrato nas
pseudofases aquosa e micelar, respectivamente e ki e km representam as constantes de velocidade de
segunda ordem em cada pseudofase. Os colchetes definem a modalidade de concentracdo tida em
moles por litro de solucdo. Os termos na Equacéo 27 séo considerados como concentragdes “locais”
em cada pseudofase.

Assim, a ligacdo do substrato organico na micela € governada principalmente por forcas
hidrofdbicas. A equacdo cinética adequada para interpretar o perfil de ks Vs [SDS] e estimar a
constante de segunda ordem na pseudofase micelar, ky, é dada pela Equacéo 28 271:

_ [HaH (Ko / V) KSK - e ([NER] NG ] + Ko}
1+ KsCd

kobs (28)

Em que Cd é a concentracdo estequiométrica do surfatante micelizado relacionada com a
concentragdo total do surfatante (CY) por Cd = Ct —cme. O termo Vim € 0 volume nolar efetivo por mol
de surfatante micelizado (Vim = 0,25 mL/Mol) [ e Ks representa a constante de ligacdo do 2-ND
definida pela Equacéo 15.
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A concentracéo do reagente H+ (ou HsO*) na interface micelar do SDS, € estimada a partir do
controle da transferéncia de H* e Na* entre as pseudofases que dependem dos parametros de

equilibrio, como da constante de troca-idnica K, ., conforme equilibrio:

HFW + Na+m —,/' -|+m + Na+W (29)

Assim , a partir de Eq. 29, a constante de troca idnica é definida pela expresséo 30:

_ [Hal[Na,]

H/Na — 30
[H, ][N 0

Assumindo que K, ,= 1,0 [ tanto para micelas de SDS quanto para complexos BSA/SDS,

témse que:
[Hnl[Na,] =[H,][Nag] (31)
A Equacdo 31 pode ser resolvida para estimar [Hf]m utilizando equagbes adequadas de

balango de massa tais como:

[Nag] = (1-a)Cd-[H,] (32)

[Na,] =oCd+cmc+[Na‘]; +[H ] (33)

onde [Na*]r é a concentracdo de ions sodio de origem do tampé&o. Assim, a concentra¢do de ions H* na

fase micelar pode ser estimada, entéo, a partir da relagdo 31, considerando as Equagdes 32 e 33.

[H,]Q-a)Cd

[Hnl= .
aCd +cme +[Na']

(34)
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Uma facilidade na interpretacéo cinética do perfil de kons Vs [SDS] (Hg. 19), na auséncia de
BSA, reside no fato de que as cinéticas sao executadas emfaixas de pH entre 4 e 6 de tal forma que a
concentracdo hidrogenionica na fase micelar € muito menor do que a de contra-ions ligados. Assim,
usualmente, [H]n << (1-o)Cq (Eq. 32) e, portanto, [Na‘]m >> [H]m 5. Dessa forma, levando-se em
consideragdo que as experiéncias cinéticas foram feitas sem adicéo de sal para controlar a forca ibnica
e, ainda, que a concentragéo utilizada de tampao era de apenas 0,02 M, entdo a contribuicdo de Na* na
fase aquosa pela micela de SDS, isto €, o termo aCd da Equacdo 33, torna-se importante na

estimativa da quantidade total de Na,,. Aproveitamos para relacionar o primeiro fator importante que o

formalismo PPIE usa como um argumento para interpretar a diminuicdo de kobs acima da [SDS]
representada pelo maximo no perfil da Fgura 19. Isto é, a medida que a [SDS] aumenta, a micela
contribui para 0 aumento da concentracdo de Nat na fase aquosa e, portanto, desloca mais ions H da
superficie micelar. Por isso, este fato é observado com diminui¢&o de Kos.

Um segundo ponto relevante, j& mencionado acima e a ser reconsiderado aqui, é decorrente da
contribuicdo do o para a concentracdo total de Nat na fase aquosa. Portanto, o termo a.Cd (Eq. 33)
torna-se mais importante em agregados micelares mais ionizaveis. Diferencas em valores de o podem
interpretar as diferencas em catélise de acetais entre dois agregados micelares tais como quando
coexistem em solucao micelas regulares de SDS e complexos PEO-SDS, tema que serd visto adiante.

Uma outra forma de apresentar o problema € a de considerar para este tipo de reacdo,
agregados anibnicos com cobertura micelar (de contra-ions sédio) grande, e entdo o termo (1- o)Cd
grande (Eq. 33) tém maior capacidade de concentrar ions H* na interface.

A Fgura 19 mostra o melhor resuitado da simulagéo tedrica prevista pela Equacdo 28. A
técnica de simulagéo consiste em estimar os valores da kom/Vm Mais reprodutiveis possiveis, aplicando
a equacao para cada valor de kos da Fg. 19. O termo da Eg. 28 no qual reside a maior incerteza é na
razdo kem / V. A constante kom, quando dividida por V' tem unidades em Mis e, portanto, é uma
constante de segunda ordem para a reacdo de hidrdlise na pseudofase micelar. A melhor simulacdo foi
conseguida usando um Ks estimado em 110 M e um valor da constante de segunda ordem na fase
micelar, kom, de 3,50 Ms1, Nesta simulacdo foram usados os parametras cmc = 3,40 mM e ky = 2,56
Mis1, Kyna = 1,0 9 e considerada a contribuicdo em ions sodio proveniente da tampéo, 0,020 M de
succinato, pH = 5,40, aproximadamente 0,028 M. A constante de velocidade de segunda ordem em
agua (Kaw) do 2-ND foi obtida por um gréfico de kops Vs. [H], no qual o coeficiente angular corresponde

aconstante kaw cujos valores sdo mostrados no Apéndice 4 e 5.
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Portanto, considerando a expressao geral da hidrdlise &cida do 2-ND em tampéo succinato de
sadio, pH=5,4 e a 309C, a linha cheia representa o gjuste tedrico dos dados experimentais, utilizando
komwm= 14 e Ks=110.

Como 0 Ks do 2-ND é caracteristico de substrato moderadamente hidrofobico, é necessario
considerar a contribuicdo, embora pequena, da reacdo de hidrdlise do 2-ND na fase agquosa. O 2-ND
mostra uma baixa reatividade na pseudofase micelar tanto quanto em agua, tal como é verificado para
0 BTBA 131, Esta observacéo é concordante com os valores documentados da literatura [26.67.68],

3.2.1. Consideragdes sobre o valor de Ksestimado

O valor de Ks=110 indica que o substrato 2-ND é somente moderadamente hidrofdbico. A
escolha do substrato 2-ND para monitorar os efeitos de complexos proteina-surfatante sobre a cinética
de hidrdlise tem como deficiéncia o fato que, na andlise qualitativa de um pefil cinético, deve-se levar
em conta a concentracdo do surfactante ao longo de todo o perfil. O substrato particiona-se entre as
pseudofases e depende da concentragdo do surfatante, conforme Equagdes 27-31, e as contribuicdes
nas fases aquosa e micelar variam a cada incremento da concentra¢éo de SDS no perfil da Figura 19.

A estimativa da raz&o de substrato ligado e livre pode ser feita a partir da Equacéo 35, assim:

[S]m = KsCd = Ks.(Ct — cmc) (35)

Si

Portanto, considerando; em condi¢fes de kons méxima na Figura 19, isto é [SDS] =0,03 M, ea
concentracdo de 2-ND usada nas cinéticas (veja Materiais e Métodos), [2-ND] = 1,2 x 105 M, isto
significa que cerca de 77 % de todo substrato adicionado reage na fase micelar, enquanto que o
restante na fase aquosa. Portanto, observa-se que, embora kops Mméximo ocorra em uma [SDS] perto de
10 vezes a cmc, ainda um pouco mais de 20 % reage na agua e somente no ponto de mais alta

concentracao, ou seja, em [SDS] = 0,140 M, é que 95 % do substrato esta reagindo na fase micelar.

[S]”‘ =110M (0,030 - 0,0034M ) = 2,93

Si
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3.3. Hidrélise de Acetais

ReagBes quimicas que sdo catalisadas por sistemas que contém surfatantes tém sido utilizadas
como modelo para estudo da estabilidade quimica de compostos com atividade bioldgica em diferentes
meios [26.92.9596.97.98], Assim, nestas simulagbes, um dos objetivos € o de escolher a formulacdo e
compoasicdes apropriadas tanto do surfatante como de aditivos, que possam eliminar e/ou aumentar a
estabilidade do componente ativo.

As reagles de hidrdlise de acetais s80 sensiveis as mudancas do meio e em diversas
situacOes experimentais, tém a capacidade de monitorar a habilidade de agregados micelares em ligar
prétons e o proprio substrato. Essa habilidade esta estritamente relacionada com as estruturas e as
propriedades interfaciais estudadas para os acetais 2-ND e BTBA.

3.3.1. Hidrolise Acida do Acetal di-terc-butilbenzaldeido (BTBA)

Como foi mencionado, 0 uso do acetal BTBA, ficou limitado pela interferéncia espectral da
proteina que absorve fortemente no ultravioleta, e portanto, inviabilizava o processo de
acompanhamento cinético da formagéo do benzaldeido em concentracdes de BSA acima de 0,1 %.

No entanto, a FHgura 20 mostra perfis de kos Vs [SDS] em 0,025 e em 0,1 % de BSA e, em
ambos 0s casos, a velocidade de reacdo de hidrdlise (Esquema 7) aumentou com a [SDS] até atingir
um maximo em 35 mM que depende da quantidade de BSA presente. Na figura inserida (Figura 21), €
apresentado o perfil na auséncia de proteina. Note-se que os perfis apresentam formas similares mas,
é relevante observar o fato de que kops, & [SDS] constante, claramente diminui com 0 aumento da [BSA]
(os valores de kobs estdo no apéndice 6). Essa reacdo foi estudada por Lima [°21 na presenca de 0,4%
(100 mM) de PEO e também foi verificada inibi¢do de Kobs.

CH(OBU! )2 CHO
AH

HO

+ ZBLQOH

Esquema 7- Reacdo de hidrélise do BTBA [92I,
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Fgura 20- Valores da constante de velocidade observada (kobs) Vs. [SDS] para a reacéo de
hidrdlise do BTBA, em 20 mM de succinato de sddio, pH=6,00 em presenca de 0,025 (o) € 0,1% (M)
de BSA Os valores representados por (O) foram obtidos em 100 mM (0,4%) de PEO 2. A figura 21

inserida mostra a hidrélise em SDS, nas mesmas condi¢des experimentais, a 25 °C.
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Fgura 22- Efeito da concentracdo de BSA sobre kyps para a reacéo de hidrdlise do BTBA, em
tampao succinato de sodio 20 mM, pH=6,00, em presenca de (A) 4,0 mM e (B) 20 mM de SDS, na
temperatura de 25 °C.
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A inibicio da velocidade da reagdo de hidrdlise sera melhor discutida adiante para o substrato
2-ND. Esse fendmeno, de certa forma complexo, ja tem sido observado também para conplexos
formados em misturas de PEO e PVP e SDS [%.71] e em misturas de PEO e NaDeP 8992, O modelo
apresentado para interpretar a inibicdo nestes sistemas, ficou fundamentado no fato de que a cadeia
polimérica pode estar ligando prétons e, em conseqiiéncia, diluindo-o na regido da interface (camada

de Stern) onde o substrato reage.

3.3.2. Hidrolise Acida do 2-Naftaleno-1,3-Dioxolano (2-ND) em Presenca de BSA

A Hgura 23 mostra o efeito da [SDS] sobre a velocidade da reacdo em diferentes
concentragdes de BSA. Observou-se gue em 0,2 % de BSA, os valores de kips S80 menores do que
agueles quando na auséncia de BSA. Neste caso, ks aumenta com a concentragéo de surfatante, e
alcanca um kyps maximo em 40 mML. Esse valor desloca-se para ~ 60 mM quando a concentracéo de
BSA € de 0,80 %.

No entanto, o valor de ks comegou a aumentar proximo de 16 mM de SDS, cuja faixa de
concentragdo coincide com aquela estimada como sendo o psp em 0,80 % de BSA (veja mais adiante
Tabela 5). Os resuitados das constantes de velocidade, observado para as demais concentragdes de
albumina empregada e de polimero (PEO), estdo no Apéndice 7.

O efeito de inibicdo da velocidade da reacdo de hidrdlise induzida pela concentracdo de
polimero € melhor exemplificada nas Figuras 24A e 24B, para misturas de BSA/SDS e SDS/PEQ,
respectivamente, monitorando em diferentes faixas de [SDS]. Nota-se que, tanto em presenca de BSA
como de PEO, 0 valor kops diminuiu com o aumento da concentragdo de polimero. E importante ainda
observar que a inibicdo é mais acentuada nos perfis de [SDS] menores. Este fato pode ser visto
comparando os perfis em 7,0 e 80,0 mM de SDS, Figura 24A.

Por outro lado, questiona-se ainda, se a proteina monomérica possa participar também da
reacdo de hidrdlise por qualquer adicional mecanismo. Sabe-se que a proteina tem a capacidade de
ligar substratos neutros porgue tem dominios hidrofébicos. Aliés, no plasma a funcdo de transporte de
lipideos e outros componentes traduz a funcéo biologica mais importante da albumina 9 .,

No entanto, 0 efeito da BSA sobre reagBes quimicas tém sido apenas discretamente
documentadas. Taylor e colaboradores 1901 gpresentaram a BSA como um eficiente catalisador. Eles

observaram que a BSA na forma nativa atua como catalisador na decomposi¢ao de complexos do tipo
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Meisenheimer, e justificaram usando o argumento de que, quando na presenca de 8 M de uréia, 0s
complexos eram estaveis. Por outro lado, nesta concentracdo de uréia a albumina do soro bovino deve
estar desnaturada (1001,

Em outro trabalho, Kikuchi e colaboradores [101] encontraram uma meior efetividade catalitica
da BSA na desprotonacdo do composto 5-nitrobenzisoxazol. Outra evidéncia de catélise foi constatada
por Means e Bender (192 que concluiram que a albumina do soro humano reage com o acetato de p-
nitrofenila téo eficientemente quanto qualquer outro agente acilante e que a reacdo é devida aos
grupos altamente reativos da proteina.

Antecipamos, no entanto, que ndo € 0 NosSso assunto neste trabalho. Tanto assim que, em
tampdo succinato, a velocidade de reacdo de hidrdlise, quando somente em presenca de proteina,
praticamente ndo é afetada pelo aumento da concentracéo de BSA. Ainda, resultados de pH aparente,
gue usaremos adiante como argumento para interpretar o fendmeno de inibicdo, mostraram que
também s8o constantes na faixa de concentracio de BSA entre 0,2 e 1,0 % (Fg. 38A). A mesma
concluséo obtém-se em solugdes de PEO (Fig. 38B) na pagina 107.

Deve-se enfatizar, como um resultado relevante, que a invariancia de ks € do pH aparente,
tanto para a BSA como para o PEO, demostra que a reacdo de hidrdlise observada em misturas de
polimero e SDS esta ocorrendo somente em interfaces de agregados micelares, isto €, de qualquer
agregado que tiver presentes micelas de SDS ou complexos polimero-surfactante, e de que a inibicéo &

um fendbmeno que ocorre nestas interfaces.
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Figura 23- Efeito da [SDS] sobre a constante de velocidade observada (kobs) para a reagéo de
hidrélise do acetal 2-ND, em 20 mM de tamp&o succinato, pH=5,40, na auséncia (e) e na presenca de
(0) 0,2; (m) 0,8 e (u) 1,0% de BSA, a 30 °C . A FHgura inserida representa uma anmpliacdo da reacdo
em 0,2% de BSA em regime de dilui¢&o.
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Fgura 24- Efeito da concentracdo de BSA: (A) sobre ks para a reacéo de hidrdlise do 2-ND,
em(e) 7,0, (1) 20, e (W) 80 mM de SDS, e (B) efeito da adicdo de PEO (B) para a mesma reagcdo em
(O) 10, (A ) 45 e (2) 80 mM de SDS. Tampéo succinato de sodio 20 mM de succinato, pH=5,40, T=
30,0 °C.
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3.2.3. Hidrolise Acida do 2-Naftaleno-1,3-Dioxolano (2-ND) em Misturas BSA/SDS e
PEO/SDS em Diferentes valores de pH

Os perfis de kobs Vs. [SDS] para esta reacdo estudada sdo sensiveis a pequenas mudangas do
pH da solucdo. Em pH = 4,0, com [SDS] < 20 mV, predominava um sistema bifésico, a redissolucéo da
proteina ocorria em 10 mM de SDS para 0,2 % de BSA; em 15 mM de SDS para 0,5% e em 25 mM de
SDS para 1,0% de BSA. Neste valor de pH existe uma grande contribuicdo dos ions H+ no aumento de
Kobs, €ntretanto, este valor diminui com o aumento da concentragéo de BSA (Figura 25).

A reacdo em pH=4,7 (Figura 26) € aproximadamente 20 vezes mais lenta que em pH=4,0, e foi
observada precipitacdo em [SDS] < 10 mM. Semelhantemente, o perfil em pH=5,40 kops diminui &
medida que a quantidade de BSA é aumentada. O efeito de carga na sua solubilidade é demonstrada
no caso de sua precipitacdo em pH < 4,7 (ponto isoelétrico) [29,

A Fgura 27 mostra a comparacao da reacdo nos trés valores de pH estudados em 1,0 % de
proteina. Observa-se que a reacdo em pH=4,0 apresenta valores muito altos de kyps, €m todos os
casos Verifica-se que a velocidade aumenta em [SDS] ™ 20 mM. Isto é consistente com os resultados
de condutividade elétrica (psp = 20 mM em 1,0% de BSA).

A Figura 28 mostra a influéncia do pH também para o sistema contendo PEO. Em todos 0s
casos, 0 efeito catalitico ocorre em menor proporcao quando comparado com BSA/SDS, e o pefil
mostra um patamar em 10 mM de SDS, o que nao € verificado quando a proteina esta presente.

De acordo com o esquema 1, a albumina suporta isomerizacao conformacional reversivel com
mudancas de pH. Sendo assim, em pH 4,0 predomina a transicdo N-F que envolve o desdobramento
do dominio lll com perda do contetido em hélice. Esta “abertura’ da proteina facilidade a reacéo de
hidrdlise do 2-ND quando comparado aquela situacdo quando o pH= 5,4, na qual predomina a forma
“N”", mais compacta [,

Os demais valores de kips Versus [BSA] em distintas concentragbes de surfatante estéo

registrados no Apéndice 8.
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FHgura 25 Valores de Kbs vs. [SDS] para a reacdo de hidrdlise do 2-ND na auséncia de
proteina (V), 0,2 (A), 0,5 (O) e 1,0% de BSA (W). Em tampédo succinato de sodio 20 mM, pH=4,0 a
T=30,00C.
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Figura 26- Valores de koss vs. [SDS] para a rea¢do de hidrdlise do 2-ND em 0,2 (A ), 0,5(0) e
1,0% de BSA (m). Em tampao succinato de s6dio20 mM, pH=4,70 a T=30,0 °C.
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Figura 27- Valores de kovs vs. [SDS] para a reacdo de hidrélise do 2-ND em 1,0% de BSA, em

diferentes valores de pH: (o) 4,0; (®) 4,7 € (A). Em tampé&o succinato de sodio 20 mM de succinato de

s0dio, T=30,0 °C.
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Figura 28- Valores de kogs vs. [SDS] para a reacdo de hidrélise do 2-ND em (0) 1,0% de BSA

e (@) 1,0 % de PEO em pH=4,00 (A) e pH=4,70 (B), a T=30,0 °C.
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3.5. Significado dos perfis cinéticos Kobs VS [SDS]

A interpretacdo do perfil cinético, na auséncia de polimero, ja foi feita anteriormente (veja item
3.1). O perfil corresponde auma interpretacéo de reagdo, tipicamente bimolecular, em que a velocidade
da reacéo depende da habilidade do agregado micelar em concentrar os reagentes numa pseudofase
que, em volume, é muito pequena quando comparada ao volume da solugéo micelar.

Assim, relacionamos 0s seguintes pontos relevantes necessarios para discutir os dados
cinéticos:

() A tendéncia do substrato em se incorporar no agregado micelar, portanto sua
hidrofobicidade, representada e ja discutida (veja item 3.1.1) pelo parametro Ks estimado em 110 M2
j& citado. Foi considerado para este substrato que a fragdo de substrato ligado-livre, [S|m / [S]w,
depende da concentragéo de SDS, mais propriamente da concentracéo de detergente micelizado, Cd,
gue por sua vez, esta relacionado com parametros como cmc e/ou cac. Note que Cd esta relacionado
com a concentracdo total de surfatante (Ct) como, Cd = Ct — cme, quando para micelas e entdo, Cd =
Ct —cac, para misturas de polimero e/ou proteina e surfatante [70.9] ,

(i) A habilidade dos agregados micelares presentes em solucio de concentrar ions Hf na
regido da interface micelar (Ao longo do texto, falaremos em “interface micelar” sema preocupacéo de
reconsiderar se € de uma micela normal ou de um complexo polimero surfactante).

Esse controle € a parte mais complicada, no sentido de como prever em todos os intervalos
dos perfis cinéticos quais os tipos de agregados em desenvolvimento, e como qualitativamente e, com
muito maior dificuldade, como quantitativamente a concentracéo “local” de H* na interface varia.

(i) Como a proteina interage com o SDS, em todas as etapas do perfil cinético, este
questionamento €, sem dlvida, o mais relevante. Os itens (i) e (i) dependem desta etapa de solugdo e
somente terdo algum significado se os resultados das interagbes do SDS com a BSA forem
interpretados, também ao longo de todos os perfis cinéticos.

Fnalmente, o fendbmeno de inibicdo cinética da hidrdlise &cida dos acetais aqui apresentado,
com toda certeza, somente sera esclarecido se a interacdo no agregado micelar for modelada, porém,
l& no local da interface onde a reacao quimica ocorre. Apresentaremos, entdo, diferentes técnicas que
objetivam conmpreensdo e caracterizacdo do tamanho e da forma dos complexos, quantidade de
surfactante ligado a proteina e tipos de agregados micelares possivelmente presentes nas diferentes
fases do perfil cinético.
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Para que o leitor tenha um melhor acompanhamento, enfatizaremos os dois perfis cinéticos, em
0,2 e 1,0 % de BSA (Fgura 23), com o objetivo de comparar o efeito da concentragdo de proteina e
relacionar os detalhes dos perfis ao longo da discussdo. Com mais detalhes, enfatizaremos o perfil
cinético em 1 % de BSA porque os trabalhos meis citados sobre estudos de interacdo proteina-SDS,
Reynolds e Tanford 51, Chen e Turro e colaboradores 561 e por Teixeira /71 usaram esta mesma

concentracao de BSA.

Lembramos, inicialmente, que trés tipos basicos de interagbes tém sido sugeridos e

observadas em sistemas contendo surfatante e proteinas [3551];

(i) A primeira é ligag&o do surfatante que se processa induzida por interagOes eletrostaticas e
hidrofébicas em sitios especificos da cadeia proteica. Esta interacdo especifica € observada em
dominios diluidos de surfactante. Nesta etapa, tém sido sugerido que mondmeros de surfactante ligam+

se em sitios reativos da proteina eletrostaticamente e /ou hidrofobicamente induzidos [35.56.103],

(i) Ligag8o cooperativa do surfatante na proteina sem mudancas conformacionais. Este tipo de
interacdo é observado em sistemas formados por proteinas e alquil sulfatos e sulfonatos de cadeia

hidrocarbonica curta [6:51,56],

(iif) Ligac&o cooperativa seguida por mudancas conformacionais. Deste modo, muitos modelos
tém sido sugeridos com o intuito de caracterizar a estrutura dos agregados. Alguns definem gue a
ligacdo de moléculas de surfatantes ligamse na cadeia de polipeptidecs formando agregados do tipo
“haste rigida’, “colar de pérolas’ e modelo da “hélice flexivel”. Basicamente, a estrutura nativa da
proteina é destruida e substituida por umea conformacdo mais estendida e com moderada estrutura o-
hélice, com seus residuos hidrofdbicos que interage com surfatante. Este € o tipo de interacdo mais

comum entre proteinas globulares e surfatantes.
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3.6. Evidéncias cinéticas em dominios diluidos de SDS

A ligacdo especifica de SDS a proteina € documentada por tensdo superficial. A Figura 29(A)
representa um gréafico de tensao superficial tipico para as diferentes concentragdes de BSA. A adicdo
da proteina produziu diminuicdo da tensdo e a forma da curva para o complexo BSA/SDS exibiu dois
plat6s. O primeiro, ocorre em baixas concentragdes de SDS, em torno de 47 dinas/cm, e caracteriza o
inicio de uma ligacdo cooperativa denominada de concentragdo de agregacao critica (cac) 1457.6163], O
¢ corresponde ao daquela concentracao do final do primeiro plat6 do gréfico de tensdo superficial. O
segundo plat6 é definido como ponto de saturacdo (psp) 495761631, e ocorre em concentragBes mais
elevadas de SDS . Convém notar que a tensao superficial assume o valor constante de 35 dinas/cmc
no comego da cmc e, na presenca de proteina, no psp . Os valores da tensdo para as concentragdes
de BSA aumentam de 0,1% para 0,9%.

A Fgura 29A mostra ainda que, em baixas concentragbes de SDS (abaixo da cac), a tenséo
superficial aumenta proporcionalmente com a concentracdo de BSA. Esse fato também € interpretado
em termos de ligacdo de mondmeros de SDS a proteina. Isto €, a adicdo de incrementos de BSA a
solucdo diminui a concentracdo de mondmeros na interface agualar o que reflete em mudancas da
tenséo superficial.

A Fgura 29(B) representa os resultados feitos com 1,0% de BSA. Em todos os casos,
observou-se gue a cac, G e 0 psp aumentam com a concentraco de BSA. A Tabela 4 mostra os
valores dos parametros para as demais concentragbes de BSA, obtidos dos gréficos de tensdo
superficial versus log da concentracdo de SDS.

Tornamese relevante as observagBes de mudancga do perfil do gréfico de tensdo superficial
guando a proteina esta presente. Tal comportamento é explicado pelos tipos de ligagdes que ocorrem
entre monoméros e macromoléculas. Veja a Fgura 7 (pagina 23) que corresponde a isoterma de
ligacdo de SDS a proteina, generalizadamente apresentada por diferentes autores [5:29.49.52545557] para
relacionar as vérias regides de concentracdo de surfatante com ligacdo. Reitera-se que, em baixas
concentracdes de SDS (regido (a), o diagrama aponta para uma regido de ligacdo especifica.

Turro e colaboradores 5561 enfatizam que, ainda logo abaixo de 0,01 mM de SDS, parece existir
uma relacdo de cerca de seis sitios de ligacdo na proteina. Para a maioria das proteinas, a regido (a) é
seguida de um platd ou de apenas um pequeno aumento de ligacdo, denominada de regido (b),

antecedendo uma intensa regido de ligacdo (regido (c) que é atribuida ao processo cooperativo.
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Inicialmente ser& discutido, como pode ser caracterizado o comeco da ligacéo especifica (néo
cooperativa). Esta etapa é importante em dominios diluidos de SDS (item i).

Evidéncias de interagdo SDS-BSA em baixas concentragdes de SDS tém sido amplamente
documentadas. Por medidas de didlise, Reynolds e Tanford [ sugeriram que 0 SDS induz mudancas
na estrutura da proteina em concentragdes de mondmero na ordem de 5 x 104 M e afirmam que a
ligacdo independe da forga ibnica , mas que é induzida por forcas hidrofobicas.

Qutros estudos, Oake 1972 ¥3], Love B9 e Jones B4 indicaram que o inicio da interacdo é
predominantemente ibnica. Turro e colaboradores 1481, no entanto, por técnicas fluorescentes, sugerem
gue as forcas que induzem ligacdo sdo tanto hidrofébicas como eletrostaticas. Assim, em baixas
concentragdes de SDS, utilizando o pireno como sonda fluorescente, s resultados mostraram que séo
idénticos com os obtidos com a sonda hidrofilica sonda 2-p-toluidinilnaftaleno sulfonato (TNS).

Como esta ndo se associa, Ndo € sensivel a variagdes de fluorescéncia na presenca de SDS.
Os autores entdo concluiram que a fluorescéncia exibida, na presenca da proteina, € induzida
inicialmente por efeito eletrostatico por interacdo especifica do anion sulfonato em sitios positivos da
proteina e posteriormente pela sonda em regido hidrofébica da proteina.

Logo, a Fgura 23 mostra que, tanto em 0,2 como em 1% de BSA, em baixas concentragfes de
SDS, kobs € constante e similar ao valor em agua, e so inicia a aumentar em regides de concentracao
bem acima da regido (a). Sem divida, a auséncia de catalise indica que no processo de ligacdo de
SDS a proteina ndo hé formacdo de nlcleos de mondmeras de SDS que possam estar concentrando
0S reagentes numa pequena fase, tipicamente micelar.

Este fato cinético € concordante com os resultados de fluorescéncia 56771 que tarmbém indicam
gue somente entre 2,4 a 2,7 mM € gue inicia uma forte associagdo cooperativa. Esta faixa de valores
de SDS é consistente com valores de cac1 = 2,5 mMem 1 % de BSA e = 1,0 mM para 0,1 % de BSA
observados por tensdo superficial (Tabela 4) e de 3,0 mM e 1,3 mM observados por condutividade
(Tabela 5), ver mais adiante.

Deve-se enfatizar que a proteina, nas condi¢des desta experiéncia, ndo contribui na velocidade
da reacdo observada e, portanto, em todos os comentérios ao longo deste texto sobre catalise estao
relacionados apenas a agregados micelares ou tipicamente micelares capazes de ligar e concentrar em

interfaces tanto o substrato como fons H*.
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Fgura 29- (A)Tensdo superficial versus [SDS] na presenca das seguintes concentragdes de
albumina (M) na auséncia, (O) em 0,1%, (A ) 0,5% e (o) 0,9%. A Fgura (B) representa os resultados

de tens&o versus [SDS] em 1,0% de albumina, em tampé&o succinato 20 mM, pH=5,60, t=25,0 0C.
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Tabela 4- Valores de cac, ¢ e psp para solugdes de SDS em 20 mM de tarmp&o succinato de

sodio pH=5,60, em diferentes concentracdes de BSA.

BSA, % 103cac, M 103¢i, M 103 psp, M
0,10 1,0 15 6,3
0,25 1,0 10,0
0,30 1,5 2,4 13,5
0,50 1,8 2,8 22,4
0,90 2,2 4,0 37,2

1,00 2,5 6.3 39,00
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A ligacdo especifica também foi interpretada por condutividade elétrica. As titulagBes
condutivimétricas de solugdes de SDS em presenca de proteina revelam pontos de descontinuidade
nas curvas de condutividade que séo correspondentes aos parametros de ligagdo, cac e psp. O
primeiro ocorre em valores menores do que a cmc do surfatante puro e 0 segundo ponto ocorre em
concentragdes mais elevadas de SDS e caracteriza 0 inicio de uma regido linear que pode
corresponder asaturacdo da cadeia macromolecular pelas micelas de SDS.

Para todas as concentragdes de proteina estudadas, foram observados semelhancas nos perfis
de condutividae elétrica.

Assim, tanto acima do psp como abaixo da cac, a condutividade elétrica varia linearmente com
a [SDS] conforme € mostrado na Figura 30A. Porém, em regides intermediarias de concentragdo nao
se observou linearidade. Observou-se ainda que a inclinacdo das retas definidas variam com a
concentracdo de BSA A diminuicdo da inclinacdo estd associada ao fato de que, para uma
determinada concentracdo de SDS, a condutividade elétrica diminui porque parte dos mondmeros
estdo ligando-se a proteina e, assim, ndo contribuem para a condutividade elétrica total medida.

A Fgura 30B apresenta os detalhes da variacdo da condutividade vs. [SDS| em regime de
diluicdo, indicando um ponto de inflexdo intermediério que corresponde ao ¢ identificado no final do
primeiro platd, observado nas curvas de tensdo superficial (Fg.29). Na verdade, a definicdo deste
ponto de descontinuidade ndo é muito clara em todas as curvas de condutividade elétrica

apresentadas.

Os valores de S1, S e Ss séo os coeficientes angulares calculados a partir da regido linear do
grafico de condutividade elétrica abaixo e acima dos pontos de inflexdo das curvas experimentais.

A partir destes resultados, observa-se que os valores de psp dependem da concentracéo de
BSA, muito semelhante aos resultados obtidos para o sistema contendo poli(oxido etileno) (PEO),
como pode ser observado na Fgura 31 e concordante com a literatura 7:611, Por outro lado, as curvas
de condutividade para PEQ/SDS apresentam a regido de linearidade para as concentragcOes
intermediérias de SDS.

E interessante observar que os valores de cac dependem da concentrago da proteina,
contrariando os resultados obtidos para o sistema PEQ/SDS, em que os valores da cac séo
praticamente independentes da concentragéo do polimero. Os valores dos parametros de ligacdo estao
na Tabela 5, pagina 81.
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Figura 30- (A) Curvas de condutividade elétrica vs. [SDS] em de tampdo succinato 20 mv
pH=5,40, na auséncia e em presenca de 1,0% de BSA; (B) Gréfico ampliado da figura (A) para
enfatizar as regides de baixas concentragdes de SDS, em 0,1 e 1,0% de BSA (definidas no gréfico de

baixo para cima, respectivamente).
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Fgura 31- Curvas de condutividade elétrica vs. [SDS] (em escala relativa) em presenca das
seguintes concentragdes. 0,2 e 0,8% de PEO, definidas no gréfico de baixo para cimg,
respectivamente. Todas as experiéncias foram feitas emtampéo succinato de sodio20 mM de, pH=5,40

a 25,0 °C.
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Tabela 5 Parametros de ligagdo para o sisterma BSA/SDS e PEO/SDS obtidos a partir das
Fouras 30 e 31. Si, S e S referemese as inclinagBes das regides lineares dos graficos em [SDS] <
cac, [SDS] > &< psp e [SDS] > psp. O valor da cmc na auséncia de polimero foi 3,40 mM.

Polimero, 103cac, 103cf, 103psp, S S S
% M M M
0,05 1,0 3,7 53 60 33 18
2,3 71 48 29 22
0,10 13 4,0 6,9 62 48 25
2,3 12,4 56 27 22
0,20 1,6 4,2 79 60 48 23
2,70 5,8p 9,30 65 50 23
2,0 17,1 50 27 21
0,30 18 52 8,6
20 24,6 51 28 23
0,40 2,2 5,6 10,8 63 48 22
3,00 6,1b 12,8b 66 54 24
2,2 30,7 51 28 23
0,50 2,6 6,0 12,6 58 45 22
3,5P 6,4P 13,6 65 53 23
2,4 39,8 53 26 22
0,60 2,7 6,6 141 61 50 22
4,00 7,3b 14,8b 65 56 25
2,2 50,0 51 26 21
0,70 2,8 6,6 14,9 64 52 26
2,4 46 26
0,80 2,8 6,7 18,0 65 48 23
4,8b 9,7p 19,6 62 49 24
2,3 64,5 50 25 23
0,90 29 6,8 19,8 52 21
1,0 3,0 6,9 20,0 59 52 21
5,1p 11,4b 22,20 67 52 25
2,4 65,0 55 29 24
5,0 5,00 13,00 ~30,0b 56 44

aUnidade em mScm-L, P valores em obtidos a 30,0 °Ce < valor da cmc do SDS. Valores sombreados

correspondem ao sistema PEO/SDS.
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Uma forte evidéncia que interpreta ligacdo especifica de SDS a proteina €, sem divida, o
comportamento do parametro cac com a [BSA]. Assim, a Fgura 32 apresenta um gréfico de caci em
funcdo da [BSA] obtidos por tensdo superficial (Tabela 4) e por condutividade elétrica (Tabela 5).

Desde que a concentragdo critica de agregacao seja interpretada em analogia a concentracéo
critica micelar, ela ocorre numa particular condicdo experimental dirigida pela concentracdo de
mondmero de SDS.

A definicdo da concentracdo de agregacao critica (cac) € tomada como analogia ao processo
de micelizacdo do surfatante puro, e o processo de ligacdo é considerado fortemente cooperativo. Se
existe essa similaridade, entéo, as forgas dirigentes dos processos de micelizacéo e ligagdo devemn ser
idénticas.

A primeira aproximagdo adotada, levando em considera¢do o modelo de separagdo de fases, ja
definido [17.24.2628] para a formacdo de agregados micelares, é dada pela definicdo da energia livre
conforme Equacéo 36 [103;

AG =RT Incmc (36)

micelizagdo
De modo andlogo, a energia livre de ligagdo dos mondmeros do surfatante no polimero €
expressa pela Equacéo 37 [103];

AG =RT Incac (37)

ligagao

Espera-se, entdo, que qualquer efeito de alteracao da concentracdo monomérica reflita sobre
0 primeiro ponto de inflexdo cacy observados nos perfis de condutividade e de tensdo superficial.

Assim, a ligacdo especifica de mondmeros a cadeia proteica € mais intensa a medida que se
aumenta a quantidade de BSA. Logo, para uma determinada concentragao de SDS, a concentracdo de
mondmeros livres depende da [BSA]. O aumento de cac observado na Figura 32 é conseqiéncia da
influéncia da concentragdo de proteina.
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Fgura 32- Efeito da concentracdo de BSA na cac obtidos por (l) condutividade e (A ) tensdo
superficial e ¢ (@) obtida por condutividade elétrica em tampéo succinato de sodio 20 mM, pH=5,40 e
T= 25,0 0C. A figura inserida representa os valores de cac para o sistema com PEO.
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3.7. Sistemas PEO-SDS versus BSA-SDS na cac

Sistemas de polimeros neutros hidrossoliveis, tais como o PEO, tém sido amplamente
estudados e a literatura é rica em resultados obtidos utilizando as mais variadas técnicas [44.57.69.104]

No que se refere a interpretacdo do parametro cac, tém sido apresentado como um parametro
gue depende de fatores, como forga ibnica: 0 efeito salino causa diminuicdo da cac, interpretado
analogamente ao efeito sobre a cmc 531, No entanto, embora alguns autores apresentem o efeito da
concentracéo do polimero sobre a cac como sendo ligeiramente dependente da [polimero] 61, Zanette
e Col.l6l mostraram, tanto para o PEO como para o PVP, como sendo independente da concentracao
dos polimeros na faixa de concentracdo entre 0 a 150 mM.

Titulagdes condutivimétricas foram aqui refeitas com PEO na presenca de SDS, nas mesmas
condighes experimentais daguelas com BSA, com 0 objetivo de usar os resultados para fins
comparativos tendo em vista que € um sistema amplamente estudado, com interpretagBes estruturais
bastante definidas, além de que hidrélise de acetais tém sido também testada nestes sistemas [67.71.92],

Assim, a Figura 31 mostra as caracteristicas dos perfis condutivimétricos e a Tabela 5 relaciona
parametros obtidos em diferentes concentracdes de PEO. Finalmente, usando os resultados da Tabela
5, a FHgura inserida na Fg.32 representa graficamente a variagdo da cac em funcdo da [PEQ] e, sem
divida, os resultados séo coerentes com as conclusdes ja entéo obtidas por Zanette e colaboradores
[67],

A conclus&o dbvia é a de que, tanto por condutividade elétrica como por tenséo superficial, os
perfis indicam que, para o sistema BSA-SDS, cac aumenta com o aumento da [BSA], enquanto gque no
sistema PEO-SDS € independe da [PEQ]. O dbvio ainda € concluir que PEO ou PVP ndo induzem
ligacao especifica enquanto proteinas, e em misturas de polieletrélitos e surfatante de cargas opostas a
cac depende da concentra¢do do polimero [72.105.106,107],

Sendo assim, a correlacéo obtida do gréfico cac vs. [BSA] da Fig. 32 é fornecida pela Eq. 38:
[sDS]... =116+ 2,31[BA| (38)

Esta equacao representa incrementos de SDS necessarios para saturar a cada quantidade de
BSA adicionada a solugao.
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3.8. Hidrdlise Acida do 2-ND e BTBA Sob Contexto dos perfis de Condutividade

Elétrica e Tensdo Superficial no Intervalo de [SDS] cac-psp

A interpretacdo dos perfis cinéticos na faixa de concentracdo, compreendida entre os pontos
de descontinuidades, cac e psp, identificados nos perfis de tenséo superficial (Fig. 29A e 29B) e de
condutividade elétrica (Fig. 30A e 30B ), apresentam uma Série de pontos a ser considerados que,
indiscutivelmente, caracterizam o sistema como “complexo” e ainda “indefinido”.

Assim, numa andlise qualitativa dos perfis da Figura 20, para a hidrdlise do BTBA, obsenvou-se
gue eles dependem fortemente da concentracdo de BSA Portanto, enquanto a forma do perfil na
menor [BSA] € muito semelhante aquela quando da auséncia da proteina (comparar com a Fgura 21
inserida), em concentragdes meiores os perfis indicam que a velocidade da reacdo é inibida. De modo
analogo, ocorre com a hidrdlise do 2-ND (Figura 23). Os efeitos inibitérios podem ser melhor analisados
nas figuras 22A e 22B para 0 BTBA e na Fgura 24 para 0 2-ND. O efeito inibitdrio € meis pronunciado
em concentracdes menores de SDS com ambos substratos.

Note, ainda, que os ks Méximos de cada perfil séo deslocados para maiores concentragdes
de SDS. Enfatiza-se que 0 kons méximo num perfil para uma reacao bimolecular corresponde a uma
concentracdo particular de SDS na qual convergem as agles dos fatores que catalisam e dos que
inbem a reacdo. Na verdade, € o resultado do somatdrio de efeitos, positivos e negativos, sobre a
velocidade da reagdo, e 0 kos méximo € a contribuicdo de “equilibrio” destes efeitas, somados as
mudancas que ocorrem na estrutura do agregado formado, desde as ligagBes especificas até as
cooperativas definidas pelos platds cac e psp.

1) Sdo efeitos positivos: hidrofobicidade do substrato, concentracdo de ions H+ na interface de
agregados micelares, grau de ionizagdo micelar pequeno e aumento da pseudofase micelar Cd.

2) Sdo efeitos negativos: hidrdfilicidade do substrato, aumento da concentragdo de contra-ion
gue compete com a ligacdo de ions H* na interface (efeito salino), aumento da contribuicdo em contra-
fons sodio na fase aquosa, a.Cd, proveniente do aumento da [SDS] = Ct.

Sem dlvida, os efeitos listados em (1) e (2) sdo também antagdnicos e sao 0s que precisam,
necessariamente, ser considerados ao analisar as reagdes de hidrélise &cida em micelas idnicas.

Comentérios sobre estes efeitos e a interpretacdo do perfil cinético na presenca de micelas de

SDS ja foram feitos no inicio desta Discussao.
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Chamamos ainda para esta discussao os pontas (i), (ii) e (iii) relacionados e comentados acima
em Significado dos perfis cinéticos kops Vs [SDS), item 3.4. As solugdes para resolucéo dos pontos
guestionados, sem divida, estdo limitadas pelo conhecimento da ligacdo do surfactante a cadeia
protéica, variacao e interpretacdo estrutural da proteina e da identificacéo das propriedades interfaciais

em diferentes fases dos perfis cinéticos.

3.9. Perfis de condutividade elétrica e tensdo superficial vs. cinéticos

Assim como nos perfis cinéticos, os perfis de tensdo superficial (Figura 29A ) e condutividade
elétrica (Figura 30A), em mistura de BSA e SDS, dependem da concentracdo de albumina.

Os diferentes parametros obtidos a partir dos perfis, em particular, os pontos de inflexdes cac e
psp, estdo listados nas Tabelas 4 e 5 e indicam o inicio de uma associagao cooperativa do surfatante
ao polimero na cac e 0 término, ou saturagdo do polimero, no psp. Acima do psp, temkse assumido

que somente micelas regulares sdo formadas.

3.10. O aspecto linearidade na faixa cac-psp em perfis de condutividade

A Hgura 31 mostra os perfis de condutividade elétrica em concentragdes de PEO idénticas
aquelas com BSA (Fgura 30A). Qualitativamente, a diferenca relevante € a falta de linearidade na
regido cac-psp, quando em presenca de BSA, enquanto que nos casos com PEO os perfis nesta faixa
sdo lineares. Este fato tem possibilitado 0 uso desse argumento para postular a formacdo de somente
complexo PEO-SDS ao longo desta faixa 7. Com isso, foi possivel usar a regido de variacdo para
determinar propriedades relevantes dos complexos como o grau de ionizagdo (a) e numero de
agregacao (N ) [64107], Para misturas de PEO e SDS, Minatti e Zanette 3] verificaram que a linearidade
dependia da concentracdo de PEO e estava aproximadamente limitada por 0,05 M de PEO. Isto €&,
abaixo desta concentracéo, a faixa do perfil deixava de ser linear. Os autores postularam a formacéo
de micelas regulares de SDS e complexos PEQYSDS simultaneamente em todos 0s casos cuja
concentracao de polimero fosse <0,05 M.

A premissa desta conclusao, entre outras, € baseada no fato de que complexos PEO-SDS séo

mais estaveis do que micelas de SDS [67.68.70]
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Note que na Fgura 31, apenas no perfil cuja concentracdo € 0,1 %~ 0.023 M, afaixa cac-psp
€ tipicamente ndo linear. Levando estas considerages para os perfis em presenca de BSA, FHgura
30A, e depois observando atentamente a Fgura 30B ampliada, dificilmente observa-se completa
linearidade ao longo da faixa cac-psp, salvo na primeira regido logo acima do cac. Na Fgura 30B,
seguramente a inclinagéo do gréfico de condutividade vs [SDS] muda em relacdo as condigdes meis
diluidas significando, entdo, que agregados tipicamente micelas estdo se formando. Esta regido, entdo,

é graficada como linear e estes fatos serdo justificados com os resultados de tenséo superficial.

3.11. Osignificado do primeiro platd nas curvas de tensdo superficial

O inicio de uma ligacdo cooperativa do surfactante a proteina € indicado pelo comego do
primeiro platd, em concentragBes abaixo da cmc (= 3,5 mM) e em valores constantes de tensdo
superficial. Este ponto, definido aqui como cac, determina o inicio de um patamar no perfil. Nestas
condigdes de tensdo superficial constante, a todo incremento de SDS, presumivelmente, entende-se
gue os mondmeros sao deslocados para o interior da solucdo para formar somente complexo
BSA/SDS. Em termos de energia livre, este processo € favoravel para a ligacdo cooperativa dos
mondmeros de SDS na superficie da BSA.

O SDS desloca competitivamente a BSA da interface [108], este efeito provavelmente ocorre
devido ao aumento da densidade de carga local na interface por adsor¢céo das moléculas de proteing,
que evidencia a existéncia de interagdo entre eles [108.109,110.111]

Schwuger e Bartnik 49, em analise de uma curva de tenséo superficial para misturas de BSA e
SDS, interpretou o primeiro platé como sendo a saturacéo do polimero com surfatante. Estendiam este
argumento para o segundo platd como representando a formacdo adicional de micelas regulares de
SDS. O segundo argumento é compreensivel porque a tenséo superficial € a mesma daguela quando
estiver ausente BSA. A Figura 29A é concordante com a observacao de Schwuger e Bartnik (49,

Quanto ao primeiro platd, em analogia com o segundo, que considera o inicio da formacdo de
micelas no interior da solugcéo, se o interpretarmos como 0 desenvolvimento somente de complexas
BSA-SDS, o final dele definiria algo como o inicio de um adicional deslocamento do equilibrio de
mondmeros concentrando-0s na interface ar/agua. Nesta etapa, devem existir multi-equilibrios dos

mondmeros que se deslocam para a interface e para a formagéo de complexos BSA-SDS.
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Esta previsdo é provavel, porgue, seguramente, a taxa de variagdo da tensdo superficial entre
C: e psp € menor do que em condigdes diluidas de SDS, isto €, em[SDS] < cac (Comparar os perfis em
0.9 % e na auséncia de BSA, Fgura 294). Assim, a Figura 29A mostra a dependéncia do final do
primeiro platd, ¢ da concentragdo de BSA, indicando que a reconcentracdo da interface por
mondmeros esta condicionada a quantidade de BSA em solucdo, fato que infere o multi-equilibrio
acima proposto.

A equacéo 39 define uma correlacéo linear para a concentracdo de SDS na relag&o cr vs [BSA].

[sDS]; =383+3,60[BSA] (39)

Comparando-se os coeficientes angulares das Equagdes 38 e 39, observa-se que ¢ depende
mais fortemente da concentracdo de BSA do que o ponto de descontinuidade cac. O fato de que a
extensdo do patamar depende da quantidade de BSA em solugdo, caracteriza um processo que
depende da concentragdo de mondmeros livres de SDS. Como ja mostramos, a cac também aumenta
porque esta relacionada com a extensdo da ligacao especifica de mondmeros a cadeia protéica, e
porque 0 processo cooperativo ocorre numa definida concentragcdo de mondmero, ¢ define uma
concentracdo critica de SDS, que depende também da [BSA], quando comeca a predominar a
concentracdo de mondmeros na interface ar/agua (veja também discusséo abaixo em 3.10).

Na verdade, Takeda e col. 112 na interpretacdo de perfis de condutividade elétrica vs [SDS],
obtidos em tampéo fosfato pH=7,00, j& haviam sugerido dois pontos adicionais de descontinuidade,
além dos correspondentes cac e psp. Associados com resultados de dicroismo circular, estes porntos
foram tratados como discretas etapas da natureza de desnaturacdo da BSA pelo SDS. O primeiro
ponto de descontinuidade | (notacdo dos autores) foi relacionado como a primeira ligagdo cooperativa
seguida de mudanca conformacional. Os pontos de descontinuidade 1l e IV corresponderiam ao
comeco e ao final da segunda fase de ligagdo e mudanca conformacional, respectivamente. O terceiro
ponto de descontinuidade é tratado também como uma mudanca estrutural.

Embora em nossos indmeros perfis de condutividade elétrica, em diferentes concentragtes de
BSA, nunca tenha ficado claro o terceiro ponto de descontinuidade sugerido pelos autores,
seguramente ¢ tem aqui significado experimental, podendo caracterizar mais algum tipo de agregado
que se forma na solugdo.
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Assim, nossos resultados séo concordantes com as deles, considerando que os gréficos em
funcdo da [BSA] séo lineares e os valores de [SDS] onde ocorrem s&o aproximados. Por exemplo, em
0,5 % de BSA os autores encontraram o ponto Il em~ 6 mMde SDS e, em 0,1 %, em ~ 4 mM. Neste
trabalho, também encontramos valores de 6,0 e 4,0, respectivamente.

Fnalmente, na Figura 32, estdo também graficados os valores de ¢ definidos nas curvas de
condutividade, assumindo como linear a regido, cac-c, dos gréficos da Figura 30B cujos valores sao
concordantes com 29A.

As condigBes de mudancas estruturais da proteina, vinculadas ao platd, no intervalo de [SDS]
entre cac e ¢, dos perfis de tenséo superficial e relacionadas a regido linear nos perfis de condutividade
elétrica, nos mesmos intervalos de concentragdo de SDS, indicam que estdo desenvolvendo um tipo de
complexo BSA-SDS cuja estrutura deve ser estavel e constante porque as propriedade analisadas

também sdo constantes.

3.12. Efeito Salino sobre cac ecs.

O efeito cooperativo de ligacdo de SDS a polimeros neutros como PEO tem sido ja
documentado (63921041, O efeito de sal sobre a cac obedece ao mesmo comportamento da cmc de
micelas ibnicas, isto é, diminui acentuadamente indicando que a associagdo comeca em concentragoes
de surfatante bem mais baixas. Assim, efeito salino sobre a cac pode ser encarado como um método
para testar o comportamento de interfaces micelares, porque a interpretacdo esta fundamentada no
fato de que o aumento da forca ibnica suprime as cargas e reduz o potencial superficial, e/ou devido a
compressdo da dupla camada elétrica resultando em diminuicdo da cac e da cmc, [0.72], tornando os
agregados termodinamicamente mais estaveis.

Recentemente, Zanette e Minatti 531 demonstraram que os gréficos log-log, tanto para a cmc
do SDS como para a cac para complexas PEO-SDS em fungéo da concentracdo de sal, obedeciam a
uma relaco linear cujas diferencas de inclinacdo eram da ordem de apenas 20%. Os comportamentos
dos graficos séo tipicamente de agregados micelares ibnicos, porém as diferentes inclinagdes estéo
diretamente relacionadas com diferencas em propriedades das interfaces dos agregados. Uma delas é
em grau de ionizacdo (a).
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O efeito da concentracdo de NaCl no processo de ligacdo do SDS com a BSA pode ser
observado na Fgura 34A que mostra o gréfico de condutividade versus [SDS] em diferentes
concentragdes de cloreto de sodio. Foi observada diminuicdo do valor do psp a medida que a
concentragdo de sal aumenta. Para o sistema PEQ/SDS 631 foi observado um comportamento
semelhante, porém em [PEQ] < 35 mM. As regides lineares abaixo da cac e acima do psp também
foram observadas.

A Hgura 33B, ampliaco da Fg.33, mostra o comportamento dos parametros caci e ¢ em
concentragdes de 10 e 60 mM de NaCl, no qual observou-se uma sensivel diminuicdo destes valores
com 0 aumento da [sal].

A Tabela 6 abaixo retine os valores de cac e a ¢ que, claramente, diminuem com o aumento
da concentracdo de sal e, 0 que é mais importante, indicando que, assim como cmc e cac , também a
¢ deve representar uma fase do processo cooperativo de ligagdo de SDS a proteina porque também

diminui com o aumento da concentragdo de NaCl.

Tabela 6- Valores dos parametros de ligacdo para solucdo de SDS contendo 1,0% de BSA em

diferentes concentracdes de cloreto de sodio. S1, S2 e Sz s80 expressos em uS/cm.

103NaCl],M  103cac, M 103¢, M 103 psp, M S S S
0 3,5 8,2 24,3 64 44 24
10 3,2 6,9 24,0 56 38 22
20 3,0 6,2 21,3 53 38 22
30 2,1 51 17,8 61 35 22
40 2,4 53 14,8 65 33 21
50 2,2 48 13,9 61 34 20
60 15 3,8 13,3 61 30 18

80 13 3,5 10,6 61 37 20
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Fgura 33 - (A) Curvas de condutividade vs. [SDS] em solucdo contendo 1% de proteina a
25,0 0C nas seguintes concentragbes de NaCl: 10, 30 e 60 mM definidas de baixo para cima,
respectivamente. (B) representa uma ampliacdo da figura 34A em presenca de 10 mM de sal, e a figura

inserida representa o sistema o sistema em regime de diluicao.
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A Fgura 34 mostra os gréficos da variacdo do log da cac e o da ¢ versus o log da [sallr

representados pelas Equacdes 40 e 41.

logcac = —0,48log(cac + [NaCl ])- 3,35 (40)

loge, =-0,36log(c, +[NaCl])-2:81 (41)

Log cac

'2,8_ [

: , :
-2,0 -15 -1,0
Log [NaCl], M

Fgura 34- Log da cac vs. log da concentracdo total de contra-ions nos seguintes

pontos de inflexdo: (M) cac e (e) C:.
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3.13. Uma Interpretacdo do Intervalo caco-psp

Com base no que foi discutido, podemse supor os tipos de equilibrios que se formam na
solugdo, considerando as definicbes do cre o que define o “real” psp.

Consideramos, para fins de melhor compreensdo, os perfis de tensdo superficial e
condutividade elétrica em 1 % de BSA. Assim, a Figura 30A mostra que nesse intervalo de [SDS] a
inclinacéo do gréafico muda a cada incremento de SDS. Esse fato tem duas interpretacdes:

(i) Desenvolvimento de um tipo de agregado (complexo BSA-SDS) que continuamente muda de
tamanho e mudam as suas propriedades interfaciais, principalmente o grau de ionizagdo. Neste caso,
espera-se a formacdo de agregados que crescem modificando as propriedades interfaciais até culminar
com o ponto de descontinuidade psp (por condutividade), quando a partir dai, o grafico corresponde a
uma grande reta.

(i) Desenvolvimento de agregados mistos, complexas BSA-SDS e agregados tipicamente
micelas normeis, as quais ignoram a proteina, e por terem grau de ionizagdo, dissociam-se menos e
contribuem com uma taxa menor para a condutividade da solucdo. Assim, a cada incremento da [SDS),
menos importante torna-se a contribui¢do destes agregados para a condutividade da solug&o.

Ja a FHgura 29B, entre ¢ e psp, mostra que a tensdo superficial diminui semelhantemente
aquelas condigBes abaixo da cac, indicando que mondmeros de SDS concentramse na interface
agualar mes, claramente, com uma taxa de variagdo menor do que na regido diluida do perfil. Uma
possibilidade é a de que a formacdo de complexos BSA-SDS ocorra paralelamente a reconcentracao
monomérica na interface. A Figura 35 ilustra a interpretacéo dos dados de tens&o superficial.

S
-

Monémeros & ¢ § %oee®®

N L

Micelas de SDS Complexo BSA/SDS © >~

—

Fgura 35 Modelo sugerido para as eventuais etapas de ligagdo do surfatante na
cadeia macromolecular da proteina.
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3.14. Grau de ionizacdo a partir das graficos de condutividade elétrica

O método da condutividade €elétrica pode ser utilizado para determinar o grau de ionizacao de
micelas ibnicas (o), parametro relevante na interpretacdo de catalise micelar 166.6896.97, Compo j& foi
enfatizado e definido acima 3.1.1; o modelo de catélise, pseudofase de troca ibnica (PPIE) em
tratamentos de dados cinéticos em presenca de micelas de SDS, inclui nos balangos de massa das
espécies [Nat]m e [Nat]w os termos (1-a)Cd e aCd, EquacBes 32 e 33, respectivamente. Portanto, a
formas dos perfis cinéticos das FHguras 20 e 23 também dependem dos valores de o dos complexos
BSA/SDS e de micelas regulares de SDS que, porventura, formamse em determinadas condicdes, ao
longo dos perfis cinéticos.

Comparando os perfis em presenca de complexos PEO/SDS e PVP-SDS e de micelas de SDS,
Zanette e col. [67.70.71] concluiram que as diferencas cataliticas de hidrolise acida de acetais observadas
dependiam também das diferencas em a.. Isto €, complexos PEO-SDS e PVP-SDS s&o mais ionizados
do que micelas de SDS, portanto, proporcionalmente eles contribuem mais no termo a.Cd (Equagéo 33)
deslocando mais ions H* da superficie dos agregados do que da superficie micelar de SDS, embora,
enfatizamos, os diferentes perfis na Figura 23 ndo dependem somente deste fator.

Discutiremos  adiante o efeito da concentracdo de BSA sobre a velocidade de reagdo de
hidrdlise do 2-ND, assim como para os casos com PEO e PVP, o fator principal da inibicdo observada
(Figura 23) .

3.14.1. Grau de ionizagdo para complexos PEO-SDS

O grau de ionizagdo dos agregados em solugdo pode ser estimado pela razéo dos coeficientes
angulares das regides lineares dos gréficos de condutividade elétrica vs. [SDS], estimado conforme
metodologia de Lianos e Lang 1. Neste caso, a razdo das inclinagdes acima (S,) e abaixo da cac (Sy)
é atribuida como o grau de ionizagdo de conmplexos polimera/surfatante (o1 = Sz / S1) e acima do psp
(S3) e abaixo da cac € relacionada com micelas livres que se formam em solugdo (o2 = Sz / S).
Zanette e col. usaram essa metodologia em diferentes trabalhos para determinar o1 6367], mas também
adaptaram a eq. de Evans [, tanto para o sistema PEO-SDS conmo para o sistema PVP-SDS. Nos

dois casos, determinaram valores de 0,41 e 0,38, respectivamente.
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A confiabilidade do adaptado método de Evans € suportada pelo fato de que, a partir dos
mesmos graficos de condutividade, os valores de oz, para micelas de SDS, obtidos nos dois casos,
foram de 0,26 e de 0,23, respectivamente, que interessantemente, sdo Muitos proximos dos
relacionados na literatura por condutancia [#7.113.114.115],

A condicdo essencial para aplicar a metodologia para estimar ou1 (para complexos PEO-SDS)
€ a de que deva existir linearidade no intervalo de [SDS] compreendida entre cac-psp. Esta condicdo é
satisfeita nas condigdes experimentais dos graficos mostrados na FHgura 31 e ja foi enfatizada nas
referéncias [6367.71]. No entanto, para misturas de BSA-SDS, somente pode ser aplicada na regido de
SDS comprendida entre cac e ¢. Os argumentos ja foram apresentados acima em 3.7 2.

A estimativa de o € melhor interpretada, considerando o ponto de vista dos valores de
condutancia equivalente (1). S1 representa a contribuicdo de A das espécies ibnicas Nat e SD
(dodecilsulfato) presentes na solucdo, isto €, Si= Ana + Asp. Considerando que entre a cac e psp
formam-se somente complexas PEO-SDS, S= aui(Ana + Asp). Como acima do psp pode-se assumir
gue a variagdo da condutividade elétrica € atribuida somente ao desenvolvimento de micelas regulares
de SDS, define-se Sz como sendo, Sz= a2 (Ana+ Asp) 1071, Assim, as razdes Sa/S1 e S3/S1 representam
o1 e o, respectivamente.

Refizemos os calculos de o nos perfis de condutividade vs. [SDS] para misturas de PEO-SDS
nestas condigdes experimentais, como uma forma de um monitoramento do sisterma BSA-SDS e,
assim, usélos como padrdo de comparacdo. Os resultados das inclinagdes S, S e Ss estdo
relacionados na Tabela 5 e na Tabela 6 cujos valores estdo listados de a1 € o estimados em
diferentes concentragdes de PEO. E importante observar que os valores, tanto para o1 como para oz,
sao idénticos aos ja obtidos anteriormente em nosso laboratorio [63.67.72],

Da Tabela 7, abaixo, as seguintes conclusdes sdo pertinentes: (i) Os altos valores de o para 0s
complexos sdo resultados da interacdo com o polimero; (i) Complexos PEQ/SDS séo mais ionizados
que micelas regulares de SDS; (jii) os valores de o para complexos sdo caracteristicos de agregados
pequenos [681; (iv) A magnitude média dos valores de o suporta que, acima do psp, ocorre a formagéo
de micelas regulares de SDS. Note que, em meédia, o2 € semelhante ao valor obtido na auséncia do

polimero e, ainda, € independente da concentracdo do polimero.
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3.14.2. Grau de ionizacdo para complexos BSA-SDS

A semelhanca entre o0 comportamento da proteina frente ao SDS, quando comparado com o
sistema PEO-SDS, é mais uma vez enfatizado na interpretacdo do psp e também acima dele. Note
gue, além das correlagdes lineares obtidas nos graficos de psp vs [polimero], tanto para o PEO como
para a BSA (veja mais adiante, em Hg. 41), os valores médios de oo, obtidos nas diferentes
concentragBes de PEO e BSA avaliados nas [polimeras] investigadas, sdo semelhantes. As médias
aritméticas (Tabela 7) fornecem valores de a2 iguais a 0,38 e 0,42, respectivamente, que, levando em
consideracdo as complexidades dos sistemas em termos de variagdes dos contetidos ibnicos que
contribuem para a condutividade da solugdes, em presenca de PEO efou BSA, pode-se concluir que
estes valores s&o bem aproximados. Em conclus&o, os comportamentos dos sistermas no psp e acima
dele levam a interpretagdes semelhantes.

No entanto, ndo € a mesma coisa na regido de concentracdo cac-psp. Levando em
consideracdo, agora, todas as interpretacfes e comentarios dos perfis de tensdo superficial e de
condutividade elétrica desenvolvidas no tdpico 3.7.1 ( Perfis de condutividade elétrica e tensdo
superficial vs. cinéticos), conclui-se que a avaliacdo do grau de ionizacdo de complexos de BSA-SDS
resume-se apenas na aplicacdo da metodologia na regido de [SDS] compreendida entre a cac e a ct.

Entre ¢ e psp o comportamento ndo linear nos perfis de condutividade é contrario a premissa
suportada aqui € em outros trabalhos [67.681 na aplicacdo da metodologia.

A Tabela 7 resume os valores de o1 estimados, considerando a regido linear entre cac e G
Note que os valores, embora ndo muito reprodutivas, sdo sempre maiores do que 0,75 e apresentam
uma nitida tendéncia em aumentar com os incrementos na concentracao de proteina.

Em resunmo, valores altos de o implicam agregados pequenas, com nimeros de agregagao
pequencs e, sob 0 ponto de Vista cinético, em agregados gque ndo concentram ions Ht. Importante,
comparativamente, séo funcionalmente menos catalisadores do que os complexos formados por PEO-
SDS, cujo valor a1 ~ 0,53 (Tabela 7). Estes Ultimos fatos (dois) justificam, em parte, o perfil cinético
em 1 % de BSA (Figura 23). Note que, enquanto em 1% de BSA, a1 € ao redor de 0,90, caracteristica
de um agregado quase 100 % dissociado, a Fgura 23 mostra que kows, Na regido de caci-psp,
apresenta valores idénticos agueles quando SDS<cac;, aos valores da reacdo em &gua, e comega a
aumentar somente nas proximidades do psp condutivimétrico quando a catdlise é induzida por
agregados tipicamente micelares.

Esta relevante conclusdo cinética é inferida na anélise dos resultados cinéticos da Figura 27.
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Esses resultados foram obtidos em trés diferentes pH: 4,00, 4,70 e em 5,40, em 1% de BSA.

Observa-se que kobs depende do pH do meio, no entanto, todos os perfis cinéticos (Figuras 25
27) mostram um aumento expressivo, énfase ao perfil em pH 4,00, somente a partir de ~ 20 mM de
SDS, nas proximidades, entdo, do ponto de descontinuidade da curva de condutividade elétrica (psp ).

Fnalmente, esse texto deve ser bem claro, enfatizando gue estes resultados cinéticos indicam
gue os complexos BSA-SDS formados abaixo de psp em 1 % de proteina ndo tem a capacidade de
concentrar, a0 mesmo tempo, o substrato (2-ND) e ions H. Embora a constante de ligacdo do
substrato é somente 110 M2, portanto, € relativamente hidrdfilico, seguramente, com base nos valores
de o, a auséncia de catalise em [SDS] < psp, € devido a ineficiéncia destes complexas na ligacdo de

fons H*.

Tabela 7- Valores de grau de ionizagdo, o, para complexos BSA/SDS e PEO/SDS.

BSA PEO

Polimero, % o2 o1 o2 o
0,00 0,41 0,41
0,10 0,40 0,77 0,40 0,48
0,20 0,40 0,79 0,42 0,54
0,30 0,45 0,55
0,40 0,36 0,76 0,45 0,55
0,50 0,38 0,78 0,42 0,50
0,60 0,36 0,83 0,41 0,51
0,70 0,40 081 0,57
0,80 0,36 0,75
0,90 0,37 0,90
1,0 0,35 0,88 0,44 0,53

Retornando aos perfis cinéticos das figuras 20 e 23, as observagdes (i) e (iv) (veja em “Uma
Interpretacdo do Intervalo c-psp), interpretam parcialmente o deslocamento dos kips Maximos com o
aumento da concentracdo de BSA para maiores [SDS], porque micelas s&o melhores catalisadores do
que complexas PEO-SDS, elas concentram mais eficientemente ions Hf porque tém grau de ionizacdo

menor, € 0 psp, onde na pratica iniciaria a formacao de micelas regulares, aumenta com a [BSA].
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3.15. Tamanho dos Complexos BSA/SDS

Determinar 0 nimero de agregacdo dos agregados micelares presentes em solugao estaria
agui apresentado como uma possibilidade adicional para monitorar o tamanho das micelas regulares e,
entdo, relacion&los com o tipo de agregado presente em cada fase da interpretacdo dos perfis
condutivimétrico e tensiométrico, para depois também relaciond-los com os resultados cinéticos. Esta
discussao tem sido enfatizada no decorrer deste trabalho.

O ndimero de agregagdo micelar médio (N ) indica 0 nimero de mondmeros de surfatante por
unidade micelar podendo informar sobre o tamanho de agregados presentes em solugao [64.65.66],

O método foi originalmente descrito por Turro e Yekta que empregam o pireno como sonda
luminescente e benzofenona como supressor 61, Neste trabalho, foi utilizado o método das mudancgas
de intensidade de fluorescéncia do ruténio bipiridineo (Ru(bipy);?) seguindo a supressdo da
fluorescéncia por adigdo do 9-metilantraceno (MA) [66.96],

A distribuicdo da sonda e do supressor entre a micela € dada pela equacéo de distribuicdo de
estatistica de Boltzmann, definida pela Equagéo 42.

I, /1= exp(— %} (42)

Emque o termo lo / | representa a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor,
[Q] é a concentracdo molar do supressor, e a concentracao molar de micelas associadas a BSA [M] é

definida por:

[M] =([D]T‘Ca°] @3)

O termo [D] define a concentracao total do surfatante.
Da combinagdo das Equagdes 42 e 43 e inserindo a definigiio [Mj=[Dn] / N, sendo que Dy € a

concentragdo do surfatante micelizado, temos:

Ln(l—oj vt (44)
| [D.]
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O valor de [M] foi determinado pela construcdo de um grafico de o / | versus a [Q]. A Fgura
36(A) mostra o comportamento linear de In (o / 1) vs. [M] em vérias concentragbes de SDS na
presenca de 1,0% de BSA. Todos os gréficos apresentaram uma correlacdo de 0,998. O numero de
agregacao médio foi calculado a partir das inclinagdes, N / C¢—cac.

Finalmente, a Figura 36(B) mostra os valores de N versus [SDS] para a soluggo de 1,0 % de

BSA. Observa-se um progressivo aumento de N com o aumento de [SDS].
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Figura 36- (A) Gréficos de In (lo/ 1) vs. concentragdo do supressor MA em (a) 10; (b) 22; (c)
30; (d) 50; (e) 80 e (f)200mM de SDS, (B) Numero de agregacao vs. [SDS]. Todos os dados foram
obtidos na presenca de 1,0% de BSA, em tamp&o succinato de sédio 20 mM, pH=5,40 a 30,0 °C e

[Ru(bipi)$?] = 1,0x106 M.
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Turro e col. 561 usaram 0 mesmo critério com o intuito de estabelecer uma correlagéo entre a
formacdo e desenvolvimento do processo de ligacdo SDS a BSA e, em consequéncia, discutir as
etapas de desnaturacdo da proteina, até a saturacdo e 0 suposto aparecimento de micelas regulares
de SDS. Nesta etapa da discussao, com os resultados medidos de nimero de agregacao, 0s autores
associaram o ponto de saturacdo em 1 % de BSA, ao valor determinado por Reynolds e Tanford, ~
0,4g de SDS/ g de BSA, e 1,4g de SDS/g de BSA [1.741, como um ponto de referéncia para relacionar o
aparecimento de micelas regulares.

Por outro lado, Shinagawa e colaboradores (1161 gpontaram para a “crenca’ do valor fixo da
quantidade de 1,4g / g proteina ter sido erradamente atribuido. Eles estudaram a variacdo da
concentracdo de sal proveniente do tampdo na faixa de 0 a 500 mM para o sistema BSA/SDS, e
verificaram que a quantidade de SDS ligado aumenta de 1,0 para 2,2 g/g, tal como Teixeira e col.
tarbém sugeriram 77, Eles também determinaram o ndmero de agregacio (N ) através de medidas
por SANS para complexas formados por dodeilsuifato de litio e BSA e encontraram valores de N
muito baixos, tanto quanto agueles encontrados por Turro e cal. B8, e por Holmberg [117], através do
método de supressao por fluorescéncia.

Turro sugeriu que as diferencas encontradas poderiam ser devido ao contra-ion, que a saber,
sadio liga mais que o litio e seria consistente com tamanhos de micelas menores. Entretanto, o ponto
principal da técnica foi o de indicar a formagéo de agregados “micela-like”, sugerindo também que o
modelo de complexos proteina-surfante, também é do tipo “colar de pérolas”.

Recentemente, Vasilescu e cal., também estudando interacdo entre proteinas globulares com
surfatantes, concluiram que N é de fato tAo pegueno quanto o tamanho de uma micela regular e que
nao depende do pH e nem da forga idnica (118,

A Fgura 36A mostra o efeito do supressor em diferentes concentragdes de SDS em 1,0% de
BSA. Observa-se que as inclinagdes mudam indicando variagdo de tamanho a cada concentracdo de
SDS. A Tabela 8 apresenta os resultados e indica que 0 nimero de agregacdo aumenta com o
aumento da [SDS)]. Na verdade, tanto Turro e col. 561 como Teixeira e col. ['7] observaram semelhantes
comportamentos. A dificuldade de interpretacdo destes resultados (Tabela 8), assim como os de Turro
e col. Bl esta restrita & metodologia empregada. Se na Equacado 28 for usado o parametro cac para
estimar a concentracdo total de surfatante micelizado, isto €, Cq= G — cac, para quaisquer [SDS]
empregadas, logo esta assumindo-se que, ao longo de toda concentracdo de surfatante utilizada no

sistema, forma-se um tipo apenas de agregado e este deve estar realmente crescendo.
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No entanto, estariamos contradizendo toda a discuss&o deste trabalho em termos dos dados
de tensdo superficial, condutividade elétrica e outros.

Embora Turro e col. B8 também assumam dificuldades na interpretacdo e atribuicdo do
aumento de N & mera formagdo de complexos BSA-SDS, eles ainda levantam a possibilidade de
micelas de SDS estarem também presentes em altas [SDS]. De qualquer forma, assumir cac como
inicio da formacdo de complexas, sem nenhuma outra restricdo, significa assumir também que os
valores obtidos sdo resultados do nimero de agregacdo médio de todos 0s possiveis agregados
presentes nas varias concentragbes de SDS utilizadas. Entende-se que o supressor e a sonda
fluorimétrica ndo tenha preferéncias por agregados e sim, pelo fato de  serem hidrofébicos, distribuen
se estatisticamente assim como 0 método o assume.

No entanto, em relacdo aos valores de N da Tabela 8, destacamos duas relevantes
observagdes: (i) A primeira refere-se ao valor de N =37 em 10 mM de SDS. Com base neste método,
na descricdo do tamanho do complexo BSA-SDS, este valor pode ser encarado como real. Assim, com
uma aproximacdo, 10 mM esta ligeiramente acima do ¢, limite do término do patamar no perfil de
tensdo superficial (Fig 29A e 29B) (veja interpretacdo acima). De outro lado, o valor é concordante com
0 ato grau de ionizagdo obtido por este trabalho (Tabela 7), estimado na faixa dos perfis de
condutividade entre cac e ¢. Lembramos que agregados com alto valor de o s@o carateristicos de
agregados pequencs, tais como neste caso, N = 37. Observa-se que uma micela de SDS, nas
proximidades da cmc, tem nimero de agregacao de ~ 60 [56.77.115117.118]: (jj) Por outro lado, na obtengdo
dos demais valores de N, cujas concentragdes de SDS estdo acima de 10 mM, o nimero de
agregacdo aumenta mas, aparentemente, acima de 50 mM de SDS, os valores permanecem
relativamente constantes, principalmente, considerando em 80 e 100 mV,, cujos valores 70 e 71, sd0
caracteristicos de micelas de SDS. Curiosamente, embora as condicdes experimentais ndo sao
exatamente as mesimas, os valores de N aqui obtidos, sdo semelhantes aqueles obtidos por Turro 561
e Vasilescu [118],

N&o é ainda possivel, com base somente nos valores observados de N, assumir qualquer
interpretacdo sobre o crescimento dos agregados. S80 necessarias  meiores informagdes e mais
evidéncias. Antecipa-se, no entanto, que, embora N aumente, a linearidade obtida acima do psp
condutivimétrico (20 mM SDS) é uma forte indicacdo de desenvolvimento de um agregado com
caracteristicas interfaciais constantes e mais, 0 grau de ionizacdo, determinado a partir destas

correlacOes lineares (Tabela 7), é tipicamente de agregados iguais aos de micelas de SDS.
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Resta, pensar entdo, em crescimento de agregados que se for referente ao complexo BSA-
SDS, eles apresentam nesta fase, estruturas semelhantes aquelas micelas de SDS.De qualquer forma,
sob 0 ponto de Vvista cinético, enfatizamos que as caracteristicas observadas no perfil cinético em 1%
de BSA (Fgura 23), entre cac e psp sao tipicas de agregados micelares que ndo catalisam, isto €&,
tipicamente de agregados pequenos, N =37, e com altos valores de grau de ionizagéo (o ~ 0,8 - 0,9)
(Tabela 7).

Tabela 8- Ndmero de agregaco (N ) em misturas de BSA e SDS, estimados em
tampéo succinato 20 mM, pH=5,40 e T=30 °C.

103[SDS] , M N
10 37
20 45
30 47
50 59
80 70
100 71
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3.16. Efeito da[BSA] e de [PEO] sobre o pH aparente (pHap) do PADA

Micelas em agua tém a peculiaridade de formar micro-ambientes anisotropicos, cujo interior
fornece um dominio hidrofébico. Numa fase continua de agua, favorecem a solubilizagéo de diferentes
substratos organicos insoliveis em agua, enquanto na interface agua-interior (camada de Stern), a
polaridade equivale & de umélcoal. O sitio de solubilizacdo do substrato organico depende do balanco
das forgas hidrofébicas e hidrofilicas. Em micelas ibnicas, as moléculas solubilizadas podem distribuir-
se de acordo com a sua polaridade 26981 mas, preferencialmente, solutos organicos, cuja estrutura
molecular tem grupos arométicos como 0 PADA e tendem a localizar-se na interface, propriamente na
camada de Stern (119,

Sondas sensiveis as mudancas de pH em interfaces de agregados micelares tém sido usadas
amplamente para monitorar mudancas da concentragdo  hidrogenidnica  nessas  interfaces,
principalmente, para interpretar mudancas de reatividade de reagdes quimicas sensiveis ao pH do meio
[71107.220], Em hidrdlise de acetais, a velocidade da reacdo depende da concentracdo “local”, na
interface, do substrato como depende da concentracdo do ion H, conforme definido pelas Equagtes
32 e 33. Segundo o formalismo PIE, em solugdes aquosas de SDS, a concentragdo de H* na interface
depende da extensdo da troca-idnica H/Na* definida por uma constante de seletividade Kina
conforme equilibrio de troca-ibnica ( Eg. 30), mas que ainda esta relacionada com o contedido de ions
Na* na fase aquosa provenientes do SDS adicionado, do tampdo, de parametros como grau de
ionizagdo dos agregados e da cmc ou cac, ja definidos pelas Equacdes 32 e 33.

O pH aparente dos complexos BSA/SDS e PEQYSDS, foram obtidos pelo indicador de pH,
piridina-2-azo-p-dimetilanilina (PADA) 11 (Apéndice 9). Neste caso, assume-se gue ambas as formas
neutra e protonada do PADA estejam completamente incorporadas na micela e que também sejam
sensiveis as variages de pH interfacial local da micela. O comprimento de onda para cada espécie
protonada e desprotonada foi medido em Ama= 555 e 450 nm, respectivamente. Esta evidéncia foi
observada pelo espectro de absor¢do da PADA em 30 mM de SDS e em diferentes concentragdes de
BSA (Figura 37). O ponto isobéstico (Amax = 490 nm) observado foi uma boa evidéncia de que ambas
as formas estéo totalmente ligadas na micela e que mudancas no pHapp, causadas pela presenca de
SDS e BSA, séo indicativo de mudancas na [ H*] da interface micelar.
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Fgura 37— Efeito da concentracdo de (A) BSA e (B) PEO sobre o espectro de absor¢éo da
PADA (estrutura inserida) na presenca de 30 mM de SDS, em de tampéo succinato 20 mM, pH=5,40 a
30,0 ° C. As concentragOes utilizadas de BSA e PEO foram 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 % definidos nos

espectros de cima para baixo.
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Foi feito um conjunto de medidas do pHapp dos sistemas complexos BSA/'SDS e PEQ/SDS: (i)
em concentracdo constante de SDS ( 0, 7, 15 e 50 mM) e quantidades variadas de BSA e PEO e (i)
em concentracéo constante de BSA e PEO (0,2 e 1,0% ) e concentrag@es variadas de SDS.

As figuras 38 (A) e (B) representam a situacao (i), em que o pHapp estimado foi calculado por
uso das Equagdes 38 e 39, como fungéo da concentracdo da BSA e do PEO. Nés observamos que em
baixas concentragdes de SDS (7 mM) o pHapp tem um rapido aumento tendendo a um platé. Ja em
concentragBes mais elevadas do surfatante (50 mM)), observamos uma diminuicdo nos valores de
pHapp.

Na auséncia de SDS, os valores do pHapp n&o apresentam nenhumea modificacdo. No entarto,
os valores foram bem maiores do que aqueles na presenca do mesmo. No Apéndice 9, estéo
relacionados os valores de pHapp em fungdo da concentragdo de SDS para BSA. Estas observagoes
também se estendempara o sistema complexo formado por PEO/SDS.

A Hgura 39 representa a situagao (i), a qual mostra os perfis pHapp versus [SDS)], obtidos em
0,2 e 1,0% de BSA e PEOQ, respectivamente. Ambos os perfis mostram um grande aumento da
concentragdo de préton em baixas [SDS], e ainda mais pronunciado em baixa concentracéo da BSA ou
PEO. Em concentragBes meis elevadas de proteina, a sonda “sente” um meio menos écido. A figura
inserida representa os valores de pHapp para a solugéo de SDS. Verifica-se que o pHapp diminuiu
rapidamente com a [SDS] até atingir o valor constante de 3,5, em 10 mM de SDS.

Em comparacéo com PEQYSDS, observa-se que em baixas concentragBes de PEO a sonda
“sente” praticamente 0 mesmo microambiente que para o sistema que contém BSA. Por outro lado, em
concentragBes mais elevadas de BSA e PEO o comportamento € diferente. Os valores de pHapp em
[SDS] <25 mM para solugdes de 1% de BSA sdo maiores que para solucdo de 1% de PEO. Em [SDS]
> 30 mM os valores de pHapp no sisterma que contém PEO s&o meiores do que aqueles que contém
BSA. Entretanto, acima desta concentracdo de surfatante, a sonda PEQ/SDS sente um ambiente

menos &cido, nas mesmas condi¢des experimentais.
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Fgura 38— (A) Efeito da concentracdo de BSA nos valores de pHapp em (o) auséncia de SDS, (W) 7
e (A ) 15mMde SDS. (B) Variacdo do pHapp para o sistema contendo PEO em ( 0) auséncia, (00) 7 e

(A) 25mMvi de SDS. Emtampéo succinato 20 mM, pH=5,40 a 30,00 C.
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Fgura 39 — (A) Efeito da adico de SDS na determinacdo dos valores do pHapp, em tampdo

de succinato de sodio 20 mM, pH=5,40, em presenca de (O) 1,0 e (o) 0,5% de BSA, & 30°C. A Figura
inserida mostra os valores de pHapp para o SDS, e (B) mostra os valores de pHapp para o sistema

PEO nas mesmas condigdes experimentais.
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Os perfis cinéticos, kops Vs. [SDS], mostram que kobs aumenta com o aumento da concentragéo
de SDS (Figuras 20 e 23) que sdo caracteristicos de uma reacdo bimolecular e estdo amplamente
documentados para diferentes reagdes quimicas 68881, O formalismo PIE interpreta 0 aumento inicial
como um aumento da concentracdo interfacial de ions H*. Este fato realmente € documentado aqui,
interpretando os perfis de pHapp vs [SDS] mostrados na Figura 38. Emtodos os casos, em0,5 e 1,0 %
de BSA e de PEO, a sonda indica que a taxa do aumento da concentragdo protonica interfacial € muito
maior em menores concentragbes de SDS, para depois ficar constante e os perfis tender a um
patamar. Isto €, os perfis cinéticos tém formatos antagbnicos aos de pHapp, tendendo também a
patamares em maiores concentragbes de SDS. Estes andlogos comportamentos ja tém sido
documentados para misturas de SDS e PVP ["1], Portanto, 0 papel de monitoramento de concentracéo
de ions H* na interface micelar por indicagdo do PADA é perfeitamente compreensivo.

Para a determinagdo do pHapp na superficie da micela formada na presenca de BSA e PEO foi
considerado que: (i) o pKa do indicador na micela é igual ao pKa do indicador no meio aquoso, pKa=
4,50 [ e (i) ndo foram considerados quaisquer tipos de interacdo entre PADA e BSA.

De forma andloga, a Figura 39 mostra que o pHapp diminuiu com o aumento da [SDS]. Isto
significa que a sonda sente um grande aumento na [ H* ] interfacial em baixa [SDS], indicando que
agregados concentram mais rapidamente H- em baixa concentragdo de surfatante. Por outro lado,
estas mudancas s&0 menos pronunciadas na curva com alta concentragéo de BSA, 0 que significa que
0 meio onde a sonda esta localizada € menos &cido em toda concentracdo de surfatante.

Este fato é condizente com as curvas de kops Versus [SDS] mostradas na figura 23. Isso é
significativo na interpretacdo da inibicdo observada da hidrdlise &cida do 2-ND na presenca de BSA,
em que a diminuicdo da velocidade € devida a diminuicio da concentragdo de Ht interfacial. Entdo, a
explicagdo do efeito da concentracio de polimero (BSA e/ou PEO) sobre o valor de ks pode ser
atribuida as mudancas do pH interfacial dos agregados micelares quando a reac&o esta ocorrendo.

Assumindo que os reagentes estdo em equilibrio dindmico entre a pseudofase aquosa, micelar
e a do complexo BSA/SDS ou PEQYSDS, como ja foi mencionado anteriormente, a contribuicdo de
cada pseudofase para a velocidade total da reagdo tem sido definida pela Equ. 45 ['11,

Kobs = k2w [2-N D]w [H+]w+ k2m [2'N D]m [H+]m + kzp [Z'ND]p [H+]P (45)
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Por outro lado, os valores de pHapp para complexas PEQYSDS, embora ligeiramente maiores,
sao semelhantes aos de BSA-SDS, o que pode significar que complexos BSA/SDS, proporcionalmente,
ligam mais prétons na superficie micelar do que os agregados PEQYSDS (superficie menos acida).
Neste caso, apenas para ilustrar os efeitos cinéticos observados, sugerimos um modelo muito parecido
com agueles obtidos por Zanette e colaboradores 11 para o sistema PVP/SDS, ja que ambos 0s
sistemas BSA/SDS e PEQ/SDS apresentam comportamentos cinéticos semelhantes. A Fgura 40
mostra um esquema enfatizando a interface dos agregados onde a reacéo de hidrdlise acida do 2-ND
ocorre.

Conforme observa-se por SAXS (ver mais adiante), somente os dados em 20 e 30 mM de SDS
ajustam-se ao modelo do “colar de pérolas’ , entdo, ndo pode-se afirmar que segmentos da cadeia
macromolecular da BSA e do PEO estdo distribuidos de igual maneira ao longo dos perfis Kops Vs.
[Polimero]. Podemos assumir que os segmentos da BSA estdo rodeando a interface tal como foi
sugerido por Cabane “2. Para o sisterma BSA/SDS, a molécula de proteina € adsorvida na interface
agualcadeia hidrocarbdnica do SDS e, na regido onde ocorre a reagao, 0s prétons sao diluidos por que

sdo adsorvidos na superficie do polimero [120.121],

.....
st
PR

Fgura 40- Esquema de uma secdo parcial da regido proxima da interface de agregados
micelares e BSA/SDS e/ou PEQ/SDS. A figura mostra a pseudofase micelar e aquosa separada pela
camada de Stern 42, onde S= substrato, AH>= &cido succinico e A2 e AH- 0s anions succinato.
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3.17. Sistema BSA/SDS e PEO/SDS no psp

Foi monitorada a variacéo do classico segundo ponto de descontinuidade (psp ) das curvas de
condutividade elétrica vs [SDS] em presenca de proteina e polimero em funcéo da concentracéo de
BSA (Figura 41). Curiosamente, o valor do psp aumenta linearmente com a concentracgo de proteina,
assim como ocorre com polimeros neutros sintéticos tal como o PEO (Figura 31) [42.67.68.121],

Classicamente, o psp define a saturacdo das cadeias poliméricas e, por esta razéo, depende
da concentragdo do polimero. Supde-se entdo que, acima do psp, deva predominar somente a
formacdo de micelas regulares de SDS e que cada incremento na concentracdo do surfactante
contribui somente para o aumento da pseudofase micelar. Sob o ponto de vista cinético, o psp pode
entao ser encarado como uma segunda cmc. Entende-se, entdo, o porqué de a catélise observada na
reacdo de hidrdlise do 2-ND (Figura 23 ) tormar-se mais importante a partir desta [SDS]. Sem divida,
relembramos que micelas de SDS sdo melhores catalisadores do que os agregados tanto para PEO-
SDS 571 como BSA-SDS.

A assuncdo de que no psp condutivimétrico, isto €, ~ 20 mM de SDS, ocorre formacdo de
agregados tipicamente micelares, é assegurada pelos resultados de condutividade elétrica (Figura 30)
porque: (i) a condutividade varia linearmente com a [SDS), tal como ocorre no sistema PEO-SDS
(Hgura 31); (i) Os coeficientes angulares das regides lineares acima do psp, com e sem BSA, séo
idénticos (Tabela 5) tal como os valores de « (Tabela 7).

Afinal, 0 que se questiona agui, € o significado do psp condutivimétrico. Isto &, se ele
representa ou Ndo um ponto de saturacdo das cadeias proteicas por moléculas de SDS, uma vez que
este parametro condutivimétrico comporta-se semelhantemente como no sistema PEO-SDS [122],

Este questionamento, seguramente, € relevante, e sua interpretacdo deve estar relacionada
com 0 mecanismo de desnaturacdo da proteina. Lembramos que, ja ha muito tempo, Tanford e
Reynolds 5741, por didlise, concluiram que o ponto de saturacdo ocorre em 1,35 g de SDS/ g BSA e
varia pouco com outras proteinas. Esta quantidade, que representa 0,047 M de SDS/ g BSA, é muito
diferente daguela encontrada por condutividade elétrica de 0,020 M de SDS/ g BSA. Afinal, o que as
duas técnicas estdo observando para chegarem amesma conclusdo em valores tao diferentes?

De outro lado, Schwuger e Bartinick #91 definiram o ponto de saturagdo como sendo o final do
primeiro platd do gréfico de tensdo superficial vs. [SDS], e que a quantidade necessaria de SDS,

observada em torno de 47 mM, representaria a formacao adicional de micelas normais em solucéo.
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Estas interpretagdes também ndo s&o totalmente satisfatdrias quando se considera somente a
segunda interpretacdo pois, em principio, contradiz os resultados de condutividade elétrica. Essa
discrepancia, existente entre a real definicdo do psp medidas por condutividade (Fg.30), tenséo
superficial (Fig.29), dialise 55174 e microscopia 11221 refletem alguma propriedade importante que esteja
acontecendo no fendmeno de agregacdo. E portanto, conveniente, caracterizar estruturalmente os
agregados em solucdo e o tipo de ligacdo existente entre as modificagdes sofridas pela proteina
induzida pelo surfatante. Para uma melhor compreenséo da definicdo de saturacdo e do tipo de
estruturas que se formam em solugdo, usamos a técnica de espalhamento de raio-X a baixos angulos

(SAXS) 187.123.124] para ambos complexos estudados neste trabalho.

103psp , M

. . , . , . .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Polimero , %

Figura 41- Mudancas no psp coma concentracdo de polimero: (e) BSA e (0 ) PEO em solucdo
contendo SDS em de tampéo succinato de sodio 20 mi, pH=5,40. A Fgura foi construida com os
dados da Tabela 5, pagina 81.
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3.18. Espalhamento de Raio-X por Baixos Angulos (SAXS)

3.18.1. Espalhamento de raios-X a baixos angulos para
solugdes de BSA/SDS e PEO/SDS

A Fgura 42 mostra curvas de SAXS (intensidade de espalhamento Jops Versus vetor de
espalhamento () ) para diferentes concentragbes de SDS , em pH=5,40, na qual fol evidenciada a
presenca de dois picos. O primeiro pico ocorre emtorno de = 0,04 A1 relacionado com um fator de
estrutura intermicelar, devido as repulsdes coulombicas entre as superficies carregadas das micelas
[78.124], Em concentrages de 10 mM de SDS o efeito € menos intenso, quando comparado com [SDS]=
30 e 50 mM, onde ele é mais acentuado. Por outro lado, 0 segundo pico que ocorre emq = 0,16 At é
caracteristico de estrutura intramicelar [781241, Deve-se notar que este pico ndo é definido na curva de
SAXS a 10 mM de SDS, embora a cmc do SDS, nas condigbes experimentais, tenha sido identificada
3,5 mM.

Portanto, o pico intramicelar de SDS torna-se perceptivel na curva de SAXS para
concentragbes de SDS maiores que 10 mM. Na concentracdo de 20 mM observa-se nitidamente o
aparecimento deste pico. Entretanto, por razbes experimentais os valores em “g’ pequenos ndo
apresentaram uma boa estatistica. Portanto, a curva de SAXS para esta concentracdo ndo esta sendo
apresentada.

A FHgura 43A apresenta os resultados de SAXS obtidos na presenca de 1,0 de BSA em
vérias concentragbes de SDS. Conforme se observa nesta Fgura, as curvas de SAXS para as
solucBes de BSA pura e com 2,0 mM de SDS séo idénticas. Isto evidencia que nenhuma mudanga
brusca na conformac&o da proteina foi induzida pela adicéo de 2,0 mM do surfatante. Os resultados de
modelagem confirmam esta observacéo, que foi tratada no capitulo 1.5 deste trabalho.

Na concentracéo de 5,0 mM observaramese variagdes em duas regides distintas da curva de
SAXS: (i) em q pequenos ( < 0,04 A1), observa-se um aumento de inclinagio, indicando um aumento
na dimens&o do objeto espalhador e (ji) em q grandes (> 0,1 A1), observa-se uma mudanca no perfil
da curva. Para [SDS] < 5 mM, néo foi observado o pico intramicelar. Porém, difere dos resultados
obtidos na auséncia de proteina (Figura 42), o pico intramicelar ja é mais evidente na concentragéo de

10 mM do surfatante na presenga de BSA (Figura 43A).
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Este pico torna-se mais intenso e se desloca para g pequenos com a adicao gradativa de SDS
(de g =0,2 Apara 10 mM passa para q = 0,17 A- para 50 mM).

Curicsamente, o efeito da repulsdo eletrostética entre micelas de SDS (interferéncia
intermicelar) em q = 0,04 A4 (Figura 42), n&o foi observado na presenca de proteina (tratada a seguir).

Da mesma forma que para a proteina, foram feitas medidas de SAXS para solucdo contendo
um polimero neutro hidrossollvel (PEO). A Fgura 44B mostra as curvas de espalhamento para
solugdes contendo contendo 1% de PEO. Novamente, o pico intramicelar em 1,0 % de PEO na
presenca de 10 mM do surfatante é mal definido e torna-se claro em 20 mM (g = 0,2 A-).

Em 50 m\V,, este pico toma-se mais intenso mas n&o muda sua posicio (q = 0,19 A1) como

aumento da [SDS]. E interessante notar a presenca do pico intermicelar em q = 0,04 A

0.004

0.002

‘JOBS (@)

0.000

Figura 42- Curvas de espalhamento de raios-X a baixos &ngulos em ( a) 10, (b) 30 e (c) 50 mM
de SDS, em tamp&o succinato de sodio 20 mM, pH=5,40.
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Fgura43- Curvas de SAXS para solucdes de 1,0% de BSA (A) e paral,0% de PEO (B), em

vérias concentracdes de SDS. As curvas foram deslocadas na escala Jobs para melhor visualizagéo.
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3.18.2. Ajuste das Curvas para o Sistema BSA/SDS

A Fgura 44 apresenta 0 ajuste as curvas de SAXS, a partir das coordenadas atomicas
(programa CRYSOL) 5. A forma monomérica e dimérica da Albumina do Soro Humano (HSA), foi
empregada para ajustar as curvas das solugdes de 1% de BSA na auséncia e em presenca de 2,0 mvi
de SDS, cujo valor € muito proximo da cac, tendo em vista que os dados cristalogréficos da BSA néo
foram encontrados na literatura.

O excelente gjuste as curvas de SAXS indica que a BSA e HSA apresentam similaridade na
estrutura cristalogréfica, na auséncia e em presenca de pequenas quantidades de SDS na cadeia
polipeptidica (Fgura 44A). Pequenas diferencas na estrutura de ambas as proteinas ndo séo
perceptiveis quando avaliadas por SAXS. Portanto, em concentragdes relativamente pequenas de
SDS, ndo se observou mudancga na estrutura da BSA cono, por exemplo, sinal de desnovelamento.
Turro e Lei 561, em concentragBes pequenas de SDS, sugeriram também que a BSA ndo desnatura,
mes somente ocorre ligacdo especifica de molécula de SDS na BSA via interagfes ibnicas ou
hidrofébicas, sem causar uma abertura de sua estrutura.

Por outro lado, na concentragdo proxima da ¢, portanto em 5,0 mM de SDS, o ajuste com a
forma monomérica parece ser razoavel em valores de g < 0,1 A-L, porém o ajuste se torna duvidoso na
regido de q> 0,1 A-L. O gjuste com a forma dimérica da HSA também foi empregado. Porém, néo se
obteve coeréncia dos valores tedricos com os experimentais (Figura 44B). E relevante salientar que os
resultados dos ajustes para as formas monoméricas e diméricas em 5,0 mM de SDS apontam para
uma mudanca na conformagéo da proteina.

A partir da curva de SAXS correspondente a solucdo de BSA em 5,0 mM de SDS, determinou-
se a funcdo de distribui¢do de distancias p(r) que nos fornece informagdes sobre a forma e a dimenséo
méxima dos objetos espalhadores (Figura 45a). A Figura 45b mostra a forma da curva associada com a
estrutura de estudo.

Comparando a Figura 45 com a 13 e com a Figura 4517, pode-se inferir que, na auséncia de
SDS, a albumina  apresenta a forma de uma elipséide com Rg=32,1 A e dimens&o méxima Dina= 100
A . Por outro lado, na presenca de 5,0 mM de SDS a curva de distribuicgo de distancias é bem
diferente. Neste caso, 0 Rg e a dimensdo maxima assumem valores de 39,2 e 120 A, respectivamente.

De fato, segundo os valores do raio de giro e Dnax , @ BSA esta se “desenovelando’ a medida
que SDS é adicionado na solucéo.
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Nesta concentragdo bem proximo da ¢, identificado como o final do primeiro platd de tens&o
superficial (Figura 29), novas estruturas complexas comegam a aparecer, considerando que ocorre a
diminuicdo da tensdo superficial e que de acordo com os resultados de SAXS a proteina comeca a se
desnovelar.

Turro e Lei ¢ ndo observaram mudanca estrutural significativa por causa da auséncia de
micelas de SDS na solugdo. As conclusdes propostas séo baseadas na isoterma da Figura 7 na qual,
em baixas concentracles de surfatante (que corresponde a regido "a"), moléculas de surfatante ligam-
se sb especificamente. Este tipo de ligacdo causa uma expansdo da proteina que € seguida de uma
ligacdo ndo-cooperativa (regido “b”, Figura 7).

Estruturas do tipo "colar de pérolas’ sdo observadas com a formacdo de micelas em
concentragBes meis elevadas (regido “c”). Neste caso, temse uma ligacdo fortemente cooperativa,

conforme mostrado na Figura 12 561,
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Fgura 44- (A) Aluste da forma monomérica da HSA nas curvas de SAXS de 1,0% de BSA na
auséncia e na presenca 2,0 mM de SDS em 20 mM de tampé@o succinato, pH=5,4. (B) Ajuste
paraosistema com 5 mM de SDS. A linha vermelha mostra o ajuste com a forma monomeérica e a preta

0 ajuste com a forma dimérica pelo programa Crysol. As estruturas estdo mostradas no grafico.
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Figura 45 Funcdes p(r) obtidas para: (a) 1,0 % de BSA em pH=5,40 com Dma= 100 A e
Rg=32,1+0,2 A e (b) 1,0 % de BSA em 5,0 mM de SDS com Dma= 130 A e Rg=139,2 + 0,5 A.

A Figura (B) mostra a associag&o da forma da macromolécula com a p(r) obtida em fung&o de A (A).
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Portanto, para concentragdes de SDS entre cac e ¢ (Fguras 29 e 30) os mondmeros de
surfatante devem estar ligados na proteina, induzindo a sua desnaturacdo que se desnovela segundo
resultados de SAXS. N&o é possivel descriminar por SAXS se as mondmeros formam agregados pré-
micelares uma vez que ndo se observa o pico intramicelar sobre a curva de SAXS. Vale a pena
ressaltar, entretanto, que se observa uma tendéncia & formag&o deste pico na regigo de g > 0,1 A1
(Hgura 46). O ndo pronunciamento do mesmo sobre a curva pode ser devido ao efeito de
concentracdo, isto €, a concentracdo de agregados tipicamente micelares é baixa e, portanto, nao
espalha suficiente radiagé@o para aparecer um pico de intensidade importante.

Por outro lado, os resultados cinéticos também mostram que, em concentragdes menores que
10 mM de surfatante, em presenca de 1,0 % BSA, kqbs € praticamente constante. Relaciona-se este fato
com agregados micelares pequenos e de grau de dissociagdo alto. Lembra-se ainda que, somente em
concentragfes acima de 15 mM, é que kos comeca aumentar. O SAXS, no entanto, indica o
aparecimento de micelas ja em 10 mM, enquanto que a condutividade elétrica indica o psp em 20 mvi
de SDS. Para solugdes de BSA em concentragbes maiores que 10 mM de SDS, as curvas de SAXS
s80 gjustadas através do modelo de “colar de pérolas”, quando o fator da forma da micela de SDS P(q)
€ representado por uma elipsdide de anisometria v (parametro de gjuste), Equagdo 37, pagina 42. A
funcdo de interacdo entre micelas, ou seja, o fator de estrutura S(g) € definida segundo o “modelo
fractal” ['7], Equacdo 34, pagina 41, com alcance de correlacdo micela-micela & e dimensdo fractal D
(dois parametros do ajuste).

A Fgura 46 mostra a intensidade de espalhamento vs. g, onde a linha cheia representa o
melhor ajuste tedrico aos dados experimentais, mostrando boa concordancia. Os parametros extraidos
da modelagem estdo resumidos na Tabela 9.

Os resultados apontam para o fato de que concentragBes maiores que 10 mM favorecem a
abertura da cadeia polipeptidica da BSA (flexivel e quase linear, D=1) com agregados de SDS
crescendo de forma aproximadamente esférica em 10 mM (v=1,0) para pequencs agregados
elipsdides em 50mM (v=1,3). O alcance de correla¢do micela - micela & é constante e da ordem de 100
A. O crescimento micelar é condizente com a mudanca da posicio do pico intramicelar, ja ressaltada
na apresentacao dos resultados. Além disso, da pasicao deste pico pode-se concluir que os agregados
micelares no complexo sdo menores ( 10 mM de SDS) do que micelas de SDS puras e crescem até
atingir dimensdes préximas as das micelas regulares de SDS puras em torno de 50 mM
( Hgura 42). Para concentragBes mais elevadas ( 60 e 80 mM), os agregados apresentaram 0 mesmo
tamanho que em 50 mM, conforme resultados mostrados na Tabela 9.
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Notamos um pico micelar bem definido em 20 mM de SDS (Figura 44A), muito embora em 10
mM também aparece um pico, mas € de baixa intensidade. Portanto, 20 mM de SDS coincide com o
classico ponto de saturacéo observado por condutividade elétrica (Figura 30), ja também definido para
sistemas formados por polimeros neutro hidrossolivel (PEO) e surfatantes, diferentemente do que
afirmaram Raynolds e Tanford (51 para a saturag@o da BSA por SDS determinada por diélise.

Os resultados de SAXS obtidos neste trabalho, no entanto, apontam para uma nova
interpretacao. O parametro anisometria (Tabela 9) mostra que o agregado micelar cresce somente até
50 mM de SDS. Observa-se que, em 60 e 80 mM, a anisometria (v) tem o mesmo valor de 50 mM.

Esse fato pode estar relacionado com o ponto de saturacéo indicado por Reynolds e Tanford
porque a saturagdo em 47 mM aponta para uma regido onde os agregados param de crescer.

Segundo os resultados obtidos de SAXS, combinados com o condutivimétrico, esse ponto de
saturacdo, que a literatura aceita ha quase cingqiienta anos, pode ser real, porém nao é a definicdo mais

apropriada.

Tabela 9- Parametros estruturais obtidos pelo ajuste das curvas supondo 0 modelo do “colar de
pérolas’, onde Ry € 0 raio parafinico, o a espessura da camada polar, ppo @ densidade eletronica
polar, v é a anisometria (razdo entre o eixo maior e menor), D dimens&o fractal (D=3 para esferas em

arranjo compacto e D=1 esferas num arranjo linear) e £ é o tamanho de correlacao.

1,0% BSA 1,0%PEO

Parametros 10mM 20 mM 30 mM 50mM 60mM 80mM| 10 mM 30 mM 50 mM

Rear (A) 167 167 16,7 167 167 167 | 167 16,7 16,7
c(A) 7 7 7 7 6,5 6,0 55 6,0 4,6
pw(e/A%) 0420 0395 0400 0395 0395 0398 0,400 0,400 0,400
v 1,01 1,1 1,2 13 13 1,3 1,01 1,01 1,01
D 101 1,01 1,01 100 101 101| 1,0 1,01 1,01

e(R) 100 100 100 100 90 90 70 100 100
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Fgura 46- Curvas da intensidade de espalhamento obtidos para amostras de 1,0% de BSA

em diferentes concentragdes de SDS, em pH=5,4.
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3.18.3. Ajuste das Curvas para o Sistema PEO/SDS

As curvas de espalhamento para o sistema na presenca de PEO s&o bem diferentes daquelas
observadas para a proteina (Figura 47). Para o sistema em 20 mM de SDS, observou-se um onmbro
acentuado em q aproximedamente 0,2 A™* o que é uma forte evidéncia de agregados micelares. Para
concentragBes até 10 mM de SDS, pode-se obter informacBes relacionadas com a estrutura do
polimero em solugdo num gréfico de | X ¢? versus 20. Se a forma da regido intermediaria deste grafico
torna-se horizontal, implica em dizer que o polimero € flexivel em solucéo tal como definido pela Figura
15. De fato, as curvas obtidas em 1,0% de PEO, em 2,0, 50 e 100 mM de SDS conferem esta
caracteristica (Figura 47), e em todos os casos, foram calculados o comprimentos de persisténcia da
ordem de 23 Autilizando a Equag&o 46:

101= [47;‘9+ ja (46)

Na qual, 6+(=0,085 A™%) é 0 angulo observado experimentalmente do ponto de transicio da Figura 46B,
A(=1.608) é o comprimento de onda, “a” 0 tamanho de persisténcia.

Para concentragBes de 20 e 30 mM os dados experimentais se ajustaram regularmente ao
modelo do “colar de pérolas, conforme observado na Figura 47. A Tabela 9 inclui os parametros de
ajuste, e pode-se afirmar que o polimero adquire a conformacéo quase linear (D = 1,0), andlogo a BSA.

Entretanto, ndo foi observado crescimento das micelas de SDS (v=1,0, Tabela 9). Para 50
mV, existe um bom ajuste do pico intramicelar com v ~ 1,0, mas 0 modelo ja ndo se gjusta bem para
q<0,1 A1, devido ao aparecimento de um pico de interferéncia emq ~ 0,04 AL Portanto, parece que
as micelas no complexo PEQYSDS a 50 mM do surfatante, ndo estao totalmente “blindadas”, diferente

do que foi observado no sistema BSA/SDS.
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Fgura 47- Curvas da intensidade versus angulo de espalhamento para amostras de 1,0 % de
PEO em diferentes concentragbes de SDS, em pH=5,40. Curvas de Jubs X f Versus q obtidas para
amostras de 1,0% de PEO, em pH=54.
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3.19. Uma Nova Interpretacdo sobre a Saturacdo da Proteina por Surfatante

Fnalmente, os resultados de SAXS s&o condizentes com estruturas complexas que catalisam
emtorno de 20 mM conforme identificado também por condutividade. Em concentragBes menores gque
2,0 mM de SDS, a proteina ndo se desnatura, isto €, ndo perde sua estrutura terciaria, embora 0s
mondmeros de SDS ligamse aos sitios de mais alta energia por ligagdes especificas. O inicio desta
ligacdo é identificado por condutividade e por tensdo superficial.

Em concentragdes, tal que alcancema ¢, a BSA comega a sofrer modificagdes estruturais. O
ponto de saturacdo das micelas na cadeia macromolecular da proteina é observado em torno de 20
mM, e o que foi observado por Tanford e Reynolds ndo seria necessariamente saturagéo, uma vez que
as informagdes obtidas por SAXS sugerem gue os agregados crescem de 20-50 mM de SDS e acima
desta concentracdo néo se verifica mais mudangas do parametro v.

Além disso, Takagi e colaboradores 1161, discutindo resultados de viscosidade deste mesno
sistemg, desabafaram afirmando que a “crenca na quantidade fixa de 1,4g/g é errada e duvidosa'.

Entdo, com base nos resultados, uma definicdo meais apropriada para a saturacéo seria o que
chamamos de "psp condutivimétrico", observado nos perfis de condutividade elétrica, que na realidade
seria nada mais do que o classico ponto de saturacdo que por medidas de didlise ndo é verificado
porque o agregado micelar cresce até nas proximidades de 50 mM de SDS.

A Hgura 48 resume as técnicas empregadas e suas informacdes sobre a formacdo de
complexos BSA/SDS. A técnica de condutividade tem sensibilidade para identificar o psp em torno de
20 mM (para 1,0% de BSA) e a técnica de didlise observa esta saturacdo em 47 mM. Em
concentragdes na faixa de 2,5 a 10 mV, ndo se observa nenhuma catdlise, tendo em vista que
agregados micelares sdo pequencs e ndo tém a habilidade de concentrar prétons. A catdlise inicia
somente em tomo de 18 mM de SDS, nas proximidades do psp condutivimétrico. Por outro lado, a
técnica de SAXS mostra um pico bem definido de micelas em solucdo, mas de baixa intensidade, como

pode ser verificado na Figura 47 na curva em 10 mM para os agregados formados por PEO/SDS.
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Fgura 48- Quadro de resumo das técnicas empregadas no estudo da interacdo entre o

dodecilsulfato de sédio e a albumina do soro bovino.

[SDS], mM 2.5 6.3 10 20 45 50
Proteina '
SAXS nativa . Uesnaturacdo Micela§ pequenas de
. SDS, elipsoides prolata
L] »
Rg (A) 32 39 Cadeia aberta
D.. (K) 100 130
max
L
Tensdo Ligagéo ?scs)o LZ%?IZ Saturagéo
superficial especif. pf (didlise )
Condutividade cac Ct psp
o Auséncia . Catélise
Cinetica « ratAlica > >

Portanto, uma dimens&o técnica sobre o episddio de um “real” ponto de saturacdo que defina o
inicio da formacdo de micelas interagindo com a cadeia da proteina foi discutida. As evidéncias
metodologicas que ha anos tém reportado sobre 0 psp e que tentam caracterizar as interagdes que
ocorrem com polimeros e surfatantes, sdo dismistificadas pelos resultados de SAXS que corroboram
com os resultados da reagéo de hidrdlise do 2-ND. Ora, a catélise ocorre em 20 mM de SDS o que
sugere que micelas comecem a se formar nesta concentracdo. O fato reportado na literatura como
sendo o psp em 47 mM, ndo é contraditdrio, porém, ndo é saturacdo. Os resultados de anisometria
deixam claro que, os agregados crescem na faixa de 20 - 50 mM de SDS. Portanto, O psp
condutivimeértico é o mais adequado para definir o ponto de saturacao.

NGs observamos também que os agregados formados com  surfatante/proteina e
surfatante/polimero apresentam similariedade de comportamentos, conforme observado também por
Adams 11221, embora o raio hidrodindmico do PEO (100.000) é de 20 nm e da BSA de 7.4 nm, ambos

comportam-se de maneira anéloga em algumas situacoes.
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4, CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir do conjunto das técnicas utilizadas para elucidar o processo de
interacdo entre proteinas e surfatantes, nos permitiu chegar a conclusdes importantes sobre aspectos
relacionados aos tipos de agregados que se formam em solucéo e suas principais caracteristicas.

(1) O relevante significado do segundo ponto de descontinuidade definido como ¢ e a regido
nao-linear entre ¢ e psp foi relacionado com diferentes tipos de agregados. Nas solugdes em dominios
diluidos de SDS (2 mM) a BSA e a HSA apresentaram estruturas cristalograficas semelhantes.

Nestas condi¢des, mondmeras de SDS ligamse especificamente na cadeia macromolecular da
BSA sem alterar a sua conformac&o. Por outro lado, as formas monoméricas e diméricas da HSA néo
se gjustaram quando a [SDS] foi 5 mM (préximo da ¢), 0 que indicou um provavel alongamento da

macromolécula, tendo em vista a variagéo obtida pelo raio de giro (Rg).

(2) Em concentracdo [SDS] = 10 mM, observaram:se indicios do aparecimento das primeiras
micelas em solugdo, evidenciados pelo ajuste dos resultados de SAXS e do modelo tedrico “colar de
pérolas’. Em [SDS] > 10 mM foi verificado que estes agregados (BSA/SDS) apresentavam
caracteristicas de micelas que catalisavam a hidrélise do 2-ND.

Por comparacdo, o sistema PEQ/SDS se gjustou regularmente ao modelo somente nas
concentragbes de SDS proximaes a 20 mM. Os resultados foram consistentes com estruturas
linearmente flexiveis de acordo com o modelo “worm like” para agregados formados por polimeros
sintéticos.

(3 Ao lado deste fato, existe a interpretacdo da desnaturagdo da proteina ocasionando
crescimento de micelas. Além disso, o psp, que define a formacdo de micelas livres por condutividade
elétrica, ndo coincidiu com o segundo platd obtido por tensdo superficial que representa a formacao
adicional de micelas livres. O ponto de saturacéo (psp), definido por Reynolds and Tanford em 47,0 M
SDS / g BSA, é muito diferente do valor obtido por condutividade elétrica em 20,0 M SDS g BSA. A
saturacdo que é obtida por didlise, na realidade, corresponde a uma regido obtida por SAXS cujos

agregados micelares praticamente ndo crescem mais .
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(4) Os gréficos de condutividade elétrica mostram ligacdo especifica do SDS na proteina
indicada pelas mudancas de ¢ com 0 aumento da concentracdo de BSA, contrariamente aos perfis

observados por PEO/SDS na qual é independente da concentracdo do polimero.

(5) Os conplexos formados por BSA/SDS na faixa de cpsp séo agregados parecido com
micelas com elevado grau de ionizag8o (o0 > 0,7), caracteristicas de agregados pequenos conforme
parametros de SAXS, e que continuamente mudam de tamanho. Nesta estagio, ha o desenvolvimento

de agregados mistos.

(6) O gréfico de kyps versus [SDS], em 1,0% de BSA, mostra catélise somente em 20 mM,
consistente com a formagéo de agregados micelares no psp evidenciados também pela reacéo de
hidrdlise em varios pH e estédo de acordo com o item (5). Observou-se que, agregados micelares com
elevado valor de o, ndo concentram préton na interface. Em misturas de PEO e SDS, ja se conhece
gue micelas de SDS livres séo melhores catalisadores do que complexos PEQYSDS, porque estes

agregados apresentam um elevado valor de o.

7) Fnamente, misturas de SDS e BSA, em hidrdlise de acetais, comportam-se
semelhantemente a misturas de SDS e PEO. Em principio, agregados formados por PEQYSDS podem

ser utilizados como um modelo adequado para reacdes quimicas de surfatantes anionicos e proteinas.
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Apéndice 1- Espectro de RMN do 2-Naftaleno-1,3-dioxolano (2-ND) em cloroférmio deuterado.
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Apéndice 2- Espectro de 13Carbono 2-Naftaleno-1,3-dioxolano ( 2-ND ) em cloroférmio deuterado.

.. 65,389

—_— 017

.__lrirm

—ii4t

— 103312
=i

bh ; Lo

T T T
110
130 120 PRK




Apéndice 140

Apéndice 3- Espectro de Absorgéo no IV do 2-Naftaleno-1,3-Dioxolano ( 2-ND ) em pastilhas de KBr.
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Apéndice 4- Valores de kobs da hidrolise do 2-ND em fungéo do pH, Tampao succinato de sodio 20

mM, T= 250 °C.
104[H*], M 104 Kops , 52
0,04 0,23
0,16 0,70
0,32 1,04
0,96 2,81

Apéndice 5- Valores da constante de velocidade observada para a hidrdlise do 2-ND em diferentes

concentragdo de SDS, tampéo succinato de sodio pH=5,40 a 30,0°C.

103[SDS], M Auséncia de BSA
0 0,3
2 0,4
4 31
6 3.2
7
8 6,6
9
10 6,8
15 75
20 7,8
25 8,0
30 8,3
40 7,9
45
50 8,0
60
80 6,8
90
100 6,6
110 6,4
120 6,1
130 6,5
140 6,0
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Apéndice 6- Valores da constante de velocidade observada para a hidrélise do BTBA em diferentes

concentracao de BSA, tampao succinato de sddio pH=5,40 a 30,0°C.

102 kobs , St
103[SDS], M Auséncia de BSA 0,025 % de BSA 0,1 % de BSA

3 0,9
4 14 0,7 12
6 3.2 1,6

7 1.8
8 4,3 2,2 2,1
10 6,0 2,6 2,5
12 6,5 31 2,8
14 7,8 34 2,8
15 7,5 3,7 31
18 8,5 4,2 34
20 9,3 4,5 38
25 10,0 55 4,0
30 11,2 57 4,2
40 11,2 5,6 4,3
50 11,3 6,0 4,6
60 10,87 58 47
70 10,9 59 4.8
80 10,8 57 47

100 10,2 57
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Apéndice 7a- Valores da constante de velocidade observada para a hidrdlise do 2-ND em

solucdo de SDS na presenca de diferentes concentracdo de BSA, tampdo succinato de sédio pH=5,40

a 30,00C.
104 kobs, S1
BSA, % [SDS]= 7mM [SDS]= 9 mM [SDS]=10mM  [SDS]= 15 mM
0,0 6,2 2,1 6,4 8,6
74 9,2
0,05 3,5 1,4 53 7,6
2,9 57
0,1 1,7 0,9 44 7,0
1,7 3,7
0,2 0,7 0,3 2,2 52
1,3 1,6
0,3 0,32 0,4 0,7 3,1
11 13
0,4 0,55 0,3 0,8 1,6
0,86 13
0,5 0,25 0,3 11
0,89 14
0,6 0,12 06 0,2 0,5
0,93 15
0,7 0,19 0,2 0,48
0,9 1,11
0,8 0,10 0,8 0,1 0,8
0,8 1.2
0,9 0,7 0,08
0,9 1.2
1,0 0,5 0,05 0,26
0,8 1,3

Os valores em negrito correspondem as medidas feitas na presenga de PEO
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Apéndice 7b- Valores da constante de velocidade observada para a hidrélise do 2-ND em solugéo de

BSA na presenca de diferentes concentracao de SDS, tampé&o succinato de sédio pH=5,40 a 30,0°C.

104 Kops, St
BSA, % [SDS]= 20mM [SDS]= 25 mM [SDS]=30 mM [SDS]= 40 mM

0,0 9,0 9,2 8,9 10,3
8,8 9,8

0,05 6,1 8,5 7.4 9,6
7,3 8,3

0,1 51 79 6,8 8,9
6,2 7,3

0,2 3,9 6,9 6,3 8,4
3,2 40

0,3 3,6 51 5,4 7,2
17 2,4

0,4 2,8 4,8 4,8 6,4
15 2,0

0,5 2,0 35 42 57
0,9 15

0,6 1,14 2,9 3,7 51
15 1,6

0,7 11 2,2 3,0 46
14 14

0,8 0,8 15 2,2 4,0
1,6 13

0,9 0,4 13 15 3,0
14 11

1,0 0,4 0,78 13 2,2
1,2 0,86

Os valores em negrito correspondem as medidas feitas na presenga de PEO
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Apéndice 7c- Valores da constante de velocidade observada para a hidrdlise do 2-ND em solugéo de

BSA na presenca de diferentes concentracao de SDS, tampé&o succinato de sédio pH=5,40 a 30,0°C.

104 Kops, St
BSA, % [SDS]= 50mM [SDS]= 60 mM [SDS]= 80 mM [SDS]= 90 mM

0,0 9,3 8,8 7,7 6,4
7.8 7,2

0,05 8,9 8,3 7,3 6,5
8,5 7,1

0,1 8,7 7,2 7,2 6,2
71 6,5

0,2 8,2 75 6,5 58
6,0 5,2

0,3 7.8 6,4 6,1 6,0
51 47

0,4 7,0 6,5 6,0 5,6
3,7 3,7

0,5 79 6,0 6,3 51
2,7 3,2

0,6 6,0 55 6,2 5,4
25 2,9

0,7 6,0 6,0 59 5,0
2,6 2,2

0,8 51 55 51 48
2,1 18

0,9 48 5,0 51 46
18 15

1,0 4,0 4.4 43 41
1,7 11

Os valores em negrito correspondem as medidas feitas na presenca de PEO
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Apéndice 8- Valores da constante de velocidade observada para a hidrdlise do 2-ND em solugéo de

BSA na presenga de diferentes concentragdo de SDS, tampao succinato de sodio pH=5,40 a 30,0°C.

104 kobs, S1
BSA 0,2% BSA1,0%
103[SDS], M pH= 4,00 pH= 4,70 pH= 4,00 pH= 4,70 pH= 54

0,0 0,3 0,03 0,193 0,0065

5,0 0,19

7,0 0,02
9,0 0,05
10,0 3,0 0,75 0,11 0,04
15,0 11,0 2,2 0,13 0,04
20,0 15,7 3,1 0,11 0,07
25,0 18,5 3,5 0,703 0,22 0,13
30,0 20,0 3,6 1,37 0,34 0,29
35,0 20,2 3,8 2,2 0,53 0,2
40,0 19,0 3,9 3,2 0,75 0,3
45,0 20,0 3,9 4,3 0,96 0,4
50,0 21,0 3,8 51 1,2 0,43
60,0 19,0 3,7 72 1,4

65,0 20,3 3,6 8,9 1,6

70,0 19,0 34 8,9 1,7 0,43
80,0 20,5 3,5 10,0 2,0 0,41
85,0 19,5 3,5 11,2 2,2 0,41
90,0 19,6 3,5 11,3 2,4 0,42
100,0 19,3 13,6 2,4 0,36
120,0 0,36
140,0 0,32
160,0 0,28
180,0
200,0
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Apéndice 9a- Valores de pHapp estimados pela PADA na superficie micelar de complexos BSA/SDS,

tampao succinato de sodio pH=>5,40 a 30,0°C.

pHapp
BSA,%  [SDS]=0,0mM [SDS]=40mM [SDS]=7,0mM [SDS]=10,0mM [SDS]= 15,0 mM
0,0 5,6 4.1 3,6 391 3,63
5,56 4,16 3,71 3,81 3,37
0,1 5,55 4,7 3,88 3,75 3,72
0,2 5,61 5,34 4,74 4,45 3,92
5,56 4,85 4,70 4,10 3,36
0,4 5,73 5,55 5,23 4,96 4,45
5,54 4,88 4,74 4,53
0,5 5,79 5,55 5,35 4,66
5,54 4,87 4,75 4,54
0,6 5,75 5,55 5,43 5,24 4,82
5,57 4,88 4,75 4,65 4,54
0,8 5,84 5,53 5,48 5,39 5,04
5,56 4,89 4,78 4,60 4,56
1,0 5,91 5,59 5,5 5,57 5,16
5,58 4,89 4,79 4,62 4,53

Os valores em negrito correspondem as medidas feitas na presenca de PEO.
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Apéndice 9b- Valores de pHapp estimados pela PADA na superficie micelar de complexos BSA/SDS,
tampao succinato de sodio pH=>5,40 a 30,0°C.

pHapp
BSA,%  [SDS]=25mM_[SDS]=30mM__ [SDS|=45mM _ [SDS]=50mM __[SDS]= 80 mM
0,0 3,72 3,46 391 3,94 3,82
3,93 3,50 4,99 3,24 3,84
0,1 3,54 3,52 3,40 3,79 3,47
0,2 3,76 3,70 3,90 3,89 3,86
3,89 3,90 4,17 4,15 3,91
0,4 4,03 3,87 3,94 4,00 3,47
4,47 4,37 4,41 4,44 4,05
0,5 4,09 3,89 4,00 3,78
4,46 4,40 4,49 4,02
0,6 4,30 3,99 4,07 4,02 3,95
4,56 4,43 4,58 4,54 4,27
0,8 4,57 4,30 4,12 4,06 4,00
4,61 4,52 4,66 4,56 4,35
1,0 4,76 4,53 4,25 4,15 3,97
4,61 4,56 4,71 4,50 4,45

Os valores em negrito correspondem as medidas feitas na presenca de PEO



